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PROSIRENI SAZETAK

Cilj ovog doktorskog rada bio je izmedu autohtonih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline (BMK)
izoliranih iz razli¢itih mikrookoliSa skladiStenih kao znanstveno okarakterizirana kolekcija
industrijski vaznih mikroorganizama, probiotika i funkcionalnih starter kultura provesti in vitro
selekciju sojeva sa specifi¢nim svojstvima biosinteze bakteriocina i egzopolisaharida (EPS-a) te
sojeva koji eksprimiraju proteaze koje kataliziraju reakcije biosinteze peptida iz kazeina. Prema
literaturi EPS-i, bakteriocini i biopeptidi su probioticke biomolekule jer se istrazuju kao klju¢ni
¢imbenici poticanja molekularnih mehanizama specifi¢nih korisnih u¢inaka probiotic¢ih bakterija
na zdravlje domacina (Novak i sur., 2022b; Butorac i sur., 2021; Butorac i sur., 2020). Nakon in
vitro selekcije sojeva producenata ovih specificnih biomolekula, za daljne eksperimente
karakterizacije funkcionalnosti odabrani su Lactiplantibacillus plantarum D13, producent
plantaricina i Limosilactobacillus fermentum D12, producent EPS-a, koji sadrze specifi¢an sustav
proteaza kao i Enterococcus faecium ZGZA7-10. Taksonomska identifikacija odabranih izolata na
razini soja i detekcija klastera za ekspresiju i sintezu bakteriocina, EPS-a te proteina koji sudjeluju
u proteolitickoj aktivnosti, provedena je temeljem fenotipskih karakteristika i primjenom potpunog
sekvencioniranja genoma (engl. whole genome sequencing), dok je njihova funkcionalna uloga
detaljno istrazena. Fenotipskom karakterizacijom antagonisti¢kog djelovanja, ustanovljeno je da
soj L. plantarum D13 iskazuje $irok spektar antimikrobnog djelovanja, ukljuc¢ujuéi bakteriostatsko
djelovanje prema Listeria monocytogenes ATCC®19111™ i Staphylococcus aureus 3048. Upravo
antilisterijsko djelovanje kao znacajno funkcionalno svojstvo probiotickih sojeva moze se pripisati
sintezi bakteriocina. Genom soja D13 sadrzi pln genski klaster odgovoran za biosintezu i transport
plantaricina te ekpresiju gena odgovornih za imunost soja D13. Trodimenzionalne strukture
plantaricina A, plantaricina EF i JK predvidene su in silico modeliranjem metodom za
prepoznavanje sli¢nosti pomoéu SWISS-MODEL, ¢&ija su fizikalna svojstva i redosljed
aminokiselina a-uzvojnica odredena promocu HeliQuest. L. fermentum D12 je producent EPS-a.
Primjenom suvremenih tehnika spektroskopije GC, GC-MS i H-NMR odredena je struktura EPS-
a L. fermentum D12. Ustanovljeno je da D12 sintetizira dva strukturno razli¢ita EPS-a 1 to
homopolisaharid glikogen i razgranati heteropolisaharid koji sadrzi gradivne jedinice terminalne
glukoze u konfiguraciji piranoze i 2,6-vezanu galaktozu u konfiguraciji furanoze u molarnom

omjeru 1:12. Komparativnom genomskom analizom definiran je eps genski klaster za biosintezu



EPS-a L. fermentum D12, koji sadrzi gene za biosintezu, polimerizaciju i transport te gene
odgovorne za aktivaciju prekursora molekula. Prema rezultatima istrazivanja, purificirane
molekule EPS-a prepoznate su kao potencijalni adhezini jer posreduju u autoagregaciji i adheziji,
Sto predstavlja jedno od vaznijih funkcionalnih svojstava probiotickog soja, ali i U zaStiti
bakterijskih stanica D12 tijekom liofilizacije in vitro. Analizom biokatalitickog potencijala, uz
kazein kao primarni supstrat u rekonstituiranom obranom mlijeku, ustanovljeno je da D12 i D13 te
soj roda Enterococcus posjeduju sustav proteaza. Karakterizacija kazeinoliticke aktivnosti
odabranih BMK s potencijalom sinteze biopeptida provedena je u cilju proizvodnje suSenog
svjezeg sira s dodanom funkcionalnom vrijednos$¢u. Kod sojeva L. plantarum D13 i L. fermentum
D12 te kod soja E. faecium ZGZA7-10, ustanovljena je proteoliticka aktivnost uz koju je vezan i
Fmc* (engl. fast milk-coagulating, Fmc) fenotip. Pri tome soj E. faecium ZGZA7-10 iskazuje
znacajniju biokataliticku aktivnosti proteaze odredenu Ansonovom metodom. BMK su uspjesno
koagulirale obrano mlijeko tijekom prekonoé¢ne kultivacije, a hidroliza kazeina potvrdena je s
Tricin-SDS-PAGE. Proteomicki pristupi su primijenjeni za karakterizaciju enzima proteolitickog
sustava tandemskom spektrometrijom masa. MALDI-TOF/TOF i PCR analizama potvrdeno je da
soj E. faecium ZGZA7-10 sadrzi intragensku regiju odgovornu za ekspresiju proteinaza i
enzimatsku aktivnost sustava koji se sastoji od 7 proteaza, 5 peptidaza i 3 transportna proteina koji
sudjeluju u razgradnji dostupnih proteina poput kazeina iz mlijeka do biopeptida. Relativna
kvantifikacija sintetiziranih biopeptida soja ZGZA7-10 odredena je primjenom ciljane
spektrometrije masa LC-MS/MS-MRM. Radi se o 7 ciljanih peptida nastalih razgradnjom o- i -
kazeina s potencijalnim bioaktivnim djelovanjem nakon pretrazivanja MBPDB baze podataka.
Detektiranim peptidima je pretpostavljeno svojstvo imunomodulatornog, antitrombotskog,
antimikrobnog, ACE-inhibitornog ili protuuplanog djelovanja. Krajnji cilj je bio racionalni dizajn
optimiranja sastava mjeSovite funkcionalne starter kulture kako bi se definirao znanstveno
okarakteriziran konzorcij za proizvodnju inovativnih fermentiranih proizvoda - suSenog svjezeg
sira i sirutke. Stoga je provedena karakterizacija fermentacijske aktivnosti odabranih sojeva BMK
nakon uzgoja u obranom mlijeku uz dodatak razli¢itih koncentracija natrijeva klorida i
kvantifikacija utrosene laktoze i produkata metabolizma, laktata, acetata i diacetila primjenom
kromatografskih metoda, HPLC-UV/VIS-DAD i GC-FID. Jedan od klju¢nih kriterija prilikom
odabira probioti¢kih bakterija je ispitivanje prezivljavanja sojeva u uvjetima gastrointestinalog

trakta (GIT). Stoga su provedena in vitro i in vivo istrazivanja na Caco-2 stani¢noj liniji i na



eksperimentalnim zivotinjama kako bi se ustanovio kolonizacijski potencijal i mogu¢i funkcionalni
uCinak zdruzene starter kulture koja sadrzi odabrana tri soja autohtonin BMK i soj
Levilactobacillus brevis D6 koji eksprimira povrsinske S-proteine u nepovoljnim uvjetima GIT-a
(Uroi¢ 1 sur., 2016).

Nakon intervencije zdruzenog konzorcija, kolonizacijski potencijal i biomodulacijski ucinak
pracen je analizom sastava intestinalnog mikrobioma primjenom tehnika nove generacije
sekvencioniranja. In vivo analizom aktivnosti odabrane zdruzene funkcionalne starter kulture
utvrden je znacajan utjecaj na sastav intestinalne mikrobiote Stakora jer je postignut ucinak
povecanja bioraznolikosti i porasta udjela mnogih komensalnih i korisnih bakterija u intestinalnoj
mikrobioti. Na razini koljena znacajna je relativna zastupljenost bakterija predstavnika
Thermoplasmatota, Cyanobacteria, Elusimicrobiota, Verrucomicrobiota i Parabasalia, na razini
porodica predstavnika Prevotellaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Peptostreptococcaceae i Rikenellaceae te bakterija roda Alloprevotella, Prevotella i Roseburia.
Dodatno, prema rezultatima intervencije konzorcijem, ustanovljena je redukcija relativne
zastupljenosti ispod limita detekcije nepozeljnih bakterija rodova Streptococcus, Candidatus
Saccharimonas i bakterija iz porodice Methanobacteriacea.

Tijekom proizvodnje suhih aktivnih mikroformulacija funkcionalnih starter kultura komponentnih
sojeva BMK definiranog konzorcija, a s ciljem postizanja visokog broja metabolickih aktivnih
bakterijskih stanica u liofiliziranom pripravku, provedena je mikroinkapsulacija bakterijskih
stanica zdruZenih sojeva U bionosa¢ima alginatu, k-karagenanu i kazeinu djelovanjem
transglutaminaze te liofilizacija uz dodatak obranog mlijeka, sorbitola, saharoze, laktoze i inulina
kao lioprotektora. Postupci mikroinkapuslacije i liofilizacije doprinjeli su ve¢em broju prezivjelih
bakterijskih kolonija (CFU/g) pri ¢emu je postignut potencijal zaStite bakterijskih stanica
konzorcija BMK tijekom prolaska kroz simulirane uvjete GIT-a in vitro. S ciljem Kreiranja
inovativne funkcionalne starter kulture dizajniran je konzorcij BMK za kontroliranu fermentaciju
suSenog svjezeg sira. Analiza proizvedenog susenog svjezeg sira je pokazala da se radi o
ekstratvrdom siru snizenog udjela mlije¢ne masti. Prema parametrima kvalitete, sastavu peptida,
senzorskim svojstvima i mikrobioloSkim analizama, odredenim nakon proizvodnje i tijekom
skladiStenja, suseni svjezi sirevi proizvedeni kontroliranom fermentacijom, napitak na bazi sirutke
I koncentrirani pripravak sirutke su okarakterizirani kao mikrobioloski sigurni i visokokvalitetni

proizvodi. Proteomi¢kom analizom provedenom primjenom kvantitativne LC-MRM-MS analize



ciljanih peptida, prema preliminarnim rezultatima, u proizvedenim fermentiranim proizvodima
detektirano je 16 peptida s potencijalnim bioaktivnim djelovanjem. S aspekta odrzivosti u cilju
proizvodnje novih proizvoda i postizanja ekoloskog uc¢inka, prireden je inovativan napitak na bazi
sirutke zaostale nakon proizvodnje sira i koncentrirani pripravak sirutke postupkom liofilizacije.
Inovativni napitak na bazi sirutke proizveden je kao tekuéi napitak s dodatkom aroma vanilije ili
maline. Analiza tekuce sirutke pokazala je da se radi o kiseloj sirutki s niskim udjelima masti i
laktoze s povecanim sadrzajem biopetida. Identifikacija inokuliranih starter kultura i mikrobne
populacije BMK u proizvedenim sirevima i izdvojenim sirutkama potvrdena je RAPD-PCR i
DGGE-PCR metodama. Mikrobiom sira, odnosno analiza sastava autohtone mikrobiote prirodno
prisutne u mlijeku odredena je Illumina MiSeq sevencioniranjem. Suseni svjezi sirevi proizvedeni
u laboratorijskom mijerilu uz dodatak konzorcija BMK optimiranog sastava u kontroliranim
uvjetima s ciljem evaluacije potencijalne industrijske proizvodnje odlikuju se pozeljnim
senzorskim svojstvima te su ustanovljene povoljne karakteristike povezane s brzinom acidifikacije
kao rezultat metabolizamske aktivnosti autohtone mikrobne populacije, zatim prinosa sira, sadrzaja
masti i iskoristivost laktoze. Broj zivih bakterijskih stanica u inovativnim proizvodima iznosio je
vise od 10° CFU/mL $to je minimalni broj bakterijskih stanica propisan za postizanje
funkcionalnog uéinka. Inovativni fermentacijski proizvodi imaju potencijal funkcionalne hrane
zbog sadrZanih probiotickih sojeva koji sintetiziraju funkcionalne biomolekule. Konacni proizvod
je bez mikrobioloskih kontaminacija, pozeljnih senzorskih svojstava, visoke kvalitete s povec¢anim

sadrzajem bioaktivnih peptida i visokim brojem probiotickih stanica (iznad 106 CFU/mL).



EXTENDED SUMMARY

The aim of this Ph.D. thesis was to conduct in vitro selection of autochtonous lactic acid bacteria
(LAB) strains isolated from different microenvironments stored as a scientifically characterized
collection of industrially important microorganisms, probiotics and functional starter cultures, with
specific properties of bacteriocin and exopolysaccharides (EPSs) biosynthesis, and strains
expressing proteases that produce biopeptides from casein. According to the literature, EPSs,
bacteriocins and biopetides are defined as probiotic biomolecules since they are investigated as key
factors in promoting molecular mechanisms of specific beneficial effects of probiotic bacteria to
the host health (Novak et al., 2022b; Butorac et al., 2021; Butorac et al., 2020). After in vitro
selection of strains producing these specific biomolecules, Lactiplantibacillus plantarum D13,
producer of plantaricin and Limosilactobacillus fermentum D12, producer of EPSs, both containing
a specific protease system, as well as Enterococcus faecium ZGZA7-10, were selected for further
analyses of characterizing their functionality. Taxonomic identification of selected isolates at the
strain level and detection of clusters responsible for expression and synthesis of bacteriocins, EPSs,
and proteins participating in proteolytic activity, was performed based on their phenotypic
characterisation and by whole genome sequencing, while their functional role has been investigated
in detail. Based on the phenotypic characterization of antagonistic activity, strain L. plantarum D13
exhibited wide range of antimicrobial activity, including bacteriostatic activity against Listeria
monocytogenes ATCC®19111™ and Staphylococcus aureus 3048. Antilisterial effect as a
significant functional property of probiotic strains can be attributed to the synthesis of bacteriocins.
The genome of D13 strain contains the pln gene cluster responsible for the biosynthesis and
transport of plantaricin and the expression of genes responsible for the immunity of strain D13.
The three-dimensional structures of plantaricin A, plantaricin EF and JK were predicted by in silico
modeling based on the similarity recognition method using SWISS-MODEL, while physical
properties and amino acid sequence of a-helixes were determined by HeliQuest. L. fermentum D12
is a producer of EPSs. The structures of L. fermentum D12 EPSs were determined using novel
spectroscopy techniques GC, GC-MS and H-NMR.

D12 synthesizes two structurally distinct EPSs, homopolysaccharide glycogen and a branched
heteropolysaccharide containing terminal glucose in the pyranosidic configuration and 2,6-linked
galactose in the furanoside configuration, in their molar ratio 1:12. The eps gene cluster responsible



for the biosynthesis of L. fermentum D12 EPSs was defined by comparative genome analysis,
which contains genes for biosynthesis, polymerization and transport, and genes for the activation
of precursors molecules. According to the results, purified EPSs molecules are recognized as
potential adhesins since they mediate in autoaggregation and adhesion ability, which is one of the
most important functional properties of the probiotic strain, but also in protecting D12 bacterial
cells during in vitro lyophilization. Analysis of the biocatalytic potential with casein as the primary
substrate in reconstituted skim milk revealed that D12 and D13, and a strain of the genus
Enterococcus, possess a protease system. Characterization of caseinolytic activity of selected LAB
with potential synthesis of biopeptides was performed in order to produce dried fresh cheese with
added functional value. The proteolytic activity to which the Fmc + (fast milk-coagulating)
phenotype is associated was established in strains L. plantarum D13, L. fermentum D12 and E.
faecium ZGZA7-10. The strain E. faecium ZGZA7-10 showed significant biocatalytic protease
activity determined by Anson's method. LAB successfully coagulated skimmed milk during
overnight cultivation, and casein hydrolysis was confirmed by Tricin-SDS-PAGE. Proteomic
approaches have been applied to characterize enzymes of the proteolytic system by tandem mass
spectrometry. An intragenic region of E. faecium ZGZA7-10 strain responsible for proteinase
expression and enzymatic activity was confirmed by MALDI-TOF/TOF and PCR analyses. This
system consists of 7 proteases, 5 peptidases and 3 transport proteins involved in the breakdown of
available proteins such as casein from milk to biopeptides. The relative quantification of the
synthesized biopeptides by ZGZA7-10 strain was determined using targeted LC-MS/MS-MRM
mass spectrometry. There are 7 target peptides formed by the degradation of a- and B-casein with
potential bioactive activity after searching the MBPDB database. Detected peptides are presumed
to have immunomodulatory, antithrombotic, antimicrobial, ACE-inhibitory or anti-inflammatory
activity. The ultimate goal was optimizing the composition of the mixed functional starter culture
in order to define a scientifically characterized consortium folloing the production of innovative
fermented products - dried fresh cheese and whey. Therefore, fermentation characterization activity
of selected LAB strains was performed after the cultivation in skimmed milk upon the addition of
different concentrations of sodium chloride, and also the quantification of consumed lactose and
other metabolic products such as lactate, acetate and diacetyl using chromatographic methods,
HPLC-UV / VIS-DAD and GC-FID. One of the key criteria in probiotic bacteria selection was the

assessment of the strain’s survival in the gastrointestinal tract (GIT). Therefore in vitro and in vivo



studies on Caco-2 cell line and on experimental animals were performed in order to establish
colonization potential and possible functional effect of the mixed starter culture containing the
selected three strains of autochthonous LAB and a Levilactobacillus brevis D6 strain, which
expresses surface S-proteins under adverse GIT conditions (Uroi¢ et al., 2016).

Following the intervention of the mixed consortium, the colonization potential and biomodulation
effect were monitored by analyzing the composition of the intestinal microbiome using new
generation sequencing techniques. In vivo activity analysis of the selected mixed functional starter
culture revealed a significant effect on the intestinal microbiota composition of rats, which resulted
in increasment of biodiversity and the proportion of many commensal and beneficial bacteria in
the intestinal microbiota. At the phylum level there was a significant relative abundance of bacteria
Thermoplasmatota, Cyanobacteria, Elusimicrobiota, Verrucomicrobiota and Parabasalia, at the
family level representatives of Prevotellaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Peptostreptococcaceae and Rikenellaceae, and bacteria at the genus level Alloprevotella,
Prevotella and Roseburia. Additionally, according to the results of the consortium intervention, a
reduction in relative abundance below the limit of detection of undesirable bacteria at the genus
level Streptococcus, Candidatus Saccharimonas and bacteria from the family Methanobacteriacea
was established.

During the production of dry active microformulations using defined consortium of LAB, with the
aim of achieving a high number of metabolically active bacterial cells in the lyophilized
preparation, microencapsulation of bacterial cells in biocarriers alginate, k-carrageenan and casein
by the action of transglutaminase was performed, followed by freeze-drying upon the addition of
skimmed milk, sorbitol, sucrose, lactose, and inulin as lyoprotectants. Microencapsulation and
lyophilization procedures contributed to a higher number of viable bacterial colonies (CFU/g) with
the potential to protect bacterial cells of the LAB consortium during passage through simulated
GIT conditions in vitro. In order to create an innovative functional starter culture, a LAB
consortium was designed for the controlled fermentation of dried fresh cheese. The analysis of the
produced dried fresh cheese showed that it is an extra hard cheese with a reduced content of milk
fat. According to the quality parameters, peptide composition, sensory properties and
microbiological analyzes determined after the production and during the storage, dried fresh
cheeses produced by the controlled fermentation, whey-based beverage and concentrated whey
preparation were characterized as microbiologically safe and high quality products. According to



the preliminary results, in the produced fermented products, 16 peptides with potential bioactive
activity were detected by proteomic analysis performed using quantitative LC-MRM-MS analysis
of target peptides. From the aspect of sustainability, in order to produce new products and achieve
environmental impact, an innovative beverage based on whey remained after cheese production
and a concentrated freeze-dried whey preparation, were prepared. Innovative whey-based beverage
Is produced as a liquid beverage with the addition of vanilla or raspberry flavor. Analysis of liquid
whey showed that it is an acidic whey with low fat and lactose content and increased biopeptide
content. Identification of inoculated starter cultures and LAB microbial populations in produced
cheeses and isolated wheys was confirmed by RAPD-PCR and DGGE-PCR methods. The cheese
microbiome, i.e. the composition analysis of the autochthonous microbiota naturally present in the
milk, was determined by Illumina MiSeq sequencing. Dried fresh cheeses are produced in a
laboratory scale upon the addition of a LAB consortium of optimized composition under controlled
conditions, in order to evaluate the potential industrial production, with desirable sensory
properties and favorable characteristics associated with acidification rate as a result of metabolic
activity of autochthonous microbial population, cheese yield, fat content and lactose utilization.
The number of live bacterial cells in innovative products was more than 108 CFU/mL which is the
minimum number of active bacterial cells prescribed to achieve a functional effect. Innovative
fermentation products have the potential as functional foods due to the encompassed probiotic cells
that synthesize functional biomolecules. The final product is free of microbiological
contaminations, with desirable sensory properties, high quality with increased content of bioactive

peptides and a high number of probiotic cells (above 10® CFU/mL).
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1. UvOD



Recentna istrazivanja u podru¢ju probiotika su usmjerena na ciljanu karakterizaciju ,,novih*
funkcija sojeva bakterija mlije¢ne kiseline (BMK), poput biosinteze bakteriocina i
egzopolisaharida (EPS-a), koje sintetiziraju vec¢inom bakterije iz roda Lactobacillus.
Karakterizacija funkcionalnosti probiotika u domacina utemeljena je na naglom razvoju
metodologija, prioritetno omickih pristupa te primjene funkcionalne genomike i metagenomike za
razvoj nove generacije probiotika kao zivih bioterapijskih pripravaka (engl. live biotereupeutic
products, LBPs). Mehanizmi djelovanja probiotickih sojeva su specifiéni i nisu jo§ do kraja
razjasnjeni. Komponente stani¢ne stijenke i1 metaboliti koji se izluCuju u vanstanicki prostor
istrazuju se kao kljuéni ligandi u interakciji s receptorima koji pri tome induciraju signalne reakcije,
a oCituju se probiotickim djelovanjem (Balzaretti i sur., 2017). Dosadasnje spoznaje upucuju na
vaznost specificnih biomolekula u funkcionalnosti probiotickih bakterija. Kao funkcionalne
biomolekule probioti¢kih sojeva prepoznate su stani¢ne strukture poput pila, povrsinskih S-
proteina, egzopolisaharda, lipoteihonskih kiselina, ali i metaboliti nizih molekulskih masa poput
bakteriocina (Fontana i sur., 2019; Castro-Bravo i sur., 2018; Baptista i sur., 2018; Chikindas i sur.,
2017). Sinteza bakteriocina, moze se indirektno smatrati probioti¢kim svojstvom zbog moguceg
trostrukog djelovanja: antimikrobno djelovanje prema patogenim bakterijama $to omogucéava
kolonizacijsku 1 kompeticijsku prednost soja producenta u intestinalnom mikrookolisu i
autoindukcija proizvodnje bakteriocina (engl. gorum sensing) u funkciji signalnih molekula (Cotter
i sur., 2013). Bakteriocini imaju Siroku primjenu u prehrambenoj industriji kao prirodni
konzervansi, no u novije vrijeme se istrazuje i njihova potencijalna primjena kao terapijskih
molekula (Bali i sur., 2016) i alternativa antibioticima (Chikindas i sur., 2017; Mills i sur., 2017).
Stoga ¢e se u ovom doktorskom radu ispitati bakteriocinska aktivnost odabranih autohtonih sojeva
BMK prema patogenim Gram-pozitivnim bakterijama, Listeria monocytogenes ATCC®19111™ j
Staphylococcus aureus 3048, sto je jedan od vaznijih selekcijskih kriterija za odabir probioti¢kih i
funkcionalnih starter kultura.

BMK su medu najcesc¢e definiranim probiotickim sojevima koji posjeduju stani¢nu stijenku
izgradenu od tankog sloja peptidoglikana isprepletenog s proteinima, teihonskim kiselinama i
polisaharidima koji mogu imati funkciju mikrobnih molekularnih obrazaca koje specifi¢no
prepoznaju receptori definirani kao MAMP (engl. microbe-associated molecular patterns). Upravo
EPS-i osim doprinosa tehnoloskim svojstvima fermentiranog proizvoda i industrijske primjene,

pridonose i korisnim ucincima probioti¢kih bakterija poput imunomodulacijskog djelovanja ili



antiviralne aktivnosti, koji su vrlo specifi¢ni s obzirom na bioraznolikost mikrobnih sojeva koji ih
sintetiziraju (Balzaretti i sur., 2017). Stoga se biomolekule EPS-a posebice iz roda Lactobacillus
Cesto istrazuju zbog moguce funkcionalne uloge na zdravlje intestinalnog trakta (IT) domacina.
Odlikuju se raznoliko$¢u u kemijskom sastavu i strukturi $to utje¢e na njihov specifi¢ni u¢inak u
otpornosti stanica producenta u nepovoljnim uvjetima mikrookolisa, u adhezijskim svojstvima i
imunomodulacijskom u¢inku. Prepoznata je i funkcionalna uloga u snizavanju razine kolesterola,
te antimikrobni uc¢inak. Mogu biti prebioti¢ki supstrati u debelom crijevu te na taj nacin selektivno
poticati rast pozeljnih sudionika intestinalne mikrobiote, S§to utjeCe na sastav intestinalne
mikrobiote i usmjeravanje metabolizma prema sintezi korisnih metabolita poput kratkolanc¢anih
masnih Kiselina. Stoga ¢e se u svrhu definiranja moguce funkcionalne uloge egzopolisaharida
provesti analiza strukture EPS-a soja producenta te ¢e biti ispitan ucinak ovih povrSinskih
makromolekula u zastiti stanica tijekom stresnih uvjeta liofilizacije, autoagregacije soja
producenta, adhezije bakterijskih stanica na proteine ekstracelularnog matriksa, glikoprotein mucin
I Caco-2 stanice.

Enzimska aktivnost probiotickih bakterija, bilo u smislu sinteze funkcionalnih biomolekula
primjerice djelovanjem proteaza ili specifi¢nog katalitickog djelovanja poput laktaze ili hidrolaze
zuénih soli prepoznate su kao ¢imbenici molekularnih mehanizama probiotickog djelovanja
(Lebeer i sur., 2018; Pessione i Cirrincione, 2016). Spoznaje nedavnih istrazivanja upucuju na
vaznost ovih biomolekula kao okosnice za molekularne mehanizme probioti¢kog djelovanja zbog
posredovanja u molekularnim interakcijama probiotickih bakterija s domac¢inom (Lebeer i sur.,
2018). Stoga, zdruzena primjena sojeva koji sintetiziraju bioaktivne molekule in situ moze
doprinjeti razvoju novih fermentiranih proizvoda s poboljSanim nutritivnim svojstvima i dodanom
funkcionalnom vrijedno$éu proizvoda, s ciljem iskljucivanja primjene prehrambenih konzervansa
ili aditiva, Sto predstavlja prirodnu alternativu, privla¢nu suvremenim potro$ac¢ima uz postizanje
ekonomskog ucinka znacajnog u biotehnoloskoj industriji. S pretpostavkom moguce sinteze
bioaktivnih peptida, hidrolizom proteina prisutnin u autohtonom suSenom svjeZzem siru
djelovanjem BMK, ispitat ¢e se proteoliticka aktivnost odabranih sojeva, Ansonovom metodom i
Tricin-SDS-PAGE metodom. Geni za proteinaze detektirat ¢e se pomocu PCR metode sa
specificnim pocetnicama za ekspresiju proteinaza, a identifikacija i kvantifikacija proteina koji su

dio proteolitickog sustava provest ¢e se MALDI-TOF/TOF analizom.



Sojevi BMK, producenti bakteriocina, odnosno egzopolisaharida i bioaktivnih peptida, identificirat
¢e se pristupom sekvencioniranja ¢itavog bakterijskog genoma (engl. whole genome sequencing,
WGS), a funkcionalna anotacija genoma ¢e se provesti primjenom RAST (engl. rapid annotations
using subsystems technology) servera. Komparativnom genomskom analizom, definirat ¢e se
nakupine gena odgovorne za ekspresiju ciljanih biomolekula (engl. plantaricin gene cluster ili engl.
exopolysaccharide gene cluster). Karakteristike potpuno sekvencioniranih genoma ¢e se analizirati
primjenom PATRIC baze podataka. Za in silico identifikaciju biosinteze bakteriocina primjenit ¢e
se racunalni programski alat BAGEL 4.0 kako bi se definirali svi potencijalni geni ukljuceni u
biosintezu, potencijalni geni za autoimunost soja producenta te za transport bakteriocina.
Trodimenzionalne strukture i fizikalna svojstva bakteriocina predvidjet ¢e se modeliranjem
pomoéu metode za prepoznavanje slicnosti dostupne na SWISS-MODEL i HeliQuest
posluziteljima. Tako okarakterizirani sojevi BMK, s poZeljnim svojstvima sinteze biomolekula
egzopolisaharida, bakteriocina i bioaktivnih peptida, ¢e biti ispitani in vitro primjenom Caco-2
stani¢ne linije i na in vivo modelu pokusnih Zivotinja, obzirom na kolonizacijski potencijal i u¢inak
na sastav intestinalne mikrobiote. Analiza sastava intestinalne mikrobiote provest ¢e se naprednim
sekvencioniranjem pomocu Illumina's MiSeq 2500 i obradom podataka pomoc¢u bioinfomatickog
racunalnog alata QIIME 2™, Kako bi odabrane funkcionalne starter kulture u $to veéem broju
dosle do ciljnog mjesta djelovanja, debelog crijeva, gdje in situ proizvode okarakterizirane
biomolekule, provest ¢e se tehnoloski procesi mikroinkapuslacije u razli¢itim vrstama polimernih
nosaca i liofilizacije uz dodatak razli¢itih lioprotektora te dodatak prebiotickih supstrata kako bi se
u konacnom pripravku funkcionalne starter kulture zadrzao visok broj metabolicki aktivnih
bakterijskih stanica tijekom biotehnoloske proizvodnje, transporta odnosno skladistenja. Nakon
karakterizacije funkcionalne uloge pojedinih biomolekula u njihovoj probiotickoj aktivnosti,
odabrani sojevi BMK biti ¢e zdruzeni u dizajniran konzorcij BMK Kkoji ¢e se primijeniti za
proizvodnju suSenog svjezeg sira s dodanom funkcionalnom vrijednos¢u, a pri tome ¢e se sirutka,
koja zaostaje kao nusproizvod tijekom fermentacije, iskoristiti za proizvodnju inovativnog
funkcionalnog napitka. Takoder e se odrediti parametri vazni tijekom proizvodnje sira, i to utroSak
laktoze te sinteza mlijecne i1 octene kiseline tekué¢inskom kromatografijom, a koncentracija
diacetila primjenom plinske kromatografije. Istraziti ¢e se i potencijalna prisutnost i kvantifikacija
bioaktivnih peptida nastalih proteolitickom aktivno$¢u odabranih starter kultura u proizvedenim
fermentiranim proizvodima LC-MALDI-TOF/TOF i LC-MRM-MS metodama. Genomska



stabilnost i reizolacija primijenjenih starter kultura, te raznolikost dominantne spontano prisutne
mikrobne populacije BMK ¢e se ustanoviti primjenom RAPD-PCR i DGGE-PCR molekularnih
tehnika te sekvencioniranjem Illumina's MiSeq 2500 i obradom podataka pomoc¢u bioinfomati¢kog
racunalnog alata QIIME 2™,



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Bakterije mlije¢ne kiseline kao probiotici

Bakterije mlije¢ne kiseline su skupina Gram-pozitivnih bakterija koje su dio autohtone bakterijske
populacije u fermentiranim proizvodima, te se primjenjuju kao starter kulture u prehrambenoj
industriji. Odredene vrste ove skupine bakterija, uglavhom one koje pripadaju rodovima
Lactobacilllus i Bifidobacterium su prirodno prisutne ili se primjenjuju u industrijskoj proizvodnji
funkcionalne hrane (Linares i sur., 2017). BMK se kroz povijest usko povezuju s ljudskom
primjenom zbog svojih pozeljnih pozitivnih ucinaka na fermeniranu hranu u kojoj se nalaze,
ukljucujuci poboljsanje senzorskih svojstava te sigurnost i kvalitetu samog proizvoda (Holzapfel i
Wood, 2014). Glavni proizvod fermentacije ugljikohidrata BMK je mlije¢na Kiselina pri ¢emu je
metabolicki put razgradnje glukoze homofermentativan, no kod pojedinih sojeva moze biti i
heterofermentativan jer uz mlije¢nu kiselinu, nastaju i drugi produkti metabolizma, etanol i
ugljikov dioksid. Uslijed proizvodnje mlije¢ne i drugih organskih kiselina, dolazi do snizavanja
pH vrijednosti okolnog medija, $to ima vrlo vaznu ulogu u inhibiciji patogena (Suskovié i sur.,
2010).

Prema definiciji, probiotici su jedna ili vise kultura zivih mikroorganizama koje djeluju korisno na
domacina, bilo covjeka ili Zivotinju, tako Sto poboljSavaju svojstva autohtone mikroflore
probavnog sustava (Suskovié, 1996). Probiotici imaju ulogu u uspostavljanju ravnoteZe narusene
intestinalne mikrobiote, reguliraju¢i odgovarajucu intestinalnu funkciju, pri ¢emu mogu biti
ucinkoviti u prevenciji ili tretmanu nekoliko gastrointestinalnih poremecaja kao $to su akutna
infektivna dijareja, dijareja kao posljedica terapije antibioticima, sindrom iritabilnog crijeva ili
Chronova bolest (Abraham i Quigley, 2020). Pojedini probioticki sojevi izolirani iz fermentiranih
mlije¢nih proizvoda iskazuju imunomodulatorni ué¢inak poput Lacticaseibacillus casei CRL431,
imaju funkciju snizavanja razine kolesterola u serumu poput Limosilactobacillus reuteri NCIMB
30242 i antihipertenzivni u¢inak poput Lactiplantibacillus plantarum TENSIA™ (Aragon i sur.,
2014; Jones i sur., 2012). Prilikom odabira potencijalnih probioti¢kih sojeva potrebno je ispitati da
li odabrani soj ispunjava niz selekcijskih kriterija, prikazanih na slici 1. Jedan od tih kriterija je da
minimalna efektivna dnevna koli¢ina koju je potrebno konzumirat bude 10°-10° zivih mikrobnih

stanica iako to ovisi 0 soju i namirnici u kojoj se nalaze (Watson i Preedy, 2015).



o

—

* humano ili Zivotinjsko porijeklo

« izolirani iz gastrointestinalnog trakta zdravih pojedinaca
* povijest sigurne upotrebe

* tocna fenotipska i genotipska identifikacija

* bez podataka o povezanosti s infektivnim bolestima

* bez podataka o sposobnosti cijepanja soli Zu¢nih kiselina
* bez nuspojava

* odsutnost gena odgovornih za antibioti¢ku rezistenciju

* sposobnost kompeticije s mikrobiotom i mikrobnim vrstama (ukljuc¢ujuci srodne
vrste) prisutnim u intestinalnom ekosustavu

* mogucnost prezivljavanja, odrzavanja metabolicke aktivnosti i rasta na ciljanom
mjestu

* otpornost na zuc¢ne soli i enzime

« otpornost na nisku pH vrijednost

« antagonsti¢ka aktivnost prema patogenim mikroorganizmima (npr. H. pylory,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Clostridium difficile)

« otpornost na bakteriocine i kiseline drugih sudionika intestinalne mikrobiote

* adhezija i sposobnost kolonizacije odredenih mjesta unutar organizma domacina i
odgovarajuca stopa prezivljavanja u gastrointestinalnom sustavu

— )

* jednostavna proizvodnja velike koli¢ine biomase i visoka produktivnost kultura

* vijabilnost i stabilnost Zeljenih svojstava probiotickih bakterija tijekom
zamrzavanja, liofilizacije, pripreme i distribucije probiotickih produkata

* visoka stopa prezivljavanja u gotovim proizvodima (u aerobnim 1 mikroerofilnim
uvjetima)

* jamstvo pozeljnih senzorskih svojstava gotovog proizvoda (u slucaju
prehrambene industrije)

* geneticka stabilnost

« otpornost na bakteriofage

Slika 1. Selekcijski kriterij za odabir probioti¢kih kultura (prilagodeno prema EFSA, 2005;
FAO/WHO, 2002; Suskovié, 1996)

Fermentirana hrana je glavni izvor probioti¢kih kultura (slika 2), osobito fermentirani mlje¢ni
proizvodi (Giraffa, 2012). Sir zbog svojih specifiénih kemijskih i fizikalnih karakteristika, koji za
razliku od fermentiranog mlijeka ima ve¢u pH vrijednost, nizu titracijsku kiselost, ve¢i puferski
kapacitet, ve¢i sadrzaj masti, ve¢u dostupnost hranjivih tvari, nizi sadrzaj kisika i gusc¢u teksturu,

predstavlja pogodan medij za primjenju probiotickih kultura. Ovi uvjeti povecavaju tolerantnost
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prema niskim pH vrijednostima i prezivljavanje probiotickih sojeva tijekom prolaska kroz

gastrointestinalni trakt (Karimi i sur., 2011).

Antihipertenzivni
ucinak

Antidijabeticko
djelovanje

Snizavanje kolesterola Modulacije mikrobiote

)
\ Bakterije mlijecne kiseline

?- Bioaktivni mikrobni metaboliti

Slika 2. Korisni ucinci probiotickih BMK i bioaktivnih metabolita u fermentiranim mlije¢nim

proizvodima na zdravlje ¢ovjeka (Linares i sur., 2017; uz dopustenje izdavaca)

Dodatno, razli¢ite vrste prebiotickih supstrata stimuraju rast bakterija prisutnih u debelom crijevu
(Chung i sur., 2016). Prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane koji korisno djeluju na zdravlje
domacina selektivom stimulacijom rasta i/ili aktivnosti jedne bakterijske vrste ili ogranicenog broja
pozeljnih bakterijskih vrsta ve¢ prisutnih u debelom crijevu (Suskovi¢, 1996). Fermentacijom
prebioti¢kih supstrata u debelom crijevu nastaju kratkolan¢ane masne kiseline (engl. short chain
fatty acids, SCFA) koje medu svojim brojnim ulogama sudjeluju i u zastiti od patogenih bakterija
snizavanjem intestinalne pH vrijednosti (Crittenden i Playne, 2009). Da bi se pojedini dodatak
prehrani smatrao prebiotikom ne smije biti probavljiv ili barem djelomi¢no probavljiv u gornjem
dijelu gastrointestinalog trakta, te otporan na kisele uvjete koji prevladavaju u zelucu i djelovanje

probavnih enzima (Maccfarlane i sur., 2008). S obzirom na strukturu razlicite su vrste prebiotika.
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Razlikuju se poliloli odnosno Secerni alkoholi (ksilitol, sorbitol, manitol), disaharidi (laktuloza,
laktitol),  oligosaharidi  (rafinoza, sojini  oligosaharid, fruktooligosaharidi  (FOS),
galaktooligosakaridi (TOS-transgalaktozilirani oligosaharid), drugi ne-probavljivi poligosaharidi
(palatinoza, izomalto-oligosaharidi, laktosukroza) i polisaharidi (inulin i rezistentni $krob).

Potreba potrosata za tradicionalnim fermentiranim mlije¢nim prehrambenim proizvodima
obogacenim probiotickim bakterijama 1 prebiotickim supstratima Se povecava zbog njihove
dokazane gastronomske kvalitete 1 pozitivnih fizioloskih ucinaka na ljudsko zdravlje. Medutim,
strogi propisi o sigurnosti hrane dovode do smanjenja fleksibilnosti proizvodnje, homogenosti u
proizvodnji hrane, gubitka raznolikosti hrane i tradicionalne specifi¢nosti. Stoga je od presudne
vaznosti priprema dobro definiranih funkcionalnih autohtonih starter kultura za proizvodnju
tradicionalnih fermentiranih mlije¢nih proizvoda, kao §to su razli¢ite vrste sireva u kontroliranim

uvjetima, uz primjenu standardizirane tradicionalne tehnologije (Terzi¢-Vidojevié i sur., 2015).

2.2. Funkcionalne biomolekule probioti¢kih bakterija kao postbiotici

Sve veée zanimanje potrosaa za zdravim nacinom zivota te prirodnim proizvodima koji
promoviraju zdravlje potaknulo je proizvodnju funkcionalnih mlije¢nih proizvoda, s oboga¢enim
bioakativnim dodatcima i prirodno prisutnim mikroorganizmima tijekom fermentacije mlijeka
(Linares i sur., 2017). BMK se tradicionalno primjenjuju kao starter kulture, no osobito je znacajna
biotehnoloska primjena roda Lactobacillus kao probioti¢kih ili funkcionalnih starter kultura
(Alvarez-Siero i sur., 2016). U novije vrijeme znanstvena zajednica usmjerena je na razvoj zivih
bioterapijskih pripravaka $to podrazumijeva razvoj nove generacije probiotika, Koji se primjenjuju,
kao zivi lijekovi. Tako su brojna istrazivanja usmjerena na prakti¢ne, in vitro rezultate s
probioticima, detaljni mehanizmi koji su temelj za dokazivanje pozitivnih uéinaka probioti¢kih
bakterija in vivo jo$ uvijek nisu razjasnjeni. U prilog razjasnjavanju preciznih mehanizama
probioti¢kog djelovanja ide razvoj funkcionalne genomike i metagenomike uz stalno povecanje
broja potpuno sekvencioniranih genoma probioti¢kih sojeva, §to pridonosi definiranju klju¢nih
biosintetskih putova i molekularnih mehanizama probiotickog djelovanja. Mehanizmi
probiotickog djelovanja su specifi¢ni za soj i nisu jo$ do kraja razjasnjeni, a dosadas$nje spoznaje
upuéuju na vaznost specifi¢nih biomolekula u molekularnim mehanizmima ovih bakterija, koje

nazivamo postbioticima. Sintetiziraju ih funkcionalne starter kulture u samom fermentiranom



proizvodu ili ih nakon konzumacije probioticke bakterije mogu proizvesti in situ u IT-u domacina.
Primjeri takvih funkcionalnih biomolekula koje sintetiziraju probioticke bakterije su povrSinski S-
proteini, pili, lipoteihonske kiseline, egzopolisahardi (EPS-i), bakteriocini te metaboliti nastali
enzimatskim djelovanjem probioti¢kih bakterija poput bioaktivnih peptida (slika 3), ali i pojedini
metaboliti vezani uz sintezu triptofana i histamina te regije DNA bogate CpG dinukleotidnim
sekvencama nazvane CpG otoci, no za funkcionalnost probiotickih sojeva mogu biti znacajne i
njihove enzimatske aktivnost ostvarene djelovanjem hidrolaza zu¢nih soli ili primjerice laktaze

(Baptista i sur., 2018; Castro-Bravo i sur., 2018; Lebeer i sur., 2018; Chikindas i sur., 2017).
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Slika 3. Potencijalni funkcionalni u¢inak probioti¢kih bakterija koji proizlazi iz interakcija s
domacinom posredovanim funkcionalnim biomolekulama poput bakteriocina, egzopolisaharida,
povrsinskih S-proteina, te proteazne aktivnosti na molekularnoj razini in vivo (prilagodeno prema
Butorac i sur., 2020)



2.2.1. Bakteriocini probiotickih bakterija

Vecinu bakteriocina probioti¢kih sojeva sintetiziraju upravo bakterije roda Lactobacillus (Hegarty
i sur.,, 2016), iako ih proizvode i BMK roda Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc i
Enterococcus. Sinteza bakteriocina moze se indirektno smatrati probioti¢kim svojstvom koje se
oCituje kroz tri moguca mehanizma djelovanja: antimikrobnim djelovanjem prema patogenim
bakterijama, omogucavanjem kompeticijske prednosti soja producenta u intestinalnom
mikrookoliSu i autoindukcijom proizvodnje bakteriocina (engl. gorum sensing) u funkciji signalnih
molekula (Cotter i sur., 2013). Bakteriocini su antimikrobni ribosomski sintetizirani
peptidi/proteini s bakteriocidnim i/ili bakteriostatskim djelovanjem prema srodnim Gram-
pozitivnim bakterijama, a sam soj producent nije osjetljiv na proizvedeni bakteriocin (Hegarty i
sur., 2016). Tradicionalno je prepoznata njihova primjena kao biokonzervansa za sprijeCavanje
kontaminacije patogenim bakterijama poput Listeria monocytogenes u hrani, te su prepoznati kao
ucinkovita alternativa raznim kemijskim postupcima koji mogu uzrokovati promjene sastava,
nutritivnih 1 organolepti¢kih svojstava hrane koji mogu imati Stetan u¢inak na zdravlje ovjeka.
Jedno od vaznih funkcionalnih svojstava probioti¢kih bakterija je antimikrobno djelovanje koje
podrazumijeva sintezu antimikrobnih molekula, prema tome i bakteriocina, §to soju producentu
omogucuje kompetitivnu prednost tijekom kolonizacije i kompeticije u IT-u. Osim njihove
primjene kao prirodnih konzervansa za prehrambenu industriju, istrazuje se i potencijalna primjena
bakteriocina kao terapijskih molekula, odnosno primjena probioti¢kih sojeva producenata ovih
biomolekula kao novih terapijskih strategija s ciljem sprije¢avanja infekcija patogenim sojevima
uzro¢nika razlic¢itih poremecaja u IT-u (Bali i sur., 2016). Obzirom na ucestalu pojavu Sirenja
antibioticke rezistencije, zahvaljujuci njihovom inhibicijskom djelovanju, bakteriocinske molekule
se istrazuju i kao alternativa antibioticima (Chikindas i sur., 2017; Mills i sur., 2017). Stoga,
upotreba bakteriocina koje sintetiziraju BMK, predstavlja alternativnu antimikrobnu strategiju u
borbi protiv antibioticke rezistencije (Suskovié i sur., 2010). Prvu klasifikaciju bakteriocina koje
proizvode BMK predlozio je Klaenhammer (1993), a sve kasnije podjele se zanivaju na njoj.
Podjela bakteriocina koje sintetiziraju BMK utemeljena je na njihovoj primarnoj strukturi,
molekulskoj masi, posttranslacijskim modifikacijama i genetskim karakteristikama, no trenutno ne
postoji njihova jedinstvena Klasifikacijska podjela. Razlikuju se ¢etiri klase bakteriocina, dok ih

neki autori dijele i na tri, iako postoje jako male razlike u opisu medu pod-klasama. Prva klasa
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bakteriocina su mali (<5 kDa), termostabilni peptidi, nazvani lantibiotici. Druga klasa bakteriocina
su takoder mali (< 10 kDa), termostabilni, nemodificirani, kationski, hidrofobni peptidi, a
podijeljeni su na klasu Ila i IIb. Klasa Ila sadrzZi peptide sli¢ne pediocinu (engl. ,,pediocin-like*),
koji su aktivni prema bakterijama roda Listeria (Perez i sur., 2014). Bakteriocini klase 11b, kako bi
iskazali svoje antimikrobno djelovanje, zahtijevaju sinergisticku aktivnost dva komplementarna
peptida, poput plantaricina A, EF i JK (Butorac i sur., 2020; Diep i sur., 2009a). Bakteriocini klase
I11 su termolabilni proteini ve¢ih molekulskih masa (> 30 kDa), a glavni predstavnik je helveticin
J.

Biosinteza bakteriocina razlikuje se ovisno o soju, te se moze optimirati uvjetima uzgoja s obzirom
da se sintetiziraju u vrlo niskim koncentracijama u fizioloSkim uvjetima. Opcenito, geni koji
kodiraju za proizvodnju bakteriocina i imunost su organizirani u operonske klastere, a mogu se
nalaziti na kromosomima i pokretnim genetickim elementima, kao §to su transpozoni i plazmidi.
Novo-sintetizirani bakteriocini sadrze signalnu sekvencu na N-terminalnom Kkraju, koja se tijekom
translokacije u izvanstani¢ni prostor modificira enzimima kodiranim na genima unutar zajednicke
nakupine gena za biosintezu bakteriocina. Proizvodnja bakteriocina je regulirana medustani¢nom
komunikcijom-autoindukcijom (engl. quorum sensing), mehanizmom pomocu autoinducirajucih
peptida (Chanos i Mygind, 2016). Quorum sensing je izraz koji opisuje regulaciju ekspresije gena
koja je posredovana komunikacijom medu stanicama, kada je postignuta njihova odgovarajuca
gustoca. Komunikacija je omogucéena direktnim kontaktom medu stanicama ili pomoc¢u malih
molekula glasnika, koje su proizvedene i izmjenjene medu stanicama (Williams i sur., 2007).
Indukcija biosinteze bakteriocina primjenom QS je identificirana kod klase I (lantibiotci) i klase 11
(engl. ,,pediocin-like*) bakteriocina BMK. U proizvodnju lantibiotika je uklju¢en dvokomponentni
regulatorni sustav, odnosno histidin kinaza, regulator odziva i induktor (antimikrobni peptid).
Molekula bakteriocina se veze na transmembransku histidin kinazu soja producenta i uzrokuje
aktivaciju i fosforilaciju regulatora odziva koji uzrokuje inicijaciju transkripcije gena ukljucenih u
ekspresiju bakteriocina (Kleerebezem, 2004). Slican mehanizam indukcije sinteze bakteriocina
uocen je i kod tzv. ,,pediocin-like” bakteriocina, odnosno trikomponentnog regulatornog sustava
koji se sastoji od peptidnog induktora, transmembranske histidin kinaze i citosolnog regulatora
odziva. U ovom slucaju, signalni peptid ima ulogu u indukciji biosinteze bakteriocina, nasuprot
dvokomponentnog regulatornog sustava, gdje molekula bakteriocina djeluje kao induktor. Gen za

peptidni induktor se nalazi blizu gena koji kodira za strukturni bakteriocin, i eksprimira se izvan
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stanice u malim koncentracijama. Kada je odredeni ,,quorum® postignut, odnosno kada je
koncentracija peptidnog induktora postignuta u dovoljnoj koli¢ini, ekstracelularni dio histidin
kinaze se aktivira procesom fosforilacije. Nakon aktivacije histidin kinaze, regulator odziva koji se
nalazi su citosolu stanice je transfosforiliran, $to dovodi do njegovog vezanja na specifi¢ne
promotore koji su odgovorni za ekspresiju bakteriocina i njegovog indukcijskog faktora
(Belguesmia i sur., 2011; Drider i sur., 2006). Prva QS regulacija kod laktobacila je dokazana na
plantaricinu A, sakacinu A i sakacinu P, kod kojih je plantaricin A izoliran iz L. plantarum C11
(Nissen-Meyer i sur., 1993).

