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1. UvOD

Humano maj¢ino mlijeko sadrzi visoke koncentracije hranjivih tvari potrebnih za pravilan
razvoj novorodencadi, uklju€ujuci ugljikohidrate, esencijalne masne Kkiseline, proteine,
vitamine i minerale. Istrazivanja su pokazala kako je maj€ino mlijeko izvor komensalnih,
mutualistiCkih i probioti¢kih bakterija za crijevnu mikrofloru novorodencadi, a medu njima su i
bakterije mlijeCne kiseline (BMK) (Serrano-Nifio i sur., 2016). BMK su Gram - pozitivne,
nesporogene i fakultativno anaerobne bakterije koje imaju klju¢nu ulogu u prehrambeno;j i
poljoprivrednoj industriji, a neke bakterije koje pripadaju ovoj skupini imaju i probiotiCka
svojstva. Probiotici su mikroorganizmi koji imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje kada se
konzumiraju u preporucenim koli€inama (Mokoena, 2017). Na Covjeka djeluju pozitivno na
nacin da povecavaju ucinkovitost imunolo§kog odgovora i lu€¢enje antitijela ¢ime se smanjuje
rizik obolijevanja od raznih bolesti uzrokovanih patogenim bakterijama, virusima i gljivicama.
Dodatno, utjeCu na stabilizaciju mikroflore u gastrointestinalnom traktu Covjeka (de Melo
Pereirai sur., 2018). Proizvodi metabolizma probioti¢kih BMK koriste se u konzerviranju hrane,
ali imaju ulogu i u inhibiranju djelovanja S$tetnih mikroorganizama u crijevima Covjeka.
Probioticke bakterijske vrste koje imaju sposobnost oksidacije velike koli¢ine slobodnih
radikala in vivo imaju utjecaj u prevenciji razvoja bolesti povezanih s oksidativnhim stresom
(Prosekov i sur., 2017).

Zbog svog kontinuiranog razvoja, mlijeCna industrija proizvodi sve vecu koli€¢inu organskog
otpada koja je vecéim dijelom sastavljena od sirutke. Buduc¢i da nepravilno zbrinjavanje
organskog otpada rezultira zagadenjem okoliSa, u razvoju su nove tehnologije koje imaju za
cilj valorizaciju nusproizvoda mlije€ne industrije (Zandona, 2020).

Cilj ovog rada bio je ispitati antioksidativhu aktivnosti i antimikrobno djelovanje odabranih
sojeva BMK Levilactobacillus brevis izoliranih iz mikroflore maj¢inog mlijeka prema test
mikroorganizmima i srodnim BMK te odredivanje potencijala primjene nusproizvoda mlije€ne
industrije kao supstrata za uzgoj BMK u svrhu proizvodnje funkcionalnih probioti¢kih napitaka,

kao doprinos nacelima odrzive kruzne bioekonomije.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su Gram - pozitivhe, nesporogene, fakultativno anaerobne
bakterije koje se pojavljuju u dva morfoloSka oblika - kuglasti (koki) ili Stapicasti (bacili). Ova
je grupa bakterija povezana sli€nim metabolickim, morfolosSkim i fizioloSkim svojstvima.
Tijekom fermentacije ugljikohidrata jedan od glavnih produkata je mlije€na kiselina (Florou-
Paneri i sur., 2013). Identifikacia BMK se zasniva na Orla-Jensenovim kriterijima, a oni
obuhvacaju morfologiju, nafin fermentacije glukoze i iskoriStavanje Secera te opseg
temperature rasta. Naknadno su uvedene filogenetske analize sekvenca gena koje kodiraju
za 16S ribosomske RNA, a trenutno je sekvenciranje cijelog genoma bakterija metoda koja
se Cesto koristi u laboratorijima za identifikaciju BMK (Mokoena, 2017).

BMK se Cesto koriste u prehrambenoj industriji kao prirodni konzervansi. U posljednjih
nekoliko godina veliki fokus je na razvijanju tehnologija bioloSkog konzerviranja koje u cilju
ima potpuno ukloniti koritenje umjetnih aditiva za konzerviranje hrane. Pojam
biokonzerviranja se odnosi na primjenu mikroorganizama ili njihovih metabolita u korist
produljenja trajnosti namirnica ili pobolj$anja njihove sigurnosti. Proizvodnjom milijecne
kiseline, bakterije snizavaju pH vrijednost medija i time ga €ine nepogodnim za rast odredenih
mikroorganizama pri ¢emu sinteza octene, mravlje, propionske i masla¢ne kiseline dodatno
ide u korist snizavanju pH vrijednosti medija. Proizvodnja etanola, masnih kiselina, diacetila,
vodikovog peroksida te antifungalnih molekula i bakteriocina znac¢ajno pridonosi inhibiranju
rasta patogena u hrani. BMK su dobri biokonzervansi zbog GRAS (engl. Generally
Recognized As Safe) statusa, nemaju utjecaja i nisu toksi¢ni za eukariotske stanice te su
uglavnom termorezistentni i zadrZzavaju antimikrobnu aktivnost nakon pasterizacije. Dodatno,
pozitivno utje€u na teksturu, nutritivne vrijednosti i organoleptiCka svojstva prehrambenih
namirnica (De Marco i sur., 2022).

Humano maj€ino mlijeko osigurava unos nutrijenata potrebnih za pravilan rast i razvoj
dojenc¢adi. Bogato je esencijalnim masnim kiselinama, proteinima i mineralima, ali ima i bogatu
mikrofloru $to ga Cini izvorom probioti¢kih bakterija koje imaju ulogu u prevenciji raznih bolesti
kod novorodencadi. Pri rodenju je probavni trakt djeteta sterilan, medutim ubrzo nakon rodenja
dolazi do kolonizacije probavnog trakta. Kod dojene novorodencadi u gastrointestinalnom
traktu najviSe su prisutne bakterije roda Bifidobacterium i Lactobacillus. Prisutnost korisnih
bakterija je ono Sto razlikuje maj¢ino mlijeko od umjetne formule te je dokazano da dojena
djeca imaju razvijeniji imunoloski sustav u odnosu na djecu hranjenu formulom i uz to maniji

rizik oboljenja od bolesti kao Sto su dijareja, dijabetes, alergije i astma (Kang i sur., 2020).
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IstraZivanja su pokazala da u kasnijim godinama Zivota pojedinci koji su hranjeni maj¢inim
mlijekom imaju maniji rizik oboljenja od inflamatornih upala crijeva, kardiovaskularnih bolesti,
dijabetesa tipa 2 i pretilosti (Guaraldi i Salvatori, 2012). Sastav mlijeka majke ovisi najvise o
prehrani, ali i o drugim ¢imbenicima kao $to su etnicitet, higijena i podneblje. Prosjeéno sadrzi
10% - 10* CFU mL" od kojih su neke BMK koje u crijevima imaju sposobnost inhibicije rasta

patogenih mikroorganizama (Banic¢ i sur., 2022; Serrano-Nifio i sur., 2016).

2.1.1. Metabolizam bakterija mlije¢ne kiseline

BMK dobivaju energiju metaboliziranjem ugljikohidrata, reakcijama koje se temelje na
fosforilaciji na razini supstrata. Kod razgradnje heksoza, postoje dva metaboli¢ka puta. Prvije
put homofermentativni, zasniva se na glikolizi, a kao produkt nastaje samo milije¢na kiselina.
Drugi je heterofermentativni put pri kojem, uz mlije¢nu kiselinu, kao produkti nastaju i ugljikov
dioksid, etanol ili acetat (Mokoena, 2017). BMK mogu metabolizirati i disaharide, primjerice
laktozu, maltozu i saharozu. Njihova razgradnja zapoCinje cijepanjem endocelularnim
hidrolazama nakon transporta u stanicu. Amiloliticke BMK imaju ulogu u razgradnji Skroba.
Cijepaju¢i ga na manje molekule, osiguravaju izvor energije ostaloj mikroflori. 1z bakterijske
vrste Lactobacillus plantarum izoliran je enzim koji ima sposobnost hidroliziranja $kroba,
amilopektina i glikogena do konacnih produkata maltotrioze, maltotetraoze i maltopentoze.
Hidroliza milije¢nih proteina i upotreba slobodnih aminokiselina je kljuéna metabolicka
aktivnost BMK jer omogucuje bakteriji dobavu nutrijenata koje su joj neophodne za rast. Ovgj
proces podrzava rast i razmnozavanje BMK te takoder znacajno pridonosi razvoju okusa,

teksture i nutritivne vrijednosti fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Bintsis, 2018).

2.2.2. Primjena nusproizvoda mlije€ne industrije

Sirutka je Zzuto-zelena vodena komponenta mlijeka koja nastaje u procesu proizvodnje sira, a
¢€ini oko 85 % volumena mlijeka te sadrzi oko 55 % nutrijenata prisutnih u mlijeku. Jedanje od
glavnih nusprodukata mlije€ne industrije i buduéi da se smatra organskim otpadom, moze
predstavljati rizik za okoli§ ako se ne tretira ispravno. Zbog nedostatka odrzivih na¢ina zbri-
njavanja otpada, velika koli€ina sirutke se odlaze kao otpadna voda, $to ju Cini istaknutim
ekoloskim zagadivacem u mlije€noj industriji. Kako bi se iskoristila visoka nutritivha vrijednost
sirutke i smanjio Stetan u€inak odlaganja na okoli§, razvijeni su novi biotehnoloski postupci
koji su rezultirali recikliranjem sirutke. Suha tvar sirutke sastoji se od laktoze, proteina, mine-
rala, masti i mlijeCne kiseline. Prema metodama koagulacije mlije¢nih proteina, sirutka moze
biti kisela ili slatka. Kisela sirutka nastaje kao nusproizvod fermentacije tijekom koje se dodaju
kiseline kako bi se postigla koagulacija kazeina, primjerice u industrijskoj proizvodnji kazeina.