Prema Diep 1 sur. (1996) genom soja L. plantarum C11 sadrzi 5 razli¢itih plantaricin A
inducirajué¢ih operona: pInABCD, pInEFI, pInJKLR, pInMNOP i pInGHSTUV. Operoni pInEFI i
pINJKLR kodiraju za dva razli¢ita plantaricina PINEF i PInJK, od koji svaki sadrzi dva peptida, te
odgovarajuce proteine odgovorne za imunost soja producenta na vlastiti plantaricin (Butorac i sur.,
2020; Ekblad i sur., 2016; Oppegard i sur., 2016). Regulatorni operon pInABCD sudjeluje u
regulaciji ekspresije svih gena na pln lokusu. Ovaj operon kodira za inducirajuéi peptid plantaricin
A (PInA) koji je zapravo indukcijski signal za proizvodnju bakteriocina (Diep i sur., 2009b).
Operon pINMNOP sadrzi gen pInN, koji kodira za prekursor plantaricina N. Nakon pInN gena,
slijedi pInO gen koji kodira za polipeptid. Imunosni proteini na ovom operonu su kodirani sa
genima pInM i pInP. Konac¢no, pInGHSTUVW operon sadrzi gene odgovorne za procesiranje i
ekstracelularni transport bakteriocina i drugih proteina s jo§ nepoznatim funkcijama, uklju¢enih u
sintezu bakteriocina. Pretrazivanjem homologije s drugim genima, otkriveno je da pInG i pInH geni
kodiraju za proteine koji su dio dvo-proteinske obitelji, tzv. ABC transporteri i njihovi pomo¢ni
proteini. Sli¢ni pIn genski klasteri su prisutni i u drugim L. plantarum sojevima, kao §to su WCFS1
(Kleerebezem i sur., 2003), NC8 (Maldonado i sur., 2003), J23 (Rojo-Bezares i sur., 2008), J51
(Navarro i sur., 2008), V90 (Diep i sur., 2009b) i I-UL4 (Tai i sur., 2015).

Vecina bakteriocina koje proizvode BMK su kationski peptidi jer sadrze u strukturi aminokiseline
lizina, arginina i histidina, hidrofobne prirode zbog prisutnosti alanina, valina, leucina, izoleucina,
prolina, metionina, fenilalanina i triptofana te amfifilnih svojstava (Diep i Nes, 2002). Iz navedenih
svojstava proizlazi i njihova aktivnost kada iskazuju djelovanje na citoplazmatsku membranu
bakterijske stanice, gdje se pozitivno nabijeni proteini vezu na negativno nabijene fosfolipide u
membrani stanice, dok je prolaz bakteriocina kroz membranu omoguéen zbog njihove amfifilne

strukture.
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Klasa I i klasa Il bakteriocina su aktivni u kiselim i neutralnim uvjetima, ali se inaktiviraju
djelovanjem proteaza, ukljucujucéi tripsin i Kimotripsin iz gusterace i pepsin iz zeluca, iako podnose
ekstremne pH vrijednosti, visoke temperature i koncentracije soli. Inhibicijsko djelovanje
bakteriocina ve¢ine BMK utemeljeno je na formiranju pora u stani¢noj membrani $to dovodi do
kolapsa protonske sile u bakterijskoj stanici. Gram-negativne bakterije su zastiCene od
bateriocidnog djelovanja bakteriocina BMK jer u usporedbi sa stanicnom stijenkom Gram-
pozitivnih bakterija sadrze dodatnu vanjsku membranu. Prilikom interakcije s stani¢nom
membranom, kationski N-terminalni kraj bakteriocina formira strukturu nalik plo¢i koja se veZe na
povrsinu stanice, dok hidrofobni C-terminalni kraj u obliku heliksa prodire kroz hidrofobnu
strukturu staniéne membrane i veze se na manoza fosfotransferaznu permeazu $to rezultira
propusno$¢u membrane. Pojedini bakteriocini koji pripadaju klasi | imaju dvostruki mehanizam
djelovanja. Prema jednom mehanizmu, vezu se na prekursor biosinteze peptidoglikana Lipid Il koji
omogucuje transport peptidoglikana iz citoplazme do stani¢ne stijenke, i time uzrokuju smrt
bakterijske stanice jer sprijeCava sintezu stani¢ne stijenke bakterija. Imaju i moguc¢nost vezanja na
Lipid II i ugradnje u stani¢énu membranu, pri ¢emu formiraju poru, §to dovodi do lize i kona¢ne
smrti bakterijske stanice. Amfifilna struktura u obliku heliksa klase II bakteriocina omogucuje
njihovu gotovo neometanu ugradnju u staniénu membranu osjetljivog mikroorganizma, $to
uzrokuje depolarizaciju membrane i smrt stanice. Bakteriocini klase 111, odnosno bakteriolizini
hidroliziraju stani¢nu stjenku Gram-pozitivnih bakterija, $§to uzrokuje smrt stanice (Alvarez-
Cisneros i sur., 2011) (slika 4).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja bakteriocina bakterija mlije¢ne kiseline (Alvarez-Cisneros i sur.,

2011; uz dopustenje autora)

2.2.2. Egzopolisaharidi probioti¢kih bakterija

Pojedine BMK sintetiziraju EPS-e, visokomolekularne ugljikohidratne polimere koji se sastoje od
monosaharidnih podjedinica medusobno povezanih glikozidnom vezom (Zeidan i sur., 2017).
Glikanski polimeri mogu biti ¢vrsto vezani na povrSinu stanice pri ¢emu formiraju kapsularne
polisaharide, mogu biti slabo vezani na ekstracelularnu povrsinu, ili potpuno izluceni u okoli$
stanice kao egzopoliaharidi. Kod bakterija, ovi polimeri imaju poseban znacaj, jer imaju vrlo vaznu
ulogu u njihovoj interakciji s domacinom (Poole i sur., 2018). Prema sastavu i mehanizmu sinteze,
egzopolisaharidi se dijele na heteropolosaharide (HeEPS-¢) i homopolisaharide (HOEPS-¢), koji se
sastoje od (razgranatih) ponavljajuéih jedinica Secera i Secernih derivata (Zannini i sur., 2016).
Postoje takoder 1 dodatne modifikacije Se¢ernih lanaca, koje mogu imati pozitivan ili negativan
uc¢inak na fizikalno-kemijska i bioloska svojstva EPS-a. Neke od njih su sulfonacija, fosforilacija,

acetilacija i selenizacija (Zhou i sur., 2018).

14



Pojedini sojevi roda Lactobacillus i Bifidobacterium imaju moguénost sinteze EPS-a. Sojevi
producenti EPS-a se mogu detektirati makroskopskim opazanjem bakterijskih kolonija poraslih na
povrsini hranjive podloge pri ¢emu se uocavaju pravilne, glatke i sjajne kolonije, od kojih neke od
njih imaju tzv. “ropy” fenotip, koji se ocituje formiranjem dugih niti nakon doticanja kolonija.
Prinos EPS-a prati eksponencijalnu fazu soja producenta, dok u stacionarnoj fazi rasta nije uocena
daljnja proizvodnja (Ismail i Nampoothiri, 2010). Prema literaturi, najveéi prinos EPS-a ostvaruju
mezofilni sojevi, Lactobacillus rhamnasus 9595M (1200 mg/L) i Lactobacillus sakei 0-1 (1375
mg/L) (Mozzi i sur., 2003).

Postoje cetiri mehanizma sinteze EPS-a opisana kod bakterija: (i) Wzx/Wzy-ovisni put; (ii) ABC-
transporter ovisni put; (iii) sintaza-ovisni put i (iv) ekstracelularna sinteza primjenom samo jednog
proteina sukraze. Prilikom prva tri spomenuta puta, biosinteza EPS-a krece iz molekula prekursora,
odnosno aktiviranih Secera/secerne kiseline koje se proizvode raznim reakcijama unutar stanice.
Heteropolisaharidi se sintetiziraju Wzx/Wzy-ovisnim putem, dok se ABC-transporter ovisnim
putem vecinom sintetiziraju kapsularni polisaharidi, koji nisu pravi predstavnici egzopolisaharida
jer su vezani na povrsinu stanice (Whitney i Howell, 2013). Kod Wzx/Wzy ovisnog puta, aktivirani
Seceri Se povezuju u specifi¢an slijed pomocu glikoziltransefraze na lipidnom nosa¢u u unutarnoj
membrani, dok se polimerizacija koja ukljuc¢uje Wzy protein, odvija na vanjskoj membrani. Kod
Wzx/Wzy-neovisnog puta (ABC-transporter ovisni put) polimerizacija se odvija na
citoplazmatskoj strani unutarnje membrane. Za sintezu homopolisaharida se koristi sintaza ovisni
put (Rehm, 2010) i ekstracelularna sinteza primjenom proteina sukraze. Sintaza ovisnim putem se
cijeli polimerni lanac izlucuje kroz membranu i stani¢nu stijenku, tj. neovisan je o flipazi za
translokaciju ponavljajuéih jedinica. Polimerizacija i translokacija se odvija istovremeno samo uz
pomo¢ proteina sintaze, membranski vezane glikozil transferaze. Koristi se za sintezu
homopolimera kojima je potrebna samo jedna vrsta Secernog prekursora kao npr. kurdlan koji se
od B-(1—3) vezane glukoze ili celuloza koja se sastoji od B-(1—4) vezane glukoze (Schmid i sur.,
2015). Kod ekstracelularne sinteze, reakcija polimerizacije se odvija kao prijenos monosaharida iz
disaharida saharoze u rastuci polisaharidni lanac, primjenom enzima glikan sukraze (glikozidna
hidrolaza).

Opcenito, EPS-ni klaster organiziran je u operon veli¢ine 11-22 kb, koji sadrzi 13-23 specificne
funkcionalne regije (Zeidan i sur., 2017). EPS-ni klasteri mogu biti smjeSteni na plazmidu ili na
kromosomskoj DNA. Biosinteza HeEPS-a kontrolirana je genima koji kodiraju za
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glikoziltransferazu, zajedno s genima ukljuenim u regulaciju, odredivanje duljine lanca,
polimerizaciju i eksport, koji su organizirani u zajedni¢ki operon i formiraju tzv. EPS-ni
biosintetski klaster, dok enzimi koji sudjeluju u prva dva koraka sinteze ve¢inom nisu kodirani na
istoimenom Klasteru. Velika raznolikosti HeEPS-a koje proizvode BMK su posljedica raznolikosti
gena koji kodiraju za glikoziltransferaze (Zeidan i sur., 2017; Nourikyan i sur., 2015; Werning i
sur., 2012). Kod mezofilnih BMK, kao $to su npr. Lactococcus vrste, EPS-ni klasteri se nalaze na
plazmidima, dok se kod termofilnih sojeva kao $to su Streptococcus i Lactobacillus, nalaze na
kromosomu (Mende i sur., 2016).

HeEPS-i se sastoje od viSe vrsta ponavljaju¢ih monosaharidnih jedinica, najées¢e D-glukoze, D-
galaktoze i L-ramnoze, ali i drugi monosaharidi mogu biti prisutni, poput fruktoze, fukoze, manoze,
N-acetilglukozidaza i glukuronske kiseline, kao i neke neugljikohidratne komponente fostatne ili
acetilne skupine (London i sur., 2014; Werning i sur., 2012), pri ¢emu broj razli¢itih
monosaharidnih jedinica moze varirati od dva do osam (Werning i sur., 2012). HeEPS-e proizvode
razli¢iti rodovi BMK, kao §to su Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus i Bifidobacterium.
Heteropolisaharidi se sintetiziraju polimerizacijom Sec¢ernih-nukletidnih prekursora (UDP-glukoza
i UDP-galaktoza) koji se proizvode unutar stanice, a ¢ija funkcija nije samo proizvodnja EPS-a,

ve¢ su ukljuceni i u sintezu drugih polisaharida (Welman i Maddox, 2003) (slika 5).

Sinteza HeEPS-a Wzx/Wzy-ovisnim putem se odvija u nekoliko faza (Yother, 2011):

1.) Transport i fosforilacija monosaharida i disaharida (glukoza, galaktoza, laktoza).
Monosaharidi i disaharidi se unose u stanicu fosfotransferaznim sustavom (PTS) ili pomoc¢u
permeaza. Tijekom transporta PTS sustavom odvija se transport i fosforilacija, dok se
aktivno$¢u permeaza odvija samo transport, a za fosforilaciju je odgovorna specificna
kinaza (Boels i sur., 2001).

2.) Formiranje Secernih nukleotida, odnosno aktivacija monosaharida. Fosfoglukomutaza
I galaktoza-1-fosfat uridiltransferaza posreduju prijelazu glukoza-6-fosfata i galaktoza-1-
fosfata do glukoza-1-fosfata, koji se prevodi u UDP-glukozu, UDP-galaktozu i dTDP-
ramnozu djelovanjem UDP-glukoza pirofosforilaze, UDP-galaktoza 4-epimeraze, dTDP-
glukoza pirofosforilaze, dTDP-glukoza 4,6-dehidrataze i dTDP-4-dehidroramnoza 3,5-

epimeraze (Laws i sur., 2001).
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3.) Sinteza ponavljajucih jedinica. Pojedina¢ne ponavljaju¢e jedinice vezane na tzv.
,undecaprenol diphosphate anchor (C55)* u unutarnjoj membrani, se uzastopno povezuju
pomocu glikoziltransferaza (Schmid i sur., 2015).

4.) Translokacija ponavljajuéih jedinica iz unutras$nosti na vanjsku povrsinu stanice.
Ponavljajuce jedinice se tranportiraju u periplazmatski prostor ili na vanjsku membranu
djelovanjem flipaze Wzx (Becker, 2015; Islam i Lam, 2014).

5.) Polimerizacija ponavljajuéih jedinica i otpusStanje lanca. Ponavljaju¢e jedinice se
povezuju u dugacki polimerizacijski lanac pomo¢u Wzy proteina na vanjskoj membrani, a
duljina lanca regulirana je proteinom koji regulira duljinu lanca (Islam i Lam, 2014,

Cuthbertson i sur., 2009). Sintetizirani EPS se otpusta u okolni medij stanice.
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Slika 5. Mehanizam sinteze heteropolisaharida (HeEPS-a), homopolisaharida (HOEPS-a) i f-

glukana kod bakterija mlije¢ne kiseline; GTF - glikoziltransferaza; UDP - uridin difosfat; O1-O5 -

glikozid 1-glikozid 5 (Lynch i sur., 2018; uz dopustenje autora)

Pri optimalnim uvjetima rasta HeEPS-i se sintetiziraju u rasponu od 150-600 mg/L, a molekularna
masa im je u rasponu od 10* do 10® Da (Ryan i sur., 2015). Na prinos i molekularna svojstva
HeEPS-a koje proizvode BMK, utjecu brojni faktori, kao $to su sastav medija (ugljik, dusik i
anorganski izvori dusika), uvjeti rasta (pH vrijednost, temperatura i kisik) te vrijeme inkubacije
(Zannini i sur., 2016). Kod BMK, HOEPS-i se sastoje od jedne vrste ponavljajuc¢ih jedinica
monosaharida, D-glukoze ili D-fruktoze, zbog Cega se i nazivaju glukani (a- i f-glukani), odnosno

fruktani (B-fruktani). Sintetiziraju se ekstracelularno iz saharoze djelovanjem enzima glikan
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sukraze (Zeidan i sur., 2017; Zannini i sur., 2016). Homopolisaharide proizvode brojni rodovi
BMK, wukljucujuéi Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus i Weissella
(Dimopoulou i sur., 2016; van Hijum i sur., 2006). Daljnja klasifikacija HOEPS-a se zasnhiva na
prevladavajuc¢oj glikozidnoj ili fruktozidnoj vezi koja se nalazi u okosnici polimera. Dekstran i
reuteran su a-glukani, dok kod dekstrana prevladava a-(1—06), a kod reuterana a-(1—4) veza medu
jedinicama glukoze. Sli¢no tome, inulin i levan su fruktani povezani B-(2—1) i -(2—6) vezama
(Monsan i sur., 2001). Ekstracelularna sinteza homopolisaharida primjenom proteina sukraze je
jednostavnija u usporedbi sa sintezom heteropolisaharida, jer ne ukljucuje Secerne nukleotidne
prekursore i posredovana je enzimom glikan sukrazom koji je kodiran na jednom genu (Badel i
sur., 2011). a-glukani HOEPS-a sintetizirani na ovaj nacin se razlikuju od B-glukana koje proizvode
neki rodovi BMK, kao $to su Pediococcus, Oenococcus i Lactobacillus. Proizvodnja B-glukana je
slicna proizvodnji HeEPS-a, jer se polimer sintetizira unutar stanice djelovanjem
glikoziltransferaze koja koristi UDP-glukozu kao ponavljaju¢u jedinicu (Werning i sur., 2012).
Vecina BMK koje proizvode HOEPS-e, sadrze samo jednu glikan sukrazu, ali neke od njih sadrze
vise od jednog gena koji kodiraju za ovaj enzim, stoga ti sojevi mogu Sintetizirati vise od jednog
tipa HOEPS-a. Molekulska masa HOEPS-a je veéa od 10° Da (Ruas-Madiedo i sur., 2009), i
proizvode se u vecoj koli¢ini od HeEPS-a, u rasponu do 10 g po litri medija. Za primjenu u prehrani,
potrebna je proizvodnja od 10-15 g/L, kako bi se osigurala ekonomska odrzivost, pri ¢emu je kao
i kod HeEPS-a, za postizanje maksimalnog prinosa, potrebna optimizacija sastava medija i uvjeta
uzgoja (Ruas-Madiedo i sur., 2009). Dodatno, kod sojeva Lactobacillus reuteri, identificiran je
enzim koji umjesto saharoze kao donora glukoze koristi §krob i maltodekstrin za sintezu a-glukana.
Enzim se nalazi unutar stanice i zove se transglikozilacijska 4,6-a-glukanotransferaza koja
sintetizira a-glukanske polimere znacajno veceg udjela a-(1—6) veza u usporedbi sa supstratnim
molekulama Skroba. Kod soja L. reuteri 121, gen koji kodira ovaj enzim nalazi se u blizini gena za
glikan sukrazu koji kodira za proizvodnju reuterana iz saharoze (Lynch i sur., 2018).

Tehnolosko-funkcionalni aspekti primjene EPS-a u prehrambenim proizvodima povezani su s
njihovim svojstvom da vezu vodu i zadrZavaju vlagu unutar proizvoda tj. djeluju kao hidrokoloidi
(Costa i sur., 2010). Takva svojstva proizlaze iz molekularnih karakteristika polisaharida, sastava,
molekulske mase, konformacije lanca, prisutnosti i gustoce grananja te unutarnje viskoznosti
(Mende i sur., 2016). Primjena EPS-a je zna¢ajna u prehrambenoj industriji i to osobito u mlije¢noj

i pekarskoj industriji te u proizvodnji Zitarica, gdje Se istrazuje primjena Starter Kultura,
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producenata EPS-a, kao prirodna zamjena za aditive kao $to su hidroksipropil metilceluloza
(HPMC) (Galle i sur., 2012), guar guma i ksantan guma. Egzopolisaharidi BMK-e se tradicionalno
primjenjuju u svrhu poboljSanja teksture, stabilnosti i okusa fermentiranih mlije¢nih proizvoda
(Mende i sur., 2016). Primjena starter kultura koje in situ sintetiziraju EPS-e ne zahtijeva dodatno
oznacavanje na proizvodu Sto predstavlja najve¢u prednost njihove primjene u prehrambenoj
industriji (Waldherr i Vogel, 2009).

U novije vrijeme istrazuje se i funkcionalna uloga EPS-a na zdravlje 1T-a domacina (Castro-Bravo
i sur., 2018; Zannini i sur., 2016) (slika 6). Naime, biomolekule EPS-a sojeva roda Lactobacillus
odlikuju se raznolikos¢u u kemijskom sastavu i strukturi $to utjece na njihovu specifi¢nu ulogu u
funkcionalnosti probiotickih sojeva, primjerice u adhezijskim svojstvima, otpornosti u
nepovoljnim uvjetima mikrookoliSa (teski metali, osmotski Sok, niski pH, desikacija), zatim
prilikom interakcije sa sudionicima intestinalne mikrobiote ili pak prilikom interakcije sa
specifi¢nim receptorima obrambenog sustava domacéina, odnosno u imunomodulacijskom u¢inku
(Limoli i sur., 2015). Pretpostavlja se da ovi polimeri sudjeluju u interakciji probioti¢kih bakterija
s prisuthom mikrobiotom u intestinalnom mikrookolisu (Fontana i sur., 2019; Lebeer i sur., 2018).
EPS-i imaju biolosku ulogu u adheziji na razli¢ite povrsine i u stvaranju bakterijskog biofilma, sto
pridonosi kolonizaciji bakterijskog soja u razli¢itim ekosustavima (Zanini i sur., 2016; Dertli i sur.,
2015). Pojedini autori isticu moguée bioloske uloge EPS-a u snizavanju razine kolesterola,
antitumorskom djelovanju kao posljedica inaktivacije ciklickih amina, ali i u antimikrobnom i
antiviralnom uéinku (Zeidan i sur., 2017). Prema Kim i sur. (2009) EPS-i probioti¢kih bakterija
utjeCu na smanjenje stvaranja biofilma patogenih bakterija i moduliraju adheziju na epitelne
stanice. EPS-i su prepoznati i kao mogudi izvor prebiotickih supstrata, koji se ne mogu apsorbirati
niti probaviti u gornjem dijelu IT-a, a u debelom crijevu selektivno poti¢u rast pozeljnih sudionika
intestinalne mikrobiote §to utjeCe na modulaciju sastava intestinalne mikrobiote i usmjeravanje
metabolizma prema sintezi korisnih metabolita poput kratkolan¢anih masnih kiselina (Salazar i
sur., 2016). Posljednih godina sve je viSe znanstvenih publikacija Ciji rezultati idu u prilog
imunomodulacijskom ucinku EPS-a koje sintetiziraju razli¢iti sojevi iz rodova Lactobacillus i
Bifidobacterium. Stoga, definiranje uloge ovih povrsSinskih makromolekula u funkcionalnim
svojstvima probiotickih bakterija moze pridonijeti njihovoj primjeni kao zivim bioterapijskim
pripravcima, ali i razvoju novih funkcionalnih starter kultura, ¢ija ¢e primjena, uz poboljSanje

tehnoloskih karakteristika, rezultirati postizanjem dodatne funkcionalnosti kona¢nog proizvoda.
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Stovise, in situ sinteza EPS-a pomo¢u biomase probioti¢kih laktobacila moze pridonjeti pozeljnim
senzorskim svojstima fermentiranog proizvoda, ¢ime se ciljano moze zamijeniti primjena

prehrambenih aditiva poput hidrokoloida, kolagena ili alginata (Ryan i sur., 2015).

Antitumorska i Modulacija

imunomodulatorna \ kolesterola i

aktivhost = metabolizam
lipida

Prebioticki Zastita od
supstrat razli¢itih
nepovoljnih uvjeta
Antiviralan i
. antimikrobni . | Adhezija

~*_ ) ucinak
Slika 6. Funkcionalne uloge egzopolisaharida na zdravlje intestinalnog trakta domacina izoliranih

(4

iz bakterija mlije¢ne kiseline, dobiveno primjenom Biorender.com

2.2.3. Proteoliticka aktivnost probioti¢kih bakterija i bioaktivni peptidi

Razgradnja proteina kod BMK zapocinje djelovanjem proteinaza koje se nalaze na povrSini stanica,
koje razgraduju proteine do oligopeptida. Nastali oligopeptidi se pomocu specifi¢nog sustava za
transport peptida transportiraju unutar stanice, nakon ¢ega se odvija njihova daljnja razgradnja do
kra¢ih peptida i aminokiselina, zajednickim djelovanjem razli¢itih unutarstani¢nih peptidaza
(Pessione i Cirrincione, 2016) (slika 7).

BMK sintetiziraju proteinaze u obliku preproteina koji se sastoje od ~2000 aminokiselinskih
ostataka, dok u kona¢nom obliku, od amino do karboskilnog kraja sadrze sedam funkcionalnih
domena: S, PP, PR, A, B, H i W. PP predstavlja pre-pro domenu koja sadrzi tipi¢nu signalnu

sekvencu za transport proteinaze izvan stanice. PR domena sadrzi unutarnju (I) domenu i ima
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katalitiCku ulogu, B domena ima stabiliziraju¢u ulogu, H domena je helikalni spacer, W domena
predstavlja hidrofilni spacer stani¢ne stijenke, odnosno vezujuu domenu, dok A domena ima
nepoznatu ulogu (Tagliazucchi i sur., 2019). Postoje tri razli¢ita nadina vezanja proteinaza na
povrsinu stanice; nekovalentno vezanje pomoc¢u SLAP domene (engl. S-layer anchoring domain),
LPXTG motiv koji je ukljucen u kovalentno vezanje na peptidoglikan i derivati LPXTG motiva.
Kod BMK postoji pet razli¢itih tipova proteinaza, koji su okarakterizirane kao PrtP iz L. lactis, L.
casei, L. paracasei, PrtH i PrtH2 iz L. helveticus, PrtR iz L. rhamnosus, PrtS iz S. thermophilus i
PrtB iz L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Pessione i Cirrcione, 2016; Beganovic¢ i sur, 2013; Liu i
sur., 2010). Kod laktokoka, prtP gen moze biti kodiran na plazmidu, dok su sve ostale proteinaze
karakteristi¢ne za laktobacile, ukljucujuci i PrtP proteinazu, kodirane na kromosomu (Siezen i sur.,
2005). Kod L. lactis vrsta, prtP genu prethodi divergentno transkribiran gen koji kodira za
membransko-vezani lipoprotein (PrtM), esencijalan za autokatalitiCko sazrijevanje PrtP proteina
(Liuisur., 2010), dok kod L. helveticus, L. bulgaricus i S. thermophilus, prtM gen nije identificiran
U regijama gena koje kodiraju za proteinaze koje se nalaze na povrsini stanica (Fernandez-Espla i
sur., 2000). Drugi korak u razgradnji kazeina ukljucuje transport peptida unutar stanice pomocu
specifi¢nih oligopeptidnih transportera (Opp sustav) i di- i tripeptidnih transportera (Dpp, DtpP i
DtpT sustavi) (Picon i sur., 2010). Nakon transporta peptida unutar stanice, dolazi do njihove
razgradnje zajednickim djelovanjem peptidaza (Pessione i Cirrincione, 2016). Supstrat za
proteinaznu aktivnost BMK mogu biti proteini mlijeka, koji ve¢inom obuhvacaju razlicite vrste
kazeina sli¢ne strukture i proteini sirutke (B-laktoglobulin i a-laktalbumin). Relativna molekulska
masa kazeina je izmedu 25 i 35 kDa, dok je molekulska masa vec¢ine -laktoglobulina oko 18 kDa,
a o-laktalboumina oko 14 kDa (Hurley, 2010). Tijekom fermentacije mlijeka, djelovanjem
proteoliti¢kog sustava BMK priskrbljuju potrebne egzogene izvore aminokiselina ili peptida, a koji
nastaju razgradnjom kazeina, kao glavnog proteina mlijeka. Razlikuju se a-S1-, a-S2-, B-, i k-
kazein, od kojih svaki sadrzi veliki broj prolinskih ostataka koji sprje¢avaju formiranje a-uzvojnice
i B-nabrane ploce, te poticu formiranje micela. Ove karakteristike sekundarne strukture, dovode do
formiranja molekule na koju djeluju proteinaze BMK. Proteinaze su prema specifi¢nosti za
odredeni supstrat podijeljene na Pl-, PI/PIIl i PllI-tipove enzima. Pl-tip primarno razgraduje f-
kazein koji se cijepa na viSe od 100 razli¢itih oligopeptida ¢ija veli¢ina varira od 4-30
aminokiselinskih ostataka. P1/PI1-tip proteinaza hidrolizira B-kazein, i u manjoj mjeri aS1-kazein,

dok PIlI-tip moze jednako dobro cijepati a-S1-, a-S2-, B-, i k-kazeine (Tagliazucchi i sur., 2019).
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Osim istrazene proteoliticke aktivnosti Lactoccocus i Lactobacillus vrsta, prepoznat je potencijal
jo§ jedne skupine BMK kojoj pripadaju bakterije vrste Enterococcus. Unato¢ prisutnosti
virulentnih faktora i antibiotiCke rezistencije kod nekih Enterococcus vrsta, recentna istrazivanja
upucuju na sposobnost sinteze bakteriocina S antimikrobnim djelovanjem prema patogenim
bakterijama i uzro¢nicima kvarenja hrane, proteolitiCke aktivnosti koja pridonosi senzorskim
svojstvima fermentiranih mlije¢nih proizvoda, kao i1 bioaktivnih peptida zbog Cega se sve vise
primjenjuju kao farmaceutski probiotici u podru¢ju mlijeéne industrije i biotehnologije
(Worsztynowicz i sur., 2019). Najzastupljenije vrste roda Enterococcus u mikrobioti mlije¢nih
proizvoda su E. faecium i E. faecalis (Olvera-Garcia i sur., 2018; Kelleher i sur., 2015; Lebos i
sur., 2012), koji su ve¢inom dio autohtone mikroflore sa specifi¢nim doprinosom mikrobioloskoj
sigurnosti fermentiranih proizvoda, obzirom da neki od sojeva pokazuju antilisterijsku aktivnost
(Olvera-Garcia i sur., 2018).
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Slika 7. Proteoliticki sustav (sustav proteinaza, peptidaza i membranskih transportnih proteina)
koji omogucava bakterijama mlijecne kiseline iskoriStavanje aminokiselina iz proteina prisutnih u

mikrookoliSu bakterijske stanice (Pessione i Cirrincione, 2016; uz dopustenje autora i izdavaca)
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Kako je proteoliticki sustav  BMK ucinkovit u razgradnji proteina prisutnih u razlicitim
prehrambenim proizvodima, kao produkt mogu nastati molekule s raznovrsnim bioaktivnim
svojstvima. Bioaktivni peptidi su aminokiseline medusobno povezane kovelentnom amidnom
odnosno peptidnom vezom. Aktivnost peptida odredena je aminokiselinskim sastavom i
sekvencom nakon otpustanja s prekursor proteina (Fields i sur., 2009).

Bioaktivni peptidi imaju sli¢na svojstva koja ukljucuju duljinu peptida izmedu 2-20 aminokiselina,
prisutnost hidrofobnih aminoskupina uz aminokiseline prolin, lizin i arginin te otpornost na
djelovanje probavnih peptidaza (Kitts i Weiler, 2003). U novije vrijeme, bioaktivni peptidi se
smatraju novom generacijom bioloski aktivnih regulatora koji mogu sprijeciti oksidacijsku i
mikrobnu razgradnju hrane, te se mogu koristiti za lijeCenje raznovrsnih medicinskih oboljenja
(Pessione i Cirrcione, 2016). Bioaktivni peptidi su identificirani i izolirani iz raznovrsnih prirodnih
izvora, pri ¢emu meso, kravlje mlijeko, jaja, sir i mlije¢ni proizvodi predstavljaju najveéi izvor
bioaktivnih proteina i peptida podrijetlom iz hrane (Sanchez i Vazquez, 2017; Mohanty i sur.,
2016), vjerojatno zbog toga Sto mlijecni proteini imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao npr.
imunoglobulini koji imaju imunoprotektivni uc¢inak, ili laktoferin (Lf) koji pokazuje antibakterijsku
aktivnost. Mlije¢ni proteini su bogat izvor bioloski aktivnih peptida dobivenih mikrobnom
proteolizom koji se otpustaju tijekom probave u gastrointestinalnom traktu ili procesiranjem hrane
(Tagliazucchi i sur., 2019). Peptidi dobiveni fermentacijom mlije¢nih proteina pokazuju visestruke
fizioloske aktivnosti, poput antimikrobne, antioksidativne, antitrombotske, opioidne,
antihipertenzijske aktivnosti, modulacije probavnih enzima, apsorpcije hranjivih tvari i
imunoloskog odgovora (Tagliazucchi i sur., 2019; Ricci-Cabello i sur., 2012). Stoga, razgradnja
mlijecnih proteina, primjenom BMK, predstavlja atraktivan pristup za proizvodnju funkcionalne
hrane obogacene bioaktivnim peptidima zbog ekonomicnosti procesa i zbog pozitivnog
prehrambenog znacaja povezanog s razli¢itim fermentiranim mlije¢nim proizvodima, kao Sto su
jogurt, kefir i sirevi. Bioaktivni peptidi u sirevima nastaju enzimskom hidrolizom kazeina, glavnog
proteina u mlijeku, tijekom fermentacije i zrenja (Baptista i sur., 2018), a iskazuju znacajne
pozitivne fizioloSke ucinke na zdravlje domacina, pri ¢emu pozitivno djeluju na probavni,

endokrini, kardiovaskularni, imunosni i ziv¢ani sustav (Sanchez i Vazquez, 2017) (slika 8).
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Slika 8. Fizioloske funkcije bioaktivnih peptida dobivenih iz mlijeka, kreirano primjenom
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

U ovom radu koriSteni su sojevi BMK Kkoji su dio Zbirke industrijskih mikroorganizama

Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu (SuZ). Sojevi BMK izolirani su iz razli¢itih

mikrookoliSa. Nakon prvog selekcijskog kruga odabrani su sojevi navedeni u tablici 1 u kojoj su

osim fermentacijskog mikrookolisa iz kojeg su izolirani, navedene i metode taksonomske

identifikacije.

Tablica 1. Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline odabrani za istrazivanje proizvodnje funkcionalnih

biomolekula
IZOLAT lzvor Identifikacija Metoda identifikacije
D3 Dimljeni svjezi sir  Lactiplantibacillus pentosus API 50 CHL

sekvencioniranje V1/V3 regije

D4 Dimljeni svjezi sir  Lactiplantibacillus plantarum gena za 165 rRNA
e . o sekvencioniranje V1/V3 regije

D5 Dimljeni svjezi sir  Lactiplantibacillus plantarum gena za 165 rRNA
e . I sekvencioniranje V1/V3 regije

D7 Dimljeni svjezi sir  Lactiplantibacillus plantarum gena za 165 rRNA

D6* Dimljeni svjezi sir  Levilactobacillus brevis sekvencioniranje genoma
TP sekvencioniranje V1/V3 regije

D8 Dimljeni svjezi sir  Enterococcus durans gena za 165 rRNA
e . N . sekvencioniranje V1/V3 regije

D10 Dimljeni svjezi sir ~ Lacticaseibacillus casei gena za 165 rRNA

D12* Dimljeni svjezi sir  Limosilactobacillus fermentum sekvencioniranje genoma

D13* Dimljeni svjezi sir  Lactiplantibacillus plantarum  sekvencioniranje genoma

M2 SuSeni svjeZi Sir Lacticaseibacillus casei API 50 CHL

M4 Suseni svjezi sir Lactiplantibacillus plantarum  API1 50 CHL
T . o sekvencioniranje V1/V3 regije

M5 Suseni svjezi sir Lactiplantibacillus plantarum gena za 165 rRNA
T . N sekvencioniranje V1/V3 regije

MAZ2 Suseni svjezi sir Lactiplantibacillus plantarum gena za 165 rRNA

MA3 SuSeni svjezi sir Lactiplantibacillus plantarum  API1 50 CHL

SFIB Kiseli kupus Levilactobacillus brevis sekvencioniranje genoma

SFoC Kiseli kupus Lactiplantibacillus plantarum  sekvencioniranje genoma

SF15B Kiseli kupus Levilactobacillus brevis sekvencioniranje genoma

SF15C Kiseli kupus Lactiplantibacillus plantarum  sekvencioniranje genoma

L3 Silaza Enterococcus faecium AFLP™

L4 Silaza Lactiplantibacillus plantarum ~ AFLP™
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nastavak Tablice 1. Sojevi bakterija mlijecne kiseline odabrani za istrazivanje proizvodnje

funkcionalnih biomolekula

IZOLAT lzvor Identifikacija Metoda identifikacije
A7 Svjezi sir Enterococcus faecium AFLP™
ZG1-K7 Svjezi sir Levilactobacillus brevis sekvencioniranje genoma
ZG1C Svjezi sir Lactiplantibacillus plantarum sekvencioniranje genoma
M92 Ferrnentlrano Lactobacillus helveticus sekvencioniranje genoma
mlijeko
M92C ;elggﬁgtlrano Lactiplantibacillus plantarum sekvencioniranje genoma
ZGPR1-51 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGPR2-4 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGPR2-11 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGBP4-1 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGBP4-2 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGBP5-32 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGBP5-51 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGBP6-51 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGZAT7-6 Svjezi sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGZA7-10*  Svjezi sir Enterococcus faecium sekvencioniranje genoma
ZGZA9-2 Svjezi Sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR
ZGZA9-11 Svjezi Sir Lactococcus lactis sekvencioniranje i rep-PCR

* rezultati identifikacije prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji

U eksperimentima ispitivanja antimikrobne aktivnosti kao test-mikroorganizmi odabrani su

Staphylococcus aureus 3048 i Listeria monocytogenes ATCC®19111TM,

3.1.2. Stani¢na linija

e Caco-2 stani¢na linija je kontinuirana stani¢na linija koja sadrzi heterogene ljudske

tumorske stanice kolorektalnog epitela, priredene u Zavodu za molekularnu medicinu

Instituta Ruder Boskovié
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3.1.3. Hranjive podloge

U ovom radu koristene su slijedece hranjive podloge:

b)

d)

hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterije mlije¢ne kiseline roda Lactobacillus

MRS (engl. De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode) (Biolife, Italija):
pepton 10; mesni ekstrakt 10; kvascev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H20 0,1;
MnSQO4x7H20 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija
se provodi pri 121°C tijekom15 min.

MRS tekuca podloga je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

hranjive podloge za odrzavanje 1 uzgoj bakterija mlijecne kiseline roda Lactococcus

M17 agar sastava (g/L destilirane vode) (Biolife, Italija): tripsinski hidrolizat kazeina 2,5;
pepton 2,5; sojin pepton 5,0; kvaséev ekstrakt 2,5; mesni ekstrakt 5,0; laktoza 5,0; natrijev
glicerofosfat 19,0; magnezijev sulfat 0,25; askorbinska kiselina 0,5. pH vrijedost podloge

iznosi 7,1.

M17 tekuéa podloga je istog sastava kao podloga M17 agar, ali bez dodatka agara.

hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj test-mikroorganizama

BHI (engl. brain heart infusion) agar sastava (g/L destilirane vode) (Biolab, Madarska): infuzije
teleCeg mozga i govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5; agar 13. pH podloge
je 7,4, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta.

BHI tekuca podloga je istog sastava kao podloga BHI agar, ali bez dodatka agara.

Hranjivi agar sastava (g/L destilirane vode) (Biolife, Italija): pepton 15; mesni ekstrakt 3; NaCl
5; K-fosfat 0,3. pH podloge je 7,3, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta.

Tekuca hranjiva podloga je istog sastava kao podloga hranjivi agar, ali bez dodatka agara.
selektivna hranjiva podloga za izolaciju bakterija roda Staphylococcus

BP (engl. Baird-Parker) agar sastava (g/L destilirane vode) (Biolab, Madarska): pepton iz
kazeina 10; govedi ekstrakt 5; kvas¢ev ekstrakt 1; natrijev piruvat 10; litijev klorid 5; glicin 12;
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agar 17. pH podloge je 6,8, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta. Nakon §to
se podloga ohladi na 50°C, sterilno se doda 5 % emulzije telurita i Zumanjka.

e) selektivna hranjiva podloga za izolaciju L. monocytogenes

e ChromoBio® Listeria agar sastava (g/L destilirane vode) (Biolab, Madarska): peptoni 34;
glukoza 2; mineralne soli 15,5; natrijev piruvat 2; L-a-fosfatidilinositol 2; kromogeni supstrat
0,05; antibiotici 0,17; amfotericin B 0,01; puferi 3,5; agar 13. pH podloge je 6,8. 35 g podloge
se resuspendira u 400 mL destilirane vode i zagrije, uz ¢esto mijesSanje, do vrenja. Nakon toga
se provodi sterilizacija pri 121°C tijekom 15 minuta, a nakon Sto se podloga ohladi na 50°C,

sterilno se doda 100 mL tekuéeg dodatka i jedna bocica selektivnog dodatka.

f) hranjiva podloga za kultivaciju stani¢nih linija
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12) medij
(Capricorn Scientific GmbH, Njemacka) obogacenog s L-glutaminom (Merck, Njemacka)
i 10 %-tnim FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, by Life Technologies, SAD) za kultivaciju

Caco-2 stani¢ne linije

3.1.4. Kemikalije

e 100 bp DNA Ladder standard, ,,Invitrogen*, SAD

e acetanhridid, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

e agaroza, ,,Appligane“, Francuska

e akrilamid/bisakrilamid, ,,Sigma‘, SAD

e alginat, ,,Fluka”, Svicarka

e amonij-perokosodisulfat (APS), ,,Kemika®, Hrvatska
e anhidridni natrijev acetat, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

e API 50 CHL strip i medij, ,,BioMérieux”, Francuska
e D50, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

e Dcode dye solution, ,,Bio-Rad*, SAD

e diacetil, ,,Sigma-Aldrich*, SAD

e diamond boja, ,,Promega”, SAD
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dimetil sulfoksid, ,,Sigma-Aldrich, SAD

D-laktoza monohidrat, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

dNTP, ,,TaKaRa”, SAD

EmeraldAmp, Max HS PCR Master Mix (2x Premix), ,,Takara“, Japan
etanol, 70 %, ,,Kemika“, Hrvatska

etanol, apsolutni, ,,Kemika*“, Hrvatska

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Njemacka
fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) ,,Gibco, by Life Technologies”, SAD
Folin-Ciocalteau Fenol reagens, ,,Merck”, Njemacka
formamid, ,,Bio-Rad*, SAD

fosfatni pufer, ,,Gibco, by Life Technologies”, SAD

fosfatni pufer, ,,Kemika“, Hrvatska

fruktoza, ,,Kemika“, Hrvatska

galaktoza, ,,Kemika®, Hrvatska

Genomic Wizard kit, ,,Promega”, SAD

glicerol, ,,Alkaloid*, Makedonija

glukoza, ,, Kemika®, Hrvatska

HCI:MeOH, ,,Supelco”, SAD

HMDS: TMCS-Piridin, ,,Supelco”, SAD

Incucyte Nuclight Rapid crvena boja, ,,PHI AB”, SAD
inulin 1 fruktooligosaharid (FOS), ,,Magdis d.o.0.”, Hrvatska
inulin, ,,Difco”, SAD

kazein, ,,Sigma”, SAD

klorovodic¢na kiselina, ,,Sigma-Aldrich®,SAD

kristal violet, ,,Kemika*, Hrvatska

laktoza, ,,Kemika“, Hrvatska

laktuloza, ,,Calbiochem”, SAD

L-glutamin, ,,Merck”, Njemacka

lizozim, ,,EuroBio*, Francuska

manitol, ,,Difco”, SAD
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Maxwell® DNA Cell kit, ,,Promega”, SAD
Maxwell® DNA Tissue kit, ,,Promega”, SAD
metanol, ,,Sigma‘“, SAD

metil jodid, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

mikrotitarska plocCica s 96 jazica, ,,Greiner Bio-One”, Austrija

mikrotitarske plo¢ice tretirane fibronektinom, lamininom, kolagenom, ,,Corning® BioCoat™”,

SAD

mili-Q voda, ,,Sigma-Aldrich, Merck”, SAD
mineralno ulje, ,,BioMérieux”, Francuska
mlije¢na kiselina, ,,Kemika®, Hrvatska
mucin, ,,Sigma‘“, SAD

natrijev citrat, ,,T.T.T.”, Hrvatska

natrijev karbonat, ,,Kemika“, Hrvatska
natrijev klorid, ,,Kemika®, Hrvatska

natrijev sulfat, ,,Merck”, SAD

natrijeva luzina, ,,Kemika“, Hrvatska
natrijev-D,L-laktat, ,,Sigma-Aldrich®, SAD
Nuclease Free Water, ,,Takara®, Japan
obrano mlijeko, ,,Fluka”, Njemacka

octena kiselina, ,,Carlo Erba®, Italija
pankreatin, ,,Fluka”, Svicarska
paraformaldehid, ,,Gibco, by Life Technologies”, SAD
pepsin, ,,Sigma®“, SAD

piridin, ,,Sigma-Aldrich, SAD

pocetnice, ,,Invitrogen*, SAD

proteinaza K, ,,Invitrogen”, SAD
ReadyPrep Total Protein Extraction Kit, ,,Bio-Rad*, SAD,
Ringerova otopina, ,,Merck”, Njemacka
saharoza, ,,Kemika“, Hrvatska

sorbitol, ,,Kemika“, Hrvatska
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e TEMED (N, N, N, N -tetrametiletilen), ,,Sigma‘, SAD
e trifluoroctena kiselina, ,,Sigma-Aldrich”, SAD

e trikloroctena kiselina, ,,Fisher Scientific”’, SAD

e Triton X-100, ,,AppliChem”, Darmstadt, Njemacka

e Tween 20, ,,Sigma*, SAD

e Urea, , Bio-Rad“, SAD

e Viafluor 488 boja, ,.Biotium”, SAD

e 7ucna sol, ,,Difco”, SAD

e «-karagenan, ,,Sigma”, SAD

e )\ DNA HindlIII standard, ,,Fermentas‘, Kanada

3.1.5. Aparatura i pribor

e analiti¢ka vaga, ,,Scaltec”, Njemacka

e autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

e automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

e Dbag mixer, ,,Interscience”, Francuska

e BioSpec Nano spektrofotometar, ,,Shimatzu®, Japan

e centrifuga Centric, ,,Tehtnica®“, Slovenija

e centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf, SAD

e (ita¢ mikrotitarskih plo¢ica Infinite F Plex, ,,Tecan”, Svicarska
e (ita¢ mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006, ,,GDV*, Italija

e COz inkubator za uzgoj stanica i tkiva u kulturi, ,,Brouwer”, Svicarska
e denzitometar, ,,BioMérieux”, Francuska

o detektor refraktivnog indeksa K-2301, ,,Knauer”, Njemacka

e DGGE-PCR sustav, ,,Bio-Rad®, Austrija

e Dionex Ultimate 3000 RSLC nano System uredaj uz UV/VIS detector, ,,Thermo Fischer

Scientific”, SAD
e DNA-termoblok, ,,Eppendorf, SAD
e clektroforetska kadica, ,,Bio-Rad“, SAD
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Eppendorf kivete, ,,Eppendorf”, SAD

Epruvete, ,,Scherf Priazision Europe GmbH®, Njemacka

Erlenmayer tikvice, “Gram-mol”, Hrvatska

EVOS FLc Cell Imager, ,,ThermoFisher Scientific”’, SAD

filter veli¢ine pora 0,2 um, ,,Sigma-Aldrich, Merck” SAD

hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

Kivete za centrifugiranje; 15 mL, 50 mL

kolektor frakcija, ,,LKB Bromma®, Austrija

kolona za GC, ,,HP1 Agilent Technologies”, SAD

kolona za LC, Acclaim PepMap 100 C18, ,,Thermo Fisher Scientific”’, SAD
kromatograf iskljucenjem na osnovi veli¢ine Cestica, ,,Knauer®, Njemcka
LC/MS 6460 TripleQuad, ,,Agilent Technologies”, SAD

liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, ,,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH*,
Njemacka

liofilizator Modulyo Pirani 10, ,,Edwards”, Velika Britanija

magnetna mijeSalica, ,,New Brunswick Scientific”, SAD

magnetska mjesalica, ,, Tehtnica®, Slovenija

MALDI-TOF/TOF, ,,Bruker”, Njemacka

Maxwell® 16 Research System instrument, ,,Promega”, SAD
mikrobioloSka uSica, ,,Syntesys®, Italija

mikrotitarske plocice (s 96 i 24 jaZice), ,,Falcon®”’, SAD

napajanje za elektroforetske kadice, ,,Bio-Rad*, SAD

penicilinke, ,,Macherey-Nagel“, Njemacka

Petrijeve zdjelice, ,,Golias*, Slovenija

pH metar, ,,Metrohm”, Svicarska

pinceta, ,,Isolab®, Njemacka

Plinski kromafograf, ,,Perkin-Elmer*, SAD

Plinski kromatograf spregnut sa spektrometrijom masa, ,,Agilent-Technologies®, SAD
Proteineer fcll sakuplja¢ frakcija, ,,Bruker”, Njemacka

Sephacryl S-300 kolona, ,,GE Healthcare*, UK
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Skenirajuéi elektronski mikroskop, ,, VEGA/TESCAN”, Ceska
sonikator Sonopuls mini20, ,,Bandelin”, Njemacka
Spectra/Por membrane (10-14 kDa), ,,Spectrum Laboratories”, SAD
stalci za Eppendorf kivete, ,,neoLab*, Njemacka

stalci za epruvete, ,,neoLab‘, Njemacka

standardi peptida, ,,Thermo Fischer Scientific”, SAD

stolni homogenizator Vortex V-1 plus, ,,BioSan”, Latvija
susionik, ,,Instrumentaria”, Hrvatska

termostat pod vakuumom, ,,MPM Instruments”, Italija
termostat, ,,Instrumentarija“, Hrvatska

transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNT”, Izrael

tresilica, ,,New Brunswick Scientific”’, SAD

ultrazvucna kupelj Elmasonic S 60 H, ,,Elma®, Njemacka

UPLC BEH C18 kolona za teku¢i kromatograf ultra visoke djelotvornosti, ,,Waters

Corporation”, SAD

uredaj za NMR analizu, ,,VarianUNITY INOVA”, SAD

uredaj za sekvencioniranje, ,,Illumina's MiSeq 2500 San Diego, CA
UV/VIS spektrofotometar, ,,Pharmacia Biotech”, SAD

vaga, ,,I'ehtnica®, Slovenija

vakuum uparivac, ,,Blichi”, Svicarska

vibro-mjesa¢ EV-100, ,,Kartell®, Italija

vodena kupelj, ,,Inkolab”, Hrvatska

zamrzivac (-80°C), ,,Eppendorf”, Njemacka
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odrzavanje i uvanje mikroorganizama

Sojevi iz roda Lactobacillus i Enterococcus ¢uvani su pri -80°C u MRS tekucoj podlozi uz dodatak
15 % (v/v) glicerola. Test-mikroorganizmi su ¢uvani pri -80°C u tekucoj hranjivoj podlozi s 15 %
(v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u optimalnu podlogu, te inkubirani pri

optimalnim uvjetima rasta.