Slatka sirutka nastaje tijekom proizvodnje sira u kojoj je proces koagulacije kazeina potaknut
3



dodatkom proteoliti€kih enzima. Jedan od najéescih nafina iskoristavanja tekuce sirutke je
proizvodnja praha sirutke koji se koristi u proizvodnji napitaka s visokim sadrzajem proteina,
odnosno u proizvodnji sportskih napitaka i napitaka za pothranjene osobe. Preostali permeat
se reciklira u biotehnolodkim postupcima proizvodnje mlije¢ne kiseline, bioetanola, laktoze i
bioplastike (Zandona, 2020).

2.2. PROBIOTICI | PREBIOTICI

Probiotici su nepatogeni mikroorganizmi koji imaju pozitivan uc¢inak na zdravlje domacina te
imaju ulogu u prevenciji ili lijeCenju nekih bolesti kada se konzumiraju u adekvatnim
koli¢inama. Danas su najéeS¢ée KkoriSteni probiotici bakterije roda Lactobacillus i
Bifidobacterium (Figueroa-Gonzalez i sur.,, 2011). Postoji viSse mehanizama djelovanja
probiotika koji utjeCu na poboljSanje zdravlja €ovjeka, primjerice modulacija staniCno
posredovane i humoralne imunoloSke funkcije. Probiotici povecavaju fagocitozu, odnosno
proces u kojem fagociti hvataju i uniStavaju Stetne Cestice i patogene mikroorganizme, ¢ime
organizam $tite od bakterija, virusa i gljivica. Direktnom interakcijom s dendriti€nim stanicama,
probiotici sudjeluju u pokretanju, regulaciji i u€inkovitosti imunoloS§kog odgovora te u stvaranju
steCenog imuniteta. Neki probiotici povecavaju luenje antitijela i povecCavaju razinu
protuupalnih citokina $to za posljedicu ima smanjenje rizika oboljenja od raka debelog crijeva.
Drugi primjer pozitivnog u€inka probiotika na ljudsko zdravlje je sniZzavanje pH vrijednosti
lumena, Sto onemogucuje rast nekih patogenih mikroorganizama. Interakcija probiotika s
mikroflorom crijeva takoder ima pozitivan ucinak na zdravlje pojedinca. Kompeticijom za
hranjive tvari i antagonizmom prema drugim mikrobima u crijevu, smanjuje se i inhibira rast
patogenih mikroorganizama. Probiotici takoder pozitivno utjeCu na stabilnost mikroflore u
probavnom traktu. Neki probiotiCki sojevi sintetiziraju molekule koje utje€u na funkcije mozga
i hormonalnog sustava, pojacavaju sintezu proteina klju¢nih za o€uvanje zdravlja i funkcije
crijevnog epitela te sintetiziraju enzime koji sudjeluju u metabolizmu laktoze ([3-galaktozidaza
koja cijepa laktozu na probavljivu glukozu i galaktozu) i regulaciiji lipida u krvi (Sanders i sur.,
2019). BMK moraju zadovoljiti odredene tehnoloske i funkcionalne kriterije kako bi dobile
status probiotika. ProbiotiCke bakterije moraju biti dovoljno okarakterizirane, sigurne za
predvidenu uporabu, podrzane s najmanje jednim pozitivnim kliniCkim ispitivanjem i prisutne
u proizvodu u djelotvornoj dozi tijekom cijelog roka trajanja proizvoda (de Melo Pereira i sur.,
2018). U tablici 1. prikazane su neke vrste probiotiCkih bakterija te njihov utjecaj na organizam

domacdina.



Tablica 1. ProbiotiCki sojevi bakterija mlijeCne kiseline i njihove uloge u organizmu

(prilagodeno prema Figueroa-Gonzalez i sur., 2011)

Lacticaseibacillus rhamno-
sus

Lactobacillus casei
Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus reuteri
Bifidobacterium lactis

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium animalis

Lactococcus lactis

Smanjuje propusnost crijeva uzrokovanu izlaganjem kravljem
mlijeku ili infekcijom rotavirusom. Moze skratiti tijek rotaviru-
sne infekcije
Stimulira imunoloski sustav crijeva, ublazava simptome
Crohnove bolesti i posjeduje snazna antimikrobna svojstva
Sprje¢ava dijareju uzrokovanu virusima. Ima preventivni uci-
nak na stopu ponovne pojave povrsinskog raka mokracnog
mijehura nakon operacije
Povecava imunoloSki odgovor i snizava razinu kolesterola u
serumu
Moze smanijiti infekciju Helicobacter pylori i upalu te aktivnost
gastritisa
Smanjuje simptome sindroma iritabilnog crijeva, podrzava
zdravlje crijeva, ja¢a imunoloski sustav

Smanjuje nadutost, podrzava zdravlje desni

Pomaze u smanjenju simptoma sindroma iritabilnog crijeva,
podrZava zdravlje crijeva, jaCa imunoloski sustav
Aktivira humoralni imunoloSki sustav povecanjem proizvodnje
anti-rotavirusnih IgA ili anti-virusnih antitijela protiv gripe
MozZe uspjeSno konkurirati za prostor i hranjive tvari protiv pa-
togenih bakterija. Smanjuje uCestalost dijareje i poveéava i-
munoloski odgovor

SprjeCava dijareju i zatvor
Normalizira intestinalnu pokretljivost kod osoba s konstipaci-
jom
Koristi se u proizvodnji fermentiranih mlijeCnih proizvoda kao

Sto su jogurt i sir, podrzava probavu

Prebiotici su funkcionalni sastojci prehrambenih namirnica biljnog ili Zivotinjskog porijekla koje
Covjek ne moze probaviti, ali imaju pozitivan utjecaj na rasti funkciju nepatogenih bakterija u
crijevima. Prebiotici su uglavnom neprobavljivi polisaharidi, oligosaharidi, fruktooligosaharidi,
galaktooligosaharidi, rafinoza, laktuloza i inulin. Da bi se neki spoj mogao definirati kao
prebiotik, on mora ispunjavati odredene kriterije. Mora biti otporan na niske pH vrijednosti, ne
smije biti podlozan hidrolizi enzima domacina i ne smije se razgraditi u gornjem dijelu
probavnog trakta. Jedan od uvjeta je i da bakterije u donjem dijelu gastrointestinalnog trakta
fermentiraju prebiotiCki supstrat koji onda utjeCe na aktivnost i rast same bakterije na nacin
koji pridonosi poboljSanju zdravlja domacina. Prebiotici su prirodno prisutni u raznim
prehrambenim namirnicama kao $to su Sparoge, luk, med, banana, rajcica, soja, kravlie
mlijeko, ali i humano mlijeko. No, u ovim se namirnicama nalaze u niskim koncentracijama pa

se provode i industrijski postupci proizvodnje prebiotika u veéimkoli€inama. Buduéida suizvor
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energije mikroorganizmima u gastrointestinalnom traktu, prebiotici utjeCu na njihovu funkciju i
sastav. Proizvodi fermentacije prebiotika su kratkolanCane masne kiseline koje imaju
sposobnost difundiranja u krv te na taj naCin utjeCu na ostale organe i sustave u organizmu,
primjerice na srediSnji ziv€ani sustav, imunolo$ki i kardiovaskularni sustav (Davani-Davari i
sur., 2019).

2.3. S-PROTEINI

S-proteini €ine povrSinski proteinski sloj koji se moze pronaci i kod Gram-pozitivnih i kod
Gram-negativnih bakterija. Gradeni su od identi¢nih S-proteinskih podjedinica koje tvore
pravilan, dvodimenzionalni, visoko porozan, reSetkasti sloj koji prekriva povrSinu stanice.
Podjedinice su medusobno povezane i pricvr§éene na povrsinu stanice nekovalentnim
vezama, a u pravilu najceSc¢e su sastavljene od hidrofobnih i kiselih aminokiselinskih ostataka.
S-sloj prisutan je kod mnogih, ali ne kod svih bakterija roda Lactobacillus, a provjera prisutnosti
ovog sloja zahtjeva elektronsku mikroskopiju buduci da slijed aminokiselina u S-proteinima
varira od stanice do stanice. Funkcije povrSinskog sloja bakterijske stanice ukljucuju
definiranje i odrzavanje oblika stanice, sluzi kao svojevrsno molekulsko sito te kao mjesto
vezanja za ve¢e molekule i ione. Kod patogenih bakterija, S-sloj utje€e na virulentnost soja na
nekoliko nac¢ina, ukljuujuci adheziju, antigensku varijaciju, zastitu od fagocitoze te modulaciju
T-stani€nih ili citokinskih odgovora. Proteini S-sloja Stite stanicu od raznih vanjskih faktora,
primjerice antimikrobnih peptida, zraCenja, promjena pH vrijednosti okoliSa i bakteriofaga
(Hynonen i Palva, 2013). Kod nekih se bakterija moze pojaviti dvostruki S-sloj koji sluzi kao
dodatna zastita i potpora strukturi bakterije. Na slici 1. prikazano je kako se dijelovi molekula
lipida unutar membrane (siva boja) elektrostatski povezuju s odredenim domenama
proteinskih S-slojeva. Molekule lipida na lijevoj strani slike shematski prikazuju fosfolipide, dok

molekule lipida s desne strane prikazuju eterske lipide.
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Slika 1. Shematski prikaz lipidne membrane sa S-slojem na €vrstim (lijevo) ili poroznim
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(desno) nosacima (prilagodeno prema Sletyr i sur., 2014.)