3.2.2. Odredivanje bakteriocinskog djelovanja autohtonih sojeva BMK

3.2.2.1. Metoda difuzije s rupama u agaru (engl. agar well-diffusion method)

Antimikrobno djelovanje supernatanta kultura odabranih sojeva BMK prema patogenim test-
mikroorganizmima podrijetlom iz hrane S. aureus 3048 i L. monocytogenes ATCC®19111™
ispitano je metodom difuzije u agar, na krutim hranjivim podlogama prema Suskovié¢ i Kos (2007).
Odabrani sojevi BMK su inokulirani u MRS tekucu podlogu i inkubirani u anaerobnim uvjetima
preko no¢i pri 37°C, nakon cega je provedeno centrifugiranje prekono¢nih kultura 5 min pri 9000
o/min. Prekonoé¢ne bakterijske kulture test-mikroorganizama (100 pL) nacijepljene su u 12 mL
krute Brain Heart Infusion (BHI) (Biolab, Madarska) podloge s 1,5 % agara, prethodno otopljene
1 temperirane pri 50°C. Nakon §to su se hranjive podloge skrutnule, sterilnim buSac¢em promjera 8
mm izbuSene su ,,rupe* u agaru u koje je naneSeno 50 pL supernatanta kulture ispitivane BMK.

Nakon toga je slijedila inkubacija pri 37°C preko noci, te mjerenje promjera zona inhibicije.

3.2.2.2. Metoda s dvostrukim slojem agara (engl. agar spot-test method)

Antimikrobno djelovanje odabranih izolata BMK prema S. aureus 3048 i L. monocytogenes
ATCC®19111™ ispitano je metodom s dvostrukim slojem agara prema Kos i sur. (2011). Volumen
od 5 uL prekonoéne bakterijske kulture odabranih sojeva BMK nacijepljeno je na MRS agar
(Biolife, Italija), nakon ¢ega je slijedila anaerobna inkubacija preko no¢i pri 37°C. Preko poraslih
kolonija BMK je preliveno 10 mL BHI (Biolab, Madarska) soft agra (0,7 % agara), prethodno
otopljenog i ohladenog na 50°C, inokuliranog sa 100 puL suspenzije test-mikroorganizma S. aureus

3048 i L. monocytogenes ATCC®19111™. Aerobna inkubacija trajala je 24 sata pri 37°C, nakon
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koje je slijedilo mjerenje bistrih zona inhibicije. I1zmjereni su promjeri porasle kulture (CD) i
promjeri zone inhibicije (ID), te je izra¢unat efektivni inhibicijski odnos (EIR) prema slijede¢em
izrazu:

EIR = (ID-CD)/CD

Ovisno o dobivenim vrijednostima, rezultati se interpretiraju prema slijede¢em:

EIR < 0,5 - slaba inhibicija; 0,5 < EIR < 1,5 - srednja inhibicija; EIR > 1,5 - jaka inhibicija
3.2.2.3. Detekcija gena koji kodiraju za bakteriocine PCR metodom

Izolacija DNA odabranih sojeva BMK za daljnje istrazivanje bakteriocinske aktivnosti je
provedena pomocu kita za izolaciju DNA (QIAGEN, Njemacka) prema uputama proizvodaca.
Koncentracija DNA nakon izolacije je izmjerena na DNA BioSpec Nano (Shimadzu, Japan)
uredaju. Koncentracije DNA su podesene na oko 150 ng/uL s ciljem dobivanja vrpci jednakog
intenziteta nakon provodenja PCR reakcije i DNA elektroforeze. U PCR reakciji za detekciju gena
koji kodiraju za plantaricine (oznaka pln) i enterocine (o0znaka ent) odabrane su poc¢etnice prikazane
u tablici 2, obzirom da su odabrani bakterijski izolati vrste Lactiplantibacillus plantarum i roda
Enterococcus. U reakcijsku smjesu je dodan EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix (2x Premix)
(Takara, Japan), voda (Takara, Japan), DNA 1 pocetnice, a reakcije su provedene u uvjetima kako
je opisano u literaturi navedenoj u tablici 2 uz svaku pocetnicu. Kao negativna kontrola koristen je
uzorak bez dodane bakterijske DNA kao provjera da DNA fragment dobiven nakon PCR reakcije
nije produkt dimerizacije dviju pocetnica. Standard se sastojao od A DNA HindlIII (Fermentas,
Kanada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD). Nakon zavrSene reakcije uzorci su stavljeni na
agarozni gel (1,5 %), a elektroforeza je provedena pri 150 V. Gel je nakon zavrSetka elektroforeze
obojan u otopini etidijevog bromida (Boehringer Manheim GmbH, Njemacka) koncentracije
0,5 pg/mL, stavljen na UV transiluminator (DNR Bio-Imaging Systems, Izrael) pri valnoj duljini

od 254 nm 1 vizualiziran upotrebom programa Gel Capture (Lebo§ Pavunc i sur., 2012).
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Tablica 2. Pocetnice koristene u PCR reakcijama za amplifikaciju gena koji kodiraju za pln i ent

Ciljani . Forward primer Reverse primer Velicina .
en Bakteriocin (5-3) (5-3) PCR Literatura
g produkta
.. GTACAGTACT CTTACGCCAATCT Ben Omar i sur.
pInA Plantaricin A AATGGGAG ATACG 450 bp (2008)
InEE Plantaricin GGCATAGTTA CAGGTTGCCGCA 428 b Ben Omar i sur.
P EF AAATTCCCCCC AAAAAAG P (2008)
InJ Plantaricin J TAACGACGGA AATCAAGGAATT 475 b Ben Omar i sur.
P TTGCTCTG  ATCACATTAGTC P (2008)
INNCS Plantaricin GGTCTGCGTAT ?éégﬁ%’g’.?‘??;ﬁ 207 b Maldonado i sur.
P NC8 AAGCATCGC ATTC P (2004)
Ins Plantaricin S GCCTTACCAG CTGGTGATGCAA 320 b Ben Omar i sur.
P CGTAATGCCC TCGTTAGTTT P (2008)
InW Plantaricin TCACACGAAA GGCAAGCGTAAG 165 b Holo i sur.
P w TATTCCA AAATAAATGAG P (2001)
entA Enterocin A GGTACCACTC CCCTGGAATTGC 138 b Foulquié Moreno
ATAGTGGAAA TCCACCTAA P i sur. (2003)
CAAAATGTAA .
. AGAGTATACATT Foulquié Moreno
entB Enterocin B AAGGA_I\_,:'I;:TC?AA TGCTAACCC 201 bp i sur. (2003)

3.2.2.4. Induciranje bakteriocinske aktivnosti soja zdruzenim uzgojem s test-mikroorganizmima

Proveden je zdruzeni uzgoj soja L. plantarum D13 s test-mikroorganizmima L. monocytogenes
ATCC®19111™ j S, aureus 3048 prema Kos i sur. (2008), s modifikacijama. Nakon prekonoénog
uzgoja, bakterijske stanice su isprane dva puta s fizioloskom otopinom. Inokulirano je 10’ CFU/mL
soja producenta bakteriocina, dok su test-mikroorganizmi inokulirani u broju izmedu 103-10*
CFU/mL. ZdruZeni uzgoj je proveden u 50 mL BHI (Biolab, Madarska) teku¢e podloge na nacin
da su test-mikroorganizmi dodani 2 sata nakon probioti¢kog soja. Proveden je i uzgoj svih
ispitivanih sojeva zasebno u tekuc¢oj BHI podlozi pri istim uvjetima. Inkubacija je provedena
aerobno tijekom 48 h pri 37°C. Tijekom prvih 10 sati uzorci su uzeti svaka 2 sata, iz
eksponencijalne faze rasta, te nakon 22 i 24 h inkubacije, iz stacionarne faze rasta. Nakon uzimanja
svakog uzorka, izmjerena je pH vrijednost podloge. Broj zivih stanica u uzrocima odreden je na
MRS (Biolife, ltalija), Baird-Parker (Biolab, Madarska) te ChromoBio® Listeria (Biolab,
Madarska) krutim hranjivim podlogama. MRS ploce su inkubirane anaerobno, dok su Baird-Parker
i ChromoBio® Listeria plo¢e inkubirane aerobno tijekom 24 sata pri 37°C, te je nakon inkubacije
odreden broj bakterijskih stanica izrazen kao log CFU/mL. Tijekom kokultivacije takoder je
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provedeno ispitivanje bakteriocinske aktivnosti prema istim test-mikroogranizmima Kkoji su
koriSteni za indukciju sinteze bakteriocina primjenom agar-Spot-test metode (opisano pod
poglavljem 3.2.2.2.). Ispitivanje bakteriocinske aktivnosti je provedeno nakon 4, 6, 8, 10, 22 i 24

sata inkubacije.

3.2.2.5. Utjecaj visoke temperature i proteinaze na bakteriocinsku aktivnost sojeva producenata

Supernatant prekono¢ne kulture L. plantarum D13 tretiran je s 1 mg/mL proteinaze K (Invitrogen,
SAD) tijekom 2 h pri 37°C i zagrijavanjem do 100°C tijekom 30 min (Elayaraja i sur., 2014). Nakon
provedenih tretmana, antimikrobno djelovanje supernatanata kultura prema L. monocytogenes
ATCC®19111™ i S, aureus 3048 je ispitano metodom difuzije s rupama u agaru, kako je opisano
u poglavlju 3.2.2.1. Kontrolni uzorak je supernatant kulture L. plantarum D13. U svrhu ispitivanja
inhibicijskog djelovanja proizvedene mlije¢ne kiseline, u MRS teku¢u podlogu dodana je
odgovarajuca koncentracija mlije¢ne kiseline (Kemika, Hrvatska), te je tako priredenim uzorcima
takoder ispitana antibakterijska aktivnost prema test-mikroorganizmima. Kao kontrola djelovanja
proizvedene mlijecne kiseline koriStena je mlijecna kiselina u istoj koncentraciji koja je odredena

u ispitanom supernatantu kultura L. plantarum D13 nakon prekono¢nog uzgoja.

3.2.2.6. In silico analiza genskih klastera i 3D-strukture plantaricina

Bioinformati¢ka analiza genskih klastera provedena je primjenom BAGEL 4.0 softwera

(http://bagel4.molgenrug.nl/) (van Heel i sur., 2018). Ulazna datoteka bila je sekvenca genoma L.

plantarum D13 u fasta formatu. Predvidanje trodimenzionalne strukture plantaricina provedeno je

primjenom SWISS-MODEL servera (https://swissmodel.expasy.org/), a karakterizacija svojstva a-

uzvojnica primjenom HeliQuest servera (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py),

pri ¢emu je kao ulazna datoteka koriStena aminokiselinska sekvenca plantaricina dobivena

primjenom BAGEL 4.0 softwera.
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3.2.3. I1zolacija i karakterizacija egzopolisaharida

3.2.3.1. Detekcija ,,ropy* fenotipa

Detekcija sojeva producenta EPS-a i izolacija EPS-a provedena je u LTAEPSK-a na PBF-u, SuZ,
dok je karakterizacija strukture egzopolisaharida provedena na Department of Life Sciences,
University of Trieste, Italija. Prema Cerning (1990.) prisutnost EPS-a odredena je fenotipski
doticanjem bakterijskih kolonija poraslih preko no¢i na MRS agaru uz dodatak 2 % glukoze.

Prisutnost dugih rastezljivih niti, tipi¢nih za ,,ropy* fenotip, upucéuje na proizvodnju EPS-a.

3.2.3.2. Izolacija egzopolisaharida

Prekono¢na kultura soja L. fermentum D12 uzgojena je tijekom 2 dana u 400 mL teku¢e MRS
podloge uz dodatak 2 % izvora ugljika; glukoza, galaktoza, laktoza, fruktoza i saharoza pri 30°C.
Nakon inkubacije, suspenzije stanica i supernatanta odvojene su centrifugiranjem tijekom 15 min
pri 7500 g (4°C). Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica i onih otpustenih u medij,
prilagodena je prema Tallon i sur. (2003) i Toba i sur. (1991).

Izolacija EPS-a vezanih na povrSinu stanica (EPS-b) provedena je na nacin da je talog dobiven
centrifugiranjem suspenzije stanica suspendiran u 250 mL sterilne fizioloske otopine nakon ¢ega
je provedeno centrifugiranje tijekom 30 min pri 6000 o/min (4°C). Dobiveni talog suspendiran je
u 50 mL sterilnog 1 M NaCl-a. U svrhu odvajanja potencijalnih EPS-a vezanih na povr§inu stanica,
suspenzija je sonificirana 1 min pri 550 W (20°C) u ultrazvu¢noj kupelji Elmasonic S 60 H.
Netopljivi stani¢ni materijali uklonjen je centrifugiranjem tijekom 30 min pri 6000 g (4°C).
Egzopolisaharidi iz supernatanta istaloZzeni su dodatkom 4 volumena hladnog etanola u svrhu
uklanjanja lipida, nakon ¢ega je uslijedila prekono¢na inkubacija pri -20°C gdje dolazi do poticanja
talozenja EPS-a. Nakon centrifugiranja, 30 min pri 6000 g (4°C), talog je suspendiran u 2 mL
destilirane vode. Provedena je dijaliza suspenzije EPS-a otopljenog u destiliranoj vodi u
Spectra/Por membrani (10-14 kDa) 1 dan uz 4 promjene 0,1 M otopine NaCl-a i tijekom 2 dana uz
Ceste promjene dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize uzorak je liofiliziran u uredaju
Christ Alpha 1-2 LD plus.

Izolacija EPS-a otpustenih u medij (EPS-r) provedena je na nain da je supernatant dobiven

centrifugiranjem suspenzije stanica tretiran trikloroctenom kiselinom (Fisher Scientific, SAD) u
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kona¢noj koncentraciji od 20 %, te inkubiran 2 sata pri 4°C uz lagano mijeSanje na magnetnoj
mijesalici (New Brunswick Scientific, SAD). Nakon inkubacije provedeno je centrifugiranje
tijekom 45 min pri 8000 g (4°C) u svrhu uklanjanja istaloZenih proteina. Dobiveni supernatant
tretiran je dodatkom 4 volumena hladnog etanola (95 %) u svrhu uklanjanja lipida, te inkubiran
tijekom noci na -20°C pri ¢emu dolazi do poticanja talozenja egzopolisaharida. Poslije prekono¢ne
inkubacije supernatant je centrifugiran 30 minuta pri 6000 g (4°C) nakon ¢ega je dobiveni talog
suspendiran u 2 mL destilirane vode. Provedena je dijaliza suspenzije EPS-a otopljenog u
destiliranoj vodi u Spectra/Por membrani (10-14 kDa) (Spectrum Laboratories, SAD) 1 dan uz 4
promjene 0,1 M otopine NaCl-a i tijekom 2 dana uz ¢este promjene dijalizata odnosno destilirane
vode. Nakon dijalize uzorak je liofiliziran u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka).

Nakon izolacije i liofilizacije egzopolisaharida izoliranih sa povrSine stanica i onih otpuStenih u
medij, masa EPS-a proizvedenih prilikom uzgoja u MRS hranjivoj podlozi suplementiranoj s
razli¢itim izvorima ugljika (2 % w/v glukoza, galaktoza, laktoza, fruktoza, saharoza) izvagana je

na analiti¢koj vagi (Scaltec, Njemacka).

3.2.3.3. Strukturna karakterizacija egzopolisaharida

3.2.3.3.1. Odredivanje ¢isto¢e UV/VIS spektrofotometrijom

Koncentracija svakog uzorka EPS-a pripremljena je u konacnoj koncentraciji od 0,43 mg/mL.
Uzorcima je izmjerena apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru (Pharmacia Biotech, SAD) pri

valnim duljinama od 190 do 350 nm, pri ¢emu je kao slijepa proba koristena samo MiliQ voda

(Sigma-Aldrich, Merck, SAD).

3.2.3.3.2. 'H-NMR analiza

Analiza egzopolisaharida otpustenih u medij (EPS-r) koje sintetizira L. fermentum D12 tijekom
uzgoja u MRS hranjivoj podlozi uz dodatak izvora ugljika u suvisku (2 % w/v glukoza, galaktoza,
laktoza, fruktoza, saharoza), provedena je *H-NMR (engl. nuclear magnetic resonance) metodom.
Uzorci su prethodno pripremljeni suspendiranjem 5 mg EPS-r u 99,96 %-tnom D.O (Sigma-

Aldrich, SAD), nakon ¢ega je uslijedila liofilizacija uzorka u uredaju Modulyo Pirani 10 (Edwards,
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Velika Britanija). Liofilizirani uzorci su suspendirani u 600 pL 99.96 %-tnog DO te stavljeni na
tresilicu preko noéi, a zatim podvrgnuti *H-NMR analizi na 500 MHz VarianUNITY INOVA NMR
spektrofotometru (SAD), pri 50°C. Kemijski pomaci su izraZeni u ppm primjenom acetona kao
unutarnjeg standarda (2,225 ppm za H). NMR spektri su obradeni primjenom MestreNova

softwera.

3.2.3.3.3. Kromatografija isklju¢enjem na osnovi veli¢ine Cestica

Smjesa zdruzenog i procis¢enog uzorka EPS-a izoliranog iz supernatanta (EPS-r), s podesenom pH
vrijednosti na 6,70 razdvojena je kromatografijom isklju¢enjem na osnovi veli¢ine Cestica (engl.
size-exclusion chromatography, SEC) (Knauer, Njem¢ka) pomoc¢u Sephacryl S-400 HR kolone
(GE Healthcare, UK) koja ima moguénost razdvajanja molekula u rasponu od 1x10%-2x10° Da, pri
¢emu je koristen detektor refraktivnog indeksa K-2301 (Knauer, Njemacka). Uzorci su otopljeni u
0,05 M otopini NaNOs-a u kona¢noj koncentraciji od 5,1 mg/mL, a frakcije su se pocele skupljati
pomocu kolektora (LKB Bromma, Austrija) svakih 12 minuta uz protok od 8,2 mL/h. Nakon
razdvajanja smjese zdruzenog i proCis¢enog uzorka EPS-a i nakon odabira frakcija, uzorci su

koncentrirani pomoc¢u vakuum uparivaca (Biichi, Svicarska) i dijalizirani u destiliranoj vodi.

3.2.3.3.4. Odredivanje sastava egzopolisaharida provodenjem plinske kromatografije

Sastav egzopolisaharida uzorka EPS-r2 odreden je plinskom kromatografijom (engl. gas
chromatography, GC) nakon provodenja kemijskih reakcija hidrolize, redukcije i peracetilacije.
Reakcija hidrolize provedena je tijekom 1 sata pri 125°C dodatkom 2 M trifluoroctene kiseline.
Redukcija je provedena tijekom 18 sati na sobnoj temperaturi s uzorcima osuSenim pod duSikom,
dodatkom destilirane vode, 100 pL NH4OH (1 M), 50 uL inozitola (I mg/mL) koji sluzi kao
unutarnji standard, te dodatkom NaBDs. Reakcija je zaustavljena dodatkom 50 %-tne otopine
octene kiseline 1 vode do prestanka proizvodnje mjehuri¢a. Uzorci su zatim isprani tri puta u 10 %-
tnoj otopini octene kiseline u metanolu i tri puta u metanolu, a izmedu ispiranja je provedeno
uparavanje pod vakuumom (Biichi, Svicarska). Uzorak osusen pod dusikom je dodatno osusen u
termostatu pod vakuumom pri 50°C (MPM Instruments, Italija), nakon ¢ega je provedena reakcija
peracetilacije dodatkom 300 pL piridina (Sigma-Aldrich-SAD) i 1 mL acetanhridida (Sigma-
Aldrich-SAD) tijekom 30 minuta pri 100°C. Uzorci su ostavljeni preko no¢i na sobnoj temperaturi
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uz mijesanje na magnetnoj mijesalici. Reakcije redukcije i peracetilacije do dobivanja alditol
acetata (AA) su provedene prema Albersheim i sur. (1967). Uzorci su zatim osuseni pod duSikom
1 ekstrahirani dodatkom kloroforma i vode, uz ispiranje sa vodom Sest puta. Organska faza
(kloroform) je uklonjena i profiltrirana uz dodatak natrijevog sulfata (Merck, SAD) preko staklene
vune, nakon Cega je uzorak osuSen pod duSikom. Takav uzorak je susupendiran u kloroformu i
injektiran u kolonu za plinsku kromatografiju (HP1 Agilent Technologies, SAD) dugacku 30
metara, promjera 0,32 mm i debljinom ispune 0,25 um. Plinska kromatografija je provedena na
uredaju ,,Perkin-Elmer (SAD) sa plameno-ionizacijskim detektorom, helijem kao plinom
nosacem i temperaturnim programom od 150°C (3 min) do 270°C (3°C/min, 2 min) i od 270 do
150°C (25°C/min, 2 min). Dobiveni spektar je usporeden sa standardima, i prema retencijskom

vremenu svakom piku je dodijeljena vrsta Secera koja se nalazi u ispitivanom uzorku.

3.2.3.3.5. Odredivanje tipa glikozidne veze pomocu plinske kromatografije i plinske
kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa

Vrsta glikozidnih veza prisutnin u uzorcima EPS-rl i EPS-r2 odredena je plinskom
kromatografijom i plinskom kromatografijom zdruzenom sa spekrometrijom masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS), nakon provodenja kemijskih reakcija permetilacije,
hidrolize, redukcije i peracetilacije prema Harris i sur. (1984). Liofilizirani uzorak EPS-a osusen u
termostatu pod vakuumom pri 50°C (MPM Instruments, Italija) je otopljen dodatkom 300 pL
dimetil sulfoksida (Sigma-Aldrich, SAD) uz mijesanje u vodenoj kupelji tijekom 30 min. Reakcija
permetilacije je provedena dodatkom 300 pL otopine kalijevog metilsulfinilmetanida. Reakcija je
provedena tijekom 30 minuta uz mijesanje na stolnom homogenizatoru Vortex V-1 plus (BioSan,
Latvija), nakon ¢ega je uzorak ohladen na ledu. Kalijev metilsulfinilmetanid je jaka baza koja sluzi
za uklanjanje svih vodikovih iona vezanih na kisik u Se¢ernom prstenu. U smrznuti uzorak dodano
je 300 pL hladnog metil jodida (Sigma-Aldrich, SAD), nakon ¢ega je uzorak odmrznut i mijeSan
tijekom sljede¢ih 30 minuta. U ovom koraku dolazi do vezanja metilnih grupa na sve slobodne
kisikove atome, kojima je prethodno uklonjen vodikov ion. Reakcija je zaustavljena dodatkom
smjese kloroform:metanol u omjeru 2:1 (v/v) i destilirane vode. Smjesa je centrifugirana 10 minuta
pri 1000 o/min, nakon ¢ega je uklonjena vodena faza, a postupak ispiranja dodatkom destilirane

vode je ponovljen 5 puta. Organska faza je osu$ena pod duSikom nakon ¢ega su provedene reakcije
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hidrolize, redukcije i peracetilacije kako je opisano u poglavlju 3.2.3.3.4., a derivati su nazvani
djelomoc¢no metilirani alditol acetati (PMAA). Takav uzorak je susupendiran u kloroformu i
injektiran u kolonu za plinsku kromatografiju (Phenomenex, SAD) dugacku 30 metara, promjera
0,25 mm 1 debljine ispune 0,25 pum. Plinska kromatografija je provedena na uredaju ,,Perkin-
Elmer* (SAD) s plameno-ionizacijskim detektorom, helijem kao plinom nosacem i temperaturnim
programom od 125°C (1 min) do 240°C (4°C/min, 2 min) i od 240 do 125°C (25°C/min, 2 min).
Analiza uzoraka je provedena na uredaju za plinsku kromatografiju zdruZenu sa spektrometrijom
masa (,,Agilent-Technologies®, SAD). Fragmenti odgovaraju¢ih masa su usporedeni s literaturom
(Biermann i McGinnis, 1989) i bazom podataka

(https://www.ccrc.uga.edu/specdb/ms/pmaa/pframe.html), te je odreden tip veze u uzorku.

3.2.3.4. Insilico analiza eps genskog klastera

Kako bi se ustanovila prisutnost eps genskog klastera u genomu L. fermentum D12 provedena je
pretraga gena koji sudjeluju u biosintezi egzopolisaharida. Provedena je anotacija aminokiselinskih
sekvenci dobivenih pomo¢u RAST servera primjenom BLASTp (engl. basic local alignment search
tool for proteins) algoritma u NCBI proteinskoj bazi podataka

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pripadajuéi klaster i pretpostavljeni model biosintetskog

puta eps genskog klastera soja L. fermentum D12 keiran je primjenom BioRender software-a

(https://biorender.com/). Usporedba eps genskih klastera soja L. fermentum D12 s drugim L.

fermentum sojevima sli¢ne strukturne organizacije provedena je primjenom tBLASTX (engl. basic

local alignment search tool for translated nucleotide) algoritma u NCBI nukleidnoj bazi podataka.
3.2.3.5. Morfoloska karakterizacija SEM
Morfoloska karakterizacija liofiliziranih EPS-a soja L. fermentum D12, provedena je primjenom

skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM VEGA3 TESCAN, Ceska) s ubrzanim naponom od

10kV, u Znanstvenom centru izvrsnosti za napredne materijale i senzore, Institut za fiziku, Zagreb.
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3.2.3.6. Funkcionalna uloga egzopolisaharida

3.2.3.6.1. Utjecaj egzopolisaharida na adheziju bakterijskih stanica na proteine ekstracelularnog

matriksa

Ispitan je utjecaj razli¢itih koncentracija EPS-a na sposobnost adhezije soja L. fermentum D12 na
proteine  ekstracelularnog  matriksa (ECM), odnosno na  imobilizirani  humani
fibronektin/laminin/kolagen (Corning® BioCoat™, SAD), prema Antikainen i sur. (2002). Za
ispitivanje adhezije koriStene su bakterijske stanice uzgojene do kasne eksponencijalne faze u
koncentraciji koja odgovara ODszonm = 1,0 (9,25-10° CFU/mL), suspendirane u fosfatnom puferu s
dodanim EPS-a ima u razli¢itim koncentracijama (0,2; 0,5 i 1 mg/mL). Kao kontrola su koriStene
bakterijske stanice suspendirane u 1 mL fosfatnog pufera. Polysorp plocice s 96 jazica ravnog dna
su sadrzavale 50 ug/mL imobiliziranog fibronektina/laminina/kolagena u karbonat/bikarbonatnom
puferu koncentracije 50 mmol/L, pH vrijednosti 9,6. Jazice su isprane tri puta s fosfatnim puferom
i blokirane tijekom 1 sata fosfatnim puferom s dodatkom 1 % Tween 20 (Sigma, SAD). 100 uL
pojedinog uzorka soja L. fermentum D12 uz dodatak tri razli¢ite koncentracije EPS-a te kontrola,
odnosno soj L. fermentum bez dodatka EPS-a, dodano je u svaku jazicu u tri paralele, nakon ¢ega
je slijedila prekono¢na inkubacija pri 4°C. Nakon uklanjanja neadheziranih stanica, ispiranjem tri
puta s 200 uL fosfatnog pufera koji sadrzi 0,05 % Tween 20 (Sigma, SAD), ploce su paZljivo
osusene kroz sat vemena. Adhezirane bakterijske stanice detektirane su bojanjem kristal violetom
(1 mg/ml) tijekom 45 min. Nakon ispiranja, bojilo je otpusteno dodavanjem 100 uL citratnog
pufera (50 mmol/L, pH 4,0) u svaku jaZicu. Apsorbancija je odredena pri 620 nm na Infinite F Plex
gitadu mikrotitarskih plogica (Tecan, Svicarska). Prazne jaZice, odnosno jaZice u koje nisu dodane
stanice nego samo fosfatni koriStene su kao kontrola u svim eksperimentima te su njihove
vrijednosti apsorbancije oduzimane od vrijednosti za jaZice s adheziranim bakterijskim stanicama,

pri ¢emu je veéi intenzitet obojenja (veca apsorbancija) upucivao na veéi broj adheziranih stanica.

3.2.3.6.2. Utjecaj egzopolisaharida na adheziju soja producenta na mucin

Ispitivanje utjecaja EPS-a na adheziju soja L. fermentum D12 na mucin u in vitro uvjetima

provedeno je prema Antikainen i sur. (2002). U mikrotitarske plocice s 96 jazica dodano je (100
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puL) 10 mg/mL otopine mucina u karbonat/bikarbonatnom puferu (50 mmolL/L, pH=9,6) i
inkubirano preko no¢i pri 4°C. Prekonoé¢na kultura soja L. fermentum D12 isprana je 2 puta s
fosfatnim puferom. Koncentracija bakterijskih stanica je podeSena na vrijednost As2o=1 otopinom
odgovarajucih koncentracija EPS-a (0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL i 1 mg/mL) otopljenih u fosfatnom
puferu (pH 7,4). Kao kontrola su koristene bakterijske stanice suspendirane samo u fosfatnom
puferu (pH 7,4). Jazice s mucinom isprane su tri puta dodatkom 100 pL fosfatnog pufera, nakon
¢ega je u svaku jazicu dodano po 100 uL fosfatnog pufera s 1%-tnim Tween 20 uz inkubaciju 1 sat
pri sobnoj temperaturi s ciljem imobilizacije mucina. 1z jaZica je pazljivo uklonjen fosfatni pufer s
Tweenom, nakon ¢ega je dodano po 100 uL prethodno pripremljenih suspenzija soja D12 u tri
paralele. Osim u jazice s mucinom, suspenzije su dodane i u jazice bez mucina za kontrolu adhezije.
Kao slijepa proba koristen je fosfatni pufer. Nakon prekonoéne inkubacije pri 37°C, neadhezirane
stanice su uklonjene ispiranjem 3 puta s 200 puL 0,05 %-tnog Tween 20 u fosfatnom puferu. Plocica
je ostavljena da se osusi tijekom 1 sata, nakon ¢ega je dodano 100 uL kristal violeta (1 mg/mL) u
svaku jazicu uz inkubaciju tijekom 45 min. Jazice su zatim isprane tri puta dodatkom 200 pL
fosfatnog pufera. Dodatkom 100 uL citratnog pufera (50 mM, pH 4,0) provedeno je otpustanje
bojila vezanog na adhezirane stanice i izmjerena je apsorbancija na ¢itacu mikrotitarskih plocica
»Tecan Infinite F PLEX* pri 620 nm (vrijednosti apsorbancije za slijepu probu oduzete su od

vrijednosti za jazice tretirane s bakterijskim stanicama).

3.2.3.6.3. Utjecaj egzopolisaharida na adheziju soja producenta primjenom Caco-2 stani¢ne linije

Ispitivanje utjecaja razli¢itih koncentracija EPS-a na in vitro adheziju soja L. fermentum D12
provedeno je na Caco-2 stani¢noj liniji kako je opisano u Bani¢ i sur. (2018) s modifikacijama.
Caco-2 stanice su inokulirane u plastiéne plocice s 24 jazice (Falcon®, SAD) u koncentraciji od
1-10° stanica/mL i inkubirane tjedan dana uz izmjenu medija svaka 2 dana do dobivanja
ujednacenog monosloja. Prije primjene, Caco-2 stanice su isprane 3 puta s fosfatnim puferom (pH
7,4). Stanice prekono¢ne kulture soja producenta EPS-a L. fermentum D12 isprane su dva puta s
fosfatnim puferom (pH 7,4), a opticka gustoca stanica je podeSena na vrijednost ODe20=1 uz
dodatak razli¢itih koncentracija EPS-a (0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL), pri ¢emu su kao
kontrola koriStene samo bakterijske stanice bez dodatka EPS-a. 1 mL tako pripremljenih

bakterijskih suspenzija (10° CFU/mL) je dodan u svaku jaZzicu s prethodno uzgojenim Caco-2
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stanicama, nakon Cega je slijedila inkubacija tijekom 1 sata pri 37°C u 5 %-tnoj atmosferi CO2
(Brouwer, Svicarska). Monosloj Caco-2 stanica je zatim ispran tri puta s fosfatnim puferom (pH
7,4), kako bi se uklonile neadhezirane bakterijske stanice. Ukupan broj adheziranih bakterijskih
stanica u svakoj jazici je odreden nakon liziranja Caco-2 stanica primjenom 0,05 % (v/v) Triton X-
100 (AppliChem, Darmstadt, Njemacka) otopine tijekom 10 min pri 37°C. Broj zivih stanica,
adheziranih na Caco-2 stanice, odreden je priredivanjem odgovarajucih razrjedenja u fizioloskoj
otopini i nacjepljivanjem na MRS agar uz inkubaciju pri 37°C. Postotak adhezije je izracunat prema

sljedecoj formuli:
adhezija (%) = (logCFU/mL adheziranih bakterija / logCFU/mL dodanih bakterija) x 100
3.2.3.6.4. Utjecaj egzopolisaharida na autoagregacijskih svojstava soja producenta

Utjecaj egzopolisaharida na autoagregacijska svojstva soja L. fermentum D12 ispitan je prema Kos
1 sur. (2003) s modifikacijama. Prekono¢no uzgojene bakterijske stanice isprane su dva puta 1
suspendirane u fosfatnom puferu (pH=7,4) uz dodatak tri razli¢ite koncentracije EPS-a (0,2; 0,5 i
1 mg/mL), pri ¢emu je kao kontrola koristen uzorak bez dodatka EPS-a. Volumen od 4 mL
suspenzije uzoraka bakterijskih stanica (5-108 CFU/mL) odpipetiran je u Penicilinke te izmjesan
na stolnom homogenizatoru Vortex V-1 plus (BioSan, Latvija). Uzorak za ispitivanje bakterijske
autoagregacije uzet je u nultom satu te nakon 5 h inkubacije pri sobnoj temperaturi. Autoagregacija
je odredena mjerenjem absorbancije uzoraka pri 620 nm pomocu Infinite F Plex Ccitaca
mikrotitarskih plogica (Tecan, Svicarska). Mjerenje je provedeno na na¢in da su s povriine
suspenzija koje su ostavljene mirovati tijekom 5 sati uzeti uzorci od 100 pL te preneseni u jazice

na mikrotitarskoj plocici. Postotak autoagregacije je izracunat prema formuli:

Autoagregacija (%) = (1 — %) * 100

0
gdje je:
A: - apsorbancija u vremenu (tijekom 5 sati)

Ao - apsorbancija u vremenu O.

45



3.2.3.6.5. Ispitivanje protektivnog ucinka egzopolisaharida tijekom liofilizacije

Zastitni uéinak egzopolisaharida ispitan je tijekom stresnih uvjeta liofilizacije soja L. fermentum
D12. Prekono¢no uzgojene bakterijske stanice isprane su dva puta i suspendirane u fosfatnom
puferu (pH=7,4) uz dodatak tri razli¢ite koncentracije EPS-a (0,2; 0,5 i 1 mg/mL), pri ¢emu je kao
kontrola koriSten uzorak bez dodatka EPS-a. Bakterijske stanice su liofilizirane u Christ Alpha 1-
2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka). Broj bakterijskih stanica
prije i nakon liofilizacije odreden je indirektnom metodom, priredivanjem odgovarajucih

razrjedenja u fizioloskoj otopini i nacjepljivanjem na MRS agar uz inkubaciju pri 37°C.

3.2.4. Detekcija proteoliti¢ke aktivnosti bakterija mlije¢ne Kiseline

3.2.4.1. Odredivanje acidifikacijskog kapaciteta

Odredena je pH vrijednost supernatanata prekono¢nih kultura bakterija mlijecne kiseline rodova
Lactobacillus, Enterococcus i Lactococcus uzgojenih u MRS i M17 tekué¢im podlogama i obranom
mlijeku. Stupanj kiselosti odreden je iz 1 mL uzorka supernatanta razrijedenog s 19 mL destilirane
vode u Erlenmeyerovoj tikvici od 100 mL. Razrijedeni uzorak titriran je s 0,1 M NaOH (Carlo
ERBA, Italija) uz fenolftalein kao indikator do pojave ruzicaste boje. Stupanj kiselosti, odnosno

postotak (%) mlije¢ne kiseline odreden je prema navedenim formulama:

°SH=a"-20 - fnaoH - 2
% mlijecne kiseline = °SH - 0,0225

a =volumen (mL) 0,1 M NaOH

fnaoH = 1

(°SH ~ 0,0225 g mlije¢na kiseline (%))
°SH - stupanj kiselosti

46



3.2.4.2. Odredivanje Fmc* fenotipa

Sposobnost BMK da koaguliraju mlijeko odredena je prema Hebert i sur. (2001). Prekono¢na
kultura odabranih sojeva BMK je centrifugirana pri 8000 x g tijekom 10 min pri 4°C, nakon ¢ega
su stanice isprane dva puta sa sterilnim 50 mM natrij fosfatnim puferom (pH 7,0). Suspenzija
stanica je nacijepljena u 10 % (m/V) obranog mlijeka i inkubirana pri 37°C tijekom 16 sati. Ovisno
o0 brzini koagulacije mlijeka, rezultati su interpretirani kao: nema koagulacije, slaba koagulacija,

umjerena koagulacija, dobra koagulacija i izvrsna koagulacija.
3.2.4.3. Odredivanje proteoliticke aktivnosti

Proteoliti¢ka aktivnost prekono¢nih kultura bakterija mlije¢ne kiseline uzgojenih u MRS ili M17
tekucoj podlozi i obranom mlijeku, odredena je kvalitativnom metodom difuzije u podlogu prema
Raveschot i sur. (2020a) s modifikacijama. Sterilna kruta podloga s obranim mlijekom (10 %)
(Sigma-Aldrich, Njemacka) uz dodatak 2 % (m/V) agra (Merck, Njemacka) ohladena je u vodenoj
kupelji (Inkolab, Hrvatska) temperiranoj na 50°C i izlivena u Petrijevu zdjelicu. Nakon
skrutnjavanja podloge, izbuSene su ,,rupe” u agaru buSaCem promjera 7 mm, u koje je zatim
ukapano 50 uL uzoraka suspenzije stanica i supernatanta bakterijske kulture. Petrijeve zdjelice su
inkubirane pri 30°C, a promjeri zona, nastalih uslijed hidrolize kazeina, koji upucuju na
proteoliticku aktivnost pojedinog soja bakterije mlije¢ne kiseline odredeni su nakon 48 sati.

Proteoliticka aktivnosti odabranih sojeva BMK odredena je i Ansonovom metodom prema
Beganovic i sur. (2013). Filtrat supernatanta prekono¢nih kultura svakog soja (1 mL) suspendiran
je s 5 mL otopine kazeina, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija od 10 min pri 37°C. Reakcija je
prekinuta dodatkom 5 mL trikloroctene kiseline (Thermo Fischer Scientific, SAD), pri ¢emu Su
istalozeni nehidrolizirani proteini. Nakon ponovne inkubacije (30 minuta, 37°C) i filtracije, u 2 mL
filtrata dodano je 5 mL 0,4 M otopine Na>COs (Kemika, Hrvatska) i 1 mL Folin-Ciocalteau Fenol
reagensa (Merck, Njemacka). Uzorak je ponovno inkubiran tijekom 30 min pri 37°C i filtriran, te
je izmjerena aposrbancija pri 670 nm na ¢itacu mikrotitarskih plo¢ica LKB 5060-006 (Rim, Italija).
Slijepa proba je sadrzavala predinkubiranu otopinu kazeina kojoj je na pocetku eksperimenta
dodana trikloroctena kiselina, nakon ¢ega je uslijedilo dodavanje supernatanta i svi prethodno
opisani postupci. Svi uzorci su pripremljeni u tri paralele, pri ¢emu je nakon oduzimanja slijepe

probe izracunata srednja vrijednost.
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Na temelju jednadzbe pravca, oCitavanjem apsorbancije (Ae7o) izraCunata je mnozina (umol)
oslobodenog L-tirozina (Merck, Njemacka) (slika 9), uslijed hidrolize kazeina djelovanjem
proteaza U uzorcima supernatanata sojeva. lzracunata je i internacionalna jedinica enzimske

aktivnosti (1.J.) po mL supernatanta prema jednadzbi:
L. n-Vuk
ml Venz-t-V

n (oslobodenog Tyr) = u umoL

Vuk = ukupni volumen uzorka u mL

Venz = Volumen supernatanta koji sadrzi enzim

t = trajanje enzimske reakcije u minutama

V = volumen uzorka pri kolorimetrijskom odredivanju

0,25

y =0.3308x + 0.022
R? =0.9808

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
pmoL L-tirozina

Slika 9. Standardna krivulja za odredivanje proteoliticke aktivnosti Ansonovom metodom

3.2.4.4. Analiza produkata razgradnje kazeina Tricin-SDS-PAGE

Kazeionoliticka aktivnost odabranih bakterijskih sojeva je ispitana prema El-Ghaish i sur. (2010)
s modifikacijama. Prekono¢ne kulture su centrifugirane pri 4200 o/min tijekom 10 min, a zatim
isprane fosfatnim puferom (pH = 7,4). Dobivena biomasa suspendirana je u 2 %-tnoj otopini
obranog mlijeka (Sigma-Aldrich, Njemacka) te inkubirana 48 sati pri 37°C, nakon ¢ega je prac¢ena
razgradnja kazeina pomocu Tricin-SDS-PAGE metode. Kao kontrola je koristena neinokulirana
otopina obranog mlijeka (2 %). Gel za Tricin-SDS-PAGE pripremljen je prema Haider i sur.
(2012).
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3.2.4.5. Identifikacija enzima proteolitickog sustava pomo¢u MALDI-TOF/TOF

Prekono¢na kultura soja E. faecium ZGZA7-10 uzgojena je propagacijom u 400 mL teku¢e MRS
podloge pri 37°C, nakon cega je provedeno centrifugiranje tijekom 10 min pri 4200 o/min i
temperaturi od 4°C. Ekstrakcija proteina provedena je postupcima opisanim u ReadyPrep Total
Protein Extraction Kit-u (Bio-Rad, SAD) prema uputama proizvodaca. Ekstrakti proteina
razdvojeni su SDS-PAGE elektroforezom. Digestija u gelu provedena je prema Shevchenko i sur.
(2006). Osuseni uzorci peptida su otopljeni u 0,1 % vodene otopine trifluoroctene kiseline (TFA,
Sigma-Aldrich, SAD). Razdvajanje peptida provedeno je tekuc¢inskom kromatografijom (engl.
liquid chromatography, LC) na Dionex Ultimate 3000 RSLC nano System uredaju uz UV/VIS
detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD) spregnutim s Proteineer fcll sakupljatem frakcija
(Bruker, Njemacka). Separacija je provedena na koloni Acclaim PepMap 100 C18, 3 pum, 100 A,
75 um i.d. x 15 cm (Thermo Fisher Scientific, SAD) pri 40°C. Mobilna faza A se sastojala od 0,1
% vodene otopine TFA (v/v), a mobilna faza B od TFA u acetonitrilu (ACN, v/v). Valna duljina
na detektoru je podeSena na 214 nm. Protok sakupljaca frakcije je podesen na 100 puL/h (1,4 mg
CHCA matrice otopljene u 1 mL 50 % vodene otopine acetonitrila). Ukupno su sakupljene 192
frakcije. Razdvojene frakcije peptida su automatski uzorkovane na MALDI (engl. matrix-assisted
laser desorption/ionization) plo¢icu (Proteineer fcIl, Bruker, Njemacka). Analiza peptida
provedena je pomocu spektrometra masa Autoflex Speed MALDI-TOF/TOF (engl. time of flight)
(Bruker, Njemacka). Analiza MS i MS/MS spektara primjenjena je za pretragu baze podataka
pomocu ProteinScape, verzija 3.0 (Bruker, Njemacka) ProteinProspector MS-Tag pretrazivacem
preko SwissProt i NCBI baze podataka.

3.2.4.6. Detekcija gena za proteinaze primjenom PCR metode

Provedena je PCR reakcija s izoliranom DNA soja E. faecium ZGZA7-10. Reakcijska smjesa
sastojala se od EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix-a (2x Premix) (Takara, Japan), vode
(Takara, Japan), uzorka DNA i specifi¢nih pocetnica (5°-
GCTTGAATTCGTTGTCGCTGCGGTTGT-3") i (5°-
GCATGAATTCAATGCACGATAAATGAG-3) za detekciju intragenske regije odgovorne za
odgovorne za ekspresiju proteinaza prema Strahini¢ i sur. (2009). Kao negativna kontrola za

provjeru da fragment dobiven nakon PCR reakcije nije produkt dimerizacije ovih dviju pocetnica
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koriSten je uzorak pripravljen bez dodatka DNA. Standard se sastojao od A DNA HindIII
(Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD), a reakcija je provedena u uvjetima
prikazanim u tablici 3. Nakon zavrSene reakcije uzorci su stavljeni na agarozni gel (1 %), a
elektroforeza je provodena pri 100 V. Gel je nakon zavrSetka elektroforeze bojan u otopini
etidijevog bromida (Boehringer Manheim GmbH, Njemacka) koncentracije 0,5 pg/mL, nakon ¢ega
je stavljen na UV transiluminator (DNR Bio-Imaging Systems, Izrael) gdje je snimljena slika gela

pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Lebo$ Pavunc i sur., 2012).

Tablica 3. Uvjeti provodenja PCR reakcije s poCetnicama za detekciju gena koji kodiraju za

enzime ukljucene u proteoliticku aktivnost

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Trajanje
Pocetna denaturacija 94°C 4 min
30 ciklusa:
Denaturacija 94°C 1 min
Sparivanje pocetnica 56°C 1 min
Produljivanje lanca DNA 72°C 1,5 min
Zavrsno produljivanje lanca DNA 72°C 7 minuta

3.2.4.7. Odredivanje fermentacijskih profila Se¢era pomocu API 50 CHL testa

Sojevi L. brevis D6, L. fermentum D12 i L. plantarum D13 uzgojeni su anaerobno, a soj E. faecium
ZGZAT7-10 aerobno na odgovaraju¢em agaru u obliku kolonija. Pomo¢u mikrobioloske usice s agra
je sterilno dodana biomasa u ampulu koja sadrzi API 50 CHL medij. Gusto¢a inokuluma je
izmjerena u denzitometru (BioMérieux, Francuska) i podesena na 2 McF (1 McFarland je 30-107
stanica/mL). Tako pripremljena suspenzija dodana je u svaku ampulu, od kojih svaka na dnu sadrzi
jedan od 49 razli¢itih ugljikohidrata. U ampule je nakon toga dodano mineralno ulje (BioMérieux,
Francuska) kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Tako prireden API strip, stavljen je u termostat
na inkubaciju pri optimalnoj temperaturi rasta mikroorganizma. Rezultati su ocitani nakon 24 h,
odnosno 48 h nakon inkubacije, te su uneseni u program APIWEB®. Ukoliko dodana bakterija
fermentira odredeni ugljikohidrat kao produkt njenog metabolizma nastaju kiseline (mlijecna i
octena kiselina), odnosno dolazi do zakiseljavanja podloge, pri ¢emu dolazi do promjene boje
medija koji sadrZi bromkrezol purpurni indikator, u Zutu boju (+), a ukoliko ne fermentira ostat ¢e

plavo-ljubicaste boje (-). Ukoliko neka ampula sadrzi zeljezo do¢i ¢e do promjene boje u crnu (+).
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Biokemijski profil se o€ita, a bakterijske kulture identificiraju pomocu programskog paketa s

bazom podataka V 5.0, prema uputama proizvodaca.

3.2.4.8. Parametri fermentacije tijekom rasta u mlijeku

Nakon prekonoénog uzgoja sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZAT-10, bakterijske stanice isprane su dva puta s fizioloSkom otopinom, a uzgoj je proveden u
50 mL samo obranog mlijeka (2 %) i u 50 mL obranog mlijeka (2 %) uz dodatak razli¢itih
koncentracija NaCl-a (2,0, 4,01 6,5 % (w/v)) za svaki pojedini soj. Inkubacija je provedena aerobno
tijekom 48 h pri 37°C. Tijekom uzgoja odabranih bakterijskih izolata u obranom mlijeku i u
obranom mlijeku pri razli¢itim koncentracijama soli (NaCl-a), praceni su parametri proizvodnje
mlijecne kiseline (opisano u poglavlju 3.2.4.1.), promjene pH vrijednosti te broj zivih stanica u
uzorcima indirektnom metodom, neposredno nakon inokulacije te nakon 6, 24 i 48 sati uzgoja.

Broj Zivih bakterijskih stanica u uzrocima odreden je indirektnom metodom tj. nacjepljivanjem
priredenih decimalnih razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica u obliku kapi (10 pL) na Petrijeve
zdjelice s odgovaraju¢om MRS hranjivom podlogom. Ploce s nacjepljenim Lactobacillus vrstama
inkubirane su anaerobno, dok su plo¢e s nacjepljenim sojem E. faecium ZGZA7-10 inkubirane
aerobno tijekom 24 sata pri 37°C. Nakon inkubacije odreden je broj zivih bakterijskih stanica i
izrazen kao razlika logaritamskih vrijednosti CFU/MLobranog miijeka 0d pocetnog broja nacijepljenih

stanica u 0. satu.

3.2.4.9. Kvantifikacija laktoze, laktata, acetata i diacetila

Kvantifikacija laktoze, laktata, acetata i diacetila u uzorcima bakterijskih kultura nakon uzgoja u
obranom mlijeku provedena je tekué¢inskom kromatografijom (HPLC-UV/VIS-DAD) i plinskom
kromatografijom diacetila (GC-FID). Usporedbom s kalibracijskim krivuljama koje su pripravljene
upotrebom odgovarajucih standarada; D-laktoza monohidrat (Sigma-Aldrich, SAD), anhidridni
natrijev acetat (Sigma-Aldrich, SAD), natrijev-D,L-laktat (Sigma-Aldrich, SAD) i diacetil (Sigma-
Aldrich, SAD), odredene su koncentracije laktoze, mlije¢ne i octene kiseline i diacetila prisutne u
uzorcima. Koncentracija octene kiseline izraCunata je mnozenjem rezultata sadrzaja acetata s
faktorom F=omjer Mr(octena Kkis.)/Mr(natrijeva acetata). Koncentracija mlije¢ne kiseline

izraCunata je mnozenjem rezultata sadrzaja laktata s faktorom F=omjer Mr(mlije¢na Kis.)/Mr
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(natrijeva laktata). Granica kvantifikacije HPLC/UV/VIS (DAD) metode iznosi 0,00625 mg/mL
acetata 1 0,00625 mg/mL lakata, a GC-FID metode za odredivanje koncentracije diacetila 100
ug/mL (100 ppm). Granica kvantifikacije metode za odredivanje diacetila GC-FID metodom je
100 ppm. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju nezavisnih mjerenja. Analize su

provedene u Biocentru d.o.o., Zagreb, Hrvatska.

3.2.5. Sekvencioniranje cijelog genoma

Genomi soja producenta bakteriocina L. plantarum D13, soja producenta egzopolisaharida L.
fermentum D12 i proteolitickog soja E. faecium ZGZA7-10 sekvencionirani su u IGA Technology,
Udine, Italija, nakon izolacije DNA primjenom Maxwell® DNA Cell kit-a u Maxwell® 16 Research
System uredaju (Promega, USA) prema uputama proizvodaca. Sekvencioniranje je provedeno na
Illumina's MiSeq 2500 (Il1lumina, San Diego, CA) uredaju pristupom uparenog kraja (engl. ,,paired-
end approach®) kako je opisano u Bani¢ i sur. (2018). Genomske sekvence su pohranjene u NCBI
bazi podataka, a pregled projekta (BioProject PRINA388578) i brojeva pod kojim su objavljeni
(engl. accesion numbers) prikazani su u tablici 13. Za obradu podataka koriStena je verzija
CASAVA 1.8.2. Anotacija, distribucija i kategorizacija sekvencioniranih gena provedena je
primjenom RAST (engl. rapid annotations using subsystems technology) servera, koji provodi
identifikaciju kodiraju¢ih proteina, rRNA i tRNA gena, dodjeljuje funkcije genima, 1 predvida koji
podsustavi su prisutni u genomu (Aziz i sur., 2008). Za konstrukciju genomskog atlasa, potpuno

sekvencionirani genomi su analizirani primjenom PATRIC aplikacije (https://www.patricbrc.org/)

(Wattam i sur., 2014). Filogenetska udaljenost sekvencioniranin genoma sojeva producenata
funkcionalnih biomolekula bakteriocina - plantaricina (L. plantarum SF9C, L. plantarum M92C,
L. plantarum D13 i L. plantarum SF15C), egzopolisaharida (L. fermentum D12), povrSinskih S-
proteina (L. helveticus M92, L. brevis ZG1-K7, L. brevis D6, L. brevis SFOB i L. brevis SF15B) i
proteolitickog soja E. facecium ZGZA7-10 odredena je konstrukcijom filogenetskog stabla
primjenom REALPHY servera, verzija 1.12 (https://realphy.unibas.ch/realphy/). Odredena je i

filogenetska udaljenost soja producenta egzopolisaharida, L. fermentum D12, sa svim sojevima

dostupnima u NCBI bazi podataka.
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3.2.6. In vitro ispitivanja adhezijskih svojstava na Caco-2 stani¢noj liniji

Ispitivanje adhezijskih svojstava odabranih sojeva BMK (L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10) na Caco-2 stani¢noj liniji, provedeno je prema Lebos
Pavunc i sur. (2019) s modifikacijama. Monosloj Caco-2 stani¢ne linije nacijepljen je na
mikrotitarsku plo¢icu s 96 jazica (Greiner Bio-One, Austrija) uz dodatak DMEM/F12 medija
(Capricorn Scientific GmbH, Njemacka) oboga¢enog s L-glutaminom (Merck, Njemacka) i 10 %-
tnim FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, by Life Technologies, SAD), nakon ¢ega su stanice isprane
dva puta s DMEM medijem. Prije nacjepljivanja, jezgre Caco-2 stanica su obojane s Incucyte
Nuclight Rapid crvenom bojom (PHI AB, SAD). Prekono¢na kultura odabranih sojeva BMK je
centrifugirana pri 5000 x g tijekom 5 min, nakon ¢ega su stanice isprane dva puta sa sterilnim
fosfatnim puferom (Gibco, by Life Technologies, SAD), a koncentracija im je podesena na 2-108
CFU/mL. Bakterijske stanice su suspendirane u 5 mM Viafluor 488 boji (Biotium, SAD),
inkubirane tijekom 15 min pri 37°C, nakon ¢ega su suspendirane u DMEM mediju i dodane na
formirani monosloj Caco-2 stani¢ne linije s podesenim multiplicitetom infekcije (engl. multiplicity
of infection, MOI) od 50 bakterija po stanici, nazvanim MOI 50, i inkubirane tijekom 1, 4 i 12 sati
pri 37°C, uz lagano mijeSanje. Nakon inkubacije, neadhezirane bakterijske stanice su isprane tri
puta s fosfatnim puferom i fiksirane dodatkom 4 %-tnog paraformaldehida (Gibco, by Life
Technologies, SAD) i fosfathog pufera. Nakon fiksiranja i ispiranja s fosfatnim puferom,
mikroskopske fluorescentne slike Caco-2 stanica i adheziranih bakterijskih stanica su detektirane
primjenom EVOS FLc Cell Imager uredaja (ThermoFisher Scientific, USA) pri povecanju od 20x.

Analize su provedene u Centru za istrazivanje i prijenos znanja u biotehnologiji SuZ.

3.2.7. Kolonizacijski potencijal autohtonih BMK in vivo

3.2.7.1. Priprema suspenzije bakterijskih stanica i kaniliranje Stakora

750 uL svake od odabranih prekonoc¢nih kultura sojeva E. faecium ZGZA7-10, L. fermentum D12,
L. brevis D6 i L. plantarum D13 zdruzeno je u dizajnirani konzorcij BMK. Nakon centrifugiranja,
talog stanica je suspendiran u 0,5 mL fizioloske otopine, a indirektnom metodom je odreden broj
zivih mikroorganizama nacijepljivanjem decimalnih razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica u

sterilnoj destiliranoj vodi na MRS agar u obliku kapi (10 pL) u dvije paralele. Nakon 48 h
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anaerobne inkubacije pri 37°C, izbrojane su porasle kolonije te je izracunat broj bakterijskih stanica
(CFU) po mililitru uzorka. Eksperiment intervencije na modelu $takora se provodio na Zavodu za
animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu.
Odrzavanje 1 briga o svim eksperimentalnim Zivotinjama je provedena prema ¢lanku 21. Zakona 0
zastiti zivotinja (Narodne novine, broj NN135/06 i NN37/13), ¢lanka 41. i 96. Zakona o opéem
upravnom postupku (Narodne novine, broj 47/09) Republike Hrvatske, te u skladu s direktivom
Europske Unije (EU) 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (OJEU,
2010). Istrazivanja su odobrena od strane Etickog povjerenstva, br. odobrenja HR-POK-012.

Stakori (n=12) su 5 dana uzastopno kanilirani s 0,5 mL pripremljene probioticke suspenzije u kojoj
je broj zivih mikroorganizama iznosio 1,243-101° CFU/mL, izravno u Zeludac, te su prikupljeni
uzorci fecesa s Ciste stelje prije postupka kaniliranja, 3. i 5. dan kaniliranja, unutar 2 h nakon

premjestanja Stakora u ¢isti kavez i 7. dan nakon prestanka kaniliranja.

3.2.7.2. Profiliranje mikrobiote fecesa Stakora

100 mg fecesa Stakora suspendirano je u 1 mL fizioloske otopine te su uklonjeni netopljivi ostaci
fecesa i stelje. Talog stanica dobiven centrifugiranjem 10 min pri 13000 o/min, suspendiran je u
400 pL otopine lizozima (5 mg/mL) u TE puferu. Nakon 2 h inkubacije, uzorci su uronjeni u led
kako bi se sprijeCilo njihovo zagrijavanje tijekom sonikacije provedene na uredaju Sonopuls
mini20 (Bandelin, Njemacka) u 3 ciklusa s trajanjem od 30 s i s 15 s pauze izmedu ciklusa. Potom
je izolirana DNA iz ukupnog volumena pripremljenog uzorka u Maxwell® 16 Research System
instrumentu (Promega, SAD) primjenom odgovarajuéeg Maxwell® DNA Tissue Kita.
Koncentracija DNA je izmjerena uredajem Biospec Nano (Shimadzu, Japan) pri valnoj duljini 0,7
nm. Raspon vrijednosti dobivenih koncentracija su 123,86 ng/uL - 261,40 ng/uL. Uzorci izolirane
DNA su poslani na Illumina MiSeq sekvenciranje (Molecular Research, SAD), a ostatak je
pohranjen na -20°C do daljnjih analiza. Dobiveni podaci u fasta formatu koristeni su za daljnju
bioinformaticku analizu pomoc¢u QIIME 2™ (engl. quantitative insights into microbial ecology)

platforme u suradnji s Kabinetom za bioinformatiku PBF-a, SuZ.
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3.2.8. Mikroinkapsulacija BMK u razli¢itim matriksima

3.2.8.1. Mikroinkapsulacija bakterijskih stanica u k-karagenanu

Prekono¢ne kulture sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZAT-10 uzgojene su propagacijom u 300 mL odgovarajuce tekuce podloge. Stanice su
centrifugirane 10 min pri 4200 o/min (4°C), a zatim ispirane dva puta s 10 mL fizioloSke otopine.
Talog stanica nakon odredivanja pocetnog broja indirektnom metodom suspendiran je u istom
volumenu 2 %-tne (v/w) otopine k-karagenana (Sigma, SAD). Smjesa bakterijskih stanica i -
karagenana postepeno je dodana u 1 %-tnu otopinu kalcijeva klorida uz mijesanje na tresilici (New
Brunswick Scientific, SAD). Talog je ispran dva puta s fizioloSkom otopinom, a broj stanica je
odreden indirektnom metodom, te je izraCunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu

mikroinkapsuliranih stanica.

3.2.8.2. Mikroinkapsulacija bakterijskih stanica u kazeinu djelovanjem transglutaminaze

Prekonoéne kulture sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZA7-10 uzgojene su propagacijom u 300 mL odgovarajuceg tekuce podloge. Nakon
prekono¢nog uzgoja bakterijske stanice su centrifugirane 10 min pri 4200 o/min (4°C), a zatim
ispirane dva puta s 10 mL fizioloske otopine. Nakon odredivanja pocetnog broja Stanica
indirektnom metodom, talog stanica suspendiran je u 15 %-tnoj otopini kazeina (Sigma, SAD), u
koju je dodan enzim transglutaminaza (10 U transglutaminaze/g kazeina). Smjesi bakterijskih
stanica i kazeina dodano je u 150 mL temperiranog biljnog ulja, te je provedeno mijeSanje na
tresilici (New Brunswick Scientific, SAD) pri 900 g/min tijekom 2 sata uz zagrijanje pri 40°C.
Nastala suspenzija stanica odvojena je od uljne faze centrifugiranjem pri 500g/min tijekom 1
minute. Supernatant je odbacen, a nastale mikrokapsule su suspendirane u 2x volumenu Ringerove
otopine (Merck, Njemacka), nakon Cega je uljna faza uklonjena centrifugiranjem pri 500g/min
tijekom 1 minute. Mikrokapsule su razbijene u Bag-mixeru (Interscience, Francuska), a broj
mikroinkapsuliranih stanica odreden je indirektnom metodom, te je izracunat broj bakterijskih

stanica (CFU) po gramu mikroinkapsuliranih stanica.
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3.2.8.3. Mikroinkapsulacija bakterijskih stanica u alginatu

Prekonoé¢ne kulture sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZAT-10 uzgojene su propagacijom u 300 mL teku¢e MRS podloge. Stanice su centrifugirane
10 min pri 4200 o/min (4°C), a zatim isprane dva puta s 10 mL fizioloske otopine. Talog stanica
nakon odredivanja pocetnog broja indirektnom metodom suspendiran je u istom volumenu 2 %-
tne (v/w) otopine natrijeva alginata (Fluka, Svicarka). Smjesa bakterijskih stanica i alginata
postepeno je dodana u 1 %-tnu otopinu kalcijeva klorida uz mijeSanje na magnetnoj mjesalici
(IKA-Werke GmbH & Co, Njemacka), prilikom ¢ega dolazi do formiranja mikrokapsula. Kuglice
su ostavljene 1 sat na tresilici (New Brunswick Scientific, SAD) da o¢vrsnu, nakon Cega je
uslijedilo ispiranje dva puta s fizioloskom otopinom i odredivanje broja miroinkapsuliranih stanica
oslobadanjem iz mikrokapsula pomocu 2 %-tnog (v/w) Na-citrata (T.T.T., Hrvatska) (prilagodeno
prema Liisur., 2009), te je izra¢unat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu mikroinkapsuliranih
stanica. Uc¢inkovitost procesa mikroinkapsulacije (engl. encapsulation yield, EY), odnosno broj
Zivih stanica prije i poslije mikroinkapsulacije izrac¢unat je prema navedenoj formuli, gdje je N broj
zivih mikroinkaspuliranih stanica, a No broj slobodnih stanica dodanih u polimerni matriks (alginat,
k-karagenan ili kazein) (Vaziri i sur., 2018):

EY =X x 100
NO

3.2.8.4. Mikroinkapsulacija u alginatu uz dodatak prebiotika

U svrhu $to duljeg prezivljavanja mikroinkapsuliranog i liofiliziranog probiotickog soja producenta
egzopolisaharida L. fermentum D12, mikroinkapsulacija stanica u 2 %-tnom alginatu za koji je
dokazana najbolja u¢inkovitost provedena je na isti na¢in opisano u poglavlju 3.2.8.3. uz dodatak
razli¢itih vrsta prebiotika; inulin 1 fruktooligosaharid (FOS) (Magdis d.o.o., Hrvatska), manitol
(Difco, SAD) i laktuloza (Calbiochem, SAD) u kona¢noj koncentraciji od 5 % (w/v). Kao kontrola
je koristen mikroinkapsulirani soj L. fermentum D12 u koji nije dodan niti jedan od navedenih

prebiotika.
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3.2.9. Liofilizacija mikroinkapsuliranih stanica u alginatu

3.2.9.1. Liofilizacija mikroinkapsuliranih stanica u alginatu s lioprotektorima

Provedena je liofilizacija mikroinkapsuliranih stanica u alginatu uz dodatak lioprotektora; obrano
mlijeko (Fluka, Njemacka) (10 % w/v), inulin (Difco, SAD) (10 % w/v), saharoza (Kemika,
Hrvatska) (10 % wi/v), laktoza (Kemika, Hrvatska) (10 % wi/v) i sorbitol (Kemika, Hrvatska) (10
% wi/v). Bakterijske stanice mikroinkapsulirane u alginatu liofilizirane uz dodatak fizioloske
otopine koristene su kao kontrolni uzorak. Uzorci su zamrznuti pri -80°C, nakon ¢ega je provedena
liofilizacija priredenih mikrokapsula s dodatkom razlicitih lioprotektora u uredaju Christ Alpha 1-
2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka). Oslobadanje stanica iz
liofiliziranih mikrokapsula, provedeno je pomocu 2 %-tnog (v/w) Na-citrata (T.T.T., Hrvatska)

(prilagodeno prema Li i sur., 2009). Broj stanica odreden je indirektnom metodom.

3.2.9.2. Prezivljavanje mikrokroinkapsuliranih i liofiliziranih stanica BMK u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta

Simulirani Zelu€ani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g/L) (Sigma, SAD) u 0,5 %
otopini natrijevog klorida (Kemika, Hrvatska), kojoj je pH vrijednost podeSena na 2,0 s
koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom (Sigma-Aldrich, SAD). Simulirani sok tankoga crijeva
pripravljen je suspendiranjem pankreatina (1 g/L) (Fluka, Svicarska) i zu¢nih soli (3,0 mg/mL
govede zuci) (Difco, SAD) u 0,5 % otopini natrijeva klorida, kojoj je pH vrijednost podesena na
8,0 s natrijevom luzinom (Kemika, Hrvatska) (Kos, 2001). Stanice odabranih bakterijskih kultura,
L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, mikroinkapsulirane u
alginatu (2 % (w/v)) 1 liofilizirane uz dodatak obranog mlijeka (10 % (w/v) kao lioprotektora za
koji je dokazan najbolji protektivni u€inak i nemikroinkapsulirane stanice liofilizirane bez dodatka
lioprotektora, odnosno uz dodatak fizioloSke otopine (kontrola), izloZene su djelovanju Zelu¢anog
soka tijekom 2 sata, a zatim su centrifugirane pri 3500 o/min i suspendirane u simuliranom soku
tankoga crijeva tijekom idu¢a 4 sata (Kos, 2001). Oslobadanje stanica iz liofiliziranih
mikrokapsula, nakon djelovanja Zzelucanog soka te Zelucanog soka i tankog crijeva, provedeno je
pomocu 2 %-tnog (v/w) Na-citrata (T.T.T., Hrvatska) (prilagodeno prema Li i sur., 2009). Broj

stanica odreden je indirektnom metodom.
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3.2.9.3. Liofilizacija stanica L. fermentum D12 mikroinkapsuliranih u alginatu s prebiotickim

supstratima

Provedena je liofilizacija stanica soja L. fermentum D12 mikroinkapsuliranog u alginatu uz dodatak
razli¢itih prebiotika, FOS+inulin, manitol, laktuloza i uz dodatak obranog mlijeka (10 % wi/v)
(Fluka, Njemacka) kao lioprotektora. Kao kontrole su koristeni mikroinkapsulirani uzorak u koji
nije dodan niti jedan prebiotik, liofiliziran uz dodatak obranog mlijeka kao lioprotektora i
mikroinkapsulirani uzorak u koji nije dodan niti jedan prebiotik, liofiliziran bez dodatka
lioprotektora, odnosno u koji je dodana fizioloska otopina. Uzorci su zamrznuti pri -80°C preko
no¢i, nakon ¢ega je proveden proces liofilizacije u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka). Ispitivanje broja Zivih mikroinkapsuliranih stanica
provedeno je tjedan dana nakon postupka mikroinkapsulacije te nakon 1, 2, 3, 6 i 12 mjeseci.
Liofilizirane mikrokapsulirane stanice su tretirane s 2 % (v/w) Na-citratom (T.T.T., Hrvatska)
(prilagodeno prema Li i sur., 2009). Broj stanica je odreden indirektnom metodom, priredivanjem
odgovarajucih razrjedenja u fizioloskoj otopini i nacjepljivanjem na MRS agar uz inkubaciju pri
37°C. Prezivljavanje liofiliziranih stanica soja L. fermentum D12 mikrokroinkapsuliranih u
alginatu s prebioti¢im supstratima i u obranom mlijeku tijekom prolaska kroz simulirane uvjete

GIT-a, ispitano je kako je kako je opisano u poglavlju 3.2.9.2.

3.2.9.4. Detekcija prisutnosti soja L. fermentum D12 u mikrokapsulama RAPD-PCR metodom

U svrhu utvrdivanja prisutnosti soja L. fermentum D12 u mikrokapsulama, nakon razgradnje
alginatnih mikrokapsula pomocu 2 %-tnog (v/w) Na-citrata (T.T.T., Hrvatska) (prilagodeno prema
Liisur., 2009) provedena je izolacija DNA iz kolonija poraslih na MRS plo¢ama pomoc¢u Genomic
Wizard kita (Promega, SAD) i RAPD-PCR reakcija s pocetnicom MI13 (5°-
GAGGGTGGCGGTTCT-3") kako je opisano u poglavlju 3.2.10.4. Kao kontrola je koriStena

ukupna genomska DNA soja L. fermentum D12.

3.2.9.5. Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Morfoloska karakterizacija liofiliziranih mikrokapsula soja L. fermentum D12, pripremljenih kako

je opisano u poglavlju 3.2.3.5., provedena je primjenom skenirajuce elektronske mikroskopije
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(SEM VEGA3 TESCAN, Ceska) s ubrzanim naponom od 10kV, u Znanstvenom centru izvrsnosti

za napredne materijale i senzore, na Institutu za Fiziku, Zagreb.

3.2.10. Kontrolirana fermentacija odabranim konzorcijem BMK

U svrhu proizvodnje suSenog svjezeg sira i sirutke zaostale nakon proizvodnje, s poboljsanim
nutritivnim svojstvima i dodanom funkcionalnom vrijedno$c¢u odabrane su sljedece starter kulture:
L. brevis D6, L. plantarum D13, L. fermentum D12 i E. faecium ZGZA7-10. L. brevis D6 je u
prijasnjim istrazivanjima okarakteriziran kao soj koji eksprimira S-proteine (Uroi¢ i sur., 2016). U
suradnji s Probiotik d.o.o0., proizvedena su 2 razli¢ita uzorka susenog svjezeg kravljeg sira u tri
paralele, od kojih je kontrolni sir proizveden primjenom komercijalne starter kulture
DELVO®CHEESE CT-203 DSF, proizvodatéa DSM Food Specialties B.V., koja sadrzi
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis i Leuconostoc spp. Nakon optimizacije uvjeta potrebnih za proizvodnju
sira odgovarajuce kvalitete, odredeni volumeni prekono¢nih kultura odabranih izolata BMK su
centrifugirani 10 min pri 4200 o/min, a talog bakterijskih stanica je ispran dva puta sa sterilnom
fizioloskom otopinom. Izmjerena je pH vrijednost mlijeka prije i nakon inokulacije i tijekom
fermentacije. Nakon dodatka odgovarajucih autohtonih starter kultura odreden je broj stanica u
inokulumu indirektnom metodom (tablica 4). Prije dodatka starter kultura, mlijeko je dogrijavano
pri 40°C uz dodatak 0,3 mL/L CaCl, i 0,03 g/L sirila Bioren® u prahu, nakon ¢ega je provedeno
zrenje tijekom 18 sati do postizanja izoelektricne tocke kazeina kazeina pri pH vrijednosti 4,6.
Dobiveni grus je obraden rezanjem na kocke dimenzija 2 - 2 cm?. Kalupljenje i cijedenje je

provedeno nakon mirovanja od jednog sata pri sobnoj temperaturi tijekom 2 sata.

Tablica 4. Pocetan broj bakterijskih stanica (CFU/mL) inokuliranih u mlijeko u svrhu dobivanja

suSenog svjezeg sira

Bakterijski soj CFU/mL (£SD)

Levilactobacillus brevis D6 1,87-10° (+0,862)
Lactiplantibacillus plantarum D13 1,44-10° (+0,678)
Enterococcus faecium ZGZA7-10 5,22-10° (+1,651)
Limosilactobacillus fermentum D12 2,65-10° (+0,617)
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3.2.10.1. Analiza parametara kvalitete fermentiranih proizvoda

3.2.10.1.1. Odredivanje prinosa i suhe tvari susenog svjezeg sira i sirutke

Nakon proizvodnje svjezih sireva odredene su njihove mase, prinosi te volumeni sirutki zaostalih
nakon proizvodnje. U cilju dobivanja susenog svjezeg sira, dobiveni svjezi sirevi su suSeni tijekom
48 sati pri 40°C uz okretanje sireva nakon 24 sata. Volumen izdvojene sirutke je odreden nakon
proizvodnje svjezeg sira.Takoder, nakon dobivanja kona¢nih proizvoda, suSenih svjezih sireva,
izvagana im je masa te odreden prinos. Prinosi svjezeg sira i suSenog svjezeg Sira odreden je
vaganjem mase proizvedenog sira, a izraunat je obzirom na koli¢inu upotrijebljene sirovine,

odnosno svjezeg mlijeka ,,Veronika®, prema navedenoj formuli (Lebo$ Pavunc i sur., 2012):

masa proizvedenog sira
volumen upotrijebljene sirovine

- 100

Prinos sira (%) =

Suha tvar je odredena u uzorcima sireva u tri paralele direktnom metodom prema Bozani¢ i sur.
(2010). Dno aluminijske posudice je prekriveno kvarcnim pijeskom promjera 0,1-0,5 mm (Gram
mol, Hrvatska) i suseno u suSioniku (Instrumentaria, Hrvatska) pri 102+2°C tijekom 3-4 sata. U
ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom je dodano 2-3 g uzorka sira nakon ¢ega su uzorci suseni
pri temperaturi od 102 + 2°C tijekom 2 sata. Nakon 2 sata susenja, posudica s poklopcem i uzorkom
je ohladena u eksikatoru, najmanje 30 minuta i nakon toga izvagana. Postupak je provoden do
dobivanja konstantne mase, pri ¢emu je za izraCunavanje postotka suhe tvari u siru koristena
najmanja zabiljezena vrijednost. Svi uzorci su pripremljeni u tri paralele, uz izracunate srednje
vrijednosti i standardne devijacije (xSD).

1z razlike u masi je izracunat postotak suhe tvari:

% vode u siru = a/c - 100

a = razlika u masi aluminijske posudice s uzorkom prije i nakon susenja (g)

¢ = masa odvagnutog uzorka (g)
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3.2.10.1.2. Mikrobioloska analiza fermentiranih proizvoda

MikrobioloSka ¢isto¢a nakon proizvodnje i tijekom skladiStenja suSenih svjezih sireva te
liofilizirane (proces liofilizacije objasnjen u poglavlju 3.2.9.1.) i neliofilizirane sirutke nakon 5 i
10 dana pohranjenih pri 4°C odredena je indirektnom metodom. Iz sira je mikrobioloska ispravnost
odredena na nacin da je 1 gram sira sterilno uzet iz unutrasnjosti sira i suspendiran u 9 mL sterilne
destilirane vode te smrvljen u bag mixer-u (Interscience, Francuska) do dobivanja homogene
suspenzije, a iz sirutke na nacin da je 1 mL sirutke sterilno suspendirano (liofiizirani uzorci sirutke
su prethodno otopljeni u 1 mL sterilne destiline vode) u 9 mL sterilne destilirane vode. Nakon toga
je provedeno nacjepljivanje decimalnih razrjedenja suspenzije bakterijskih stanica u sterilnoj
destiliranoj vodi na odgovarajuci agar u obliku kapi (10 uL) u dvije paralele. U svrhu detekcije
bakterija roda Listeria i Salmonella, bakterijske suspenzije su nacijepljene na ChromoBio® Listeria
agar (Biolab, Madarska) i XLD agar (Biolife, Italija). Nakon 48 h aerobne inkubacije pri 37°C,
izbrojane su porasle kolonije, te je izracunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu uzorka.

3.2.10.1.3. Analiza kemijskih parametara u fermentiranim proizvodima

Koli¢ina masti i laktoze odredena je iz 50 grama uzoraka susenih svjezih sireva i 50 mL sirutke u
Centru za kontrolu namirnica (CKN, Zagreb, Hrvatska). Koli¢ina masti odredena je metodom po
Soxhletu, a koli¢ina laktoze gravimetrijskom metodom (Gamero-Barraza i sur., 2018). pH
vrijednost proizvedenih suSenih svjezih sireva i sirutki nakon proizvodnje odredena je pomo¢u pH

elektrode (Metrohm, Svicarska) u siru i sirutki.

3.2.10.1.4. Analiza senzorskih svojstava fermentiranih proizvoda

Senzorska svojstva proizvedenih susenih svjezih sireva ocjenjena su prema Kirin (2006). Utvrdena
su organolepticka svojstva sira mjerenjem, vaganjem i1 opisom vanjskog izgleda, konzistencije,
prereza, mirisa i okusa. Grupa ocjenjivaca se sastojala od 5 ¢lanova, a rezultati ocjene senzorskih
svojstava susenih svjezih sireva su navedeni kao srednja vrijednost svih ocjenjivaca. Vanjski izgled

suSenog svjezeg sira odreden je njegovim dimenzijama, tj. promjerom i visinom, masom sira te
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oblikom i bojom kore, koja je posljedica suSenja. Odredena je srednja vrijednost dimenzija sireva
iz tri paralele uz izraunate standardne devijacije (£SD).

Kod provodenja senzorske analize kvalitete proizvoda na bazi sirutke praceni su okus, boja, talog
1 izgled nakon proizvodnje napitka. Ocjenjivanje je provodilo 5 ¢lanova koji su pojedino svojstvo
sirutke ocijenili ocjenama od 1 do 5, a rezultati ocjene senzorskih svojstava sirutki navedeni su kao
srednja vrijednost svih ocjenjivaca uz izraCunate standardne devijacije (£SD). Senzorsko
ocjenjivanje proizvedenih napitaka s i bez dodatka aroma kopmonenata maline i vanilije u svrhu
poboljsanja senzorskih svojstava proizvedenih sirutki provedeno je prema BozZani¢ i sur. (2010).
Za hedonisti¢ku senzorsku analizu prihvatljivosti fermentiranog proizvoda (S i bez dodatka aroma

komponenata) grupa ocjenjivaca se takoder sastojala od 5 ¢lanova.

3.2.10.2. Odredivanje broja zivih stanica mjeSovite starter kulture primjenom mikrobioloskih
metoda

Broj zivih stanica BMK nakon proizvodnje i tijekom skladistenja sireva pri 4°C odreden je nakon
51 10 dana, na nacin da je 1 gram sira sterilno uzet iz unutra$njosti sira i suspendiran u 9 mL
sterilne destilirane vode te smrvljen u bag mixer-u (Interscience, Francuska) do dobivanja
homogene suspenzije. Nakon toga, broja stanica odreden je indirektnom metodom. Broja stanica
BMK 5 i 10 dana nakon skladiStenja izraZzene su kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/g
sira) od logaritamske vrijednosti broja vijabilnih bakterijskih stanica nakon proizvodnje sira (0.
dan).

3.2.10.3. Usporedba prezivljavanja probiotickih sojeva tijekom cuvanja tekuce sirutke

liofiliziranog probiotickog proizvoda na bazi sirutke

U svrhu povec¢anja aktivnosti i1 broja Zivih stanica upotrebljenih starter kultura tijekom primjene
sirutke kao funkcionalnog napitka i nutraceuti¢kog probiotickog proizvoda, provedena je
liofilizacija sirutke, nakon ¢ega se pratio broj zivih stanica BMK tijekom skladistenja, odnosno
tijekom 5 i 10 dana ¢uvanja pri 4°C. Za usporedbu se koristio neliofilizirani tekuéi uzorak sirutke
cuvan pri 4°C. Uzorci sirutke (1 mL) su zamrznuti pri -80°C preko no¢i, nakon ¢ega je proveden
proces liofilizacije u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen

GmbH, Njemacka). Broj zivih mikroorganizama nakon proizvodnje i1 tijekom skladiStenja
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liofilizirane i neliofilizirane sirutke nakon 5 i 10 dana pohranjenih pri 4°C odreden je indirektnom
metodom, na nacin da je 1 mL sirutke suspendirano u 9 mL sterilne destilirane vode (liofiizirani
uzorci sirutke su prethodno otopljeni u 1 mL sterilne destiline vode). Pad broja stanica bakterija
mlije¢ne kiseline 5 i 10 dana nakon skladiStenja izrazene su kao razlika logaritamskih vrijednosti
(Alog CFU/mL sirutke) od logaritamske vrijednosti broja vijabilnih bakterijskih stanica nakon
proizvodnje sirutke (0. dan).

3.2.10.4. Karakterizacija ukupne DNA iz sira pomo¢u RAPD-PCR i DGGE-PCR metoda

Uzorci sireva (100 mg) za izolaciju mjeSovite DNA uzeti su sterilno iz unutraSnjosti te Su
suspendirani u 1 mL fizioloske otopine, dok je za izolaciju mjeSovite DNA iz uzoraka sirutke
koriSteno 15 mL homogenizirane sirutke. Nakon centrifugiranja 10 min pri 13000 o/min, talog je
suspendiran je u 400 uL otopine lizozima (5 mg/mL) u TE puferu. Nakon inkubacije u trajanju 1,5
sata, DNA je izolirana iz ukupnog volumena pripremljenog uzorka u Maxwell® 16 Research
System instrumentu (Promega, SAD) primjenom odgovarajuéeg Maxwell® DNA Tissue kita za
izolaciju mjesovite DNA iz sira i Maxwell® DNA Cell kita za izolaciju DNA iz sirutke
(modificirano prema Leenhouts i sur., 1990). Uzorci izolirane DNA su poslani na Illumina MiSeq
sekvenciranje. Dobiveni podaci u fasta formatu kori$teni su za bioinformati¢ku analizu pomoc¢u
QIIME 2™ (engl. quantitative insights into microbial ecology) platforme u suradnji s Kabinetom
za bioinformatiku PBF-a, SuZ.

DNA izolirana iz sojeva koristenih u proizvodnji autohtonih susenih svjezih sireva i mjeSovita
DNA izolirana iz proizvedenih sireva i pripadajucih sirutki posluzila je kao kalup za RAPD-PCR
reakciju koja je provedena u DNA-termobloku, Mastercyclerpersonal, “Eppendorf”. Koristena je
M13 pocetnica (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") prema Martin-Platero i sur. (2008). Smjesa za
PCR reakciju se sastojala od EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix-a (2x Premix) (Takara,
Japan), vode (Takara, Japan), uzoraka DNA i M13 pocetnice. Kao negativna kontrola da fragment
dobiven nakon PCR reakcije nije produkt dimerizacije dviju pocetnica koristen je uzorak bez DNA.
Standard se sastojao od A DNA HindIII (Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
SAD), a reakcija se odvijala prema uvjetima navedenim u tablici 5, nakon ¢ega su dobiveni PCR
produkti razdvojeni u 1 %-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri 150 V tijekom 1 sata. Gel je
obojan u Diamond boji (Promega, SAD) i vizualiziran ultraljubiastim svjetlom na UV
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transiluminator (DNR Bio-Imaging Systems, lIzrael) pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom

programa Gel Capture (Lebos Pavunc i sur., 2012).

Tablica 5. Uvjeti PCR reakcije s M13 pocetnicom za RAPD-PCR

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Trajanje
Pocetna denaturacija 94°C 1 min
35 ciklusa:
Denaturacija 94°C 1 min
Sparivanje pocetnica 40°C 20 sekundi
Produljivanje lanca DNA 72°C 80 sekundi
Zavr$no produljivanje lanca DNA 72°C 5 minuta

DGGE-PCR reakcija provedena je s univerzalnim bakterijskim pocetnicama HDA1 (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3") i HDA2 (5-GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3').
Rakcijska smjesa je sadrzavala ekstrahiranu DNA, pocetnice, vodu (Takara, Japan) i EmeraldAmp
MAX HS PCR Master Mix (2x Premix) (Takara, Japan) koji sadrzi DNA polimerazu, odgovarajuci
pufer, dNTP i boju. Kao negativna kontrola koriStena je reakcijska smjesa istog sastava bez dodatka
uzorka DNA. PCR reakcija je provedena pri uvjetima navedenim u tablici 6. Standard se sastojao
od A DNA HindIII (Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD). Dobiveni PCR
produkti razdvojeni u 1 %-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri 200 V. Gel je obojan u
Diamond boji (Promega, SAD) i vizualiziran na UV transiluminator (DNR Bio-Imaging Systems,

Izrael) pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Lebo$ Pavunc i sur., 2012).

Tablica 6. Uvjeti PCR reakcije s univerzalnim HDA1 i HDA2 pocetnicama za DGGE-PCR

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Trajanje
Pocetna denaturacija 95°C 3 min
35 ciklusa:
Denaturacija 95°C 30 sekundi
Sparivanje pocetnica 58°C 30 sekundi
Produljivanje lanca DNA 72°C 40 sekundi
Zavrsno produljivanje lanca DNA 72°C 5 minuta

DGGE-PCR elektroforeza provedena je u gradijentu denaturirajuceg agensa 30-70 %. Neposredno
prije nanosenja gela u suspenziju je dodano 130 uL. APS-a (stock 0,1 g/mL) i 5,8 uL TEMED-a

(Bio-Rad, SAD). Za razlikovanje gradijenta koncentracije dodana je Dcode dye otopina (Bio-Rad,
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SAD) u suspenziju gela viseg postotka. Kao uzorci koristeni su PCR produkti izolirane mjeSovite
DNA iz svakog uzorka sira, a kao standard zdruzeni sojevi L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10. DGGE-PCR elektroforeza je tijekom prvih 10 minuta
provedena pri 30 V, a nakon toga tijekom 3 sata pri 80 V. Nakon elektroforeze gel je obojan u 0,5
pug/mL Diamond boji (Promega, SAD) i vizualiziran na UV transiluminator (DNR Bio-Imaging
Systems, lzrael) pri valnoj duljini od 254 nm pomoc¢u Gel Capture (Lebo$ Pavunc i sur., 2012).

3.2.10.5. Analiza bioaktivnih peptida

3.2.10.5.1. Identifikacija bioaktivnih peptida LC-MALDI-TOF/TOF metodom

Prekonoéne kulture sojeva D6, D12, D13 i ZGZA7-10 uzgojene su u 50 mL svjezeg mlijeka
,»Veronika“ u tri paralele i inkubirane aerobno pri 37°C tijekom 24 i 48 sati. Nakon uzgoja uzorci
su zamrznuti na -80°C i koncentrirani liofilizacijom. Analiza bioaktivnih peptida odredena je
frakcioniranjem peptida prema Baptista i sur. (2018). Uzorci svakog sira (40 grama) i sirutke (40
mL) su homogenizirani dodatkom 80 mL destilirane vode tijekom 10 minuta. Homogenat je
inkubiran pri 40°C tijekom 1 sata, nakon ¢ega je provedeno centrifugiranje pri 3000 g tijekom 30
minuta pri 4°C. Supernatant je profiltriran kroz staklenu vunu i Filtrak filter papir No.388,
zamrznut na -80°C i koncentriran liofilizacijom pri ¢emu je dobiven uzorak nalik vati. Liofilizirani
uzorci otopljeni su u miliQ vodi (Sigma-Aldrich, Merck, SAD) do konaéne koncentracije od 1
mg/mL i filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0,2 um (Sigma-Aldrich, Merck, SAD). Razdvajanje
peptida i MS akvizicija je provedena kako je opisano u poglavlju 3.2.4.5. Pretrazivanje SwissProt
baze podataka provedeno je primjenom ProteinScape verzije 3.0 (Bruker, Njemacka) sa sljede¢im
parametrima: nespecifi¢no cijepanje, oksidacija na metioninu, histidinu i triptofanu, deaminacija
asparagina i glutamina kao promjenjive modifikacije s masom tolerancije prekursora od 100 ppm-
a. Identifikacija dobivenih proteinskih sekvenci pretrazene su pomocu Milk Bioactive Peptide
Database (MBPD) baze podataka (Sgren Drud i sur., 2017). Analize su provedene u Biocentru

d.o.o., Zagreb, Hrvatska.
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3.2.10.5.2. Relativna kvantifikacija bioaktivnih peptida LC-MRM-MS metodom

Nakon identifikacije bioaktivnih peptida, verzija 21.1.0.278 Skyline software-a (MacLean i sur.,
2010) je koriStena za optimizaciju MRM (engl. multiple reaction monitoring) metode. Razvoj
metode i analiza uzoraka je provedena primjenom 6460 TripleQuad LC/MS sustava (Agilent
Technologies, SAD) opremljenog s elektroionizacijskim rasprSivanjem. Izvor iona i
kromatografski parametri su postavljeni kako je opisano u Deki¢ Rozman i sur. (2021). Ukratko,
instrument je namjesten u pozitivnom modu ionizacije elektrosprejom (ESI+). Za kromatograsko
razdvajanje koriStena je kolona (Waters Corporation, SAD) za teku¢insku kromatografiju ultra
visoke djelotvornosti (engl. Ultra-Performance Liquid Chromtography, UPLC) UPLC BEH C18
(2,1 x 150 mm, 1,7 pm). Protok je namjesten na 0,3 mL/min. Mobilna faza A se sastojala od 0,1
% vodene otopine mravlje kiseline (v/v), a mobilna faza B od 0,1% mravlje kiseline otopljene u
acetonitrilu (v/v). Volumen injektiranja je bio 10 pL. Parametri izvora iona su postavljeni na:
kapilarni napon od 3,5 kV, temperatura plina 300°C, protok plina 7 L/min, rasprSiva¢ na 40 psi,
temperatura plina u omotacu 300°C i protok plina u omotacu 9 L/min. Identifikacija pikova i
analiza spektra provedene su pomo¢u MassHunterWorkstation software-a (Agilent Technologies,
SAD). Za razvoj MRM metode koristeni su standardi peptida (Thermo Fischer Scientific, SAD).

Analize su provedene u Biocentru d.o.o., Zagreb, Hrvatska.

3.2.11. Statisticka analiza

Eksperimenti su ponovljeni tri puta i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri nezavisna
uzorka * standardna devijacija (SD). Statisticki znacajne razlike uzoraka odredene su
jednosmjernom analizom varijance (engl. one-way analysis of variance, one-way ANOVA),

primjenom VassarStats racunalnog programa (http://vassarstats.net/). Statisticka razlika izmedu

uzoraka se smatrala znac¢ajnom ukoliko su p vrijednosti bile manje od 0,05.
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4.1. Odabir sojeva producenata funkcionalnih biomolekula
4.1.1. Plantaricini autohtonih BMK kao funkcionalne biomolekule

Za preliminarno ispitivanje potencijalne bakteriocinske aktivnosti provedena je analiza spektra
antimikrobnog djelovanja. Antibakterijsko djelovanje ispitano je kod autohtonih sojeva BMK
izoliranih iz razli¢itih prirodnih staniSta, kao jedan od vaznijih selekcijskih Kriterija za odabir
probiotic¢kih i funkcionalnih starter kultura. Karakterizacijom sojeva na fenotipskoj i genotipskoj
razini, sve bakterije su opisane kao Gram-pozitivne, nesporogene, katalaza negativne i fakultativno
anaerobne. Morfoloskom analizom pojedinacnih kolonija potvrdeno je da su stanice Lactobacillus
sojeva Stapicastog oblika, dok su Enterococcus sojevi kokoidnog oblika, bez kontaminacija. Sojevi
su odabrani prema razli¢itim prirodnim staniStima iz kojih su izolirani i prema istrazenim
funkcionalnim probiotickim svojstvima. Rezultati antibakterijskog djelovanja supernatanata
prekono¢nih kultura odabranih sojeva BMK prema test-mikroorganizmima S. aureus 3048 i L.
monocytogenes ATCC®19111™ dobiveni metodom difuzije s rupama u agaru, prikazani su u
tablici 7. Promjeri zona inhibicije rasta test-mikroorganizma S. aureus 3048 su u rasponu od 11 do
16,5 mm, a za test-mikroorganizam L. monocytogenes ATCC®19111™ y rasponu od 0 (nema
inhibicije) do 20 mm.
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Tablica 7. Antimikrobno djelovanje supernatanta kulture odabranih sojeva BMK prema S. aureus
3048 i L. monocytogenes ATCC®19111™ odredeno mjerenjem zona inhibicije rasta (mm)

metodom difuzije s rupama u agaru

Sojevi BMK

Pomjeri zona inhibicije (mm)

S. aureus 3048

L. monocytogenes
ATCC®19111™

L. pentosus D3

12,33 (+0,58)

11,33 (+1,53)

L. fermentum D12 11,33 (x0,58) 11,00 (x1,00)
L. casei M2 9,00 (+0,00) 9,33 (+0,58)

L. casei D10 11,33 (x0,58) 12,00 (x1,00)

E. durans D8 11,33 (+0,58) 10,67 (+0,58)

E. faecium L3 11,33 (¢1,15) 13,33 (+0,58)
E. faecium A7 10,67 (x0,58) 10,67 (x0,58)

E. faecium ZGZA7-10 9,00 (+0,00) 9,67 (+0,58)
L. plantarum D4 10,67 (x0,58) 11,67 (x0,58)
L. plantarum D5 9,00 (+0,00) 9,33 (+0,58)
L. plantarum D7 9,67 (x1,15) 10,33 (x0,58)
L. plantarum D13 13,00 (+1,00) 12,33 (+0,58)
L. plantarum M4 11,33 (+0,58) 12,33 (x0,58)
L. plantarum M5 11,00 (x1,00) 12,67 (x0,58)
L. plantarum MAZ2 10,33 (+0,58) 9,67 (£1,15)
L. plantarum MA3 0,00 (+0,00) 9,33 (+0,58)
L. plantarum SF9C 12,00 (+1,00) 11,33 (+0,58)

L. plantarum SF15C

12,67 (+0,58)

12,67 (£1,15)

L. plantarum ZG1C

11,33 (+0,58)

12,67 (+0,58)

L. plantarum M92C

11,67 (+0,58)

13,33 (+0,58)

L. plantarum L4

10,33 (+1,53)

9,00 (£0,00)

Metoda s dvostrukim slojem agara razlikuje se od klasi¢ne metode difuzije u agar, u kojima se
koristi supernatant kultura, po tome $to se antibakterijsko djelovanje BMK ispituje izravno na
hranjivoj podlozi na kojoj su porasle, te su u njoj prisutni svi ekstracelularno proizvedeni metaboliti
s antimikrobnom aktivno$¢u. Dobiveni efektivni inhibicijski odnosi, metodom s dvostrukim slojem
agara, za test-mikroorganizam S. aureus 3048 su u rasponu vrijednosti 0,95 (+0,07) do 2,65
(+0,07), a za test-mikroorganizam L. monocytogenes ATCC®19111™ od 0 (nema inhibicije) do
2,18 (x0,11) (tablica 8).