2.3.1. S-proteini bakterijske vrste Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis je BMK koja je Cesto prisutna u kiselom kupusu, kiselom tijestu,
mlijeku, siru, probavnom traktu i usnoj Supljini Covjeka. To je BMK koja eksprimira S-proteine
na povrsini stanica i njena je struktura definirana S-slojem. Buduci da je S-sloj u direktnom
kontaktu s okolinom, odgovoran je za probioticka svojstva bakterije. Ovisno o uvjetima u
kojima bakterija raste, provodi se razli€ita ekspresija gena koji kodiraju za S-proteine. S-
proteini bakterije Lb. brevis pokazuju specifitna strukturna i funkcionalna svojstva. N-
terminalne regije proteina su izrazito slicne i njihova je uloga vezanje za stani¢nu stijenku
bakterijske stanice, a C-terminalne regije pojedinih proteina se razlikuju i imaju ulogu
formiranja proteinskih podjedinica u S-sloj. Istrazivanjima je pokazano da S-proteini imaju
sposobnost inhibiranja rasta patogenih bakterija te utjeCu na proizvodnju citokina u
dendriti¢nim stanicama. Na taj nacin pridonose probiotickim svojstvima bakterije. Obzirom na
to da Cine 15 % ukupnog sadrzaja proteina u bakterijskoj stanici i da se mogu izolirati
jednostavnim postupcima, S-proteini su biomolekule koje imaju potencijal da se u buduc¢nosti

koriste u postupcima dobivanja novih lijekova i funkcionalne hrane (Mazzeo i sur., 2022).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Radni mikroorganizmi

Tijekom izrade ovog zavrSnog rada koriSteni su sojevi BMK vrste Levilactobacillus brevis
izoliranih iz maj¢inog mlijeka, kao i srodne BMK i test mikroorganizmi. Koridteni su sojevi dio
Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter
kutura Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo Sveucilista u Zagrebu Prehrambeno-
biotehnoloSkog fakulteta i prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Bakterijski sojevi koriSteni u izradi ovog rada

Bakterijski soj Oznaka soja Hranjiva podlogai uvjeti rasta
Levilactobacillus brevis MB1 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB2 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB20 MRS, 37 °C, anaerobno
Lactobacillus helveticus M92 MRS, 37 °C, anaerobno

Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 9450 M17, 30 °C, aerobno
Enterococcus faecium ATCC®9430™ M17, 37 °C, aerobno
Staphylococcus aureus ATCC®25925™ hranjivi bujon, 37 °C, aerobno
Listeria monocytogenes ATCC®19111™ hranjivi bujon, 37 °C, aerobno

Escherichia coli ATCC®25922" hranjivi bujon, 37 °C, aerobno

FP1

Salmonella Typhimurium hranjivi bujon, 37 °C, aerobno




3.1.2.

Hranjive podloge

U radu su koriStene sliedece hranjive podloge:

a) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj BMK roda Lactobacillus

MRS (engl. De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g L* destilirane vode) (,Biolife”,
Italija): pepton 10; mesni ekstrakt 10; kvad€ev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1,
MgSO4x7H20 0,1; MnSO4x7H200,05; 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.

b) hranjiva podloga za odrZzavanje i uzgoj BMK roda Lactococcus

M17 bujon sastava (g L destilirane vode) (,Biolife*, Italija): tripsinski hidrolizat kazeina
2,5; pepton 2,5; sojin pepton 5,0; kvasCev ekstrakt 2,5; mesni ekstrakt5,0; laktoza 5,0;
natrijev glicerofosfat 19,0; magnezijev sulfat 0,25; askorbinska kiselina 0,5. pH vrijed-
nost podloge iznosi 7,1.

c) hranjiva podloga za odrZzavanje i uzgoj test mikroorganizama

hranjivi bujon (,Biolife®, Italija), sastava (g L™ destilirane vode): pepton 15; mesni eks-
trakt 3; NaCl 5; K-fosfat 0,3. pH podloge je 7,3, a sterilizacija se provodi pri 121 °C

tijekom 15 min.