68



Tablica 8. Antagonisticko djelovanje odabranih sojeva BMK prema rastu S. aureus 3048 i L.
monocytogenes ATCC®19111™, izrazeni kao efektivni inhibicijski odnos (EIR), odreden

metodom s dvostrukim slojem agara

. S. aureus L. monocytogenes

Sojevi BMK 3048 ATCCH10111m
L. pentosus D3 1,78 (£0,04) 0,86 (+0,05)
L. fermentum D12 1,89 (£0,10) 1,33 (x0,07)
L. casei M2 1,89 (x0,01) 0,84 (+0,06)
L. casei D10 1,95 (+0,06) 0,95 (£0,05)
E. durans D8 2,10 (£0,26) 0,86 (+£0,15)
E. faecium L3 1,78 (x0,10) 0,53 (x£0,06)
E. faecium A7 1,23 (+0,04) 0,00 (+0,00)
E. faecium ZGZA7-10 0,95 (x0,07) 0,60 (£0,14)
L. plantarum D4 1,60 (+£0,14) 0,89 (+0,10)
L. plantarum D5 1,89 (£0,10) 1,57 (£0,12)
L. plantarum D7 1,75 (+0,05) 1,26 (£0,12)
L. plantarum D13 2,21 (x0,09) 1,78 (+0,10)
L. plantarum M4 2,12 (£0,19) 1,47 (£0,15)
L. plantarum M5 2,33 (£0,29) 1,55 (+0,14)
L. plantarum MAZ2 2,40 (£0,17) 0,83 (x0,11)
L. plantarum MA3 2,29 (£0,17) 0,82 (+0,16)
L. plantarum SFOC 2,65 (£0,07) 2,10 (x0,10)
L. plantarum SF15C 2,39 (£0,16) 1,99 (x0,11)
L. plantarum ZG1C 2,45 (+0,18) 1,83 (£0,11)
L. plantarum M92C 2,50 (£0,10) 2,18 (x0,11)
L. plantarum L4 1,86 (+£0,15) 1,86 (+0,15)

Za daljnja istrazivanja bakteriocinske aktivnosti odabrano je sedam sojeva vrste L. plantarum i tri
soja roda Enterococcus s najuc¢inkovitijim antagonistickim djelovanjem prema S. aureus 3048 i L.
monocytogenes ATCC®19111™, Landanom reakcijom polimeraze provedeno je ispitivanje
prisutnosti gena koji kodiraju za plantaricine kod L. plantarum vrsta odnosno enterocine roda
Enterococcus (tablica 9). Niti u jednoj negativnoj kontroli ne dolazi do dimerizacije upotrebljenih
pocetnica, stoga DNA vrpce dobivene sa specificnim pocetnicama za detekciju gena za
bakteriocine ukazuju na pozitivan rezultat PCR reakcije. Primjenom specificnih pocetnica za
detekciju gena koji kodiraju za plantaricine A, EF i peptid PInJ, dobiveni su PCR produkti s
izoliranom DNA sojeva L. plantarum L4, L. plantarum D13, L. plantarum M5, L. plantarum SF9C,
L. plantarum SF15C, L. plantarum ZG1C i L. plantarum M92C. Primjenom specifi¢nih pocetnica

entA 1 entB za detekciju gena koji kodiraju za enterocine, nakon provodenja PCR reakcije s
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izoliranom DNA sojeva E. durans D8 i E. faecium L3 nije detektiran produkt PCR reakcije na gelu,
dok je kod soja E. faecium ZGZA7-10 detektiran gen za enterocin B. Obzirom da je PCR reakcijom
potvrdena prisutnost gena za plantaricine te da je jedan od ciljeva istrazivanja primjena soja
producenta bakteriocina u proizvodnji funkcionalnih fermentiranih proizvoda, daljnja istrazivanja
bakteriocinske aktivnosti su provedena sa sojem L. plantarum D13, koji je izoliran iz dimljenog

svjezeg sira.

Tablica 9. PCR detekcija gena koji kodiraju za bakteriocine plantaricin ili enterocin; + detektiran

gen za bakteriocin; - nije detektiran gen za bakteriocin; / reakcija nije provedena

Soj pInA  pInEF pInJ pInNC8 pInS pInW  entA  entB

E. durans D8 / / / / - -
E. faecium L3 /
E. faecium ZGZA7-10 /
L. plantarum L4 +
L. plantarum D13 +
L. plantarum M5 +
+
+
+
+

/ / /
/ / /

L. plantarum SF9C

L. plantarum SF15C

L. plantarum ZG1C

L. plantarum M92C
Kontrola -

|+ |+ |+ |+~~~
A EI R EAE A N ENENEN
1
1
1

1
1
1
|~~~ ~~ [~~~
|~~~ ~~[~|~[4+ ]|

Jedan od pristupa za karakterizaciju bakteriocina je poticanje sinteze provodenjem kultivacije u
zdruzenom uzgoju, odnosno kokultivacijom s osjetljivim mikroorganizmom. Kako bi se ispitala
mogucnosti poticanja poticanja biosinteze plantaricina, proveden je zdruzeni uzgoj L. plantarum
D13 s L. monocytogenes ATCC®19111™, odnosno S. aureus 3048. L. plantarum D13 je iskazao
antimikrobno djelovanje prema L. monocytogenes ATCC®19111™ jer je nakon zdruzenog uzgoja
broj zivih bakterijskih stanica bio za 3 logaritamske jedinice nizi nego u monokulturi (slika 10a).
Nakon kokultivacije sa S. aureus 3048 broj bakterijskih stanica snizen je za 2 log jedinice u
usporedbi s kontrolnim rastom (slika 10b). Zdruzenim uzgojem s L. monocytogenes
ATCC®19111™ j S, aureus 3048, ustanovljeno je je bakteriostatsko djelovanje soja L. plantarum
D13 prema oba test-mikroorganizma. Pri tome je L. plantarum D13 znacajnije inhibirao rast L.
monocytogenes ATCC®19111™ u usporedbi sa S. aureus 3048. Tijekom kokultivacije s
navedenim test-mikroorganizmima provjerena je stimulacija bakteriocinske aktivnosti soja L.

plantarum D13 ispitivanjem inhibicijskog ucinka soja producenta bakteriocina metodom s
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dvostrukim sojem agara. U oba slucaja stimulacija baktericinske aktivnosti je vidljiva tijekom
eksponencijalne faze rasta u kokulturi u odnosu na bakteriocinsku aktivnost soja L. plantarum D13

uzgojenog u monokulturi, koja se zadrzala 1 tijekom stacionarne faze rasta.
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Slika 10. Inhibicija rasta (log CFU/mL) test-mikroogranizama a) L. monocytogenes
ATCC®19111™ j b) S. aureus 3048 tijekom kokultivacije s L. plantarum D13 (¢+). Krivulje rasta
soja D13 (=) i test-mikrorganizama (== ==). Stupci predstavljaju efektivni inhibicijski odnos (EIR)
odreden nakon zdruzene kultivacije L. plantarum D13 s L. monocytogenes ATCC®19111™ i S,
aureus 3048 (I) i tijekom rasta L. plantarum D13 u monokulturi () uz izraCunate standardne
devijacije (£SD)
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Kako su bakteriocini prema definicjii ribosomski sintetizirani antimikrobni peptidi ili proteini koji
inhibiraju prvenstveno rast srodnih Gram-pozitivnih bakterija (Suskovié i sur., 2010), da bi se
ustanovila proteinska priroda ekstracelularne antimikrobne komponente u supernatantu kulture
soja L. plantarum D13, ispitan je utjecaj visoke temperature te proteinaze K, na antimikrobno
djelovanje, metodom s rupama u agaru. Prema dobivenim rezultatima uoceno je Smanjenje
inhibicijskog djelovanja L. plantarum D13 prema test-mikroorganizmima nakon izlaganja
supernatanta kulture soja D13 enzimatskoj aktivnosti proteinaze K ili tretmana s visokom
temperaturom od 100°C (tablica 10). Nakon prekono¢nog uzgoja soja producenta bakteriocina, L.
plantarum D13, u MRS tekucoj podlozi, pH vrijednost supernatanata Kulture je iznosila 4, a
koncentracija mlije¢ne kiseline 19,8 g/L. Ispitivanjem inhibicijskog djelovanja mlije¢ne kiseline u
koncentraciji u kojoj je bila prisutna u ispitivanim supernatantima kultura producenata
bakteriocina, dobivene su manje zone inhibicije nego sa supernatatima kultura, $to ukazuje na
dodatno inhibicijsko djelovanje L. monocytogenes ATCC®19111™ i S. aureus 3048, postignuto

bakteriocinskom aktivno$c¢u ispitivanog soja L. plantarum D13.

Tablica 10. Zone inhibicije rasta L. monocytogenes ATCC®19111™ i S. aureus 3048 (mm)
odredene nakon ispitivanja inhibicijskog djelovanja superanatanta kulture, proteinaze K i visoke

temperature na supernatant kulture, te mlije¢ne kiseline, metodom difuzije s rupama u agaru

L. plantarum D13

Promjer zone mlije¢na kiselina

inhibicije (mm) supernatant ~ proteinaza K 100°C/30 min (pH=4)*
L. monocytogenes

ATCC®19111™ 16 14 15 13

S. aureus 3048 16 15 15 12

*koncentracije mlije¢ne kiseline i pH vrijednosti odgovaraju onima u supernatantima kultura
producenata bakteriocina

U svrhu daljnje karakterizacije plantaricina, provedena je in silico identifikacija klastera uklju¢enih
u biosintezu plantaricina primjenom BAGEL 4.0 softwera. Detektirana su tri podruéja od interesa
(engl. area of interest, AOI) koja se nalaze na 7., 11. i 12. kontigu (sljedu gena). Na slici 11 su
shematski prikazani pronadeni genski klasteri odgovorni za biosintezu planataricina soja L.
plantarum D13. Popis gena povezanih sa sintezom i transportom plantaricina te gena odgovornih

za imunost soja producenta, pronadeni pomocu BAGEL 4.0 softwera, prikazani su u prilogu 1.
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Slika 11. Shematski prikaz genomskih klastera za biosintezu plantaricina soja L. plantarum D13

koji se nalaze na 7., 11. i 12. kontigu, primjenom BAGEL 4.0 softwera

Pomo¢u BAGEL 4.0 softwera detektirani su strukturni geni koji kodiraju za plantaricine, a

trodimenzionalna struktura plantaricina PInJK i PInEF predvidena je modeliranjem pomocéu

metode za prepoznavanje slicnosti primjenom SWISS-MODEL servera, dok su svojstva a-

uzvojnica poput sastava aminokiselina (aa), hidrofobnosti (H), hidrofobnog momenta (uH) i neto

naboja (z) odredena promocu HeliQuest servera (slika 12). Prema in silico analizi radi se o

peptidima koji sadrze do najviSe 27 aminokiselina.
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Slika 12. Trodimenzionalna struktura PInJK i PInEF soja L. plantarum D13, predvidena je
modeliranjem pomoc¢u metode prepoznavanja sli¢nosti primjenom SWISS-MODEL-a i prikaz
svojstava o-uzvojnica analiziranih primjenom HeliQuest servera. aa —aminokiseline); zuta —
hidrofobne aa; ljubicasta — serinske i treoninske aa; tamno plava — bazi¢ne aa; crvena — kisele aa;
roza — aparaginske i glutaminske aa; siva — alaninske i glicinske aa; svijetlo plava — histidinske aa;
zelena — prolinske aa; H — hidrofobnost; pH — hidrofobni moment. Neto naboj (z) odreden je pri
pH = 7,4, pod pretpostavkom da je aminokiselina histidin neutralna i da su N-terminalna amino

skupina i C-terminalna karboksilna skupina sekvence nisu nabijene
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4.1.2. Egzopolisaharidi autohtonih sojeva BMK kao funkcionalne biomolekule

Neproteinske komponetne probiotickih bakterija poput polisaharida se takoder istrazuju kao
funkcionalne biomolekule. EPS-i BMK su primjer Secernih struktura koje su vezane na stani¢nu
stjenku ili se izlu¢uju. Unutar kolekcije BMK naSe istrazivacke grupe koja obuhvaca bakterijske
izolate ispitana je pojavnost tipi¢nog ,,ropy* fenotipa, karakteristicnog za biosintezu EPS. Izmedu
velikog broja autohtonih BMK, kod soja L. fermentum D12 ucene su blistave bakterijske kolonije
koje na dodir mikrobioloSkom uSicom formiraju filamentozne niti tipi¢ne za sojeve producente
EPS-a, nakon prekonoénog uzgoja na MRS hranjivom agaru oboga¢enom ugljikohidratom
glukozom (slika 13).

Slika 13. Prikaz filamentoznih niti blistavih bakterijskih kolonija soja L. fermentum D12 uzgojenog

na MRS hranjivom agaru uz dodatak Secéera glukoze

Biosinteza, odnosno prinos EPS-a moze se optimirati nizom parametara pa tako i dodatkom
odredenog ugljikohidrata u suvisku u mediju za uzgoj. Kako bi se ispitao koji je optimalni izvor
Secera i da li dodatak utjeCe na promjenu strukture EPS-a, soj L. fermentum D12 je uzgojen u MRS
hranjivoj podlozi obogacenoj s 5 razli¢itih vrsta Secera: glukoza, galaktoza, laktoza, fruktoza i
saharoza. Sojevi producenti EPS-a mogu sintetizirati EPS-e vezane na povrsinu bakterijskih stanica
(EPS-b) ili ih pak mogu otpustati u mikrookoli§ (EPS-r). Kako bi se ustanovilo da li je EPS soja L.
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fermentum D12 vezan na stani¢nu ovojnicu ili se pak otpusta u ekstracelularni medij provedena su
dva razlic¢ita postupka za izolaciju EPS-a s povrsine bakterijskih stanica odnosno izlu¢enih u medij.
Nakon izolacije, odreden je prinos (Yeps(mg/L)) i Ccistoca EPS-a primjenom UV/VIS
spektrofotometrije. Kako je prinos odreden u uzorku egzopolisaharida ekstrahiranih s povrSine
stanica (EPS-b) L. fermentum D12 (0,6-2,2 mg) bio zna¢ajno manji (p < 0,01), te je imao visoki
sadrzaj proteina, ustanovljeno je sintetizirani EPS nije vezan za povrSinu bakterijske stanice, veé¢
da se izluc¢uje u okoli$ni medij stanice. Dodatak izvora ugljika u MRS agar utjecao je na promjenu
prinosa EPS-r (Yeps), koji je u sluc¢aju dodatka galaktoze bio najnize i iznosio 165,75 mg/L, a u

slu¢aju dodatka glukoze postignut je najvisi prinos od 200,25 mg/L (tablica 11).

Tablica 11. Prinos egzopolisaharida (Yeps) izoliranih iz supernatanta (EPS-r) nakon uzgoja L.

fermentum D12 u MRS hranjivoj podlozi uz dodatak razli¢itih izvora ugljika

Uzorak Yeps(mg/L)
EPS-rqukoza 200,25
EPS-rfruktoza 193,00
EPS-rlaktoza 181,75
EPS-rsaharoza 167,50
EPS-rgaIaktoza 165,75

Da bi se ustanovile raznolikosti strukture EPS-r uvjetovane nakon rasta L. fermentum D12 u
hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima ugljika provedena je *H-NMR analiza. *H-NMR spektar
je pokazao da su EPS-i izolirani iz MRS hranjivih podloga s dodatkom razli¢itih Secera identi¢ne
strukture, §to znaci da izvor ugljika nije utjecao na strukture EPS-a (slika 14). Purificirani uzorci
EPS-r su zdruzeni u jedan uzorak, koji je zatim tretiran s trikloroctenom kiselinom kako bi se
uklonili preostali proteini i etanolom za uklanjanje preostalih lipida. Nakon dodatnog

proc¢i$¢avanja, uzorak je centrifugiran, dijaliziran i filtriran, a pH vrijednost je podesena na 6,7.
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Slika 14. 'H-NMR spektri EPS-r L. fermentum D12 nakon kultivacije u MRS hranjivoj podlozi

obogacenoj s 2 % izvora ugljika: a) saharoza, b) laktoza, c) glukoza, d) galaktoza i e) fruktoza

Uzorak EPS-r je analiziran kromatografijom isklju¢enjem na osnovi veli¢ine Cestica (engl. size-

exclusion chromatography, SEC). Eluacijski profil uzoraka EPS-r uzoraka sadrzi dva glavna pika,

Sto upucuje na prisutnost dva EPS-a razli¢ite molekulske mase, od koji drugi pik nije potpuno

simetri¢an zbog pripadajuceg ,,repa“ na pocetku eluiranja (slika 15). Uzorci su odvojeni i nazvani

EPS-rli EPS-12, dok je ,,rep* drugog uzorka eliminiran jer je *H-NMR analiza pokazala da je istog

sastava kao i sastav teku¢e MRS podloge u kojoj je proveden uzgoj soja L. fermentum D12.

IzraGunom povrsina ispod oba pika odreden je omjer uzoraka EPS-r1 i EPS-r2 koji iznosi 1:12.
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Slika 15. Eluacijski profil egzopolisaharida otpustenih u medij (EPS-r) nakon provedene

kromatografije isklju¢enjem na osnovi veli¢ine

Uzorci EPS-r1 i EPS-r2 razli¢itih molekulskih masa analizirani su *H-NMR spektroskopijom, koja
je pokazala da se dva uzorka nalaze u spektru tipi¢énom za polisaharide i da se medusobno razlikuju
po strukturi. *H-NMR analiza uzorka EPS-r1 pokazala je jednu intezivnu rezonanciju oko 5,37
ppm u podru¢ju anomerne regije, §to ukazuje na to da je ovaj Secer homopolimer a-konfiguracije
(slika 16a). Analizom tipa glikozidne veze primjenom GC-MS kromatografije dokazano je da se
uzorak EPS-rl sastoji od 4-vezane glukoze u konfiguraciji piranoze i male koli¢ine 4,6-vezane
glukoze u konfiguraciji piranoze, sto upucuje na prisutnost razgranatog glukana (integracija ispod
pikova upuéuje na 10 %-tno grananje) (rezultati nisu prikazani). Usporedba *H-NMR spektra s
podatcima iz literature (Zhang i sur., 2019; Pellizzoni i sur., 2016), ukazuje na to da je uzorak EPS-
r1 u formi glikogena. U anomernoj regiji *H-NMR spektra uzorka EPS-r2, vidljive su dvije glavne
rezonancije pri 5,18 i 5,07 ppm s identi¢nim integracijskim povr§inama i 5 manje intenzivnih
pikova na 5,42, 5,12, 5,08, 5,05 i 4,64 ppm, §to upucuje na prisutnost jednog polisaharida koji se
sastoji od dva razlicita Secera, zajedno s jednim ili viSe polimera (Slika 16b). Analiza sastava uzorka
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EPS-r2 provodenjem plinske kromatografije je pokazala prisutnost tri vrste Seera, manoze,
galaktoze i glukoze u relativnom molarnom omjeru 0,4:1,0:1,0. Ovi rezultati ukazuju na to da dvije
glavne rezonancije u *H-NMR spektru uzorka EPS-r2 pripadaju galaktozi i glukozi, dok manoza
zbog male koli¢ine prisutne u uzorku vjerojatno pripada mano-proteinima iz kvas¢evog ekstrakta,
koji je sastavni dio MRS podloge za uzgoj L. fermentum D12. Analiza tipa glikozidne veze
primjenom GC-MS kromatografije uzorka EPS-r2 je pokazala da dvije rezonancije pripadaju
terminalnoj glukozi u konfiguraciji piranoze i 2,6-vezanoj galaktozi u konfiguraciji furanoze u
molarnom omjeru 1,0:0,5, Sto ukazuje na to da je uzorak EPS-r2 heteropolisaharid koji se sastoji
od razgranatih disaharidnih ponavljajuéih jedinica s 2,6-Galf na okosnici i t-Glcp na bo¢nom lancu
(rezultati nisu prikazani). Koli¢ina 2,6-Galf izmjerene GC-MS analizom je manja u odnosu na onu
izmjerenu *H-NMR spektrofotometrijom zbog manje stabilnosti furanozne konfiguracije u odnosu
na piranoznu. U uzorcima EPS-rl i EPS-r2 vidljiva je prisutnost rezonancija koje ne pripadaju

uzorku, no zbog tendencije stvaranja medumolekulskih vodikovih veza, polisaharide je ponekad

teSko dobiti u ¢istom obliku.
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Slika 16. *H-NMR spektar uzoraka a) EPS-r1 i b) EPS-r2 u D20 (500 MHz, 50°C). H1 4-Glcp =

anomerni protoni 4-vezane glukopiranoze; *oznaCavaju dvije najintenzivnije anomerne
rezonancije koje pripadaju t-Glcp i 2,6-Galf
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Za karakterizaciju biosinteze EPS-a soja D12 na genomskoj razini, provedena je in silico
identifikacija gena biosinteze, funkcionalnom anotacijom aminokiselinskih sekvenci dobivenih
pomoc¢u RAST servera primjenom BLASTp baze podataka. Kreiran je eps genski klaster (slika
17a) koji sadrzi 12 gena povezanih s aktivacijom prekursornih molekula i biosintezom EPS-a, a
pregled svih pronadenih gena vezanih uz aktivaciju prekursornih molekula, sintezu i transport
egzopolisaharida, prikazani su u prilogu 2. Osim enzima klju¢nih za glikolizaciju, koja je prva faza
u biosintezi EPS-a, kao i u fermentaciji ugljikohidrata, aktivacija prekursornih molekula je sljede¢i
korak, pri ¢emu su obje grupe enzima pronadene nakon funkcionalne anotacije L. fermentum D12.
Kako prema GC i GC-MS analizi L. fermentum D12 proizvodi EPS-e sastavljene od glukoze i
galaktoze, u konfiguraciji piranoze i furanoze, potvrdeni su i geni za biosintezu ovih prekursora.
Enzimi koji su ukljuceni u proces aktivacije Secera su: dTDP-glukoza 4,6-dehidrataza (rfbB), UTP-
glukoza-1-fosfat uridililtransferaza (galU) i fosfoglukomutaza (pgm) za formiranje UDP-glukoze,
UDP-4-epimeraza (galE) i galaktoza-1-fosfat uridililtransferaza (galT) za formiranje UDP-
galaktoze i UDP-galaktopiranoza mutaza (glf) koja provodi konverziju UDP-galaktopiranoze u
UDP-galaktofuranozu. Dodatno, identificiran je i epsB (GW747_RS03550), epsC
(GW747_RS03540) i epsD (GW747_RS03545) geni na kontigu NZ_RHMAO01000008.1, Kkoji
prema Dan i sur. (2009) sudjeluju u polimerizaciji i odredivanju duljine lanca EPS-a, kao i epsA
(GW747_RS03535) koji sintetizira tranksripcijski regulator odgovoran za sintezu EPS. Geni koji
kodiraju za polisaharidnu polimerazu Wzy (GW747_RS07675) i flipazu Wzx (GW747_RS07660),
proteine odgovorne za polimerizaciju i transport EPS-a preko stani¢ne membrane su pronadeni na
kontigu NZ_RHMAO01000026.1., zbog ¢ega se moze zakljuéiti da soj L. fermentum D12 izlucuje
EPS-e putem Wzx/Wzy-ovisnog puta. Na kontigu je pronaden i gen epsC” (GW747_RS07670) ¢ija
uloga je povezana s tirozin kinazom i odredivanjem duljine lanca. In silico analizom, unutar eps-
D12 Kklastera pronaden je gen epsE (GW747_RS07685), koji odgovara undekaprenil galaktoza
fosfotransferazi, GW747_RS07680 gen koji kodira za protein unutar kojeg se nalazi DUF4422
domena, a povezan je s ugradnjom galaktofuranoze u polisaharid te geni koji kodiraju za
glikoziltransferazu (gtf) acetiltransferazu i transpozazu. Na slici 17b shematski su prikazani geni
koji kodiraju za enzime ukljucene u aktivaciju prekursornih molekula, te je pretpostavljen model

biosintetskog puta eps klastera soja L. fermentum D12 (slika 17c).
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Slika 17. Shematski prikaz eps genskog klastera (kontig NZ_RHMAO01000026.1) i gena ukljuc¢enih
u proizvodnju EPS-a (kontig NZ_RHMAO01000008.1) soja L. fermentum D12. epsA: regulator
transkripcije; epsC: tirozin-protein kinaza transmembranski modulator; epsD: tirozin-protein
kinaza; epsB: mangan-ovisna protein-tirozin fosfataza; wzx: flipaza; glf: UDP-galaktopiranoza
mutaza; epsC’: tirozin-protein kinaza transmembranski modulator/odredivanje duljine lanca; wzy:
polisaharidna polimeraza; gtf: glikoziltransferaza; epsk: undekaprenil galaktoza fosfotransferaza;
C: citoplazmina membrana; P: periplazma. a) orijentacija, funkcija i priblizna veli¢ina gena
prikazana su smjerom, razli¢itim bojama i duljinama strelica, b) geni koji kodiraju za enzime
galaktofuranoza, c)

uklju¢ene u aktivaciju prekursornin  molekula: glukozopiranoza i

pretpostavljeni model biosintetskog puta eps klastera soja L. fermentum D12
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Usporedba organizacije gena unutar eps genskog Kklastera soja L. fermentum D12 s klasterima
drugih L. fermentum sojeva sli¢ne organizacije (Deo i sur., 2019), CECT5716 (CP002033.1),
IFO3956 (AP008937.1), SNUV175 (CP019030.1) i F6 (CP005958.1), prikazana je na slici 18.

Pretpostavljena struktura uzorka EPS-r1 u formi glikogena, prikazana je na slici 19.

L. fermentum IFO3956
(1,583,925-1,619,559)

-L—L—L-L—\-A-L-.—/_h
- 3 ' PN /,,. ,’(-‘ )\‘ / ‘ A *
: \ !

1 ”~

L. fermentum CECTS716
(1,585,070-1,620,741)

L. fermentum D12
(34,942-48,237)

L. fermentum SNUV175 |
(1,545,009-1,555,781)

100%
L fermentum F6 Zogmamrdt | WSS - '
(1,566,625-1,577,513) 4 v 20%
[ Regulacyja [] Kemijska modifikacija
[l Fosforegulatomimodul [] Glikoziltransferaza

B Aktivacija prekursora [] Primama glikoziltransferaza
Il Eksport/polimenizacija/odredivanje duljine lanca B Ostali proteini
[] Ostale EPS vezane funkcije [ Transpozaze

Slika 18. Usporedba eps genskih klastera soja L. fermentum D12 s drugim L. fermentum sojevima
sli¢cne strukturne organizacije. Orijentacija, funkcija 1 priblizna veli¢ina gena prikazana su
smjerom, razli¢itim bojama i duljinama strelica. Intezitet sive boje upucuje na povecanje postotka

sli¢nosti sojeva na temelju provedene tBLASTX analize
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Slika 19. Pretpostavljena struktura uzorka EPS-r1 u formi glikogena

Morfoloska svojstva EPS-a soja L. fermentum D12 analizirana su primjenom skenirajuce
elektronske mikroskopije (engl. Scanning Electron Microscospe, SEM). Mikrografija analiziranih
EPS-a pri razli¢itim povec¢anjima prikazana je na slici 20. Ova struktura polimera ima odredeni

postotak poroznosti §to ukazuje na njegovu kompaktnost.

WD: 14.63 mm il VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0kV. WD: 14.19 mm L || | | VEGASTESCAN SEMHV: 10.0kV WD: 14.22 mm VEGA3 TESCAN|
View Det: SE 200 pm View field: 348 pm Det: SE 100 pm View field: 94.9 pm Det: SE
SEM MAG: 130 x__ Date(m/dly): 02/2120 Performance In nanospace SEM MAG: 596 x  Date(m/dly): 02/21/20 Performance In nanospace SEM MAG: 2.19 kx _ Date(m/dly): 02721720 Performance In nanospace

Slika 20. Mikrografija egzopolisaharida soja L. fermentum D12 snimljenog pomocu skenirajuceg

elektronskog mikroskopa pri poveéanjima: a) 200, b) 100 i ¢) 20 pm

Kolonizacija humanog intestinalnog sustava je jedan od najvaznijih funkcionalnih svojstava
probioti¢kih sojeva, a prema Ruas-Madiedo i sur. (2011), ovisi o fizikalno-kemijskim i/ili
strukturnim svojstvima, EPS-i mogu imati u¢inke na adheziju intestinalnog mukusa, tako da
posreduju ili sprjeCavaju adheziju bakterijskih stanica prekrivanjem intestinalnog mukusa s
molekulama EPS-a. Za definiranje utjecaja EPS-a na adhezijska svojstva soja L. fermentum D12,
provedena su ispitivanja na proteine ekstracelularnog matriksa (ECM), humani fibronektin,
laminin i kolagen, na glikoprotein mucin te na Caco-2 stani¢nu liniju. Ispitan je adhezijski kapacitet
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D12 uz dodatak razli¢itih koncentracija EPS-a. Jedna od koriStenih koncentracija je upravo
koncentracija jednaka prinosu proizvodnje EPS-a od 0,2 mg/mL, dok su ostale dvije koristene
koncentracije 0,5 mg/mL i 1 mg/mL. Kontrola je uzorak bez dodatka EPS-a. Rezultati in vitro
vezanja soja D12 na proteine ECM pokazali su znac¢ajnu sposobnost adhezije stanica (p < 0,01) na
fibronektin, laminin i kolagen u prisutnosti 0,2 mg/mL EPS-a, dok je u prisutnosti vecih
koncentracija EPS-a i u kontroli, smanjena sposobnost vezanja soja D12 (slika 22a-c). Isti u¢inak
je uocCen i kod autoagregacije bakterijskih stanica tijekom 5 sati (slika 21). U¢inak je bio suprotan
prilikom eksperimenta adhezije na mucin. U prisutnosti 0,2 mg/mL EPS-a sposobnost vezanja je
bila najmanja, dok je povecanjem koncentracija EPS-a uoceno povecanje adhezije, koje je 1 dalje
bilo manje nego u uzorcima bez dodatka EPS-a (slika 22d). Utjecaj razli¢itih koncentracija EPS-a
na adheziju bakterijskih stanica na Caco-2 stani¢nu liniju nije uocen, a kapacitet vezanja je iznosio
65,75+3,44% (slika 22¢).
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D12 = D12+ EPOL (0,2 mg/mL) m D12+ EPOL (0,5 mg/mL) mD12+ EPOL (1 mg/mL)

Slika 21. Utjecaj razli¢itih koncentracija EPS-a (0 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL) na

autoagregacijska svojstva soja L. fermentum D12
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Slika 22. Utjecaj razlicitih koncentracija EPS-a (0 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL) na

adheziju bakterijskih stanica L. fermentum D12 na a) fibronektin, b) laminin, ¢) kolagen, d) mucin,
e) Caco-2 stanice. *Statisticki zna¢ajno razli¢ito (p < 0,01) od drugih uzoraka
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Prema nekim istrazivanjima, dokazano je da EPS-i mogu imati zastitnu ulogu tijekom stresnih
uvjeta kao §to je suSenje (Zannini i sur., 2016; Ryan i sur., 2015; Nguyen i sur., 2014), stoga je
utjecaj razli¢itih koncentracija EPS-a soja L. fermentum D12 ispitan tijekom procesa susenja
stanica u zamrznutom stanju - liofilizacije. Prema rezultatima, ustanovljeno je da povecanje
koncentracije EPS-a ima povoljan ucinak na prezivljavanje L. fermentum D12 (p <0,05), pri

koncentracijama 0,5 i 1 mg/mL (tablica 12).

Tablica 12. Prezivljavanje soja L. fermentum D12 tijekom liofilizacije. Usporedene su
logaritamske vrijednosti broja poraslih kolonija (CFU/mL) prije i nakon liofilizacije, a broj zivih

stanica nakon liofilizacije izrazen je kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mL)

Prije liofilizacije Nakon liofilizacije
¢ (EPS) (ch)g CFU/mL§ (log CFU/mL)J Alog CFU/mL
0 mg/mL 9,77 + 0,212 8,19 + 0,192 1,57 + 0,192
0,2 mg/mL 9,99 + 0,29° 8,79+ 0,17 1,20 +0,17%
0,5 mg/mL 9,79 + 0,142 8,68 + 0,09° 1,11 + 0,09°
1 mg/mL 9,62 + 0,012 8,69+ 0,09° 0,92 +0,09°

abcRazli¢ito slovo 0znadava statisticki znadajnu razliku (p < 0,05) unutar istog stupca

4.1.3. Proteoliticka aktivnosti BMK za biosintezu peptida kao funkcionalnih biomolekula

Postavljen je i dodatni istrazivacki cilj za karakterizaciju proteolitickog sustava BMK s
potencijalom sinteze biopeptida iz kazeina. Enzimski sustav proteinaza BMK znacajan je za odabir
funkcionalnih starter kultura za proizvodnju susenog svjezeg sira s dodanom funkcionalnom
vrijednos¢u. Odabrani su sojevi BMK koji pripadaju rodovima Lactobacillus, Lactococcus i
Enterococcus, izolirani prvenstveno iz fermentiranih proizvoda, koji razgraduju kazein iz obranog
mlijeka Sto upucuje na proteinaznu aktivnost koja se povezuje s akumulacijom biopeptida (Novak
i sur., 2022b). Tijekom fermentacije, uspjesan rast BMK ocituje se pretvorbom laktoze u mlije¢nu
Kiselinu, uslijed koje se povecava kiselost, odnosno snizava pH vrijednost okolnog medija.
Zakiseljavanjem mikrookoliSa sprjeCava se rast patogenih bakterija, zbog Cega je brzina
zakiseljavanja mlijeka starter kulturama BMK od velike tehnoloske vaznosti. U cilju prelimiranog
odabira BMK kao potencijalnih starter kultura za proizvodnju fermentiranih proizvoda dodane
funkcionalne vrijednosti, odredena je titracijska kiselost, postotak proizvedene mlijecne kiseline i
pH vrijednost supernatanata nakon uzgoja odabranih BMK u optimalnim medijima i obranom
mlijeku. Nakon uzgoja u optimalnom mediju, svi Lactobacillus sojevi su u usporedbi s L. lactis
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sojevima i sojem E. faecium ZGZA7-10, znatno snizili pH vrijednost podloge, dok je suprotan
efekt uocen nakon uzgoja u obranom mlijeku. Vrijednosti titracijske kiselosti (°SH) i postotka (%)
proizvedene mlijecne kiseline su kod svih sojeva bile znatno vece nakon uzgoja u optimalnom
mediju (tablica 13). Prema Villegas i sur. (2015), proteoliti¢ka aktivnost BMK je u korelaciji s
brzinom koagulacije mlijeka (engl. fast milk-coagulating, Fmc), stoga je ispitana sposobnost
koagulacije mlijeka odabranih sojeva BMK tijekom 16 sati inkubacije u obranom mlijeku. Fmc”*
fenotip prisutan je kod svih Lactococcus sojeva $to je i o¢ekivano jer posjeduju istrazeni sustav
proteaza, kao i sojevi E. faecium ZGZA7-10 i L. helveticus M92 (slika 23). Soj L. helveticus M92
detaljno je okarakteriziran kao probioticki soj koji eksprimira S-proteine na povrSini svojih stanica
(Beganovic i sur., 2011). Osim toga, analizom proteoma ovog soja, ustanovljene su enzimatske
komponente sustava proteaza (Beganovic i sur., 2013), ukljuc¢ujuci PrtM proteazu, kao i proteine
ukljucene u Opp transportni sustav i intarcelularne peptidaze PepE, PepN i PepQ. Kako je kod soja
L. helveticus CNRZ32 pronadena homologija C-terminalnog kraja proteinazne PrtH domene s
povrsinskim S-proteinima $to upucuje na njihov sli¢an mehanizam vezanja (Genay i sur., 2009),

moguca je povezanost povrsinskih S-proteina i u¢inkovite proteinazne aktivnosti soja M92.
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Tablica 13. pH vrijednosti, titracijska kiselost (°SH) i postotak proizvedene mlijecne kiseline u

supernatantima kultura BMK nakon prekono¢nog uzgoja u optimalnom mediju i obranom mlijeku

pH vrijednost

Titracijska kiselost (°SH)

% mlije¢ne kiseline

Soj BMK Optimzilni Obfano Optimzilni Obfano Optim'ﬁlni Obfano

medij mlijeko medij mlijeko medij mlijeko
L. helveticus M92 4,77+0,46 4,30+0,51 46,67+£22,03 28,00+17,44  1,05+0,50 0,63+0,39
L. brevis D6 3,85+0,03 5,06+0,18 81.33+6.11  16,00+4,00  1,83+0,14  0,36+0,09
L. brevis ZG1-K7 4,25+0,36 511+0,11  61,33+20,53 14,67+2,31  1,38#0,46  0,33+0,05
L. brevis SF9B 4,20+0,71 5,00+0,46  66,67+23,44 17,33+x2,31  1,50+0,53  0,39+0,05
L. brevis SF15B 4,00+0,44 5,49+0,08 76,00+£20,78  12,00+0,00 1,71+0,47 0,27+0,00
L. plantarum SF9C 3,78+0,08 5,67+0,15  88,00+13,86 12,00+0,00  1,98+0,31  0,27+0,00
L. plantarum SF15C 3,86+0,08 543+0,15  76,00+10,58 14,67+2,31  1,71+0,24  0,33+0,05
L. plantarum D13 3,75+0,05 5,19+0,28 77,33+20,13  12,67+1,15 1,74+0,45 0,29+0,03
L. fermentum D12 4,07+0,24 6,02+0,11 61,33+2,31 11,33+£1,15 1,38+0,05 0,26+0,03
E. faecium ZGZA7-10  5,35+0,30 4,58+0,04 23,55+1,63  17,33+4,62  0,53+0,33  0,39+0,10
L. lactis ZGPR1-51 5,47+0,04 4,83+0,04  25,33+1155 18,00+2,00 0,57+0,26  0,41+0,05
L. lactis ZGPR2-4 5,39+0,14 4,60+0,06 25,33+15,14  16,67+3,06  0,57+0,34 0,38+0,07
L. lactis ZGPR2-11 5,34+0,21 4,81+0,04 22,67+16,17 17,33+2,31  0,51+0,36 0,39+0,05
L. lactis ZGBP4-1 5,39+0,29 4,61+0,07 22,67¥12,86 18,67+2,31  0,51+0,29 0,42+0,05
L. lactis ZGBP4-2 5,44+0,25 4,53+0,04 22,67+12,86 16,00+4,00  0,51+0,29 0,36+0,09
L. lactis ZGBP5-32 5,62+0,14 4,71+0,13 24,67+¥11,02 18,67+2,31  0,56+0,25 0,42+0,05
L. lactis ZGBP5-51 5,24+0,43 4,68+0,03 23,33+1,77 17,33+2,31  0,53+0,38 0,39+0,05
L. lactis ZGBP6-51 5,50+0,09 4,65+0,04 21,33+1,14 18,67+4,62  0,48+0,34 0,42+0,10
L. lactis ZGZA7-6 5,34+0,34 4,61+0,04 24,00+1,86 16,00+4,00  0,54+0,31 0,36+0,09
L. lactis ZGZA9-2 5,33+0,28 4,58+0,07 24,00+13,86  20,00+0,00  0,54+0,31 0,45+0,00
L. lactis ZGZA9-11 5,44+0,42 4,76+0,11 28,00+0,00 17,33+4,62  0,63+0,00 0,39+0,10
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Slika 23. Kvalitativna detekcija koagulacije mlijeka i prisutnosti Fmc* fenotipa nakon 16 sati
uzgoja odabranih sojeva BMK u obranom mlijeku. Rezultati predstavljaju tri neovisna
eksperimenta

BMK imaju sloZen i sofisticiran proteolicki sustav koji ukljucuje zdruzenu aktivnost proteinaza,
petidaza i membranskih transportera, kojima hidroliziraju aminokiseline iz proteina prisutnih u
mikrookoli$u stanice (Pessione 1 Cirrincione, 2016). Najvec¢i udio ukupnih proteina mlijeka Cini
kazein, te analizom supernatanta kulture, odnosno koncentrirane biomase stanica omogucena je
dostupnost kazeina svim komponentama enzimskog sustava u usporedbi s eksperimentalnim
pristupom u kojem bi se ispitala aktivnost samo purificirane proteinaze. Stoga je probir bakterijskih
sojeva s potencijalnom proteolitickom aktivno$¢u utemeljen na detekciji hidrolize proteina iz
obranog mlijeka u prisutnosti koncentrirane biomase stanica, kako bi se detektirala aktivnost
proteinaze vezane na stani¢nu stijenku, odnosno supernatanta bakterijskih kultura u slucaju da se
radi o ekstracelularnoj proteinazi. Usporedbom hidrolazne aktivnosti sojeva uzgojenih u
optimalnom mediju i uzgojem u obranom mlijeku, nije uocena indukcija proteinazne aktivnosti
(slika 24). Najbolja sposobnost razgradnje kazeina odredena je za koncentriranu biomasu stanica

sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13, E. faecium ZGZA7-10, L. plantarum
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SFOC, L. plantarum SF15C, L. brevis SF15B i L. lactis ZGBP5-32. Prema rezultatima, sojevi roda
Lactobacillus i soj Enterococcus, nakon rasta u optimalnom mediju, fenotipski pokazuju izrazeniju
mogucnost hidrolize kazeina u usporedbi sa sojevima iz roda Lactococcus, osim u slucaju soja L.
lactis ZGBP5-32 (slika 24a). Soj L. lactis ZGBP5-32 je pokazao znacajnu proteoliti¢ku aktivnost
nakon prekono¢nog uzgoja u obranom mlijeku pa se moze pretpostaviti da kod ovog soja, koji je
izvorno izoliran iz svjezeg sira, postoji mogucnost induciranja komponenata proteolitickog sustava
I preusmjeravanja prema iskoristenju proteina kazeina odabirom odgovaraju¢eg medija, koji ne

sadrzi druge izvore aminokiselina.
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Slika 24. Kazeinoliti¢ka aktivnost ispitana je u uzorcima supernatanta prekono¢ne kulture () i

koncentrirane biomase (=) sojeva poraslih u a) optimalnom mediju i b) obranom mlijeku
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Za daljnja istrazivanja proteoliticke aktivnosti, u svrhu primjene odabranih sojeva za proizvodnju
suSenog svjezeg sira s dodanom funkcionalnom vrijednos¢u, odabrana su tri soja koja eksprimiraju
S-proteine na povrsini svojih stanica L. helveticus M92, L. brevis D6 i L. brevis ZG1-K7, jedan soj
koji proizvodi bakteriocine L. plantarum D13, jedan soj producent EPS-a L. fermentum D12, tri
Lactococcus lactis soja - ZGBP5-32, ZGZA7-6 1 ZGZA9-2 te soj E. faecium ZGZA7-10. Kod
odabranih sojeva provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje proteinazne aktivnosti
Ansonovom metodom, pri ¢emu su najucinkovitiju kazeinoliti¢ku aktivnost pokazali sojevi L.
brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10 (tablica 14).

Tablica 14. Proteoliticka aktivnost odabranih sojeva BMK (U/MLsypermatanta) odredeno pomocu

Ansonove metode

SOjZ NL-tirozina (umoL) U/m Lsupernatanta

L. helveticus M92

0,068 (£0,017)

0,743 (+0,185)

L. brevis D6

0,111 (x0,017)

1,219 (+0,183)

L. brevis ZG1-K7

0,022 (£0,008)

0,244 (+0,088)

L. fermentum D12

0,072 (0,033)

0,792 (0,363)

L. plantarum D13

0,094 (+0,029)

1,031 (+0,317)

L. lactis ZGBP5-32 -0,050 (+0,045) -0,554 (+0,500)
L. lactis ZGZA7-6 0,007 (+0,006) 0,078 (+0,069)
E. faecium ZGZA7-10 0,320 (+0,018) 3,525 (£0,200)
L. lactis ZGZA9-2 -0,041 (+0,023) -0,454 (+0,250)

Molekulska masa kazeina koji je dominantni protein u mlijeku je izmedu 25 i 35 kDa. Za daljnju
detekciju proteoliticke aktivnosti odabrana 4 izolata BMK, provedena je analiza razgradnje kazeina
Tricin-SDS-PAGE (slika 25) iz supernatana kultura nakon uzgoja u 2 % obranom mlijeku. lako su
na poliakrilamidnom gelu vidljive proteinske vrpce koje odgovaraju molekulskoj masi kazeina koja
iznosi otprilike 27 kDa, obivene vrpce su slabijeg inteziteta od kontrole, $to upucuje na djelomi¢nu

razgradnju kazeina iz mlijeka, a time na proteoliticku aktivnost ovih sojeva BMK.
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Slika 25. Razgradnja kazeina u supernatantu kultura nakon uzgoja u 2 %-tnoj otopini obranog
mlijeka pomocu odabranih sojeva BMK odredena Tricin-SDS-PAGE elektroforezom; S - standard
proteina; D6 - L. brevis; D12 - L. fermentum; D13 - L. plantarum; ZGZA7-10 - E. faecium; K -

otopina obranog mlijeka

Za daljnju detekciju enzima uklju¢enih u sustav proteoliti¢ke aktivnosti odabran je soj E. faecium
ZG7-10, primjenom SDS-PAGE u kombinaciji s MALDI-TOF/TOF spektrometrijom masa.
Dobiveni su maseni spektri u pozitivnom modu ionizacije, s rasponom masa (m/z) 700-4000.
Proteini odgovorni za proteoliticku aktivnost identificirani su ProteinProspector MS-Tag
pretrazivaCem preko SwissProt i NCBI baze podataka. Primjenom SwissProt baze podataka
identificirano je 7 proteaza, a NCBI bazom podataka 5 peptidaza i 3 proteina koju su dio
transportnog sustava. Sekvence peptida koju je ProteinProspector MS-Tag pretrazivac identificirao
uz izracunate molekulske mase (MH+), teorijske mase (MW), izoelektricne tocke (pl) odredenog
peptida, te najbolji rezultati (engl. score) podudaranja dobivenih nukleotidnih sekvenci sa
sekvencama pohranjenim u bazama podataka su prikazani u prilogu 3. U cilju detekcije gena
odgovornih za proteoliti¢ku aktivnost, provedena je PCR reakcija sa specifiénim pocetnicama za
enzime koji sudjeluju u proteolitickoj aktivnosti, soja E. faecium ZGZA7-10. Dobivena veli¢ina
PCR produkta je oko 685 bp, Sto ukazuju na prisutnost intragenske regije gena odgovornog za
ekspresiju proteinaza (slika 26).

92



bp S ZGZA7-10 K

23,130
9.416
6.557
4,361
2322

2,027

100

Slika 26. Elektroforeza PCR produkata u agaroznom gelu, umnozenih specificnim PCR
pocetnicama za ekspresiju proteinaza: S - standard, ZGZA7-10 - E. faecium ZGZA7-10, K -

negativna kontrola

4.1.3.1. Analiza fermentacijske aktivnost odabranih sojeva BMK

U svrhu primjene odabranih sojeva BMK, L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E.
faecium ZGZA7-10, za proizvodnju suSenog svjezeg sira s dodanom funkcionalnom vrijednoscu,
ispitana je moguénost razgradnje glavnog Secera u mlijeku, laktoze i njegovih razgradnih produkata
glukoze i galaktoze, kao i ostalih ugljikohidrata, primjenom APl 50 CHL testa. Fermentacijski
profili odabranih kultura pokazali su dobru sposobnost razgradnje laktoze, $to je nuzan preduvjet
za primjenu starter kultura u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda - susenog svjezeg sira
i sirutke. Fermentacijski profili razgradnje svih 49 razli¢itih vrsta ugljikohidrata prikazan je u
tablici 15.
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Tablica 15. Fermentacijski profil ugljikohidrata bakterijskih sojeva L. brevis D6, L. fermentum

D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10

Ugljikohidrat D6 D12 D13 ZGZA7-10 Ugljikohidrat D6 D12 D13 ZGZA7-10
Kontrola - - - - Arbutin + + + +
Glicerol - - - + Eskulin + + + +
Eritriol - - - - Salicin + + + +

D-arabinoza - - - - Celobioza + + + +
L-arabinoza + + + + Maltoza + + + +
Riboza + + + + Laktoza + + + +
D-ksiloza + + - - Melibioza + + + +
L-ksiloza - - - - Saharoza + + + +
Adonitol - - - - Trehaloza - - - -
B-metil-ksilozid - - - - Inulin + + + +
Galaktoza + + + + Melezitoza - + - +
D-glukoza + + + + D-rafinoza - +/- - -
D-fruktoza + + + + Amidon - - - -
D-manoza + + + + Glikogen - - - -
L-sorboza - - - - Ksilitol + + +/- +
Ramnoza + +/- - - B-gentobioza + + + +
Dulcitol - - - - D-turanoz - - - -
Inozitol +/- - - - D-liksoza - - - +
Manitol + + + + D-tagatoza - - -
Sorbitol + + + + D-fukoza - - - -
o-metil-D- - ; - - L-fukoza - - - -
manozid
aémiglz_ia_ + - - - D-arabitol - - - -
N-acetil + + + + L-arabitol + +/- + +/-
glukozamin
Amigdalin + + + + Glukonat - - - -
2-keto-glukonat ~ + + + + S-keto- - - -
glukonat

(-) negativna reakcija,; (+) pozitivna reakcija, tijekom 48 sati; () prelazna reakcija

Tijekom proizvodnje sireva, dodatak natrijevog klorida ima viSestruku ulogu jer djeluje kao

konzervans, utjeCe na smanjenje koli¢ine vode u siru, doprinosi formiranju okusa, teksture i

kvalitete sira i u kona¢nici doprinosi trajnosti gotovog proizvoda (Kalit, 2015; McSweeney, 2007).

Kako bi se definirala koncentracija soli koju je potrebno dodati tijekom salamurenja svjezeg sira,

a da se pritom ne utjeCe na promjenu sastava mikrobne populacije, odnosno mikrobiolosku

aktivnost odabranih sojeva, ispitani su parametri fermentacije odabranih kultura tijekom rasta u

mlijeku i tijekom rasta u mlijeku uz dodatak razli¢itih koncentracija soli, 2,0, 4,0 i 6,5 % (wW/v).

Prema rezultatima, L. plantarum D13 znacajno vise zakiseljava podlogu u usporedbi s ostalim
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sojevima, i proizvodi vece koncentracije mlije¢ne kiseline. Svi sojevi BMK mogu rasti uz dodatak
razli¢itih koncentracija natrijeva klorida u hranjivoj podlozi. Pri tome je ocekivano da je
povecanjem koncentracije soli posljedi¢no smanjena acidifikacija mlijeka uslijed smanjene sinteze

mlije¢ne kiseline (tablica 16).

Tablica 16. pH vrijednost, proizvedena mlijecna kiselina (g/L) i broj zivih stanica BMK izrazene
kao razlika logaritamskih vrijednosti (ACFU/mLmiijeka), tijekom uzgoja u obranom mlijeku s i bez

dodatka razlicitih koncentracija NaCl-a

pH Mlije¢na kiselina (g/L) Alog CFU/MLmiijeka
Vrijeme oh 6h 24h  48h  Oh  6h 24h  48h 6h 24h 48h
inkubacije
L. plantarum D6

N 6,57+ 6,35t 587+ 4,48% 1,20+ 3,00+ 570+ 0,0+  0,14% 0,61%
Obranomlijeko /5™ o5 g7 030 T 104 275 341 0,07 0,22 0,05

5 06 NaCl 642+ 628+ 599+ 516+ 120+ 165t 420+ 002t 0,10+  -06l*
020 025 034 1,05 104 145 2,89 0,09 0,02 0,06

4% NaCl 638t 627t 608t 538t 106+ 135t 390+ 002t  -037x  -0,75%
024 029 027 0,90 094 119 260 0,03 0,15 0,24

5 % NaCl 631 622t 604t 560t 105t 135t 330t -009t 013t  -081*
024 029 020 055 094 119 2,08 0,10 0,06 0,18

L. fermentum D12

Obranomlijeko 062t 645t 523+ 43e 075: 270t 495 001x 020 0,57+
012 008 067 031 069 090 1,9 0,12 0,09 0,19

5 06 NaCl 644t 633t 565t 424x 120+ 225t 450+ -013t  040% 0,43%
020 019 043 0,39 026 045 156 0,18 0,30 0,25

4% NaCl 6,39t 629t 578t 477t 075t 150 420 003t  026% 0,36
021 020 028 035 069 052 208 0,19 0,33 0,19

5 % NaCl 631+ 623t 602t 531x 135+ 165t 2,70+ 00l  -044x  -0,44x
020 020 008 012 045 069 0,90 0,14 0,32 0,18

L. plantarum D13

Obrano mlijeko 6,58+ 6,43+ 543+ 4,60+ ) 1,20+ 3,30+ 6,30% 0,04+ 0,39+ 0,08+
0,17 0,20 0,43 0,67 1,04 1,37 3,12 0,02 0,35 0,30

2 9% NaCl 6,37+ 6,25+ 6,01+ 5,11+ . 1,20+ 1,80+ 4,20+ 0,20+ 0,28+ -0,13+
0,16 0,22 0,31 0,68 0,26 0,90 2,08 0,06 0,16 0,24

4 % NaCl 6,36+ 6,21+ 6,01+ 512+ ) 1,20+ 1,65+ 4,20+ 0,31+ 0,33+ -0,10+
0,25 0,24 0,21 0,48 0,26 0,69 2,08 0,04 0,09 0,25

6 % NaCl 6,31+ 6,15+ 6,01+ 561+ ) 1,05+ 1,35+ 3,00+ 0,12+ -0,86+ -0,94+
0,28 0,21 0,07 0,22 0,26 0,45 1,87 0,12 0,23 0,04

E. faecium ZGZA7-10

Obrano mlijeko 6,67+ 6,21+ 5,13+ 4,63+ ) 1,50+ 3,15+ 5,10+ 0,27+ 0,52+ 0,72+
0,08 0,23 0,34 0,15 0,52 1,19 2,08 0,20 0,05 0,31

2 % NaCl 6,45+ 6,14+ 515+ 473+ ) 1,65+ 3,30+ 5,10+ 0,29+ 0,37+ 0,41+
0,13 0,24 0,30 0,08 0,26 1,37 2,26 0,24 0,27 0,36

4% NaCl 6,44+ 6,21+ 543+ 503+ ) 1,05+ 3,00 4,50+ 0,20+ 0,28+ 0,47+
0,22 0,19 0,36 0,14 0,94 1,45 1,56 0,30 0,30 0,18

6 % NaCl 6,40+ 6,22+ 561+ 5,40+ ) 1,20+ 2,40+ 3,00+ -0,24+ 0,16+ -0,15+
0,22 0,17 0,22 0,12 1,04 1,37 1,37 0,15 0,26 0,34

(-) nije detektirano
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Koncentracija laktoze, laktata, acetata i diacetila u uzorcima bakterijskih kultura sojeva L. brevis
D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, nakon uzgoja u obranom
mlijeku provedena je tekuc¢inskom i plinskom kromatografijom (tablica 17). Soj E. faecium
ZGZAT-10 sintetizira mlije¢nu Kiselinu u ve¢im koncentracijama, dok je najvecu koncentraciju
octene kiseline sintetizira L. plantarum D13. Koncentracije laktoze u supernatantima svih
prekono¢nih kultura BMK su u rasponu od 46,5+0,5 do 51,0£1,0 mg/mL, s najmanjom
koncentracijom odredenom kod soja ZGZA7-10. Proizvodnja diacetila nije uo¢ena kod niti jednog

soja.

Tablica 17. Rezultati analize koncentracije laktata, acetata, diacetila i laktoze nakon prekonoc¢ne

inkubacije sojeva BMK u obranom mlijeku

Soj BMK acetat laktat diacetil laktoza
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL)

L. plantarum D13 2,795+0,025% 4,90+0,0? - 51,0+0,0%
L. brevis D6 2,090+0,160° 3,70+0,0° - 51,0+1,0?

L. fermentum D12 2,310+0,010° 5,85+0,05°¢ - 47,5+0,5°
E. faecium ZGZA7-10 1,420+0,040¢ 7,15+0,05¢ - 46,5+0,5°

(-) nije detektirano

acRazli¢ito slovo 0znadava statisticki znacajnu razliku (p < 0,01) unutar istog stupca

4.1.4. Potpuno sekvencioniranje genoma autohtonih BMK

Unutar kolekcije BMK izoliranih iz razli¢itih fermentacijskih mikrostanista, koja je uspostavljena
na temelju istrazivanja probiotickog koncepta Laboratorija, provedena je ciljana selekcija sojeva
sa specifiénim svojstvima biosinteze bakteriocina i EPS-a te sojeva koji eksprimiraju proteaze koje
sudjeluju u biosintezi bioaktivnih peptida u fermentiranim mlije¢nim proizvodima. U svrhu
proizvodnje inovativnih funkcionalnih fermentiranih proizvoda pomocu funkcionalnih starter
kultura odabrana su 4 bakterijska izolata sa specifi¢nim metabolizamskim svojstvima. Osim sinteze
bakteriocina, EPS-a, odabrani su sojevi koji eksprimiraju povrSinske S-proteine i posjeduju
specifican sustav proteaza.
Obzirom da su pojedini sojevi bakterija iz roda Enterococcus rezistentni na antibiotike te mogu
uzrokovati infekcije (Ogier i Serrot, 2008), ispitana je sigurnost primjene soja E. faecium ZGZA7-
10 kao starter kulture prema EFSA (2012), potvrdeno je da soj nema hemoliti¢ku aktivnost, te je
dokazana njegova osljetljivost na antibiotike (Novak i sur., 2022a). Fenotipskom i morfoloSkom
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analizom pojedinac¢ne kolonije soja ZGZA7-10 ustanovljeno je da su stanice kokoidnog oblika,
veli¢ine 1,0 - 1,5-2,0 um, nepokretne i da ne formiraju spore, dok je bojanjem po Gramu
ustanovljeno da stanice pripadaju Gram-pozitivnim bakterijama.

Identifikacija sojeva L. plantarum D13 i L. fermentum D12, izoliranih iz dimljenog svjezeg sira, i
soja E. faecium ZGZA7-10 izoliranog iz svjezeg sira, provedena je nakon sekvencioniranja cijeloga
genoma (engl. whole genome sequencing). Provedena je funkcionalna anotacija te kategorizacija
sekvencioniranih gena primjenom RAST servera (slika 27), a genomski atlas sekvencioniranih
sojeva je konstruiran primjenom PATRIC baze podataka (slika 28). Kao soj koji eksprimira S-
proteine na povrsini svojih stanica odabran je soj L. brevis D6 (Uroi¢ i sur., 2016), ¢ija je
identifikacija prethodno utvrdena, a sekvenca je pohranjena u NCBI bazi podataka (Kant i sur.,
2016). Usporedba sekvencioniranih genomskih sekvenci odabranih sojeva prikazana je u tablici
18. Duljina genomske sekvence soja L. plantarum D13 iznosi 3,34 milijuna parova baza i
podijeljena je na 58 kontiga. Duljina genoma soja D13 sli¢na je duljini soja L. plantarum SFOC od
3,26 milijuna pb (Butorac i sur., 2020). Prema duljini genoma, dalje slijede L. brevis D6 s 2,59
milijuna pb, E. faecium ZGZA7-10 a 2,57 milijuna pb i L. fermentum D12 s 2,02 milijuna pb,
podijeljenih na 123, 158 i 29 kontiga. Broj kodirajucih sekvenci je 2554, 1927 i 3174 za sojeve L.
brevis D6, L. fermentum D12 i L. plantarum D13, §to odgovara istrazivanju usporedbe genoma kod
Lactobacillus sojeva, ¢iji broj je u rasponu od 1700 do oko 3000 gena koji kodiraju za proteine
(Van Pijkeren i O Tolle, 2013). Broj kodirajué¢ih sekvenci soja E. faecium ZGZA7-10 priblizno
odgovara vrijednostima za soj E. faecium Aus0004 (2860) (Lam i sur., 2012). Broj RNA molekula
je 72, 64, 70 i 25 za svaki pojedini soj, L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E.
faecium ZGZA7-10. Udio GC parova baza soja L. brevis D6 je 45,6 %, soja L. fermentum D12
52,0 %, soja L. plantarum D13 44,4 % i soja E. faecium ZGZA7-10 37,9 % Sto je u skladu s
literaturnim podatcima za druge Lactobacillus i Enterococcus soje, L. brevis SFOB (45,9 %) (Bani¢
i sur., 2018), L. fermentum IFO 3956 (52 %) (Morita i sur., 2008), L. fermentum DSM 20052 (52,5
%) (Brandt i sur., 2020), L. plantarum SF9C (44,4 %) (Butorac i sur., 2020) i E. faecium Aus0004
(38 %) (Lam i sur., 2012).
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Tablica 18. Usporedba karakteristika genoma odabranih sojeva BMK

L brevis D6 L. fermentum L. plantarum E. faecium
' D12 D13 ZGZAT7-10
Pristupni broj LQNG00000000 RHMAO00000000 NIGG00000000 JAJAGE0O00000000
Duljina 2,591,675 2,016,340 3,343,292 2,567,022
genoma (pb)

%GC 45,6 52,0 444 37,9
N50 78576 62009 129563 33305
L50 12 11 9 24

Broj kontiga 123 29 58 158

Broj

kodirajuéih 2554 1972 3174 2605
sekvenci

Broj RNA 72 64 70 25
molekula
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a)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

' 7 Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (117)
gt
Le llll(‘f.oblu‘lllus Cell wall and Capsule (119)
brevis D6 Virulence, Disease and Defense (59)

Potassium metabolism (11)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (15)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (28)
Membrane Transport (59)
Iron acquisition and metabolism (8)
RNA Metabolism (83)
Nucleosides and Nucleotides (97)
Protein Metabolism (188)
Cell Division and Cell Cycle (50)
Motility and Chemotaxis (0)
Regulation and Cell signaling (39)
5 Secondary Metabolism (0)

» DNA Metabolism (97)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (75)
Nitrogen Metabolism (5)
Dormancy and Sporulation (6)
Respiration (26)
Stress Response (58)
Metabolism of Aromatic Compounds (3)
Amino Acids and Derivatives (109)
Sulfur Metabolism (13)
Phosphorus Metabolism (36)
Carbohydrates (279)

b)
Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
Limosilactobacillus @M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (140)

©m Cell Wall and Capsule (82)
ermentum D12 :

apsular and extracellular polysacchrides (15)
ysaccharide Biosynthesis (5)
0
Gram-Negative cell wall components (0)
Cell wall and Capsule - no subcategory (47)
Gram-Positive cell wall components (20)
Cell wall of Mycobacteria (0)
Virulence, Disease and Defense (49)
Potassium metabolism (10)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (29)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (15)
Membrane Transport (16)
Iron acquisition and metabolism (9)
RNA Metabolism (84)
Nucleosides and Nucleotides (101)
Protein Metabolism (181)
Cell Division and Cell Cycle (41)
Motility and Chemotaxis (0)
Regulation and Cell signaling (16)
Secondary Metabolism (0)
DNA Metabolism (75)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (79)
Nitrogen Metabolism (14)
Dormancy and Sporulation (5)
Respiration (24)
Stress Response (52)
Metabolism of Aromatic Compounds (3)
Amino Acids and Derivatives (173)

Sulfur Metabolism (8)
Phosphorus Metabolism (26)
Carbohydrates (166)

Slika 27. Funkcionalna kategorizacija gena sojeva a) L. brevis D6, b) L. fermentum D12, c) L.

plantarum D13 i d) E. faecium ZGZA7-10 pomoc¢u RAST servera. Zeleni dio stupca predstavlja

postotak identificiranih proteina, a plavi dio postotak proteina koji nisu anotirani
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<)
Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution
Lactiplantibacillus

plantarumD13

d)
Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution
Enterococcus faecium

ZGZA7-10
26%

74%

Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (144)
Cell Wall and Capsule {121)
Virulence, Disease and Defense (52)
Potassium metabolism (12)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (22)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (21)
Membrane Transport (61)
Iron acquisition and metabolism (1)
RNA Metabolism (119)
Nucleosides and Nucleotides (104)
Protein Metabolism (186)
Cell Division and Cell Cycle (51)
Motility and Chemotaxis (1)
Regulation and Cell signaling (43)
Secondary Metabolism (4)
DNA Metabolism (81)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (82)
Nitrogen Metabolism (3)
Dormancy and Sporulation (6)
Respiration (22)
Stress Response (62)
Metabolism of Aromatic Compounds (8)
Amino Acids and Derivatives (220)
Sulfur Metabolism (16)
Phosphorus Metabolism (36)
Carbohydrates (464)

Subsystem Feature Counts

@ M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (58)
W Cell Wall and Capsule (43)

® M Virulence, Disease and Defense (43)

W Potassium metabolism (3)

@ W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (7)

@ M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (5)
W Membrane Transport (30)
@M Iron acquisition and metabolism (12)

RNA Metabolism (36)

W Nucleosides and Nucleotides (82)
@MW Protein Metabolism (82)
W Cell Division and Cell Cycle (3)

Motility and Chemotaxis (0)

W Regulation and Cell signaling (14)

Secondary Metabolism (0)

1 DNA Metabolism (71)

@ M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (22)
W Nitrogen Metabolism (0)

W Dormancy and Sporulation (6)

@ W Respiration (22)

Stress Response (26)
Metabolism of Aromatic Compounds (1)

Sulfur Metabolism (2)
Phosphorus Metabolism (3)
Carbohydrates (165)

=

®

@ Amino Acids and Derivatives (142)
@

@

Nastavak slike 27. Funkcionalna kategorizacija gena sojeva a) L. brevis D6, b) L. fermentum D12,

c) L. plantarum D13 i d) E. faecium ZGZA7-10 pomo¢u RAST servera. Zeleni dio stupca

predstavlja postotak identificiranih proteina, a plavi dio postotak proteina koji nisu anotirani
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Slika 28. Genomski atlas sojeva a) L. brevis D6, b) L. fermenum D12, c¢) L. plantarum D13 i d) E.
faecium ZGZAT7-10 prireden pomo¢u PATRIC baze podataka. Od vanjskog prema unutrasnjem
krugu: duljina genoma (Mpb), raspored kontiga (sljedova), kodiraju¢e sekvence-FS (engl. forward
strand), kodirajuc¢e sekvence-RS (engl. reverse strand), nekodiraju¢e sekvence, kodirajuce
sekvence homologne genima za antimikrobnu rezistenciju, kodirajuée sekvence homologne
transporterima, kodirajuc¢e sekvence homologne poznatim genima za ciljano djelovanje lijekova,

udio GC parova baza i distribucija gvaninskih i citozinskih nukleotida u genomu
101



Filogenetska udaljenost sekvencioniranih genoma sojeva producenata biomolekula plantaricina L.
plantarum SFOC, L. plantarum M92C, L. plantarum D13 i L. plantarum SF15C, egzopolisaharida
L. fermentum D12, povrsinskih S-proteina L. helveticus M92, L. brevis ZG1-K7, L. brevis D6, L.
brevis SFOB i L. brevis SF15B i proteolitiCkog soja E. faecium ZGZA7-10, odredena je
konstrukcijom filogenetskog stabla pomo¢u REALPHY servera. L. plantarum sojevi, producenti
plantaricina su grupirani zajedno, kao i L. brevis sojevi, dok su filogenetski udaljenije vrste L.
helveticus, L. fermentum i E. faecium svrstane zasebno (slika 29). Odredena je i filogenetska
udaljenost L. fermentum D12, s L. fermentum sojevima ¢iji su genomi dostupni u NCBI bazi
podataka (slika 30). Ustanovljena je sli¢nost soja D12 sa sojem KMB_ 613 (oznacen plavom
bojom), izoliranim is slovackog sira (Markuskova i sur., 2018). Jedan od sojeva koji je pokazao
visoku filogenetsku sli¢nost je soj L. fermentum IFO 3956 (oznacen zutom bojom), izoliran iz

tradicionalnog egipatskog Ras sira, s dokazanom proteolitickom aktivnosti (E1-Ghaish i sur., 2010).

revilactobacillus brevis SF9B

Levilactobacillus brevis SF158 o
— S-proteini

evilactobacillus brevis D6 ]

~{_evilactobacilius brevis ZG1

{.‘.imosilacrobacillus fermentum 012] EgZOpOliS aharidi

{Enrerococcus faecium ZGZA?-IO] Proteoliticka aktivnost

Lactobacillus helveticus M92 S-proteini
Lactiplantibacillus plantarum SFSC

L actiplantibacillus plantarum SF15C

[Lactiplantibacillus plantarum M92C

Lactiplantibacillus piantarum D13

Slika 29. Dendrogram sekvencioniranih genoma sojeva producenata biomolekula plantaricina,
egzopolisaharida i povrsinskih S-proteina, istrazivanih u ovoj doktorskoj disertaciji, dobiveno

primjenom REALPHY servera
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Slika 30. Filogenetsko stablo sekvencioniranih genoma Limosilactobacillus fermentum sojeva

dostupnih u NCBI bazi podataka
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4.1.5. In vitro i in vivo ispitivanje u¢inkovitosti biomolekula funkcionalnih starter kultura

Potencijal probiotickih bakterija da koloniziraju GIT domacina i posljedi¢no utjecu na sastav
intestinalne mikrobiote se smatra jednim od najvaznijih funkcionalnih svojstava njihovog
djelovanja. U cilju ispitivanja kolonizacijskog potencijala L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, koristena su dva razli¢ita pristupa. Jedan od pristupa je
ispitivanje adhezijskih svojstava pojedina¢nih bakterijskih stanica na crijevne epitelne stanice in
vitro, pri ¢emu je kao model koristena kontinuirana Caco-2 stani¢na linija koja sadrZi heterogene
ljudske tumorske stanice kolorektalnog epitela. Adhezijski kapacitet pojedina¢nih stanica potvrden
je fluorescentnom mikroskopijom za vizualizaciju adheziranih zivih stanica, pri MOI = 50, nakon
1, 4112 sati inkubacije, bojanjem razli¢itim fluorescentnim bojama, pri éemu su bakterijske stanice
obojane zelenom, a jezgra Caco-2 stanica crvenom fluorescentnom bojom. Najbolju sposobnost
vezanja na monosloj Caco-2 stani¢ne linije pokazali su sojevi L. brevis D6 i L. fermentum D12
(slika 31).
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Levilactobacillus brevis D6

Limosilactobacillus fermentum D12

--

Lactiplantibacillus plantarum D13

Enterococcus faecium ZGZAT7-10

-

Slika 31. Adhezijska svojstva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium

12h (zeleno)

12h (zeleno)

12h (zeleno)

ZGZAT-10 (zeleno) na monosloj Caco-2 stanica (crveno) pri MOI = 50, nakon 1, 4 i 12 sati
inkubacije (prve tri slike prikazuju preklapanje monosloja Caco-2 stanica i adheziranih bakterijskih
stanica, Cetvrta slika prikazuje samo adhezirane bakterijske stanice) analizirano fluorescentnim

mikroskopom pri povecanju od 20x

U cilju ispitivanja utjecaja odabranih kultura s odgovaraju¢im funkcionalnim svojstvima
proizvodnje povrSinskih S-proteina L. brevis D6, EPS-a L. fermentum D12, plantaricina L.
plantarum D13 i enzimske aktivnosti proteaza E. faecium ZGZA7-10, na sastav intestinalne

mikrobiote, koristen je pristup mikrobnog profiliranja nakon zdruzene primjene konzorcija in vivo.
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Proveden je postupak kaniliranja pokusnih zivotinja, a rezultati Illumina MiSeq sekvencioniranja
DNA izoliranih iz fecesa Stakora prije i nakon kaniliranja, pokazali su da se mikrobiomi fecesa
Stakora medusobno razlikuju. Prema rezultatima, najvec¢i udio u mikrobiomu $takora kod svih
uzoraka ¢ine bakterije koje pripadaju koljenima Firmicutes i Bacteroidota, koji ¢ine vise od 80 %
ukupne crijevne mikrobiote (slika 32), medu kojima su najzastupljenije bakterije iz porodice
Lactobacillaceae i Muribaculaceae. Nakon primjene probioti¢ke suspenzije, doslo je do povecanja
bioraznolikosti fekalne mikrobiote. Na razini bakterijskih koljena, nakon probiotickog tretmana
doslo je do pojave Thermoplasmatota, Cyanobacteria, Elusimicrobiota, Verrucomicrobiota i
Parabasalia u fecesu Stakora (slika 33). Na razini porodice bakterijskih vrsta, najuocljivije je
povecéanje bakterija iz porodice Prevotellaceae, producenta kratkolacanih masnih kiselina, ¢ija je
zastupljenost povecana za 17 puta. Vidljivo je i poveéanje porodica Lachnospiraceae i
Ruminococcaceae, Kkoji su poznati producenti butirata te bakterija iz porodica
Peptostreptococcaceae i Rikenellaceae 1 do potpunog izostanka bakterija iz porodice
Methanobacteriaceae u fecesu sva tri Stakora, u koju se ubrajaju bakterije Methanobrevibacter
smithii (slika 34). Prema zastupljenosti bakterijskih rodova u mikrobiomu S$takora, nakon
kaniliranja odabranom mjeSovitom kulturom BMK, uoCena je znacajna promjena prisutnosti
nekoliko rodova i privremeno povecanje bakterija roda Lactobacillus (slika 34). Najvece povecanje
vidljivo je kod bakterija roda Alloprevotella, Prevotella i Roseburia, takoder producenta
kratkola¢anih masnih kiselina, ¢ije zastupljenosti su povecane za 58, 10 i 8 puta. Zdruzena primjena
dizajniranog konzorcija BMK uzrokovala je smanjenje relativne zastupljenosti jednog od najc¢es¢ih
patogena kod $takora, bakterije roda Streptococcus, i to za ¢ak 13 puta, kao i smanjenje relativne
zastupljenosti bakterija roda Candidatus Saccharimonas.
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100% Parabasalia

90% f— Verrucomicrobiota
g 80% I Cyanobacteria
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c Campilobacterota
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Slika 32. Relativna zastupljenost (%) bakterija na razini koljena u mikrobiomu fecesa $takora prije

pocetka kaniliranja, treci i peti dan kaniliranja te sedmi dan nakon prestanka kaniliranja

@ Acidaminococcaceae
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= @ Eubacterium coprostanoligenes skupina
8 70% O Methanobacteriaceae
& ~no O Desulfovibrionaceae
= 60% BRF39 atoclostrid
3 £no @ Erysipelatoclostridiaceae
§ 500/0 - mostali
< 40% | %pl r_(l)lchae_taceae
c m Oscillospiraceae
-% 30% W Bacteroidaceae
<= 20% O Streptococcaceae
x Prevotellaceae
10% - O Clostridia UCG-014
0% B Ruminococcaceae

. A e . O Saccharimonadaceae
prije kaniliranja 3. dan kaniliranja 5. dan kaniliranja 7. dan nakon m Lachnospiraceae

pre_s'gan k.a O Lactobacillaceae
kaniliranja = Muribaculaceae

Slika 33. Relativna zastupljenost (%) bakterija na razini porodice u mikrobiomu fecesa Stakora

prije pocetka kaniliranja, trec¢i i peti dan kaniliranja te sedmi dan nakon prestanka kaniliranja
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Slika 34. Relativna zastupljenost bakterija na razini roda u mikrobiomu fecesa Stakora prije pocetka
kaniliranja, tre¢i 1 peti dan kaniliranja te sedmi dan nakon prestanka kaniliranja; n.r.-

neidentificirani rod porodice u zagradi

4.2. Tehnoloski aspekti primjene funkcionalnih starter kultura

S tehnoloskog aspekta, potrebno je optimirati proizvodne uvjete s ciljem zadrZavanja ili moguceg
povecanja metaboli¢ke aktivnosti i broja zivih stanica tijekom priprave i primjene funkcionalnih
starter kultura, odnosno skladistenja u formulaciji suhog aktivnog pripravka, primjenom postupaka
mikroinkapsulacije i liofilizacije. Postupak mikronkapsulacije omogucuje zastitu bakterijske
stanice prilikom razli¢itih nepovoljnih uvjeta, primjerice u GIT-u, kako bi stanice u §to ve¢em broju
dosle do kolona gdje mogu in situ sintetizirati svoje biomolekule. Svrha liofilizacije je
omogucavanje pohrane odabranih funkcionalnih starter kultura kroz dulji vremenski period, njihov
transport i kasniju primjenu.

Kako bi probioti¢ke bakterije iz formulacije u Sto vec¢em broju dospjele do kolona gdje iskazuju
svoju fiziolosku ulogu, znacajna je odrzivost tijekom obrade i skladistenja (Lebo§ Pavunc i sur.,
2019; Succi i sur., 2017). Stoga je provedena mikroinkapsulacija bakterijskih stanica L. brevis D6,
L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10 u razli¢itim polimernim nosacima.
Usporedbom  ucinkovitosti  mikroinkapsulacije, = umrezavanje  kazeina  djelovanjem
transglutaminaze se pokazao kao najmanje uc¢inkovit nosa¢ (p <0,05) za sva 4 ispitivana soja, dok
su jednako djelotvorni bili alginat i k-karagenan (tablica 19). Mikroinkaspulacija probioti¢kih

bakterija u alginatu se sve viSe koristi zbog u€inkovite zastite stanica s kontroliranim otpuStanjem
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u odgovarajuéem mediju (Chavarri i sur., 2012), te optimalnim biokemijskim i muko-adhezivnim
karakteristikama za in situ kolonizaciju odabranih probioti¢kih sojeva (Bani¢ i sur., 2018). Zbog
dokazanih karakteristika, najbolje u¢inkovitosti i jednostavnosti provodenja metode, za daljnje
eksperimente ispitivanja tehnoloskih aspekata primjene odabranih funkcionalnih starter kultura

odabran je ionski hidrogel alginat.

Tablica 19. Usporedba uc¢inkovitosti mikroinkapsulacije stanica (engl. encapsulation yield, EY)
izrazene kao postotak (%) za L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium

ZGZAT-10 u alginatu, k-karagenanu i kazeinu djelovanjem transglutaminaze

Bakterijski soj

Matriks L. brevis L. fermentum L. plantarum E. faecium

D6 D12 D13 ZGZAT7-10
E Yalginat (%0) 98,83+3,31* 97,38+2,32% 97,89+1,75% 98,32+1,48%
EY x-karagenan (%0) 97,47+1,56%2 98,87+0,88* 96,91+0,45% 90,35+6,89%
EY kazein (%0) 92,43+0,24 91,16+0,88" 97,52+1,85Y 97,82+1,28Y

®Razli¢ito slovo 0znacava statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) unutar istog stupca

Y2ZRazli¢ito slovo oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,01) unutar istog reda

Prema Lebos Pavunc i sur. (2011) na prezivljavanje probiotickih bakterija tijekom stresnih uvjeta
liofilizacije moze se utjecati dodatkom razli¢itih zastitnih komponenata, lioprotektora. Sojevi su
mikroinkaspulirani u alginatu, a zatim liofilizirani uz dodatak razli¢itih lioprotektora kako bi se
ispitao njihov zastitni uc¢inak. Kao kontrola, koristen je mikroinkaspulirani uzorak bez dodatka
lioprotektora prireden u fizioloskoj otopini. Smanjenje broja aktivnih bakterijskih stanica izrazene
su razlikom logaritma koncentracije Zivih stanica prije i nakon procesa liofilizacije, pri ¢emu je
kao pocetna vrijednost uzeta koncentracija stanica nakon procesa mikroinkapsulacije u alginatu.
Usporedbom uzoraka liofiliziranih uz dodatak lioprotektora sorbitola, saharoze, laktoze, inulina i
obranog mlijeka s uzorcima priredenima uz dodatak fizioloske otopine, dokazan je zastitni uc¢inak
svih upotrebljenih lioprotektora ("p < 0,05, **p < 0,01). U uzorcima liofiliziranim s obranim
mlijekom postignuta je najmanja smrtnost stanica, §to ga ¢ini najboljim izborom u odabiru

lioprotektora (slika 35).
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Slika 35. Uporedba prezivljavanja mikroinkapsuliranih sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10 u alginatu, nakon procesa liofilizacije uz dodatak
lioproptektora sorbitola, saharoze, laktoze, inulina i obranog mlijeka. * oznacavaju statisticki
znacajnu razliku uzoraka liofiliziranih uz dodatak razlicitih lioprotektora od kontrola *p < 0,05,
**p < 0,01

Za odabir BMK kao probiotic¢kih sojeva znacajno je definirati prezivljavanje stresnih uvjeta koji
prevladavaju u GIT-u, kao $to su niska pH vrijednost zeluca i zu¢ne soli u tankom crijevu. Kako
bi se ispitao zastitni utjecaj mikroinkaspulacije tijekom ekstremnih uvjeta GIT-a, ispitano je
prezivljavanje sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10
mikroinkapsuliranih u alginatu i liofiliziranih uz dodatak obranog mlijeka kao lioprotektora u
simuliranim uvjetima zelu¢anog soka i tankog crijeva. Kao pocetna vrijednost odreden je broj
stanica nakon procesa liofilizacije, a rezultati su prikazani kao smrtnost stanica odabranih sojeva
BMK nakon prolaska kroz simulirane uvjete GIT-a (slika 36). Ustanovljen je zastitini ucinak
mikroinkapsulacije u alginatu na prezivljavanje bakterijskih stanica tijekom prolaska kroz
simulirane uvjete GIT-a, obzirom da je broj zivih stanica nakon prolaska kroz simulirane uvjete
zelucanog soka i tankog crijeva statisticki znacajno veci (*p < 0,05, **p < 0,01) kod stanica
mikroinkapsuliranih u alginatu i liofiliziranih uz dodatak obranog mlijeka kao lioprotektora, u
odnosu na nemikroinkapsulirane uzorke istih sojeva liofilizirane uz dodatak fizioloske otopine,

odnosno bez dodataka lioprotektora.
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Slika 36. Usporedba smrtnosti stanica a) L. brevis D6, b) L. fermentum D12, c) L. plantarum D13
i d) E. faecium ZGZAT7-10, mikroinkapsuliranih u alginatu i liofiliziranih uz dodatak obranog
mlijeka kao lioprotektora (m) i nemikroinkapsuliranih stanica u fizioloSka otopina ('), nakon
izlaganja simuliranim uvjetima zelu¢anog soka i simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
(zelucani sok i tanko crijev0). * oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku od nemikroinkasuliranih

uzoraka: *p < 0,05, **p < 0,01

Kako je usporedbom ucinkovitosti mikroinkapsulacije u razli¢itim polimernim nosa¢ima dokazana
najbolja u¢inkovitost mikroinkapsulacije za ionski hidrogel alginat, ovaj polimerni matriks koriSten
je u mikroinkapsulaciji soja L. fermentum D12 uz dodatak tri razli¢ite vrsta prebiotika inulin+FQOS,
manitol, laktuloza, s ciljem postizanja boljeg prezivljavanja stanica tijekom skladistenja i dostave
Sto veéeg broja zivih stanica do ciljnog mjesta djelovanja, debelog crijeva. Kao kontrola je koristen

soj D12 koji je mikroinkaspuliran bez dodatka prebiotika. Soj L. fermentum D12 odabran je za
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provodenje ispitivanja utjecaja prebiotika tijekom mikroinkapsulacije jer se radi o producentu EPS-
a Cija biosinteza je stimulirana prisutno$¢u izvora ugljika. Dodatak prebiotika nije utjecalo na
postupak mikroinkapsulacije, obzirom da nije vidljiva statisticki znac¢ajna razlika (p <0,05) medu

uzorcima u usporedbi s kontrolom (tablica 20).

Tablica 20. Usporedba uc¢inkovitosti mikroinkapsulacije stanica (EY) izrazene kao postotak (%)

soja L. fermentum D12 u alginatu uz dodatak prebiotika inulin+FOS, manitol, laktuloza i kontrole

Bakterijski soj

Matriks L. fermentum D12
EYinulin+Fos (%06) 97,32+2,09?
EY manitol (%0) 99,72+0,18%
EY laktuloza (%0) 99,16+0,712
EY kontrola (%0) 99,38+1,20°

acRazli¢ito slovo 0znadava statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) unutar istog stupca

Nakon mikroinkapsulacije L. fermentum D12 u alginatu dodatkom razli¢itih prebiotika provedena
je liofilizacija mikrokapsula u obranom mlijeku. Zastitni ué¢inak obranog mlijeka tijekom stresnih
uvjeta liofilizacije je potvrden, obzirom da je smrtnost stanica soja L. fermentum D12 kod uzorka
kojem nije dodan lioprotektor statisticki znacajno veca (p < 0,01) usporedbom s uzorcima kojima

je dodano obrano mlijeko (tablica 21).

Tablica 21. Uporedba prezivljavanja mikroinkapsuliranog probiotickog soja L. fermentum D12 u
alginatu, uz dodatak prebiotika inulin+FOS, manitol, laktuloza, nakon liofilizacije uz dodatak
obranog mlijeka kao lioprotektora. Kontrola! - mikroinkapsulirani soj D12 bez dodatka prebiotika,
liofiliziran u obranom mlijeku, kontrola? - mikroinkapsuliran soj D12 bez dodatak prebiotika,
liofiliziran u fiziolo§koj otopini. Rezultati su prikazani kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog

CFU/Qg) prije i nakon procesa liofilizacije

Matriks Alog CFU/g
EYinulin+ros (%0) 0,176+0,227°
EY manitol (%) 0,412+0,1142
EY laktuloza (%) 0,257+0,323°
EY kontrola® (%) 0,153+0,0412
EY kontrola® (%0) 1,515+0,021°

®Razli¢ito slovo 0znadava statisticki znadajnu razliku (p < 0,01) unutar istog stupca
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Broj zivih stanica u mikroinkapsuliranim liofiliziranim pripravcima uz dodatak obranog mlijeka,
ispitan je tijekom godinu dana Cuvanja pri +4°C. Prezivljavanje soja L. fermentum D12 tijekom
prvih 6 mjeseci je bilo vrlo visoko, bez obzira na koriSteni prebiotik. Ovisno o vrsti dodanog
prebiotika, zna¢ajnije smanjene broja uoc¢eno je nakon godinu dana ¢uvanja. Uzorci u koje nije
dodan niti jedan prebiotik pokazali su najlosije prezivljavanje sa smanjenjem broja zivih stanica
od ¢ak 6,539+0,056 i 5,269+0,217 log CFU/g u slucaju kontrole* i kontrole**. Najbolje
prezivljavanje soja D12 je dokazano uz dodatak prebiotika manitola i laktuloze, sa smrtno$¢u
stanica od samo 0,365+0,032 i 0,402+0,047 log CFU/g, tijekom jedne godine ¢uvanja. Smrtnost
stanica bakterijskog soja D12 tijekom jedne godine Cuvanja, bila je znacajno veéa (p<0,01)
primjenom inulina u kombinaciji s FOS, budué¢i da je broj zivih stanica smanjen s 10,259+0,227

na 6,577+0,396 log CFU/g (slika 37).

logCFU/g
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Slika 37. Broj zivih bakterijskih stanica (log CFU po gramu mikroinkapsuliranih stanica) u
mikroinkapsuliranim liofiliziranim pripravcima L. fermentum D12 neposredno nakon proizvodnje
(0), te nakon 1, 2, 3, 6 i 12 mjeseci ¢uvanja. Kontrola* - mikroinkapsulirani soj liofiliziran u
obranom mlijeku kao lioprotektoru i kontrola** - mikroinkapsulirani soj liofiliziran u fizioloskoj

otopini
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Provedeno je i ispitivanje utjecaja stresnih uvjeta GIT-a na liofilizirane mikrokapsule soja D12 uz
dodatak razlicitih prebiotika. Dokazano je statisticki znacajno (*p < 0,05, **p < 0,01) bolje
prezivljavanje uzoraka mikroinkapsuliranih uz dodatak razli¢itih prebiotika i liofiliziranih uz

dodatak obranog mlijeka, nakon prolaska kroz simulirane uvjete GIT-a (slika 38).
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Slika 38. Usporedba smrtnosti mikroinkapsuliranih stanica L. fermentum D12 u alginatu uz
dodatak prebiotika inulin+FOS, manitol, laktuloza, nakon izlaganja simuliranim uvjetima
zelucanog soka i simuliranim uvjetima cijelog GIT-a (zelu€ani sok i tanko crijevo). Kontrola -
nemikroinkapsulirani soj D12 liofiliziran, uz dodatak fizioloske otopine. * oznacavaju statisticki

znacajnu razliku od kontrole: *p < 0,05, **p < 0,01

Prisutnost soja L. fermentum D12 u liofiliziranim mikrokapsulama ispitana je nakon razgradnje
alginatnih mikrokapsula pomoc¢u 2 %-tnog (v/w) natrijeva citrata i izolacije DNA iz kolonija
poraslih na MRS plo¢ama, nakon ¢ega je provedena RAPD-PCR reakcija (slika 39). Dobiveni
profili DNA vrpci su u usporedbi s profilom genomske sekvence soja L. fermentum D12 vrlo sli¢ni,

Sto dokazuje prisutnost ovih soja u svim liofiliziranim mikrokapsulama.
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Slika 39. Elektroforeza produkata dobivenih RAPD-PCR metodom s M13 pocetnicom: S —
standard, 1 — L. fermentum D12, 2 — pripravak mikroinkapsuliran u alginatu i liofiliziran u
fizioloskoj otopini, 3 - pripravak mikroinkapsuliran u alginatu i liofiliziran u obranom mlijeku, 4 -
pripravak mikroinkapsuliran u alginatu (inulin+FOS) i liofiliziran u obranom mlijeku, 5 - pripravak
mikroinkapsuliran u alginatu (laktuloza) i liofiliziran u obranom mlijeku, 6 - pripravak

mikroinkapsuliran u alginatu (manitol) i liofiliziran u obranom mlijeku, K - kontrola

Kako morfologija dobivene mikrokapsule utje¢e na transport odgovarajuceg supstrata do ciljnog
mjesta (Sundararaghavan i Burdick, 2017), provedena je morfoloska karakterizacije liofiliziranih
mikrokapsula soja L. fermentum D12 primjenom skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM).
Opticka mikrografija potvrdila je da su mikrokaspule sferi¢cnog oblika, pogodnog za dopremu

odgovarajuceg supstrata, kao $to je EPS (slika 40).
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Slika 40. Mikrografija liofiliziranih alginatnih mikrokapsula koje sadrze soj L. fermentum D12
snimljene pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa pri povecanjima: a) 500, b) 100 i c) 50

um

4.3. Proizvodnja funkcionalnih fermentiranih proizvoda definiranim konzorcijem

Nakon selekcije i karakterizacije autohtonih sojeva BMK koji iskazuju specifi¢na probioti¢ka
svojstava, ispitana je mogucnost sinteze biomolekula te zadovoljavanje tehnoloskih kriterija za
proizvodnju funkcionalnih fermentiranih proizvoda susenog svjezeg sira i sirutke. Prije dodatka
mjeSovitih starter kultura, izmjerena je pH vrijednost svjezeg mlijeka koja je iznosila 6,73 (x0,05).
Fermentacija je zaustavljena pri pH vrijednosti 4,6 $to odgovara izoelektri¢noj tocki kazeina jer
daljnje povecanje acidifikacije moze imati negativan utjecaj na organolepticka svojstva
proizvedenog svjezeg sira. Tijekom proizvodnje sira, kako bi se izbjegla pojava nezeljene
sekundarne mikroflore, potrebna je potpuna fermentacija laktoze (Parente i Cogan, 2004), zbog
¢ega je mjereno vrijeme trajanja fermentacije. Trajanje fermentacije sira proizvedenog s odabranim
autohtonim BMK odvijala se tijekom 19 sati, a kontrolnog sira 18 sati, sto je u skladu s primjenom
mikrobnih kultura u proizvodnji sireva (Perko, 2015). Nakon proizvodnje, pH vrijednosti za sir
proizveden primjenom odabranih BMK, te sirutke zaostale nakon proizvodnje iznosile su 4,18
(x0,04) i 4,66 (£0,61), dok su za kontrolni sir i sirutku vrijednosti bile 4,44 (+0,05) i 4,46 (£0,11).
Vrijednosti su u kiselom pH podruéju, $to je i ofekivano s obzirom da su glavni produkti
metabolizma dodanih starter kultura mlije¢na i octena kiselina. Odredeni su i prinosi proizvedenih

sirutki i sireva nakon proizvodnje (svjezi Sir) i nakon susenja (suseni svjezi Sir). Prinos svjezeg sira
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proizvedenog primjenom odabranog konzorcija BMK iznosio je 35,58 (+8,10) %, a volumen
izdvojene sirutke 1191,67 (£154,46) mL, dok su kod kontrolnog sira te vrijednosti iznosile 39,37
(x0,76) % i 1132,67 (£23,69) mL. Prinosi suSenih svjezih sireva nisu se statisticki zna¢ajno
razlikovali (p <0,01). Udio suhe tvari u siru proizvedenom primjenom odabranih starter kultura je
iznosio 60,17 % (x 2,42), a u kontrolnom siru 70,41 % (x 1,49), $to prema Pravilniku o sirevima i
proizvodima od sireva (NN 20/2009) i prema Samarzija (2021) svrstava ove sireve u ekstratvrde
sireve (tablica 22a). Sto se ti¢e udjela mlije¢ne masti, sir proizveden odabranim starter kulturama
se moze svrstati u polumasne (19,06£0,16 %), dok se kontrolni sir moze svrstati u masne sireve
(26,57+0,24 %) (Samarzija, 2015). Primjenom BMK kao starter kultura u proizvodnji i zrenju sira,
njihovi enzimi sudjeluju u razgradnji proteina, masti, laktoze i citrata $to izravno utjece na konacan
okus, miris, aromu i teksturu zrelog sira (Kalit, 2015). Ispitivanjem prisutnosti laktoze u uzorcima
sireva ispitana je metabolizamska sposobnost koriStenih sojeva BMK, pri ¢emu je dokazana
statisti¢ki znacajno (p <0,01) slabija sposobnost metaboliziranja laktoze kod sojeva koristenih u
kontrolnom siru, usporedbom s koristenim autohtonim sojevima BMK (tablica 22). Prema udjelu
masti i laktoze sve analizirane sirutke mozemo svrstati u izvorno kisele sirutke (tablica 22b).
Takoder i prema izmjerenim pH vrijednostima sve sirutke svrstavamo u kisele sirutke obzirom da
im je pH vrijednost manja od 5,0 (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Mikrobioloska ispravnost, odnosno ispitivanje prisutnosti bakterija roda Listeria i Salmonella,
nakon proizvodnje sira i izdvojenih sirutki, odredeno je nacjepljivanjem na selektivne podloge. Na
ChromoBio® Listeria agar selektivnoj podlozi porast listerije se ocituje kao porast sitnih
maslinastozelenih kolonija, dok se na XLD agru porast bakterija roda Salmonella primje¢uju kao
sitne bijele kolonije. Rezultati analize su pokazali da nije doslo do porasta navedenih bakterija na

selektivnim podlogama.
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Tablica 22. Fizikalno-kemijska svojstva a) suSenih svjezih sireva i b) izdvojenih sirutki,

proizvedenih primjenom kozorcija BMK i komercijalne starter kulture (kontrola)

a)
Parametar Sir pr(_)_izveden Kont_rolni
konzorcijem BMK sir
pH vrijednost 4,18+0,04% 4,44+0,05%
Prinos (%) 12,52+1,282 11,980,722
Suha tvar (%) 60,17+2,42° 70,41+1,49°
Mast (%, w/w) 19,06+0,16% 26,57+0,24°
Laktoza (%, w/w) 4,24+0,21° 5,82+0,25"
Listeria ili Salmonella (CFU/g)* n.d. n.d.
b)
Parametar Sirutka p_roizveden antrolna
konzorcijem BMK sirutka
pH vrijednost 4,66+0,612 4,46+0,112
Sinereza (mL) 1191,67+154,46% 1132,67+23,69?
Mast (%, w/w) 0,07+0,01° 0,15+0,01°
Laktoza (%, w/w) 2,740,152 3,13+0,15%
Listeria ili Salmonella (CFU/mL)* n.d. n.d.

*n.d. - nije detektirano
Razli¢ito slovo 0znacava statisticki znacajnu razliku (p < 0,01) unutar istog reda

Konzistencija susenog svjezeg sira odredena je njegovim dimenzijama, tj. promjerom i visinom,
masom sira te oblikom i bojom kore, koja je posljedica suSenja. Vanjski oblik, boja i kora sireva
pokazuju na odredenu neujednacenost. Oba sira su bila nepravilnog oblika, hrapave kore i
neujednacene boje, dok im je konzistencija bila reziva, djelomi¢no lomljiva i zrnata. Rezultati
senzorskog ispitivanja ukazali su na to da je sir proizveden primjenom odabranih funkcionalnih
starter kultura bio ujednacene kvalitete i da je imao lijepo povezano bijelo tijesto, manji broj
nepravilnih okaSaca ujednacene veli¢ine, ugodan mlijeno kiseli miris 1 blago mlije¢no kiselkast,
umjereno slan okus. Nasuprot tome, kontrolni sir se pokazao da ima slabiji mlije¢no kiseli miris i
nepozeljan kiselkast okus (tablica 23a). Prema rezultatima senzorskog ispitivanja svojstava sirutka
izdvojena nakon proizvodnje suSenog svjezeg sSira primjenom autohtonih funkcionalnih starter
kultura je imala znacajno (p < 0,05) bolje rezultate od sirutke koja je izdvojena nakon proizvodnje
kontrolnog susenog svjezeg sira primjenom komercijalne starter kulture. Okus proizvedene sirutke
primjenom odabranog konzorcija BMK je jasno izrazen, karakteristican za sirutku, bez stranih
okusa, vrlo dobro izraZzene arome i okusa, vrlo dobro izrazene svjeZzine i slatkoce. Miris joj je bio
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ugodan, bez ikakvih stranih mirisa i karakteristican za napitke na bazi sirutke, dok je boja
karakteristi¢na za sirutku. Sirutka je bez taloga, a izgled je tipican za sirutku, bez nepozeljnih
karakteristika. Kontrolna sirutka je imala lo$ije karakteristike okusa, taloga i izgleda. Okus je bio
preizrazen, imao je tragove kiselosti, gorcine i uzeglosti te tragove stranih okusa. Postojala je
prisutnost taloga u manjim koli¢inama pri ¢emu je sam izgled sirutke imao izrazene nepozeljne
karakteristike (tablica 23b). U svrhu poboljsanja senzorskih svojstava sirutki, dodane su aroma
komponente maline i vanilije nakon cega je provedena hedonisticka senzorska analiza
prihvatljivosti fermentiranog proizvoda. Sirutke izdvojene iz sira proizvedenih uz dodatak
funkcionalnih starter kultura, dodatak aroma znacajno (p <0,05) je poboljsao okus konacnog

proizvoda, u usporedbi s kontrolnom sirutkom (tablica 24).