d) pasterizirani nusproizvodi mlije¢ne industrije (,Sirela“, Hrvatska)

slatka sirutka dobivena nakon proizvodnje polutvrdog sira
kisela sirutka dobivena nakon proizvodnje svjezeg sira

permeat dobiven ultrafiltracijom mlijeka

. Kemikalije

destilirana voda, PBF, Hrvatska

etanol 70 %, ,Kemika“, Hrvatska

etanol 96 %, ,Kemika“, Hrvatska
fosfatni pufer (PBS), ,Kemika“, Hrvatska
glicerol, ,Kemika“, Hrvatska

natrijev klorid, ,Kemika“, Hrvatska
fenolftalein, ,Kefo, Hrvatska

natrijev hidroksid, ,Carlo ERBA®, Italija

DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil), ,Sigma-Aldrich“, SAD
9



3.1.4. Aparaturai pribor

¢ analititka vaga, ,Scaltec”, Njemacka

¢ autoklav, ,Sutjeska“, Hrvatska

¢ automatske pipete, ,Eppendorf‘, SAD

e Bunsenov plamenik, ,OMM Laboratory Equipment®, Italija

e celulozna vata, ,Lola Ribar®, Hrvatska

e centrifuga Centric, ,Tehtnica“, Slovenija

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

e epruvete 16x160 mm, ,Scherf Prazision Europe GmbH", Njemacka

o Erlenmeyer tikvice, ,Golias“, Slovenija

¢ hladnjak, ,Gorenje“, Slovenija

e kivete za centrifugiranje (15 mL, 50 mL), ,Falcon®, Engleska

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

o mikrotitarske ploCice (96 jaZica), ,Falcon®, Engleska

¢ nastavci za automatske pipete, ,Eppendorf‘, SAD

¢ penicilinke, ,Macherey-Nagel“, Njemacka

¢ Petrijeve zdjelice, ,Golias®, Slovenija

e pincete, ,Isolab“, Njemacka

¢ plasti¢ne tubice od 1,5i 2 mL, ,Eppendorf‘, SAD

e stalci za ependorfice, ,NeolLab®, Njemacka

¢ stalci za epruvete, ,NeolLab“, Njemacka

e termostat, ,Instrumentarija“, Hrvatska

¢ vibro-mjeSa¢ EV-100, ,Kartell“, Italija

e zamrzivac (-80 °C), ,New Brunswick Scientific“, SAD

o ¢ita€ mikrotitarskih plogica Infinite F Plex, ,Tecan”, Svicarska

e pH metar, ,Metrohm”, Svicarska

¢ vodena kupelj, ,Inkolab”, Hrvatska

o filter veli€ine pora 0,2 ym, ,Sigma-Aldrich, Merck” SAD

¢ sonikator Sonopuls mini20, ,Bandelin”, Njemacka

¢ Anaerocult® A za anaeroban uzgoj, ,Merck”, Njemacka
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3.2. METODE
3.2.1. Odrzavanje i €uvanje mikroorganizama

Sojevi BMK ¢€uvani su pri -80 °C u MRS tekuc¢oj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % (v v')
glicerola. Dan prije poCetka eksperimenta, sojevi su inokulirani u svjezu hranjivu podlogu te

inkubirani pri optimalnim uvjetima rasta koji su navedeni u tablici 2.

3.2.2. Odredivanje potencijala primjene nusproizvoda mlijeéne industrije kao

supstrata za uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline

Kulture sojeva BMK prekono¢no su uzgojene pri 37 °C u 5 mL MRS bujona, a zatim su
dobivene suspenzije centrifugirane pri 4200 o min' tijekom 10 minuta i 4 °C. Talog stanica je
ispran u 5 mL sterilne fizioloSke otopine. Tako pripremljen inokulum (5 %) koriSten je za
prekonocni uzgoj u slatkoj sirutci, kiseloj sirutci, permeatu i MRS bujonu koji je posluzio kao
kontrola pri 37 °C. Prije i nakon inkubacije indirektnom metodom je odreden broj bakterijskih
stanica u svakom uzorku priredivanjem odgovaraju¢ih decimalnih razrjedenja bakterijskih
suspenzija u fizioloSkoj otopini koja su u dvije paralele nacijepliena na MRS krutu hranjivu
podlogu. Nakon 48 sati inkubacije pri 37 °C, izraCunat je broj zivih stanica po mililitru uzorka
prema navedenoj jednadzbi u kojoj "a" predstavlja srednju vrijednost broja poraslih kolonija

na odgovarajucem razrjedenju, "b" predstavlja volumen upotrijebljenog uzorka u mL, a "c" je

recipro¢na vrijednost decimalnog razrjedenja.