Tablica 23. Senzoricka ocjena a) susenog svjezeg sira i b) izdvojene sirutke proizvedenih

primjenom kozorcija BMK i komercijalne starter kulture (kontrola)

a)
Uzorak Starter Vaank' Miris Konzistencija Prerez Okus
kultura izgled
Suhi K‘g‘l\zﬂ"f” 360+0,550 5,00+0,00°  3,80+045%° 4204045 5 00+0,00%
SVICZLSIE — ontrola 3,2040,45° 3400557  3.20+045°  4,00+0,712 3,20  0,84°
b)
Uzorak EE?{J?,; Izgled Miris Boja Talog Okus
Konzorcij a a a a a
Sirutka K | 4400897 4,80:0,45° 4,80045% 460+0,89° 4,80£045

Kontrola 3,80+0,84% 4,00+0,71* 4,00+0,712 3,00+ 0,71° 3,40+ 0,89°

®Razli¢ito slovo 0znadava statisticki znadajnu razliku (p < 0,05) unutar istog stupca

Tablica 24. Hedonisticka senzorska analiza prihvatljivosti fermentiranog proizvoda na bazi sirutke

sa i bez dodatka aroma komponenata (malina i vanilija)

Starter kultura Sirutka Slrutka_ Slrutka_ ..
(aroma maline) (aroma vanilije)

Konzorcij BMK 8,00+0,71* 7,60£1,14% 8,33+0,58*

Kontrola 6,20+0,84Y 5,60+1,14% 5,00+0,71%

2Isto slovo oznacava da nema statisti¢ki znacajne razlike (p <0,01) unutar istog reda
YZRazlicito slovo 0znacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p <0,05) unutar istog stupca
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Ispitan je i broj BMK u dobivenim sirevima tijekom 10.-dnevnog skladistena pri 4°C (tablica 25).
Broj BMK u siru proizvedenom primjenom dizajniranog konzorcija BMK nije se znacajno
promijenio tijekom skladistenja (5. 1 10. dan) u odnosu na broj bakterija nakon proizvodnje (0.
dan). Broj zivih stanica BMK je u oba uzorka sira iznosio vise od 10 CFU/g $to je minimalan broj
kako bi probioticke bakterije osigurale funkcionalne uc¢inke. Dodatno, dokazana je mikrobioloska
ispravnost suSenih svjezih sireva tijekom skladiStenja, analizom kontaminacije bakterija roda

Listeria i Salmonella.

Tablica 25. Broj BMK i ispitivanje mikrobioloske ispravnosti nakon 5 i 10 dana skladiStenja
susenih svjezih sireva, izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/gsira) U 0dnosu na

broj bakterija nakon proizvodnje (0. dan)

Starter kultura  Mikroorganizam SusSeni svjeZi sir
5. dan 10. dan

BMK 0,11+0,21** 0,20+0,38*
Konzorcij BMK Listeria n.d. n.d.
Salmonella n.d. n.d.

BMK 0,10+0,13* 0,35+1,02*
Kontrola Listeria n.d. n.d.
Salmonella n.d. n.d.

n.d.-nije detektirano
8sto slovo oznacava da nema statisticki znacajne razlike (p <0,01) unutar istog reda
“Isto slovo oznacava da nema statisticki znacajne razlike (p <0,01) unutar istog stupca

U svrhu postizanja Sto veceg broja 1 bioloske aktivnosti probiotickih sojeva u suhom aktivnom
pripravku provedena je liofilizacija izdvojenih sirutki, nakon ¢ega je odreden broj stanica BMK
tijekom skladistenja (5 i 10 dana) pri 4°C, pri ¢emu se moze pretpostaviti da proteini sirutke imaju
ulogu lioprotektora (tablica 26). Za usporedbu se koristio neliofilizirani teku¢i uzorak sirutke cuvan
pri istim uvjetima. Pad broja stanica BMK kod liofilizirane sirutke dobivene primjenom odabranog
konzorcija BMK tijekom skladistenja (10 dana) se znacéajno razlikovao (p <0,05) u odnosu na
tekucu sirutku, S$to ukazuje na ucinkovitost provedene liofilizacije, pri ¢emu Su usporeni
metabolicki procesi stanice, a sirutkini proteini su uspjesno zastitili stanice BMK od stresnih uvjeta
liofilizacije, zbog Cega je oCuvan veci broj stanica u suhom aktivnom pripravku. Dodatno,
usporedbom pada broja stanica nakon 10.-og dana skladiStenja uoc¢en je znac¢ajan pad broja BMK
u kontrolnoj sirutki u odnosu na sirutku dobivenu dizajniranim konzorcijem BMK, §to ukazuje na

bolju vijabilnost odabranih funkcionalnih starter kultura. Mikrobioloska ispravnost sirutki ispitana
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je testiranjem prisutnosti rodova Listeria i Salmonella tijekom skladiStenja, pri ¢emu nije doslo do
porasta navedenih bakterija na selektivnim podlogama, $to je u skladu s Pravilnikom o

mikrobiolo§kim kriterijima za hranu (NN 74/2008).

Tablica 26. Pad broja stanica BMK 1 ispitivanje mikrobioloske ispravnosti nakon 5 i 10 dana
skladistenja izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mLsirutke) U liofiliziranoj i

tekucoj sirutki u odnosu na broj bakterija nakon proizvodnje (0. dan)

Starter kultura Mikroorganizam Liofilizirana sirutka Tekuéa sirutka
5. dan 10. dan 5. dan 10. dan
. BMK 0,04+0,30% 0,07+0,48% 0,36+0,54%% 0,59+0,55"
Konzorecij .

BMK Listeria n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonella n.d. n.d. n.d. n.d.

BMK 0,18+0,93*%* 0,76+0,58% 0,80+0,32*%* 1,76+0,52%
Kontrola Listeria n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonella n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.-nije detektirano
®Razli¢ito slovo oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p < 0,05) unutar istog reda
Y2Razli¢ito slovo oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (p <0,05) unutar istog stupca

Za potvrdu prisutnosti primjenjenih funkcionalnih starter kultura L. brevis D6, L. fermentum D12,
L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, u proizvedenom suSenom svjezem siru i sirutki,
provedene su geneticke RAPD-PCR i DGGE-PCR metode te Illumina MiSeq sekvenciranje.
Usporedbom rezultata dobivenih RAPD-PCR metodom dobiven je razli¢it profil vrpci svakog soja
koriStene BMK. Za usporedbu s profilom mjeSovite DNA izolirane iz sira i sirutke proizvedenog
primjenom odabranog konzorcija BMK, primjenjeni su pomijesani uzorci DNA sojeva koriSteni u
proizvodnji sira. Kod analiziranog sira i sirutke vidljiv je sli¢an profil vrpci kao i kod konzorcija
BMK koristenog u proizvodnji sira. Nedostatak pojedinin DNA vrpci posljedica je prisutnosti
mjeSovite DNA pri ¢emu se dobije polujedinstveni profil DNA vrpci. Takoder, u proizvedenim
sirutkama udio funkcionalnih starter kultura koriStenih u proizvodnji sira je manji, Sto se vidi 1 iz
izmjerenih koncentracija DNA nakon izolacije mjeSovite DNA, u usporedbi s koncentracijama
DNA izoliranih iz sireva (slika 41).
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S D6 D12 D13 ZG Konz. Sirutka SuSeni svjeZi sir
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I | N 1

Slika 41. Elektroforeza produkata dobivenih RAPD-PCR metodom s M13 pocetnicom: S —
standard, D6 — L. brevis D6, D13 — L. plantarum D13, D12 — L. fermentum D12, ZG - E. faecium
ZGZAT7-10, Konz. - konzorcij BMK sojeva D6, D13, D12 i ZGZA7-10, Sirutka - DNA izolirana

iz sirutke izdvojene nakon proizvodnje sira, Sir — DNA izolirana iz suSenog svjezeg sira

Detekcija dodanih funkcionalnih bakterijskih vrsta provedena je i DGGE-PCR elektroforezom
(slika 42). Usporedbom vrpci mjeSovite DNA izolirane iz sira i sirutke s odgovaraju¢im zdruzenim
sojevima vidljiv je sli¢an profil prisutnih vrsta. Kod uzorka mjeSovite DNA izolirane iz sira i
sirutke vidljive su dodatne DNA vrpce koje ne odgovaraju migraciji DNA prisutne kod uzoraka

zdruzenih sojeva. DGGE-PCR profili upuéuju i na prisutnost drugih bakterijskih vrsta autohtone
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mikrobiote prilikom fermentacije sireva, §to je u skladu s rezultatima dobivenim Illumina MiSeq

sekvenconiranjem.

a) b)

Konz. Sir Konz. Sirutka
— — ad -

L Je— —

Slika 42. DNA fragmenti sojeva bakterija mlije¢ne kiseline nakon provedene DGGE-PCR
elektroforeze na 30-70 % gelu: a) Sir — DNA izolirana iz suSenog svjezeg sira, b) Sirutka — DNA
izolirana iz sirutke izdvojene nakon proizvodnje sira, Konz. - konzorcij BMK sojeva L. brevis D6,
L. plantarum D13, L. fermentum D12 i E. faecium ZGZA7-10

Rezultati dobiveni primjenom DGGE-PCR metode su u skladu s analizom mikrobioma pomocu
[Nlumina MiSeq sekvenconiranja mjeSovite DNA izolirane iz sireva 1 sirutki i1 analizirane
primjenom bioinformatickog alata QIIME 2™. U oba uzorka, siru i sirutki, identificirane su
bakterije koljena Firmicutes i Proteobacteria. Koljeno Firmicutes u uzorku sira zastupljeno je
97,92 %, a koljeno Proteobacteria 2,08 %, dok je u uzorku sirutke koljeno Firmicutes zastupljeno
je 94,24 %, a koljeno Proteobacteria 5,77 % (slika 43a). 1z koljena Firmicutes pronadene su
bakterijske vrste koje odgovaraju konzorciju BMK dodanom u proizvodnju sira i sirutke (slika
43c). U uzorku sira dodatno su detektirane bakterijske vrste roda Lactococcus (88,92 %), a u sirutki
bakterijske vrste rodova Lactococcus (90,50 %) i Leuconostoc (0,46 %) koje su autohtono prisutne.
Iz koljena Proteobacteria u siru i sirutki su detektirane bakterijske vrste razreda
Gammaproteobacteria u istom postotku kao i pripadajuce koljeno. Bakterijske vrste koje pripadaju
razredu Gammaproteobacteria su dominantne tijekom rane faze zrenja sira (Budak i sur., 2016), a

detektirane su i tijekom proizvodnje drugih fermentiranih proizvoda (Parente i sur., 2020).
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0 Lactococcus lactis

O Lactococcus sp.
Leuconostoc sp.

O Lactobacillus fermentum
O Lactobacillus brevis

B Lactococcus lactis

0 Lactococcus sp.
Enterococcus sp.
Lactobacillus fermentum
O Lactobacillus brevis
Lactobacillus sp.

Sika 43. Relativna zastupljenost a) bakterijskih koljena, b) bakterijskih rodova i c) bakterija
mije¢ne kiseline na razini vrste u ukupnoj mikrobnoj populaciji susenog svjeZzeg sira i sirutke
dobivenih nakon fementacije s konzorcijem BMK optimiranog sastava na temelju rezultata
sekvencioniranja ukupne DNA primjenom QIIME 2™ platforme
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Kako je primjena konzorcija BMK tijekom fermentacije pokazala pozitivan utjecaj na teksturu,
fizikalno-kemijska i senzorska svojstva susenog svjezeg sira i sirutke, istrazeno je moze li njihova
implementacija pridonijeti oslobadanju biopeptida za postizanje dodatnih funkcionalnih svojstava
proizvedenih fermentiranih proizvoda. LC-MALDI-TOF/TOF masenom spektormetrijom u
proizvedenim susenim svjezim sirevima i izdvojenim sirutkama, identificirano je 16 ciljanih
peptida nastalih razgradnjom a-S2-CN i B-CN (tablica 27b). Proteoliti¢ki potencijal svakog
odabranog soja BMK potvrden je detekcijom peptida nastalih razgradnjom kazeina nakon uzgoja
u svjezem mlijeku (tablica 27a). U suSenom svjezem siru proizvedenom primjenom odabranog
konzorcija BMK detektirano je 15 biopeptida, od kojih je 11 peptida detektirano nakon
fermentacije mlijeka primjenom pojedina¢nih sojeva BMK, a 10 peptida u odgovarajucoj
izdvojenoj sirutki. Pretrazivanjem MBPDB baze podataka detektirani su peptidi s potencijalnim
imunomodulatornim, antitrombotskim, antimikrobnim, ACE-inhibitornim (smanjenje krvnog
tlaka),  antioksidativnim  ili ~ protuuplanim  djelovanjem  (tablica  28).  Peptid
HQPHQPLPPTVMFPPQ (B-CN) detektiran je samo kod soja D12, nakon uzgoja u svjeZzem
mlijeku, kao i u uzorku sira i sirutke proizvedenih primjenom odabranog konzorcija BMK, dok su
peptidi VYPFPGPIPN (B-CN) i FVAPFPEVFG (a-S2-CN) detektirani iskljucivo kod sojeva D6 i
D13, kao i u uzorku sira proizvedenog primjenom odabranih sojeva BMK. U uzorku susenog
svjezeg sira proizvedenog primjenom odabranog konzorcija BMK, 10 peptida nastalih
razgradnjom kazeina su bili znacajno zastupljeniji nego u kontrolnom siru, a 2 peptida nisu
pronadena u kontrolnom siru. Nasuprot tome, u kontrolnom siru su znacajno (p<0,01)
zastupljenija bila tri peptida, od kojih jedan nije pronaden u siru proizvedenom primjenom

odabranog konzorcija BMK.
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Tablica 27. Peptidi identificirani primjenom ciljane LC-MRM-MS analize u uzorcima (a) svjezeg

mlijeka inokuliranog s pojedina¢nim sojevima BMK, (b) susenog svjezeg sira dobivenog

primjenom konzorcija BMK i u kontrolnom siru proizvedenom uz dodatak DELVO®CHEESE CT-

203 DSF starter kulture, njihovim izdvojenim sirutkama i mlijeku prije inokulacije starter

kulturama
a)
Sekvenca peptida/ L. plantarum D13 L. brevis D6 L. fermentum D12  E. faecium ZGZA7-10
Izvor proteina (24h) (48h) (24h) (48h) (24h) (48h) (24h) (48h)
WMHQPHQPLPPT/ 248,75+ 131,14+ 239,13+ 168,66+ 138,90+ 195,07+ 3,09+ nd
Beta-kezein 114,43 102,02 98,18 99,33 26,54 55,73 2,37 -
SWMHQPHQPLPPT/ 45,83+ 23,53+ 24,64+ 16,50+ 8,36+ 55,74+ nd nd
Beta-kazein 17,58 23,18 8,35 11,51 3,29 19,51 - -
SQSKVLPVPQK'_A‘VPYP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Q/Beta-kazein
YQEPVLGP,VR/ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Beta-kazein
RDMPIQAF/Beta-kazein n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
HQPHQPLPPTV_MFPPQ/ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,53+ n.d. n.d.
Beta-kazein 3,01
TKVIPYVRYL/ 4,19+ 1,17+ 2,39+ 2,67+ nd nd 6,40+ 4,01+
Alfa-S2- kazein 1,48 0,86 2,23 0,62 N h 1,62 3,38
VLGPVRGPFP/Beta- 36,96+ 89,09+ 39,27+ 26,89+ 89,95+ 396,76+ 1,08+ nd
kazein 21,31 123,62 14,51 17,50 32,41 109,19 0,77 -
WIQPKTKVIPYVRYL/ 8,36+ 5,92+ 10,13+ 6,95+ nd nd nd nd
Alfa-S2- kazein 2,16 3,46 3,77 4,49 N h N N
APSFSDIPNPIGS,ENSE/ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Alfa-S1-kazein
LVYPFPGPIHNSLPQN/ 15,02+ 15,60+ 14,13+ 8,28+ 10,14+ 11,17+ nd nd
Beta- kazein 3,00 3,33 2,43 8,27 2,74 0,85 hn o
LVYPFPGPIHNSLPQ/Be 3,59+ 2,59+ 3,32+ 3,54+ 6,38+ 10,58+ nd nd
ta- kazein 2,24 2,02 3,76 0,30 7,09 3,18 o o
VYPFPGPII_DN/Beta- n.d. n.d. 1,27+ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kazein 0,81
QEPVLGPVRGPFPIIV/B 9,70+ 4,61+ 5,65+ 3,32+ 2,11+ 5,62+ 2,64+ 1,65+
eta- kazein 1,41 3,60 2,93 2,15 1,94 0,54 0,67 1,39
YQEPVLGPVRGPFPIIV 95,53+ 74,71+ 49,54+ 26,41+ 52,71+ 65,61+ 28,48+ 17,98+
/Beta- kazein 17,96 32,21 14,87 20,03 31,15 8,68 7,49 14,83
FVAPFPEVF_G/AIfa-Sl- n.d. 1,03 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
kazein 0,61
LYQEPVLGPVRGPFPII 27,31+ 7,24+ 20,43+ 12,88+ 11,61+ 12,41+ 3,62+ 3,34+
V/Beta- kazein 13,59 4,11 17,83 10,89 9,29 2,45 3,06 0,40
LLYQEPVLGPVRGPFPI 595,180 nd. 3204415 nd. 1054073 1,07:013 1,13+159  n.d.

IVV/Beta- kazein

n.d. — nije detektirano
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b)

Sir Sirutka
Sekvencapeptlda/ RT Kontrolni sir antrolna pr0|zvefj_en prmzve@gna Kon.t_rola—
Izvor proteina sirutka  konzorcijem konzorcijem  mlijeko
BMK BMK
WMHQPHQPLPPT/ 8953  167:0,72 nd.  13,08:089 114011 nd.
Beta-kazein
SWMHQPHQPLPPT/ 0446  20,41¥279 46924382 132,30+18,65 22104807  n.d.
Beta-kazein
SQSKVLPVPQKAVPYPQI 14069 5648:2821 46,014746 90,90:332 3534:7.67  nd.
Beta-kazein
YQEPVLGPVR/ 10210  2,84%0,95 nd. 7,69+0,29 nd. n.d.
Beta-kazein
RDMPIQAF/ 11,373 51,08¢12,79 25,32+0,31 108,89+537 7,70+0,21 n.d.
Beta-kazein
HQPHQPLPPTVMFPPQ/ 1, 50, nd. n.d. 9,55+1,80  4,25+0,75 n.d.
Beta-kazein
LS LA 11,723 49,02+12,40 69,00+11,30 35524636 12,50£562 40,70+6,50
Alfa-S2- kazein
VLGPVRGPFP/ 12,083 . nd. nd. nd. nd.
Beta-kazein
WIQPKTKVIPYVRYL/ 15,0 . nd nd. nd. nd.
Alfa-S2- kazein
APSFSDIPNPIGSENSE! 15 505 6,5440,40 nd.  2089:021  nd. nd.
Alfa-S1-kazein
LVYPFPGPIHNSLPQN/ 1, . . nd. 174+2.42 nd. n.d.
Beta-kazein
LVYPFPGPIHNSLPQ/ 13,279 2,77¢0,38  594+0,78  1,49+2,08  1,24+0,36 n.d.
Beta-kazein
VYPFPGPIPN/ 13373 169+0,67  1,85+053  7,66+0,33 nd nd.
Beta-kazein
QEPVLGPVRGPFPIIVI 15606 1027+1,83 12557+19,77 2593+205 77,66:2410  nd.
Beta-kazein
YQEPVLGPVRGPFRIIV 15 949 1432 504228,82361,51+33,00 682,92+57,39 97,3043035 11,25+6,08
Beta-kazein
FVAPFPEVFG/ 16093  37,6043,70 nd. 3579070  nd. nd.
Alfa-S1-kazein
LYQEPVLGPVRGPEPIIVI 1650 4763+10,13  6,54+1,20 2024+044 2,64:0,32  5.82+2,54
Beta-kazein
LLYQEPVLGPVRGPFPIVI 16743 9052315 8374131  nd. nd. nd.
Beta-kazein

n.d. - nije detektirano
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Tablica 28. Identifikacija peptida s potencijalnim bioaktivnim djelovanjem, izoliranih nakon
uzgoja pojedinacnih sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZAT-10 u svjezem mlijeku i iz suSenih svjezih sireva dobivenih primjenom konzorcija BMK i

DELVO®CHEESE CT-203 DSF starter kulture i njihove izdvojene sirutke

Sekvenca peptida/lzvor proteina Bioaktivno djelovanje (referenca)
WMHQPHQPLPPT/Beta-kazein protuupalno i ACE-inhibitorno (Adam i sur., 2020)
SWMHQPHQPLPPT/Beta- kazein antioksidativno (Tonolo i sur., 2020)
SQSKVLPVPQKAVPYPQ/Beta-kazein antioksidativno (Tonolo i sur., 2020)
imunomodulatorno (Kayser i sur., 1996), ACE-inhibitorno (Lu i
YQEPVLGPVR/Beta-kazein sur., 2016), antitrombotsko (Liu i sur., 2019), antioksidativno i
protuupalno (Sowmya i sur., 2019)
RDMPIQAF/Beta-kazein ACE-inhibitorno (Yamamoto i sur., 1994)
HQPHQPLPPTVMFPPQ/Beta-kazein protuupalno i ACE-inhibitorno (Adam i sur., 2020)
TKVIPYVRYL/Alfa-S2-kazein antimikrobno (Alvarez-Ordofiez i sur., 2013)
VLGPVRGPFP/Beta-kazein ACE-inhibitorno (Miguel i sur., 2006)
WIQPKTKVIPYVRYL/Alfa-S2-kazein antimikrobno (Alvarez-Ordofiez i sur., 2013)
APSFSDIPNPIGSENSE/Alfa-S1-kazein antioksidativno (Tonolo i sur., 2020)
LVYPFPGPIHNSLPQN/Beta-kazein n.d.
LVYPFPGPIHNSLPQ/Beta-kazein n.d.

antioksidativno, ACE-inhibitorno (Eisele i sur., 2013)

antioksidativno (Tonolo i sur., 2020)

VYPFPGPIPN/Beta-kazein

QEPVLGPVRGPFPIIV/Beta-kazein ACE-inhibitorno (Lu i sur., 2016)

imunomodulatorno (Sandré i sur., 2001), antitrombotsko (Rojas-
YQEPVLGPVRGPFPIIV/Beta-kazein Ronquillo i sur., 2012) antimikrobno (Birkemo i sur., 2009),
ACE-inhibitorno (Yamamoto i sur., 1994)

FVAPFPEVFG/Alfa-S1-kazein ACE-inhibitorno (Robert i sur., 2004)
LYQEPVLGPVRGPFPIIV/Beta-kazein imunomodulatorno (Coste i sur., 1992)
LLYQEPVLGPVRGPFPIIV/Beta-kazein ACE-inhibitorno (Yamamoto i sur., 1994)

n.d. - nije detektirano
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5. RASPRAVA



5.1. Karakterizacija sojeva producenata i njihovih biomolekula

BMK prirodno su prisutne u razli¢itim mikrookoli$ima, te su u stalnoj interakciji s drugim
predstavnicima autohtone mikrobne populacije, putem kompeticije za lokalizaciju i hranjive tvari.
U takvom okolisu sinteza antimikrobnih metabolita je znacajna za stjecanje kompetitivne prednosti
u mikrobnim ekosustavima. Svojstvo BMK da inhibiraju rast drugih mikroorganizama proizlazi
prvenstveno iz inhibicijskog djelovanja primarnih metabolita mlije¢ne i octene kiseline koji
uzrokuju snizavanje pH vrijednosti mikoookolisa, ali sintetiziraju i vodikov peroksid, etanol,
diacetil, acetaldehid i bakteriocine s antimikrobnom djelovanjem (Suskovié i sur., 2010). Izmedu
autohtonih BMK na temelju ispitivanja antimikrobnog djelovanja poraslih bakterijskih kultura
BMK i supernatanta kultura BMK provedena je in vitro selekcija sojeva BMK koji iskazuju
znacajniji inhibicijski ucinak prema Gram-pozitivinim bakterijama L. monocytogens
ATCC®I9111™ j S. aureus 3048. Odabrano je 10 sojeva BMK, od kojih 7 pripada vrsti
Lactiplantibacillus plantarum, a tri rodu Enterococcus. Nakon detekcije pln amplikona PCR
metodom, za daljnju karakterizaciju bakteriocinske aktivnosti u svrhu proizvodnje funkcionalnih
fermentiranih proizvoda, odabran je soj L. plantarum D13, izoliran iz dimljenog svjezeg sira. U
cilju poticanja antimikrobne aktivnosti i sinteze eventualno prisutnog plantaricina koji je medu
najcesce okarakteriziranim bakteriocinima BMK (Zacharof i Lovitt, 2012), proveden je zdruzeni
uzgoj soja L. plantarum D13 s osjetljivim sojevima L. monocytogenes ATCC®19111™ i S. aureus
3048, pri cemu je dokazano bakteriostatsko djelovanje prema oba test-mikroorganizma. Inhibicija
rasta L. monocytogenes ATCC®19111™ postignuta je nakon desetog sata kokultivacije, odnosno
na kraju eksponencijalne faze rasta. Bakteriostatsko djelovanje bakteriocina je zadrzano nakon 24
sata, a broj stanica L. monocytogenes ATCC®19111™ bio je za 3 logatiramske jedinice nizi nego
u kontroli, rast L. monocytogenes ATCC®19111™ u BHI tekucoj hranjivoj podlozi. Provjerom
antimikrobnog djelovanja L. plantarum D13 dvostrukim slojem agara tijekom kokultivacije,
vidljivo je poticanje bakteriocinske aktivnosti prema L. monocytogenes ATCC®19111™ u prvih
10 h kokultivacije, tijekom eksponencijalne faze rasta soja producenta bakteriocina, dok se ista
aktivnost zadrzala i do kraja stacionarne faze. Rezultati su u skladu s istrazivanjima Gonzélez i sur.
(1994), gdje se plantaricin soja Lactiplantibacillus plantarum LL441 proizvedi u eksponencijalnoj
fazi rasta, pri ¢emu je maksimalna vrijednost inhibicije rasta postignuta na pocetku stacionarne

faze, te je ostala nepromjenjena do kraja stacionarne faze rasta soja producenta.
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Na kraju kokultivacije, pH vrijednost podloge je iznosila 5,95. Pri koncentracijama mlije¢ne
kiseline u uzorcima nakon 24 h kokultivacije nije ustanovljena inhibicija rasta L. monocytogenes
ATCC®19111™ jspitana metodom difuzije s rupama u agaru (rezultati nisu prikazani). Kako L.
monocytogenes ATCC®19111™ nije osjetljiva na kisele uvjete (Smith i sur., 2013), pa tako ni na
djelovanje mlije¢ne kiseline koja je uzrokovala snizavanje pH vrijednosti hranjive podloge, moze
se pretpostaviti da inhibicijsko djelovanje L. plantarum D13 proizlazi iz bakteriocinske aktivnosti.
Prilikom kokultivacije sa S. aureus 3048, D13 ima slabije ihibitorno djelovanje na kraju
eksponencijalne faze rasta u usporedbi s L. monocytogenes ATCC®19111™. Inhibicija rasta je
iznosila oko 2 log jedinice u odnosu na rast S. aureus 3048 u monokulturi. Pretpostavljeno je da je
indukcija bakteriocinske aktivnosti L. plantarum D13 bila tijekom eksponencijalne faze rasta u
kokulturi koja se zadrzala i tijekom stacionarne faze rasta. Nakon 24 h kokultivacije pH vrijednost
podloge je iznosila 6,5. Pri koncentracijama mlije¢ne kiseline u uzorcima nakon 24 h kokultivacije
nije ustanovljena inhibicija rasta S. aureus 3048 ispitana metodom difuzije s rupama u agaru
(rezultati nisu prikazani), stoga inhibicijsko djelovanje L. plantarum D13 tijekom kokultivacije,
ukazuje na mogucu bakteriocinsku aktivnost. Ovi rezultati su u skladu s Maldonado-Barragéan i
sur. (2013) koji su predlozili da je indukcija biosinteze bakteriocina kokultivacijom sa specificnim
bakterijskim vrstama, zajednic¢ko obiljezje L. plantarum sojeva.

Antibakterijska aktivnost soja L. plantarum D13 mozZe biti posljedica snizavanja pH vrijednosti
mikrookoli$a uslijed proizvodnje mlije¢ne i octene kiseline ili razli¢itih drugih antimikrobnih
metabolita poput bakteriocina. Bakteriocini BMK su prema definicjii ribosomski sintetizirani
antimikrobni peptidi ili proteini koji djeluju antimikrobno prema srodnim Gram-pozitivnim
bakterijama (Suskovié i sur., 2010). Prisutnost potencijalnih plantaricina u uzorku supernatanta
kulture L. plantarum D13 dokazana je nakon tretmana s proteinazom K i kuhanjem, pri ¢emu su
zone inhibicije nize u usporedbi s kontrolom. Za detaljniju karakterizaciju plantaricina na
genomskoj razini, provedena je bioinformaticka analiza genoma L. plantarum D13 s ciljem
kreiranja genskih klastera odgovornih za njihovu biosintezu. Geni koji kodiraju za biosintezu
bakteriocina su ve¢inom organizirani u operonske klastere koji se sastoje od minimalno Cetiri gena;
strukturni gen koji kodira za prebakteriocin, gen za imunitet koji kodira za imunosni protein ¢ija
uloga je zastita soja producenta od proizvedenog bakteriocina, gen koji kodira za ABC transporter
za sekreciju bakteriocina iz stanice, i gen koji kodira za pomoc¢ni protein, kljuéan u procesu

transporta iz stanice, a mogu se nalaziti na kromosomu, plazmidima ili transpozonima (Drider i
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sur., 2006). BAGEL 4.0, omogucuje in silico identifikaciju genskih klastera u prokariotskoj DNA
ukljucenih u biosintezu bakteriocina. Primjenom BAGEL 4.0, detektirana su tri podrucja od
interesa koja se nalaze na kontizima 7., 11. i 12., soja D13, a koji odgovaraju genskim Kklasterima
plantaricina. BAGEL 4.0 analizom genomskih sekvenci osim ve¢ detektiranih gena koji kodiraju
zaplantaricine A, EF i peptid PInJ plantaricina PInJK, koji su potvrdeni PCR metodom, detektirano
je jos 5 dodatnih gena pInY, pInS, pInO, pInN i pInK, koji sudjeluju u biosintezi ovih antimikrobnih
peptida. Dodatno, detektirana su 3 gena ukljucena u biosintezu plantaricina, 5 gena koji su
ukljuCeni u transport plantaricina iz stanice te 4 gena koji su odgovorni za otpornost soja
producenta bakteriocina na vlastiti proizvedeni plantaricin, a koji su prisutni i u genomima drugih
sekvencioniranih L. plantarum sojeva (prilog 1). Biosinteza plantaricina EF i JK i plantaricina N
detektirana je kod soja L. plantarum C11 (Anderssen i sur., 1998), kao i signalnog peptida
plantaricin A (Sand i sur., 2013) te pInO gena koji kodira za glikoziltransferazu (Diep i sur., 2009b),
dok je plantaricin S pronaden kod soja L. plantarum LPCO10 (Jimenez-Diaz i sur., 1995), a
plantaricin Y kod soja L. plantarum 510 s dokazanim antimikrobnim djelovanjem prema L.
monocytogenes (Chen i sur., 2014). Pomo¢u metode prepoznavanja sli¢nosti primjenom SWISS-
MODEL servera predvidena je trodimenzionalna struktura peptida plantaricina soja L. plantarum
D13, koja pokazuju homologiju strukture sa strukturama PInJK soja L. plantarum C11 (Rogne i
sur., 2009) i PInEF soja L. plantarum C11 (Fimland i sur., 2008), a ¢ije su 3-D strukture su odredene
NMR metodom.

Osim plantaricina koji su antimikrobni peptidi malih molekulskih masa, cilj je i detekcija jos jedne
skupine metabolita koje sintetiziraju pojedine BMK. Radi se o egzopolisaharidima koji imaju
makromolekularnu strukturu. EPS-i su povrsinski ugljikohidratni polimeri prisutni u bakterijama
koji mogu ¢initi zastitni sloj, ali i sudjeluju u interakciji s okoliSem (Bengoa i sur., 2018; Dertli i
sur., 2015). Sinteza pojedinih EPS-a kod BMK o¢ituje se formiranjem tipi¢nog ,,ropy* fenotipa,
kojeg karakterizira pojava rastezljivih filamentoznih niti nakon uzgoja na MRS agar podlozi
obogacenoj ugljikohidratima (Castro-Bravo i sur., 2018). ,,Ropy* fenotip je ustanovljen kod soja
L. fermentum D12 izoliranog iz dimljenog svjezeg sira, te se dalje istrazivao kao potencijalni
producent EPS-a. Prema Degeest i sur. (2001) ukupni prinos EPS-a kojeg proizvode BMK ovisi 0
fizikalno-kemijskim faktorima kao §to su sastav medija, osobito izvori ugljika, dusika i kationa,
soju producentu i uvjetima rasta kao $to su temperatura, pH vrijednost, dostupnost kisika te

vremenu kultivacije. Uvjeti uzgoja, kao $to je obogacivanje podloge za rast razli¢itim izvorima

131



Secera, moze utjecati na koli¢inu, strukturu i biolosku funkciju proizvedenog EPS-a sojeva BMK
(Ryan i sur., 2015). Kako bi se ustanovio potencijalan utjecaj razlicitih izvora ugljika dodanih u
hranjivu podlogu na molekulsku masu i strukturu proizvedenog EPS-a, provedena je izolacija EPS-
a soja L. fermentum D12 nakon uzgoja uz dodatak pet razli¢itih izvora Secera, glukoza, fruktoza,
galaktoza, saharoza i laktoza. Pri istim uvjetima provedena je izolacija EPS-a vezanih na povrsini
bakterijskih stanica (EPS-b) soja L. fermentum D12 i onih izlu¢enih u medij (EPS-r). Racunanjem
prinosa izoliranih EPS-a (Yeps(mg/L)) i odredivanjem ¢istoce UV/VIS spektrofotometrijom,
ustanovljeno je da soj L. fermentum D12 sintetizira EPS-e koji nisu vezani na povrsinu bakterijskih
stanica ve¢ ih izluCuje u izvanstani¢ni prostor (EPS-r) tijekom uzgoja u MRS hranjivoj podlozi uz
dodatak razli¢itih izvora ugljika. Uzorci EPS-a vezanih na povrSini bakterijskih stanica (EPS-b) su
izostavljeni iz daljnjih istrazivanja. *H-NMR analizom u ovom istraZivanju utvrdeno je da vrsta
dodanog $ecera u hranjivu podlogu ne utjece na kemijsku strukturu EPS-r soja L. fermentum D12,
stoga su svi uzorci zdruzeni u jedinstveni uzorak. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima van den
Berg i sur. (1995) koji je dokazao da dodatak razli¢itih izvora ugljika kao $to su fruktoza, laktoza
i galaktoza ne utjecu na strukturu proizvedenog EPS-a soja Lactobacillus sake 0-1. Najveci prinos
EPS-r soja L. fermentum D12 ostvaren je primjenom glukoze kao dodatnog izvora ugljika, §to je u
skladu s rezultatima Cerning i sur. (1994). Prema dosadasnjim istrazivanjima, prinos EPS-a kojeg
proizvode BMK prirodnim putem je u rasponu od 50-400 mg/L, za razliku od ostalih bakterija, ¢iji
prinos moze biti i do 25 g/L kao kod ksantana (Cirrincione i sur., 2018), sto ¢ini soj L. fermentum
D12 aktivnim producentom EPS-a, u usporedbi s drugim sojevima producentima EPS-a roda
Lactobacillus (Balzaretti i sur., 2017; Gerwig i sur., 2013). 'H-NMR, GC i GC-MS analizama
ustanovljeno je soj L. fermentum D12 proizvodi dva razli¢ita polisaharida: glikogen i razgranati
heteropolisaharid koji sadrzi t-Glup i 2,6-vezanu Galf. Struktura glikogena dokazana je i kod
bakterija koje ne pripadaju BMK, kao $to su Burkholderia cenocepacia BTS2 (Pellizzoni i sur.,
2016) i Petrotoga mobilis SJ95 (Zhang i sur., 2019). Do sada, opisano je samo nekoliko L.
fermentum sojeva koji proizvode EPS-g, od kojih troje proizvode ponavljajuée strukturne jedinice
EPS-a (Ale i sur., 2020). Anotacijom aminokiselinskih sekvenci dobivenih pomoc¢u RAST servera
primjenom BLASTp baze podataka ustanovljeno je da soj L. fermentum D12 sadrzi eps genski
klaster odgovoran za sintezu EPS-a (Butorac i sur., 2021). Prema Deo i sur. (2019) pretpostavljeni
eps klaster sadrzi gene za biosintezu, transport i regulaciju EPS-a, koji ukljué¢uju primarnu

glikoziltransferazu (epsE), jos jednu glikoziltransferazu (gtf), flipazu (wzx), polimerazu (wzy) i

132



tirozin kinazu (epsC”). Unutar klastera nedostaje epsB gen koji kodira za modulator tirozin kinaze,
a koji bi mogao biti kompenziran s genom na fosforegulatornom modulu na kontigu
NZ_RHMAOQ1000008.1. Za soj Lactiplantibacillus plantarum WCFSL1, koji sadrzi nekoliko eps
klastera, dokazano je da se nedostatak gena za sintezu EPS-a, moze nadoknaditi genima koji su
unutar drugih klastera (Remus i sur., 2012). Nedostatak primarnih gena za sintezu EPS-a, kao §to
su wzy, epsB i epsC (ili oba), wzx i epsE identificirano je i kod drugih BMK roda Lactobacillus
(Deo i sur., 2019). Geni koji sudjeluju u proizvodnji EPS-a ili aktivaciji prekursora nalaze se i na
drugim mjestima unutar genoma, kao sto je acetiltransferaza (GW747_RS07655) koja se nalazi na
pocetku klastera soja L. fermentum D12, ¢ija funkcija je kemijska modifikacija EPS-a, ili kao epsA
I epsD geni koji se nalaze na kontigu NZ_RHMAQ01000008.1. Gen koji kodira za transpozazu
(GW747 _RS07715) okruzuje eps-D12 Klaster, a nalazi se i kod drugih laktobacila (Deo i sir.,
2019). Unutar klastera pronadeni su geni koji kodiraju za biosintezu i aktivaciju galaktofuranoze,
kao 1 za aktivaciju glukoze, $to je u skladu s prethodno dobivenim rezultatima analize sastava
izoliranih EPS-a soja L. fermentum D12. Jedan od tih gena je UDP-galaktopiranoza mutaza (glf)
(GW747_RS07665) koja je ucestalo identificirana kod BMK (Deo i sur., 2019). Organizaciju gena
eps klastera roda Lactobacillus klasificirali su Deo i sur. (2019) u 8 skupina, analizom
hijerarhijskog grupiranja obzirom na prisutnost ili odsutnost gena. Neke od tih skupina su nazvane
»generickim* §to ukazuje na prisutnost epSABCDE gena na 5’ kraju, kao §to je to slucaj kod soja
L. fermentum YL-11 (Wei i sur., 2019), dok su drugi eps Kklastera, kojima nedostaju pojedini od
epsABCDE gena ili se nalaze na drugom mjestu u eps klasteru, klasificirani kao ,,negenericki®.
Analizom poravnanja sekvenci, organizacija gena eps klastera soja L. fermentum D12 se moze
svrstati ,,negenerickom* klasteru koji pripada skupini 8. Dodatno, analizom genoma ustanovljeno
je da soj L. fermentum D12 sadrzi 7 gena koji kodiraju za fosfotransferazni sustav (PTS) za unos
razliitih vrsta Secera u stanicu, D-manoza, celobioza, D-saharoza, D-glukoza, D-galaktoza, D-
laktoza, D-riboza, D-ksiloza, D-fruktoza, D-maltoza i D-melibioza $§to je u skladu s
fermentacijskim profilom dobivenim API 50 CHL testom (rezultati nisu prikazani).

Kako proizvodnja EPS-a kod probioti¢kih sojeva ima vaznu ulogu u adheziji i kolonizaciji GIT-a,
gdje vrsta, struktura i koncentracija EPS-a mogu imati utjecaj na sposobnost adhezije (Alp i
Kuleasan, 2019; Lebeer i sur., 2008), ispitana je uloga EPS-a kao funkcionalnih biomolekula, a to
je sposobnost kolonizacije GIT-a domacina. Uspjes$na kolonizacija mukozne povrsine direktna je

posljedica ucinkovite bakterijske adhezije na komponente crijeva, prvenstveno proteine
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ekstracelularnog matriksa (Styriak i sur., 2003) i glikoprotein mucin, a svojstvo autoagregacije se
smatra predispozicijom za adheziju na epitelnu povrSinu, a kasnije i za kolonizaciju BMK u GIT-
u domacina (Rajoka i sur., 2017). Zbog strukturnih i funkcionalnih svojstava Caco-2 stanica,
porijeklom iz humanog intestinalnog epitela, koja se najceSc¢e koriste kao in vitro modeli za
ispitivanje adhezijskih svojstava BMK (Moussavi i Adams, 2009), ovaj tip stanica je odabran za
ispitivanje utjecaja razli¢itih koncentracija EPS-a na adhezijska svojstva soja producenta. Kako bi
se preliminarno procjenilo da li EPS posreduje u adheziji, ispitan je i kapacitet vezanja D12 na
purificirane proteine ECM te glikoprotein mucin, koje su osnovne strukturne komponente mukusa.
Ispitivanjem utjecaja razli¢itih koncentracija EPS-a na autoagregacijska i adhezijska svojstva soja
L. fermentum D12, dokazana je najbolja mogucnost vezanja na proteine ECM-a, fibronektin,
laminin, kolagen, pri koncentraciji koja odgovara stvarnom prinosu proizvodnje EPS-a, 0,2
mg/mL. Sli¢an u¢inak je postignut i tijekom ispitivanja autoagregacije, $to ukazuje na funkcionalna
svojstva proizvedenog EPS-a. Kod vezanja na glikoprotein mucin uoceno je da je dodatakom
razli¢itih koncentracija EPS-a smanjena mogucnost vezanja, dok kod adhezije na Caco-2 stanice
nema uc¢inka. Rezultati upucuju na to da razlicita fizikalno-kemijska, odnosno strukturna svojstva
proizvedenih EPS-a, kao i njihova koncentracija, specifi¢no utjecu na sposobnost adhezije, pri
¢emu su znacajna i povrSinska svojstva stanice probiotickog soja producenta. EPS-i sojeva roda
Lactobacillus osim adhezijskih svojstava mogu imati i ulogu za bakterijske stanice zbog zastitnog
djelovanja teskih metala, suSenja ili nekih drugih stresnih okoli$nih ¢imbenika (Limoli i sur., 2015).
Ispitivanjem zastitne uloge razli¢itih koncentracija EPS-a tijekom liofilizacije, dokazano je da
povecéanje koncentracije EPS-a ima zastitnu ulogu tijekom susenja. Rezultati su u skladu s Nguyen
I sur. (2014), gdje je povecenje koncentracije EPS-a imalo zastitni u¢inak na prezivljavanje soja
Bifidobacterium bifidum THT 0101 tijekom liofilizacije.

Na temelju antimikrobnog i bakteriocinskog djelovanja, proizvodnje EPS-a i ekspresije S-proteina
(Butorac i sur., 2021; Butorac i sur., 2020; Bani¢ i sur., 2018; Uroi¢ i sur., 2016; Beganovic i sur.,
2013), odabrano je 9 Lactobacillus sojeva BMK s ciljem odabira funkcionalnih starter kultura za
kontroliranu fermentaciju susenog svjezeg Sira ujednaCene kvalitete uz zadrzavanje svojstava
teksture i okusa tradicionalnog sira. Odabran je jedan Enterococcus faecium soj i jos 11 sojeva
vrste Lactococcus lactis zbog najbolje proucenog proteolitickog sustava razgradnje kazeina
djelovanjem proteinaza. Proteinaze imaju bitnu ulogu u proizvodnji sira, obzirom da sudjeluju u

razgradnji proteina i razvoju okusa tijekom zrenja sira (Kok i sur., 2011). Osim §to su odgovorne
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za rast stanica i formiranje arome, proteinaze BMK imaju i sposobnost razgradnje alergenih
proteina mlijeka (Kieliszek i sur., 2021). Tijekom proizvodnje sira, jedan od najbitnih ¢imbenika
je sposobnost koagulacije, koja se odvija istovremeno sa zakiseljavanjem mlijeka (Villegas i sur.,
2015). Kod svih ispitanih sojeva dokazana je sposobnost koagulacije mlijeka, iako su vrijednosti
titracijske kiselosti bile znatno veée nakon uzgoja u optimalnom mediju.

Potencijalna proteoliticka aktivnost odabranih sojeva BMK ispitana je procjenom razgradnje
proteina iz obranog mlijeka temeljem pojave bistrih zona, primjenom supernatanta kulture,
odnosno koncentrirane biomase stanica uzgojenih u optimalnom mediju i u obranom mlijeku.
Indukcija proteinazne aktivnosti nakon uzgoja u obranom mlijeku nije uo¢ena niti kod jednog soja.
IzraZenija kazeinoliticka aktivnost je uo¢ena pojavom zona oko bakterijskih kultura nakon uzgoja
u optimalnom mediju kod veéine sojeva. Sojevi roda Lactobacillus i Enterococcus iskazali su
izrazeniju mogucnost hidrolize kazeina u usporedbi sa sojevima roda Lactococcus. Odabrana su 4
soja, L. brevis D6, L. plantarum D13, L. fermentum D12 i E. faecium ZGZA7-10 za daljnu
karakterizaciju proteolitiCke aktivnosti pomoc¢u Ansonove metode, za daljnja ispitivanja u svrhu
proizvodnje autohtonog susenog svjezeg sira s dodanom funkcionalnom vrijedno$éu. Vecinu
proteina u mlijeku ¢ine kazein molekulske mase izmedu 25 i 35 kDa i sirutkini B-laktoglobulin i
a-laktalbumin, molekulskih masa 18 kDa i 14 kDa (Hurley, 2010). Stoga je za detekciju
proteoliti¢ke aktivnosti odabranih izolata BMK, odnosno razgradnje peptida uslijed djelovanja
proteaza, provedena Tricin-SDS-PAGE metoda. Dokazana je kazeinoliti¢ka aktivnost kod sva
Cetiri Soja. Za daljnju fenotipsku i genotipsku karakterizaciju enzima ukljucenih u proteoliticku
aktivnost, odabran je soj E. faecium ZGZA7-10. Enzimi proteolitickog sustava soja ZGZA7-10
identificirani su ProteinProspector MS-Tag pretrazivacem preko SwissProt i NCBI baze podataka,
nakon provodenja SDS-PAGE u kombinaciji s MALDI-TOF/TOF spektrometrijom masa.
Identificirani su enzimi proteolitickog sustava od kojih pojedini imaju kataliti¢ku ulogu razgradnje
proteina do oligopeptida, zatim peptidaze unutar stanice odgovorne za razgradnju oligopeptida do
kracih peptida i aminokiselina. Identificirani su i sustavi ABC transportera koji sluze za prijenos
raznovrsnih molekula, pa tako i peptida unutar stanice. Na genomskoj razini dokazana je prisutnost
intragenske regije odgovorne za ekspresiju proteinaza.

Homofermentativne BMK gotovo potpuno razgraduju laktozu u mlijeku u mlije¢nu kiselinu preko
piruvata, kako bi proizvele dovoljnu koli¢inu energije. Medutim, piruvat se moze alternativno

prevoditi u mnoge druge metabolite, kao Sto su acetat, etanol, diacetil i acetaldehid. Na taj nacin,
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BMK proizvode hlapljive komponente koje pridonose tipicnom okusu fermentiranih proizvoda.
Bakterije iz roda Lactobacillus medu kojima su i Lactiplantibacillus plantarum,
Limosilactobacillus fermentum i Levilactobacillus brevis, su dio autohtono prisutnin BMK u
fermentiranim mlije¢nim proizvodima i odgovorne su za specifi¢na senzorska svojstva sira, pa
njihova primjena kao starter kultura moze pridonjeti okusu i aromi sira, ovisno o soju koji se koristi
(Pedersen i sur, 2016). Mogu¢nost razgradnje laktoze, koji je nuzan preduvjet za primjenu starter
kultura u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda - suSenog svjezeg sira i sirutke, odredena
je analizom fermentacijskog profila L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium
ZGZAT7-10 sojeva primjenom APl 50 CHL metode. Zbog dokazanih korisnih u¢inaka NaCl-a u
proizvodnji sireva (Kalit, 2015; McSweeney, 2007), kod odabrana 4 soja, L. brevis D6, L.
plantarum D13, L. fermentum D12 i E. faecium ZGZA7-10, provedeno je ispitivanje parametara
fermentacije tijekom rasta u mlijeku uz dodatak razli¢itih koncentracija soli, 2,0, 4,01 6,5 % (w/v).
Odabrane su tri razli¢ite koncentracije soli kako bi se optimirao dodatak soli tijekom industrijske
proizvodnje suSenog svjezeg sira, a da ne utjeCe na mikrobiolosku aktivnost odabranih sojeva.
Tijekom fermentacije odreden je broj BMK, pH vrijednost i koncentracija proizvedene mlije¢ne
Kiseline. Naju¢inkovitiji rast uz dodatak razli¢itih koncentracija soli imao je soj E. faecium
ZGZAT-10 sto upucuje na adaptaciju bakterijskih stanica, odnosno osmotolerantnosti, a zatim
sojevi L. fermentum D12, L. plantarum D13 i L. brevis D6. Prema rezultatima rast bakterija je
inhibiran povec¢anjem koncentracije soli u mlijeku, $to posljedi¢no utjece i na smanjenje koli¢ine
proizvedene mlije¢ne kiseline i sposobnost grusanja. Odredivanjem koncentracija fermentacijskih
metabolita primjenom HPLC-UV/DAD kromatografije nakon prekonoé¢nog uzgoja u obranom
mlijeku, s obzirom na detektiranu prisutnost mlijecne i octene kiseline iz laktoze, svi sojevi BMK
okarakterizirani su kao heterofermentativni mikroorganizmi. Analiza proizvodnje diacetila nije
detektirana kod 4 soja. Raspon koncentracije diacetila ovisno o vrsti sira iznosi od 0,02-13,68 ppm,
a povecane koncentracije povezane su s neugodnim okusom sireva (Clark i Winter, 2015).

Prilikom izbora probiotickih sojeva potrebno je definirati sposobnost vezanja na mukoznu povrSinu
GIT-a domacina. Adhezija na intestinalnu mukozu stiti probioti¢ke stanice od ispiranja, pri cemu
omogucava privremenu kolonizaciju, imunolosku modulaciju i kompetitivhu ekskluziju patogena
te predstavlja fizicku barijeru prema dubljim slojevima intestinalnog epitela (Lahtinen i Ouwehand,
2009). Zbog strukturnih i funkcionalnih karakteristika Caco-2 stani¢ne linije, koja potjece od

ljudskog crijevnog epitela, ove stanice se najéesce koriste kao in vitro modeli za ispitivanje
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adhezijskih svojstava BMK (Lea, 2015). Nakon odabira sojeva BMK s odgovaraju¢im
funkcionalnim svojstvima, za proizvodnju susenog svjezeg sira: L. brevis D6, L. fermentum D12,
L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, ispitan je njihov kolonizacijski potencijal primjenom
fluorescentne mikroskopije na Caco-2 stani¢noj liniji, pri ¢emu su sojevi L. brevis D6 i L.
fermentum D12 pokazali su najbolju sposobnost vezanja. Dodatno, ispitano je prezivljavanje
odabranog konzorcija BMK in vivo na modelu eksperimentalnih $takora ¢iji sastav intestinalne
mikrobiote pokazuje visoku slicnost s intestinalnom mikrobiotom covjeka, kako bi se ustanovio
moguci kolonizacijski potencijal, ali i mogu¢i u¢inak na sastav intestinalne mikrobiote (Lecomte i
sur., 2015). Sastav intestinalne mikrobiote zdrave osobe je u homeostazi s domaéinom i ima vaznu
ulogu u probavi hrane, regulaciji metabolizma, iskoriStavanju energije iz hranjivih tvari te zastiti
sluznice crijeva. Osim toga, utjeCe i na imunosni sustav te apsorpciju nutrijenata, vitamina, lijekova
i toksi¢nih spojeva (Goldsmith i Sartor, 2014; Li i sur., 2008). Dostignuéa u tehnologijama
sekvencioniranja metagenoma omogucilo je kompleksne analize mikrobioma ¢iji rezultati upuéuju
na povezanost poremecaja u sastavu intestinalne mikrobiote s pojavom razlic¢itih bolesti (Lv i sur.,
2021; Hajjar i sur., 2021; Lecomte i sur., 2015; Goldsmith i Sartor, 2014). Prema rezultatima,
najvecu relativnu zastupljenost U intestinalnom mikrobiomu Stakora ¢ine bakterije koje pripadaju
koljenima Firmicutes i Bacteroidota. Nakon kaniliranja Stakora suspenzijom sojeva L. brevis D6,
L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, povecana je relativna zastupljenost
bakterija porodice Prevotellaceae, Lachnospiraceae i Ruminococcaceae. Ove bakterije su
producenati kratkolan¢anih masnih kiselina i uobicajeni su predstavnici bakterijske populacije
intestinalne mikrobiote zdrave osobe (Jandhyala i sur., 2015). U intestinalnoj mikrobioti osoba
oboljelih od Parkinsove bolesti (Scheperjans i sur., 2015), smanjen je udio bakterija iz navedenih
porodica u usporedbi s mikrobiotom zdrave osobe. Smatra se da nedostatak Prevotellaceae u
intestinalnom mikrobiomu uzrokuje inhibiciju sinteze mucina §to rezultira poveéanom
permeabilnosti crijeva (Brown i sur., 2011; Forsyth i sur., 2011). Bakterije iz porodice
Rikenellaceae, ¢iji je udio u intestinalnoj mikrobioti ispitivanih Stakora takoder poveéan nakon
administracije, su tipi¢ni u sastavu intestinalne mikrobiote zdravih ljudi. Povecanje relativne
zastupljenosti bakterija iz porodice Peptostreptococcaceae, koji su znacajno zastupljeniji kod
zdravih Zivotinja nego kod onih koje boluju od poremecaja ravnoteze intestinalne mikrobiote (Leng
i sur., 2016). Nakon tretmana, nisu detektirane bakterije iz porodice Methanobacteriaceae u

mikrobiomu S$takora. Ovoj porodici pripadaju bakterije Methanobrevibacter smithii, koje se
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povezuju s povecanim rizikom od razvoja pretilosti (Mbakwa i sur., 2015). Na razini bakterijskih
rodova, nakon kaniliranja §takora odabranom konzorcijem BMK, snizena je relativna zastupljenost
Saccharibacteria u koje se ubraja Candidatus Saccharimonas, Gram-negativna bakterija koja
uzrokuje upalne bolesti sluznice crijeva (McMullen i sur., 2015), kao i smanjenje zastupljenosti
patogene bakterije roda Streptococcus. Takoder, prema rezultatima povecana je zastupljenost
bakterija roda Alloprevotella i Prevotella, producenata kratkolacanih masnih kiselina, kao i
zastupljenost bakterija roda Roseburia, koji su producenti butirata. Nedostatak butirata uzrokuje
povecanu permeabilnost crijeva, a odredena koncentracija ove kratkolan¢ane masne kiseline u
crijevima ima zastitni uéinak prilikom razvoja tumora (Hajjar i sur., 2021). Potencijal probioti¢kih
sojeva da utjecu na bioraznolikost crijevne mikrobiote ustanovili su Lv i sur. (2021) profiliranjem
mikrobioma fecesa imunokomprimitiranih S$takora zdruZzenom primjenom bakterija roda
Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus i Bacillus. Rezultati istrazivanja ukazali su na
poveéanje relativne zastupljenosti bakterijskinh koljena Proteobacteria, Fusobacteriota i
Actinobacteriota, te izostanak Spirochaetota i Cyanobacteria.

5.2. Tehnolos$ki aspekti primjene BMK sa svojstvom sinteze specifi¢nih biomolekula

S ciljem zadrzavanja funkcionalnosti odabranih starter kultura tijekom biotehnoloske proizvodnje,
transporta, skladiStenja te konacne primjene u fermentiranom mlije¢nom proizvodu, istrazuju se
razli¢iti tehnoloski aspekti kako bi se postigao Sto veéi broj metabolicki aktivnih bakterijskih
stanica. Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je ispitati u¢inak mikroinkapsulacije bakterijskih stanica
optimiranjem odabira razli¢itih nosa¢a, parametara liofilizacije uz dodatak razli¢itih lioprotektora,
te primjena prebiotickih supstrata kako bi se u kona¢noj probiotickoj formulaciji, odnosno u
pripravku funkcionalne starter kulture zadrzao visok broj metaboli¢ki aktivnih bakterijskih stanica
tijekom biotehnoloske proizvodnje, transporta, Cuvanja i primjene in situ. Mikroinkapsulacija se
Cesto primjenjuje jer zastiCuje bakterijske stanice u nepovoljnim uvjetima mikrookolisa. Svrha
mikroinkapsulacije je poboljSanje prezivljavanja bakterija tijekom primjene do ciljnog mjesta
djelovanja u intestinalnom traktu. Mikrokapsule s bakterijskim stanicama nisu topljive u vodi, kako
bi u prehrambenom proizvodu struktura bila o¢uvana i tijekom dopreme do gastrointestinalnog
trakta (Chavarri i sur., 2012). Za mikroinkapsulaciju probioti¢kih bakterija primjenjuju se razligiti
nosaci poput ionskih hidrogelova alginata i hitozana, hidrogelova poput gelan gume, ksantana,

karagenana i zelatine, mlije¢ni proteini kazein ili sirutkini proteini. Primjena alginata doprinosi
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stabilnosti strukture formirane mikrokapsule pri niskim pH vrijednostima, koje bubre u slabo
bazi¢nim otopinama, stoga su pogodne za zastitu bakterija tijekom prolaska kroz GIT, gdje se
izlazu vrlo niskim pH vrijednostima ZzeluGanog soka, a istovremeno omoguéuju polagano
otpustanje u bazi¢nim pH vrijednostima u crijevima (Chavarri i sur., 2012). Alginat se ucestalo
primjenjuje u postupcima mikroinkapsulacije zbog prednosti kao $to su netoksi¢nost, jednostavnost
provodenja metode, ekonomicnosti, te je prihvacen kao dodatak prehrani (Chavarri i sur., 2012;
Islan i sur., 2012). Bakterijske stanice su mikroinkapsulirane u razli¢itim polimernim nosa¢ima, u
alginatu, k-karagenanu i u kazeinu s enzimom transglutaminazom. Tehnologija mikroinkaspulacije
uspje$no je provedena u sva tri ispitana polimerna matriksa. Odredena je ucinkovitost
mikroinkapsulacije u vrijednosti vi$oj od 91 %, pri ¢emu se alginat pokazao kao najoptimalniji
nosa¢ kod ispitanih L. brevis D6, L. fermentum D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10
sojeva. Rezultati su u skladu s istrazivanjima Dehkordi i sur. (2020), te je odredena ucinkovitost
mikroinkaspulacije probioticke bakterije Lactobacillus acidophilus, primjenom alginata i
denaturiranih sirutkinih proteina u rasponu vrijednosti od 81,42 do 97,51 %, ovisno o
koncentracijama upotrebljenih polimernih matriksa. U svrhu poboljsanja prezivljavanja BMK
tijekom dehidracije i kasnijeg skladistenja, izbor odgovaraju¢e metode suSenja je znacajan.
Liofilizacija probiotickih stanica Cesto se koristi za dehidraciju, osobito za proizvodnju velikih
koli¢ina suhih aktivnih pripravaka koncentriranih mikrobioloskih kultura. Kako liofilizacija
obuhvaca suSenje proizvoda u zamrznutom obliku, tijekom procesa smanjuje se koli¢ina vode u
stanicama s ciljem usporavanja metabolickih procesa, a ujedno je i cilj ocuvanje stani¢ne strukture
metabolicke aktivnosti stanice. Pri tome je znacajno definirati otpornost fosfolipida stani¢ne
membrane pri prelasku iz tekuée u gel fazu, a dodatak SeCera moze utjecati na sniZavanje
temperature pri kojoj se taj prelazak odvija jer se vezu na povrsinu fosfolipida umjesto vode i na
taj nacin Cuvaju strukturu stanicne membrane. Bakterijske kulture su prilikom zamrzavanja i
susenja u vakuumu izloZene stresnim uvjetima koji mogu uzrokovati ostecenja stanice ili ¢ak
gubitak funkcije bakterijske stanice jer uklanjanje vezane vode uzrokuje oStecenje strukture
proteina, stani¢ne stjenke i citoplazmine membrane (Fonseca i sur., 2015). Da bi se zadrzala
metaboli¢ka aktivnost bakterijskih stanica tijekom liofilizacije primjenjuju se lioprotektori.
Lioprotektori su komponente koje sprjecavaju oStecenja stanica tijekom zamrzavanja, susenja i
skladiStenja. Dodaju se u medij prije pocetka liofilizacije u svrhu zaStite stanica, te kako bi se

povecao postotak prezivljavanja tijekom dehidratacije. Kao lioprotektori, koriste se obrano mlijeko
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u prahu, proteini sirutke, mono-(glukoza, ksiloza), di-(saharoza, laktoza i trehaloza) i polisaharidi
(inulin, Skrob, dekstran), alkoholi (glicerol i sorbitol), razli¢ite aminokiseline i njihovi derivati
(Siaterlis i sur., 2009). Prilikom liofilizacije funkcionalnih starter kultura ili probiotickih sojeva
BMK u svrhu postizanja $to veceg broja zivih stanica u suhom aktivnom pripravku, ¢esto se kao
lioprotektor primjenjuje obrano mlijeko. U usporedbi s drugim lioprotektorima, prednosti primjene
obranog mlijeka su: sprjecavanje osStecenja bakterijske stanice stabilizacijom komponente
citoplazmine membrane, stvaranjem porozne strukture liofiliziranog pripravka bakterijskih stanica,
olaksana rehidratacija (Basholli-Salihu i sur., 2014). U svrhu postizanja $to veceg broja aktivnih
stanica tijekom pohrane i kasnije primjene, provedena je liofilizacija mikroinkaspuliranih stanica
BMK u alginatu uz dodatak lioprotektora sorbitola, saharoze, laktoze, inulina i obranog mlijeka.
Smrtnost odabranih sojeva tijekom liofilizacije bila je znatno niza u odnosu na kontrolu, stoga se
moze pretpostaviti da odabrani lioprotektori imaju zastitni ué¢inak na bakterijske stanice tijekom
stresnih uvjeta liofilizacije. Prema rezultatima obrano mlijeko se pokazalo kao najprikladniji
lioprotektor, obzirom da je broj aktivnih stanica bio vec¢i u usporedbi s primjenom ostalih
lioprotektora $to ga ¢ini najboljim izborom u zastiti stanica L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10 tijekom stresnih uvjeta liofilizacije. Nadalje, da bi
probioticke bakterije dosle do kolona moraju prezivjeti u visokom broju prolazak kroz nepovoljne
uvjete usne Supljine i tankog crijeva §to je veliki izazov. Takoder, bitno je i prezivljavanje
probioti¢kih bakterija tijekom procesiranja i skladistenja funkcionalne hrane koja ih sadrzi, kako
bi se osigurala Zeljena koli¢ina bioaktivnih stanica u kona¢nom proizvodu (Anal i Singh, 2007).
Za funkcionalnost probiotickih bakterija preporuceno je da minimalna uc¢inkovita dnevna koli¢ina
koju je potrebno konzumirati iznosi 105-10° Zivih mikrobnih stranica (Watson i Preedy, 2015).
Prema rezultatima mikroinkapsulacije u alginatu i liofilizacije uz dodatak obranog mlijeka kao
lioprotektora doprinosi zastiti prilikom prolaska bakterijskih stanica L. brevis D6, L. fermentum
D12, L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10 kroz simulirane uvjete GIT-a. Rezultati su u skladu
s Dehkordi i sur. (2020) koji su dokazali zastitni u¢inak mikroinkapsulacije primjenom alginata i
denaturiranih sirutkinih proteina, tijekom izlaganja stresnim uvjetima GIT-a bakterije
Lactobacillus acidophilus.

EPS-i bakterija su prisutni dulji vremenski period od drugih sastojaka hrane u GIT-u covjeka i
pretpostavlja se da zbog prebioti¢kog svojstva mogu utjecati na kolonizaciju trakta probioti¢kim

sojevima iz rodova Bifidobacterium i Lactobacillus slicno drugim prebioticima,
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fruktooligosaharidima, galaktooligosaharidima i inulinu koji su izvor ugljika za crijevne bakterije
(de Roos, 2000). Bakterijskom fermentacijom ovih rezistentnih ugljikohidrata nastaju
kratkolanéane masne kiseline (engl. short chain fatty acids, SCFA) i mlije¢na kiselina koje
reduciraju broj patogenih bakterija u crijevima, moduliraju imunoloski sustav, osiguravaju izvor
energije za stanic¢ni epitel debelog crijeva, te moduliraju metabolizam kolesterola i lipida kao i
sastav mikrobiote (Topping i Clifton, 2001). EPS-i mogu biti fermentabilni supstrati s prebiotickim
potencijalom povecanja udjela intestalnih bifidobakterija u intestinalnom mikrobiomu
(Hongpattarakere i sur., 2012). Zbog funkcinalnih ucinaka prebiotika na zdravlje domacina i u
svrhu povecanja broja zivih stanica soja producenta EPS-a L. fermentum D12, provedena je
mikroinkapsulacija u alginatu za koji je dokazana najbolja u¢inkovitost, uz dodatak tri razli¢ite
vrste prebiotika, inulin + FOS, manitol i laktuloza. Dodatak razli¢itih vrsta prebiotika ne utjece na
ucinkovitost mikroinkapsulacije, a procesom liofilizacije dobivenih mikrokapsula jo$ jednom je
dokazan protektivni u¢inak obranog mlijeka. Uloga prebiotickih suspstrata, inulina + FOS,
manitola i laktuloze, dokazana je tijekom godinu dana ¢uvanja, gdje su procesom liofilizacije
usporeni svi metaboli¢ki procesi unutar stanice, dok im je izvor ugljika osiguran dodatkom
prebiotika. Rezultati su u skladu sa Sathyabama i sur. (2014) koji su dokazali da dodatak prebiotika
u alginatni polimer tijekom postupka mikroinkapsulacije ima povoljan u¢inak na prezivljavanje
probiotickih bakterija, posebno tijekom cCuvanja pri niskim temperaturama. Medu analiziranim
prebioticima, manitol se pokazao kao naju¢inkovitiji prebioticki supstrat za soj L. ferementum D12.
Sli¢no su dokazali Succi i sur. (2017) jer je odreden veci postotak prezivljavanja Lactobacillus
sojeva uz dodatak prebiotika manitola tijekom kultivacije. Protektivni u¢inak mikroinkapsulacije
u alginatu dokazan je i tijekom izlaganja liofiliziranih mikrokapsula stanica L. fermentum D12 uz
dodatak tri razli¢ite vrste prebiotika, kroz simulirane uvjete GIT-a. Protektivni u¢inak moze se
pripisati postupku mikroinkapsulacije stanica, zbog stabilnosti alginata pri niskim pH
vrijednostima, zbog ¢ega $titi stanice od kiselih uvjeta u Zelu¢anom soku i sposobnosti bubrenja u
slabo bazi¢nim otopinama, pri ¢emu je omoguceno polagano otpusStanje probiotiCkih bakterija 1
dodanih prebiotika u bazi¢nim uvjetima koji prevladavaju u tankom crijevu. Nakon otpustanja
odabranih probiotickih bakterija u tankom crijevu, one dospijevaju u kolon. Sinbiotic¢ki ucinak
postignut je dodatkom prebiotika ¢ime se postize proliferacija, odnosno selektivno poticanje rasta
pozeljnih komensalnih bakterija. Takoder, prebiotici sluze i kao supstrat ili hrana intestinalnoj

mikrobioti za koje se smatra da pozitivno utjecu na zdravlje domacina. Liao i sur. (2019) su takoder
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dokazali ucinkovitost mikroinkapsulacije u alginatu za uspjeSnu dopremu stanica soja L.
fermentum L7, izoliranog iz maj¢inog mlijeka, do GIT-a. Dodatno, RAPD-PCR reakcijom
dokazana je prisutnost probiotickog soja L. fermentum D12 u svim mikrokapsulama, a SEM
analizom morfologija mikrokapsule koje su pogodne za dopremu supstrata kao $to je EPS do

kolona.

5.3. Primjena BMK kao funkcionalnih starter kultura za fermentaciju inovativnih proizvoda

BMK se ve¢ dugi niz godina primjenjuju kao starter kulture s ciljem poboljsanja organoleptickih,
nutricionistickih i tehnoloskih Kkarakteristika proizvoda. Kao glavni produkt fermentacije
ugljikohidrata nastaju mlije¢na i/ili octena kiselina, ali mogu proizvesti i etanol, bakteriocine,
razli¢ite aroma komponente i EPS. Uslijed promjene pH vrijednosti, mijenjaju se izvorne
karakteristike hrane, $to rezultira poboljSanjem organoleptickih karakteristika kona¢nog proizvoda
(Suskovi¢ i sur., 2010; De Vuyst i sur., 2007) i sprjeavanjem rasta patogenih mikroorganizama i
uzro¢nika kvarenja hrane. Starter kulture su pripravci koji sadrZe Zive mikroorganizme, a
primjenjuju se za dobivanje razli¢itih fermentiranih namirnica s krajnjim ciljem oplemenjivanja tih
namirnica razlic¢itim proizvodima metabolizma upotrijebljenih starter kultura. Funkcionalne starter
kulture se mogu definirati kao kulture koje posjeduju barem jedno funkcionalno svojstvo s krajnjim
ciljem poboljsanja kvalitete kona¢nog proizvoda koji ¢e imati pozitivan uinak na zdravlje i
fiziologiju potrosaca (Lebos Pavunc i sur., 2012).

Najvaznije svojstvo primjene BMK kao starter kultura je zakiseljavanje mlijeka pri ¢emu
zahvaljujuci svom proteolitickom sustavu metaboliziraju proteine mlijeka te na taj nacin formiraju
okus i teksturu samog proizvoda (Griffiths i Tellez, 2013; Kongo, 2013). Blagi kiseli okus i ugodna
svjezina jedne sU od najvaznijih karakteristika fermentiranih mlije¢nih proizvoda kao $to su jogurt
i sir. Sirevi se opc¢enito mogu podijeliti prema vrsti mlijeka iz kojeg se proizvode na kravlje, ov¢je,
kozje i bivolje mlijeko, nac¢inu koagulacije (proizvedeni fermentacijom pomoc¢u BMK ili dodatkom
kiseline), konzistenciji (ekstratvrdi, tvrdi, polutvrdi, polumeki te meki, odnosno svjezi sirevi),
koli¢ini masti u suhoj tvari sira (ekstramasni, punomasni, masni, polumasni i posni), zrenju (bez
zrenja, sirevi koji zriju uz pomo¢ bakterija ili pomo¢ plijesni) 1 prema nainu proizvodnje
(Samarzija, 2021). Za rast i aktivnost u mlijeku, grusu ili tijestu sira, BMK koriste laktozu koju
unose u stanicu pomocu specifi¢nih transportnih sustava nakon c¢ega se hidroliziraju u

monosaharide, koje se tada metaboliziraju pomocu brojnih enzima razli¢itim putevima, uz
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proizvodnju metabolita (Tratnik i Bozani¢, 2012). Zdruzena primjena odabranih starter kultura koji
sintetiziraju biomolekule poput povrsinskih S-proteina, EPS, bakteriocina i bioaktivnih peptida in
situ moze doprinjeti razvoju novih fermentiranih proizvoda s poboljSanim nutritivnim svojstvima
i dodanom funkcionalnom vrijedno$¢u proizvoda, a bez primjene prehrambenih konzervansa ili
aditiva. Ovakav pristup predstavlja prirodnu alternativu, atraktivnu suvremenim potrosac¢ima, uz
postizanje ekonomskog ucinka bitnog za prehrambenu industriju. Stoga, dizajniran je konzorcij
BMK koji sadrzi tri Lactobacillus i jednog Enterococcus soja, a koji su primjenjeni kao mjeSovita
funkcionalna starter kultura za provedbu kontrolirane fermentacije u proizvodnji suSenog svjezeg
sira i sirutke primjenom svjezeg kravljeg mlijeka. Sva Cetiri soja, L. brevis D6, L. fermentum D12,
L. plantarum D13 i E. faecium ZGZA7-10, iskazuju specifi¢ne funkcionalne karakteristike poput
sinteze biomolekule povrsinskih S-proteina, EPS, plantaricina i proteoliticke aktivnosti.
Fermentirani suSeni svjeZi sirevi i sirutka proizvedeni su u kontroliranim uvjetima s definiranim
sastavom i brojem probiotickih bakterija u inokulumu za proizvodnju susenog svjezeg sira. Nakon
proizvodnje i tijekom skladistenja proizvedenih susenih svjezih sireva potvrdena je mikrobioloska
Cisto¢a i odredeni su fizikalno-kemijski parametri (pH vrijednost, volumen izdvojene sirutke i
prinos sira) koji ukazuju na sigurnost i kvalitetu gotovog proizvoda, potvrduju odabrane parametre
tehnologije proizvodnje, pri ¢emu se kao odabrane kontrolne tocke mogu definirati: temperatura
tijekom fermentacije (24 °C), pH vrijednost sira (izoelektri¢na tocka kazeina pri pH vrijednosti 4,6
kao parametar zavrietka fermentacije) i pocetni broj od 108 CFU/mL starter kulture u mlijeku za
proizvodnju sira. Suhi svjezi sir proizveden primjenom odabranog konzorcija BMK nije se
znadajno razlikovao od kontrolnog sira proizvedenog primjenom komercijalne DELVO®CHEESE
CT-203 DSF starter kulture u pH vrijednosti, prinosu i sinerezi. Kiselost oba sira u ovom
istrazivanju je bila nizih vrijednosti od onih koje su objavili Bekele i sur. (2018) za svjezi sir (4,54-
5,20), dok je prinos svjezeg sira dobiven fermentacijom odabranih starter kultura (35,58+8,10 %)
u skladu s prinosom svjezeg sira proizvedenog primjenom odabranih autohtonih sojeva
Limosilactobacillus fermentum A8 i Enterococcus faecium A7 (Lebos Pavunc i sur., 2012). Prema
Pravilniku o sirevima i proizvodima od sireva (NN 20/2009) i udjelu suhe tvari, proizvedeni suseni
svjezi sirevi se mogu svrstati u ekstra tvrde sireve. Sir proizveden primjenom dizajniranog
konzorcija BMK se prema udjelu mlije¢ne masti moze svrstati u polumasne, dok se kontrolni sir
moze svrstati u masne sireve (Samarzija, 2021). Senzorskim ispitivanjem ustanovljena su bolja

organolepti¢na svojstva sira proizvedenog primjenom odabranih funkcionalnih BMK. Dobivene
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razlike, posebice u okusu i mirisu mogu se pripisati specificnim svojstvima primjenjenih starter
kultura. Kremasta tekstura sira proizvedenog primjenom odabranog konzorcija BMK mogla bi biti
povezana sa sintezom EPS-a soja L. fermentum in situ (Butorac i sur., 2021). Prema Surberu i sur.
(2021) BMK koje proizvode EPS-e sa specifi¢nim ,,ropy* fenotipom mogu doprinijeti pobolj$anju
teksture kremastih sireva. Primjena selekcioniranih autohtonih starter kultura, E. faecium A7 i L.
fermentum A8, takoder je imala povoljan u¢inak na senzorska svojstva svjezeg sira U usporedbi sa
svjezim sirom proizvedenog primjenom komercijalne starter kulture (Lebo$§ Pavunc i sur., 2012).
Ukupan broj zivih stanica BMK u slucaju sira proizvedenog dizajniranim konzorcijem starter
kultura i u slucaju kontrolnog sira proizvedenog dodatkom komercijalne starter kulture
DELVO®CHEESE CT-203 DSF je bio veéi od 10° CFU/g. Navedeni rezultati odgovaraju
istrazivanjima koja su pokazala da je potrebno konzumirati 108 Zivih probioti¢kih stanica kako bi
se postigao povoljan u€inak na zdravlje domacina, Sto znac¢i da u dnevnom unosu od 45 grama sira
treba biti 6x10° takvih bakterija, uz njihovo prezivljavljavanje od 30 % (Lovayova i sur., 2015).
Mikrobioloska kvaliteta mlijeka i mlije¢nih proizvoda je vrlo vazna jer zbog svojeg prirodnog
sastava 1 svojstava osiguravaju idealne uvjete za rast i razmnozavanje razlicitih vrsta
mikroorganizama. Prisutnost patogene bakterije L. monocytogenes u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima predstavlja zdravstveni problem jer se kao uzro¢nik listerioze javlja puno rjede u
odnosu na druge bolesti prenosive putem hrane, poput salmoneloze i kampilobakterioze, no
uzrokuje visoku stopu smrtnosti do 40 %. U industrijskoj proizvodnji mljekarskih proizvoda L.
monocytogenes predstavlja znacajan problem zbog uspjeSnog rasta u Sirokom rasponu pH
vrijednosti  (4,3-9,6) i temperature (-1,5-45°C) te izrazite otpornosti prema visokim
koncentracijama NaCl-a do 12 % (Bubonja i sur., 2007). Kontaminacija pasteriziranog mlijeka i
mlije¢nih proizvoda rodovima Listeria i Salmonella ¢esto je prisutna zbog losih higijenskih uvjeta
proizvodnje. Ispitivanjem mikrobioloske ¢istoce nakon proizvodnje i tijekom skladistenja nije
doslo do porasta bakterija roda Listeria i Salmonella, $to je u skladu s Pravilnikom o
mikrobioloSkim kriterijima za hranu (NN 74/2008), prema kojem bakterija L. monocytogenes ne
smije biti prisutna u broju ve¢em od 100 CFU/g tijekom deklariranog roka trajanja proizvoda.
Takoder, bakterija L. monocytogenes ne smije biti prisutna u 25 g proizvoda koji se stavlja na
trziste. Isto vrijedi i za bakteriju roda Salmonella, koja ne smije biti prisutna u 10 (25) g proizvoda

koji se stavlja na trziste.
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Sirutka nastaje kao sporedni proizvod u tehnoloskom procesu proizvodnje sira ili kazeina (Tratnik
i Bozanic¢, 2012), pri ¢emu predstavlja jedan od nedovoljno iskoristenih nusproizvoda prehrambene
industrije. Sirutka kao otpadni proizvod u inustriji proizvodnje sira predstavlja ekoloski problem,
S$to je potpuno u neskladu jer je nutritivno bogata sirovina. Jedno od rjeSenja je proizvodnja
fermentiranih funkcionalnih napitaka na bazi sirutke, koja je u ovom radu proizvedena u
laboratorijskom mijerilu, te je dodatno proizvedena sirutka u praskastom obliku, procesom
liofilizacije, a moze biti primijenjena kao dodatak prehrani, prvenstveno fermentiranim mlijeCnim
proizvodima. Ovisno o nac¢inu koagulacije kazeina nastaje kisela ili slatka sirutka, pri ¢emu sastav
I svojstva izdvojene sirutke ovise o tehnologiji proizvodnje osnovnog proizvoda, ali i o kvaliteti
upotrebljenog mlijeka. Analiza sirutke pokazala je da se radi o kiseloj sirutki s niskim udjelima
masti i laktoze (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Hrana ili komponente hrane s medicinskim ili zdravstvenim u¢inkom nazivaju se nutraceuticima,
dok se funkcionalna hrana definira kao funkcionalna ukoliko sadrzi sastojke koji pozitivno djeluju
na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu. U posljednjih nekoliko godina u podruc¢ju funkcionalne
hrane pojavili su se novi pojmovi nazvani postbiotici, koji podrazumijevaju produkte ili
metabolicke nusprodukte bakterija, kao $to su enzimi, peptidi, teihoninske kiseline, polisaharidi,
povrsinski proteini i organske kiseline s mnogobrojnim povoljnim u¢incima na zdravlje domacina
(Aguilar-Toald i sur., 2018). Stoga, u cilju proizvodnje funkcionalnog napitka i nutraceutickog
probiotickog proizvoda, uspjesno je proveden proces liofilizacije, pri ¢emu je postignut veci broj i
bioloska aktivnost BMK kao producenata postbiotika plantaricina i EPS-a u suhom aktivhom
pripravku na bazi sirutke. Prema rezultatima, oCuvan je visok broj bakterijskih stanica nakon
proizvodnje i tijekom skladistenja koncentrirane sirutke priredene liofilizacijom tekuce sirutke.
Prema tome, inovativni proizvodi mogu se proizvesti kao funkcionalni napitak (tekuca sirutka) i
nutraceuticki probioti¢ki proizvod, odnosno kao sastojak funkcionalnog dodatka prehrani
(liofilizirana sirutka). Ispitivanjem mikrobioloske ¢isto¢e nakon proizvodnje i tijekom skladistenja
liofilizirane i neliofilizirane sirutke nije doSlo do povecanja bakterija roda Listeria i Salmonella,
Sto je u skladu s Pravilnikom o mikrobioloskim Kkriterijima za hranu (NN 74/2008). Razvijen je
inovativni napitak na bazi sirutke koji sadrzi vise od 10° probiotic¢kih bakterijskih stanica po mL,
¢ime se moze kategorizirati kao funkcionalni probioticki napitak. Prema provedenoj senzorskoj
analizi, inovativni napitak na bazi sirutke dobiven primjenom dizajniranog konzorcija BMK, moze

se proizvesti kao tekuéi napitak s dodatkom vanilije ili maline.
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Identifikacija mjesovite funkcionalne starter kulture definiranog sastava kao i autohtono prisutne
mikrobiote, u proizvedenom suSenom svjezem siru i sirutki, provedena je primjenom klasi¢nih
mikrobioloskih metoda, RAPD-PCR i DGGE-PCR te metagenomickim sekvencioniranjem nove
generacije.

Odredene BMK sintetiziraju biopeptide S$to pridonosi funkcionalnoj vrijednosti finalnog
fermentiranog proizvoda (Yusuf i Girkan, 2021). Sinteza biopeptida primjenom BMK predstavlja
atraktivan pristup mlije¢noj industriji obzirom da bioproces pridonosi kvaliteti kona¢nog proizvoda
osobito zbog ekonomicnosti bioprocesa koji ne zahtjeva implementaciju dodatnih tehnoloskih
postupaka (Raveschot i sur., 2020b). Zbog prepoznate vaznosti proteolitiCkog sustava te zbog
pozitivnog ucinka odabranog konzorcija BMK na proizvedene fermentirane proizvode,
proteomickim pristupom provedena je detekcija peptida s potencijalnim bioaktivnim djelovanjem
u susenim svjezim sirevima i izdvojenim sirutkama. Hidroliza a-CN i B-CN u uzorcima svjezeg
mlijeka ,,Veronika“ nakon prekono¢nog uzgoja pojedinacnih sojeva BMK, kao i u uzorcima
susenog svjezeg sira i sirutke proizvedenih primjenom odabranog konzorcija BMK i
DELVO®CHEESE CT-203 DSF starter kulture (kontrola) detektirana je primjenom kvantitativne
LC-MRM-MS analize ciljanih peptida. U uzorku suSenog svjezeg sira dobivenog primjenom
odabranih starter kultura, identificirano je 15 peptida nastalih razgradnjom kazeina, od kojih je
deset znacajno zastupljeno, a dva peptida (HQPHQPLPPTVMFPPQ i LVYPFPGPIHNSLPQN)
nisu detektirana u kontrolnom siru. ACE-inhibitorna aktivnost YQEPVLGPVRGPFPIIV peptida
prisutnog u najvecoj mjeri kod uzorka sira dobivenog odabranim konzorcijem BMK dokazana je
kod nekoliko vrsta sireva proizvedenih u razli¢itim regijama (Ong i sur., 2007). Peptid
WMHQPHQPLPPT dobiven razgradnjom [ kazeina, znacajno je zastupljeniji u uzorku sira
dobivenog fermentacijom odabranih sojeva BMK nego u kontrolnom siru. Prema Adams i sur.
(2020) isti peptid je identificiran kao dio vece bioaktivne frakcije prikupljene iz supernatanta
fermentiranog  mlijeka s protuupalnim i  ACE-inhibitornim  djelovanjem. Peptid
HQPHQPLPPTVMFPPQ s potencijalnim protuupalnim i ACE-inhibitornim djelovanjem (Adam i
sur., 2020) detektiran je kod soja L. fermentum D12 nakon uzgoja u svjezem mlijeku, kao i u uzorku
sira i sirutke dobivenih primjenom odabranog konzorcija BMK. Potencijalna ACE-inhibitorna i
antioksidatvna aktivnost peptida VYPFPGPIPN (Eisele i sur., 2013; Tonolo i sur., 2020)
detektirana je kod soja L. brevis D6, dok je kod soja L. plantarum D13 pronaden FVAPFPEVFG
peptid s potencijalnim ACE-inhibitornim uc¢inkom (Robert i sur., 2004). Ista dva peptida
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detektirana su kod uzorka sira dobivenog primjenom odabrane starter kulture. Ovi rezultati upuéuju
na to da su peptidi s potencijalnim bioaktivnim djelovanjem pronadeni kod uzorka sira, posljedica
kazeinoliti¢ke aktivnosti sojeva D6, D12 i D13. Dodatno, u uzorcima sira i sirutke dobivenih
primjenom odabranog konzorcija BMK nisu pronadena tri peptida, LLYQEPVLGPVRGPFPIIV,
VLGPVRGPFP i WIQPKTKVIPYVRYL, s potencijalnim ACE-inhibitornim (Miguel i sur., 2006;
Yamamoto i sur., 1994) i antimikrobnim djelovanjem (Alvarez-Ordofiez i sur., 2013), a koji
odgovaraju peptidima proizvedenim kod svih sojeva BMK uzgojenih u monokulturi. Obzirom na
prethodno okarakterizirana probioticka svojstva odabranih sojeva BMK, njihov utjecaj na
bioraznolikost mikrobiote Stakora, kao i sinteza biopeptida, njihova primjena u proizvodnji
fermentiranih mlije¢nih proizvoda dodatno je poboljsala funkcionalnu vrijednost finalnih

proizvoda.
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6. ZAKLJUCCI



Definirana specificna funkcionalna svojstva, kroz inhibicijsko djelovanje plantaricina,
protektivne uloge i posredovanja u kolonizacijskom potencijalu EPS-a te enzimskog djelovanja
proteolitickog sustava za sintezu biopeptida, temelj su za primjenu opisanih BMK kao bakterija
s probiotickih aktivnostima

Temeljem rezultata adhezije in vitro i analizom intestinalne mikrobiote in vivo nakon primjene
odabranog konzorcija Cetiri soja BMK dokazan je kolonizacijski potencijal

Postignut je tehnoloski znacaj primjene odabranih BMK u smislu o¢uvanja visokog broja
metaboli¢ki aktivnih bakterijskih stanica tijekom priprave i primjene kao funkcionalnih starter
kultura, odnosno skladistenja u formulaciji suhog aktivnog pripravka, primjenom postupaka
mikroinkapsulacije i liofilizacije

Dizajniran konzorcij BMK doprinosi provodenju kontrolirane fermentacije s funkcionalnog i
tehnoloskog aspekta bioprocesa

Primjenom konzorcija BMK postignuta je proizvodnja suSenog svjezeg sira sa zadrzanim
autohtonim svojstvima tradicionalno proizvedenog sira poveéane koncentracije biopeptida uz
potencijal funkcionalnog proizvoda dodane vrijednosti, kao i proizvodnja inovativnog napitka
od nusproizvoda sirutke, pri ¢emu je postignut ekoloski u¢inak uslijed iskoriStavanja sirutke
koja predstavlja otpadni proizvod u proizvodnji sira, te je time ostvaren doprinos odrzivosti
bioprocesa

Plantaricin D13, te EPS D12, imaju potencijal probiotickih molekula nove generacije, te uz
biokataliti¢ki potencijal sustava proteaza obecavajuci su postbiotici koji djeluju kao okidacke

molekule za specifi¢ne funkcionalnosti sojeva producenata
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8. PRILOZI



PRILOG 1. In silico identifikacija gena vezanih uz sintezu, strukturu, transport i imunost

plantaricina soja L. plantarum D13, dobivenih anotacijom nukleotidnih sekvenci primjenom
BAGEL 4.0 softwer-a

Kontig Postotak e-vrijednost Funkcija

identifikacije (%)
SINTEZA

7 99,19 7e-180 regulator odziva PInD

7 100 2e-162 regulator odziva PInC, aktivator

7 27,13 5e-18 histidin kinaza povezana s proizvodnjom
bakteriocina

STRUKTURNI GENI

7 100 7e-37 plantaricin E

7 100 6e-35 ggmotiv; Lactococcin; bakteriocin llc; 171,2;
plantaricin_F

7 100 3e-29 antimikrobno djelovanjel7; bakteriocin llc;
167,2; plantaricin A

7 100 1e-66 PInY

7 38,89 3e-09 PInS

7 31,75 3e-04 PInS

12 100 0,0 PInO

12 100 3e-35 bakteriocin llc; 174,2; plantaricin N

12 100 6e-37 172,2; plantaricin J

12 100 2e-37 ComC; bakteriocin llc; 173,2; plantaricin K

TRANSPORT

7 100 0,0 pomoc¢ni faktor za ABC-transporter PInH

7 100 0,0 ABC-transporter za bakteriocine, ATP- vezujuci
i permeazni protein PInG

11 68,73 2e-125 potencijalan ABC transporter, ATP-vezujuci
protein spyM18 0273

11 41,15 8e-51 potencijalan ABC transporter, ATP- vezujuci
protein HI 1272

11 40,69 2e-63 ABC transporter, permeazni protein HI 1471

IMUNOST

7 100 2e-179 P71468 LACPL PInl (imunosni protein Pinl,
proteaza vezana na membranu CAAX obitelj
proteina)

12 29,86 5e-07 P71468 LACPL PInl (imunosni protein PInl,
proteaza vezana na membranu CAAX obitelj
proteina)

12 100 2e-40 P71462 LACPL imunosni protein PInM

12 32,02 4e-20 pretpostavljeni imunosni protein za bakteriocin
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PRILOG 2. In silico identifikacija gena vezanih uz aktivaciju prekursornih molekula, sintezu,

polimerizaciju i transport egzopolisaharida (EPS-a) soja L. fermentum D12, dobivenih anotacijom

aminokiselinskih sekvenci pomo¢u RAST servera primjenom BLASTp baze podataka

Najbolji BLAST

Duljina % e- %
Gen Lokus razultat i izvorni ) L . ) ]
) ) (aa) identifikacije  vrijednost pokrivenosti
mikroorganizam
AKTIVACIJA PREKURSORA
vy oo
galE  _RS003 L Lo 331 99,70 0,0 100
65 [Limosilactobacillus
fermentum]
galaktoza-1-fosfat
GW747 uridililtransferaza
galT _RS096 [Lactobacillus 485 99,59 0,0 100
00 fermentum] (EC
2.7.7.10), AOR74297.1
UTP-glukoza-1- fosfat
uridililtransferaza,
GW747 GalU,
galU _RS005 [Limosilactobacillus 303 99,67 0,0 100
90 fermentum] (EC
2.7.7.9),WP_02134963
3.1
fosfoglukomutaza/
fosfomanomutaza,
ogm/ GWT747 alfa/beta/alfa domena
omm _RS006 Il [Limosilactobacillus 577 99,65 0,0 100
60 fermentum ATCC
14931] (EC 5.4.2.8),
EEI122570.1
UDP-galaktopiranoza
GW747 mutaza
glf _RS076 [Limosilactobacillus 373 99,73 0,0 100
65 fermentum]
WP_128492410.1
dTDP-glukoza 4,6-
GW747 _ dehidrataza_
(foB  Rso7s  LLimosilactobacillus 310 99,68 0,0 100
90 fermentum] (EC
4.2.1.46),
WP 130125615.1
SINTEZA EGZOPOLISAHARIDA
GW747 pro-tein i.z LCP opitelji
epsA _RS035 [L'”}OS"a"tOba""'“S 333 99,10 0,0 100
35 ermentum],

WP_003685760.1
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nastavak PRILOGA 2. In silico identifikacija gena vezanih uz aktivaciju prekursornin molekula,
sintezu, polimerizaciju i transport egzopolisaharida (EPS-a) soja L. fermentum D12, dobivenih

anotacijom aminokiselinskih sekvenci pomoc¢u RAST servera primjenom BLASTp baze podataka

Najbolji BLAST
Gen Lokus razultat i izvorni
mikroorganizam

Duljina % e- %
(aa) identifikacije  vrijednost  pokrivenost

SINTEZA EGZOPOLISAHARIDA

protein za biosintezu

GW747 egzopolisaharida
epsC  _RS035 [Limosilactobacillus 256 97,66 0,0 100
40 fermentum],

WP_124890989.1

biosinteza polisaharida,
GW747 tirozin autokinaza
epsD _RS035 [Limosilactobacillus 246 96,75 2e-173 100
45 fermentum],
WP_187703811.1

protein za biosintezu

GWr4r egzopolisaharida
epsB _RS035 920polis 256 100 8e-152 100
50 [Lactobacillaceae],
WP _035437027.1
GW747 acetiltransferaza
i "RS076 [Lm}osnactobacnlus 350 99.72 0,0 100
55 ermentum],
WP_023466034.1
GW747 DUF4422 domena
gtf _RS076 proteina 253 99,60 0,0 100
80 [Lactobacillaceae],
WP_048340342.1
GW747 glikoziltransferaza
epsE _RSO76 [L'”}OS"aCtObaC"'“S 224 100 9e-158 100
85 ermentum],

WP_004563036.1

POLIMERIZACIJA | TRANSPORT EGZOPOLISAHARIDA

GWr4r [Limggilllg:gziiiuus
wzy  _RS076 f 407 99,75 0,0 100
75 ermentum],
WP_111523425.1
protein za biosintezu
GW747  lipopolisaharida (LPS)
epsC” _RS076 [Limosilactobacillus 205 99,51 4e-145 100
70 fermentum],
WP_023466033.1
GWra7 [Limos];:;e:?éaacillus
wzx  _RS076 472 99,79 0,0 100
60 fermentum],

WP_004563040.1
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PRILOG 3. Identifikacija proteina odgovornih za proteoliticku aktivnost soja E. faecium ZGZA7-

10 u uzorku proteina nakon ekstrakcije, pro¢iS¢avanja i separacije primjenom LC-a te MALDI-

TOF/TOF analize i MS-Tag pretrazivacem preko a) SwissProt i b) NCBI baze podataka

a)
Sekvenca MH+  Protein MW Score Protein
(Da) (Da)/pl
PROTEAZE
(R)VELAKLSVDDFVR(I) 1490,8 52349/5,80 12,0 ATP-ovisna proteaza, podjedinica
ATPaze HslU
(K)ILDADHYGLEKVK(E) 1500,8 90144/8,0 3,20 Lon proteaza
(K)AAVDYSIQYIPQR(S) 1523,8 77430/5,60 9,90 potencijalna ATP-ovisna Clp
proteaza, ATP- vezujuca
podjedinica
(R)SEKPQLRATTVLGVIR(N) 1768,0 19,727/6.80 5,30 ATP-ovisna proteaza, podjedinica
HslV
(K)FKVLSQSEVDDLMTEK(S) 1868,9 450,063/5.50 10,90 adenozin monofosfat-protein
transferaza i cistein proteaza IbpA
(K)VPFAIADATTLTEAGYVGE 28495 45478/7.50 14,80  ATP-ovisna Clp proteaza, ATP-
DVENILLK(L) vezujuca podjedinica ClpX
R.DFNEALVHQVVVAYAR.Q  2030,0 86,000/6.55 84,25  ATP-ovisna Clp proteaza, ATP-
vezujuéa podjedinica ClpL
b)
Sekvenca MH+ Protein Score  Protein
Calculated MW
(Da) (Da)/pl
PEPTIDAZE
(R)DNAGTVK(G) 704,4 175950/9,4 2,1 peptidaza
(R)LESANAK(S) 732,4 69508/8,6 18,6 peptidaza
(R)VSGPVIR(M) 7274 79499/6,7 13,7 peptidaza C39
(K)VSVLYR(K) 736,4 50629/6,0 15,8 leucil aminopeptidaza
(K)VSVLYR(K) 736,4 31980/7,1 15,8 djelomicna citosolna aminopeptidaza
TRANSPORTNI SUSTAV
(K)ADVLYR(C) 736,4 40270/5,3 14,7 fosfoserin aminotransferaza
(R)IGEVLYR(G) 736,4 65183/9,3 14,5 aminokiselinski dio ATP-vezujuceg
transmembranskog ABC transporter
proteina
(R)ASAATSAR(N) 734,4 46252/9,9 12,8 permeaza LivM sustava za transport

aminokiselina razgranatog lanca visokog
afiniteta

183



Zivotopis

Katarina Butorac mag. ing. biotechn., rodena je 27. rujna 1991. godine u Augsburgu, Savezna
Republika Njemacka. 2010. godine upisuje Prehrambeno-biotehnoloski fakultet (PBF) Sveudilista
u Zagrebu (SuZz), smjer Biotehnologija. Zavrsni rad izradila je pod mentorstvom prof. dr. sc.
Marina Matosi¢a, u Laboratoriju za tehnologiju voda, naslova: ,,Vrste ionskih izmjenjivaca za
primjenu u tehnologiji vode*. Tijekom studija odradila je stru¢nu praksu u PLIVI HRVATSKA
d.o.0., Kontrola kvalitete, Mikrobioloski i bioloski laboratorij. Godine 2016. diplomirala je na
studiju Molekularne biotehnologije, a svoj diplomski rad naslova ,Uloga S-proteina u
probiotickom djelovanju soja Lactobacillus brevis ZG1* izradila je pod mentorstvom prof. dr. sc.
Blazenke Kos u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura. Od
listopada, 2016. godine zaposlena je kao doktorand na projektu Hrvatske zaklade za znanost
,,Probiotici i starter kulture - povrsinski proteini i bakteriocini", u Laboratoriju za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura PBF-a, SuZ. 2017. godine nagradena je srebrnom
medaljom na 9. medunarodnom sajmu inovacija Agro Arca, a 2018. godine je dobila je FEMS-ovu
stipendiju za tromjese¢nu znanstvenu specijalizaciju na Department of Life Sciences, University
of Trieste, pod nazivom “Isolation and characterisation of exopolysaccharides from selected
autochtonous Lactobacillus strain”, pod vodstvom doc. dr. sc. Paole Cescutti. Potporu Biotehnicke
zaklade PBF-a, SuZ dobila je 2019. godine. Sudjelovala je u progamima popularizacije znanosti i
to na projektnoj nastavi za darovitu djecu PANDA. Pohadala je 1. stru¢ni skup ,,0d istraZivanja do
komercijalizacije“, u organizaciji BioCentra te simpozij ,,Peptide Chemistry day* na SuZ-u.
Usavrsavala se na brojnim tecajevima i radionicama. Katarina Butorac koautor je 6 znanstvenih
radova. Sudjelovala je na 20 domacih i medunarodnih znanstvenih skupova. Clanica je Hrvatskog
mikrobiolo§kog drustva i Hrvatskog drustva za biotehnologiju. Osim znanstvene aktivnosti

sudjeluje u nastavi kao suradnik na nekoliko kolegija.
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