CFU a

mL b ¢

Izmjerena je i pH vrijednost medija te udio proizvedene milije¢ne kiseline u uzorcima. pH
vrijednost uzoraka je izmjerena uranjanjem pH elektrode u uzorke nakon centrifugiranja 10
minuta pri 4200 o min"' i 4 °C. Postotak mlije¢ne kiseline u uzorku izmjeren je titracijskom
metodom na nacin daje 1 mL svakoguzorkasupernatanta razrijeden s 19 mL destilirane vode
u Erlenmeyerovoj tikvici volumena 100 mL. Razrijedeni je uzorak titriran s 0,1 M NaOH uz
dodatak fenoftaleina kao indikatora. Postotak proizvedene mlijeCne kiseline je izracunat

prema navedenoj formuli u kojoj °SH oznaCava stupan;j kiselosti uzorka.

°SH=2a"-20 - fnaoH - 2
% mlijeéne kiseline = ° SH - 0,0225
a=mL 0,1 M NaOH

fnaon = 1

(° SH ~ 0,0225 g mlije¢ne kiseline (%))
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3.2.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Cilj ovog postupka bio je ispitati antioksidacijsku aktivnost stanica i unutarstani¢nih sadrZaja
bez stanica (engl. Intracellular Cell-Free Extracts (ICFE)). Intaktne stanice su pripremljene
tako da su sojevi BMK prekono¢no uzgojeni pri 37 °C u 5 mL MRS bujona, a zatim sudobivene
kulture centrifugirane pri 4200 o min™ tijekom 10 minuta i 4 °C. Talog stanica je ispran i
suspendiran u 1 mL PBS pufera (pH 7,4). Priprema intracelularnog ekstrakta bez stanica je
provedena na isti nacin, ali je nakon suspendiranja stanica u 1 mL PBS pufera provedena liza
stanica ultrazvukom (3 puta po 30 sekundi pri 30 kHz) te su stanice zatim izdvojene
centrifugiranjem. U dobivenom supernatantu nalazio se unutarstani¢ni sadrzaj bez stanica.
Da bi se odredila antioksidacijska svojstva stanica i ICFE-a, mjerila se aktivnost uklanjanja
DPPH radikala. 0,2 mM otopina DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate)je svjeze
pripremljena na nacin da je 1,58 g DPPH dodano u 20 mL etanola. Tijekom analize je kao
slijepa proba koristen etanol pomijeSan s PBS puferom (pH 7,4), a kao kontrola je koriStena
otopina DPPH u etiinom alkoholu pomije§anom s PBS puferom (pH 7,4). Intaktne stanice,
odnosno ICFE, pomijeSane su s pripremljenim DPPH u omjeru 1:1 nakon ¢ega je provedena
inkubacija u mraku tijekom 30 minuta. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 10 minuta na
4200 o min'. Apsorbancija supernatanta izmjerena je pri 517 nm, a sposobnost uklanjanja
DPPH radikala izracunata je prema sljedecoj jednadzbi:

ODuzorak

% uklanjanja DPPH radikala= 1 — ODkontrola .

100

3.2.4. Turbidimetrijsko odredivanje antimikrobnog djelovanja

Turbidimetriskom metodom odredena je antimikrobna aktivhost sojeva BMK prema test
mikroorganizmima te prema srodnim BMK. Prekonoéno uzgojene kulture izolata iz majc¢inog
mlijeka su prebacene u epice te su centrifugirane pri 13 000 o min™ tijekom 10 minuta.
Supernatant je profiltriran pomocu sterilnih filtera promjera 0,2 pm, pri ¢emu su uklonjene
stanice bakterija, a filtrat je dalje koriSten u eksperimentu.

Kod odredivanja antimikrobne aktivnosti odabranih izolata prema test mikroorganizmima u
jazice mikrotitarske ploc€ice je dodano 90 L hranjivog bujona, 10 pL razli¢itih prekono¢no
uzgojenih kultura test mikroorganizama uskladene opticke gusto¢e te 100 pL razli€itih
supernatanata kultura odabranih izolata iz maj¢inog mlijeka. Test mikroorganizmi na kojima je
ispitana antimikrobna aktivnost bakterija mlije¢ne kiseline su S. aureus ATCC®25925™ L.
monocytogenes ATCC®19111™, E. coli ATCC®25922™ i Salmonella Typhimurium FP1. Kao
kontrola je koristeno 190 uL hranjivog bujona te 10 uL kulture odredenog test mikroorganizma.

Antibakterijsko djelovanje supernatanta bakterijskih kultura prema test mikroorganizmima pri
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37 °C odredeno je tijekom 24 sata, pri 0, 2, 4, 6, 22 i 24 sata, spektrofotometrijskim mjerenjem
prividne apsorbancije pri valnoj duljini 620 nm pomocu cCitata mikrotitarskih plo€ica. Shema
po kojoj su ispunjene jazice mikrotitarske ploCice nalazi se u tablici 3.

Tablica 3. Shema mikrotitarske ploCice za turbidimetrijsko odredivanje antimikrobnog

djelovanja odabranih sojeva BMK prema test mikroorganizmima

A
CZ> = =
= 5 @§ ©& @
(o) - N w 8
S
SLIJEPAPROBA | 200 uL HB 100 pL HB + 100 yL MRS
® ™
S. aureus ATCC®25925 90 uL HB
190 uL HB +
L. monocytogenes ATCC®19111™ + 10 L test MO
) 10 pL test MO +
E. coli ATCC®25922™ 100 L supernatanta kulture
Salmonella Typhimurium FP1

Kod odredivanja antimikrobne aktivnosti odabranih izolata prema srodnim bakterijama
mlijeCne kiseline u jazice mikrotitarske plocice dodano je 90 uL MRS za rod Lactobacillus,
odnosno M17 bujona za Enterococcus i Lactococcus rodove, 10 uL razli€itih prekono¢no
uzgojenih kultura srodnih BMK uskladene optiCke gustoée te 100 uL razli€itih supernatanata
kultura odabranih izolata iz maj¢inog mlijeka. Kao kontrola je koriSteno 100 pL hranjivog
bujona i 100 pL MRS, odnosno M17 bujona te 5 pL kulture odredene srodne BMK.
Antibakterijsko djelovanje supernatanta bakterijskih kultura prema srodnim bakterijama
mlije¢ne kiseline pri 37 °C odredeno je tijekom 24 sata, pri 0, 2, 4, 6, 22 i 24 sata,
spektrofotometrijskim mjerenjem prividne apsorbancije pri valnoj duljini 620 nm pomocu gitaca
mikrotitarskih plocica. KoriSteni sojevi srodnih bakterije mlije¢ne kiseline bili su Ec. faecium
ATCC®9430™, Lb. helveticus M2, Lc. lactis subsp. lactis LMG 9450. Shema po kojoj su

ispunjene jazice mikrotitarske plo€ice nalazi se u tablici 4.
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Tablica 4. Shema mikrotitarske ploCice za turbidimetrijsko odredivanje antimikrobnog

djelovanja odabranih sojeva BMK prema srodnim BMK

5
Z = = = =
| [v3] [v3] vy) [vy)
z = 8 3 B
@)
>
SLIJEPA PROBA 200 L MRS 200 L MRS
90 uL MRS
190 pL MRS +
. + 10 pL srodnog MO
Lb. helveticus M92 | 10 L srodnog MO +
100 pL supernatanta kulture
SLIJEPA PROBA 200 pyL M17 100 pL M17 + 100 pL MRS
90 yL M17
, , 190 pL M17 +
Lc. lactis subsp. lactis LMG 9450 + 10 pL srodnog MO
Ec. faecium ATCC®9430™ | 10 uL srodnog MO *
100 uL supernatanta kulture
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. POTENCIJAL PRIMJENE NUSPROIZVODA MLIJECNE INDUSTRIJE KAO
SUPSTRATA ZA UZGOJ BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Sirutka je nusproizvod milije€ne industrije koji ima primjenu u proizvodnji drugih mlijecnih
proizvoda, izradi nefermentiranih i fermentiranih napitaka od sirutke, te u razdvajanju i
valorizaciji laktoze i proteina. Slatka i kisela sirutka imaju veliki potencijal u proizvodniji
prebioti¢kih i probiotiCkih proizvoda (Lavelli i Beccalli, 2022.). Stoga, ispitan je potencijal
primjene slatke i kisele sirutke, dobivenih nakon proizvodnje polutvrdog i svjezeg sira te
permeata dobivenog ultrafiltracijom milijeka kao supstrata za uzgoj BMK. Stanice bakterijskih
sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 izoliranih iz maj¢inog mlijeka suspendirane su u
spomenutim nusproizvodima mlijeCne industrije tijekom 24 sata nakon €ega je odreden
ukupan broj poraslih stanica prije i nakon inkubacije (log CFU mL™"). Analizom rezultata
zaklju€eno je da je sojevima Lb. brevis MB1 i MB2 za rast najpogodnija kisela sirutka (Slika
2), dok je najveci porast stanica soja Lb. brevis MB20 zabiljezen u slatkoj sirutki (Slika 1). Soj
Lb. brevis MB13 je imao podjednaki vrlo slab rast u svim nusproizvodima milije¢ne industrije
(Slike 1-3). Kako se permeat sastoji od otopina laktoze, soli i vitamina za oCekivati je slabi
porast BMK, za razliku od sirutke koja je bogatija sastavom i to laktozom, proteinima, mastima
i mineralnim tvarima.

Kako BMK metaboliziranjem ugljikohidrata dobivaju energiju pri ¢emu kao glavni produkt
metabolizma nastaje mlije¢na kiselina (Mokoena, 2017.) ispitana je i koli€ina acidifikacije kao
mjera rasta BMK uslijed koje dolazi do zakiseljavanja podloge. Dobiveni rezultati su u skladu
s rezultatima odredivanja broja poraslih stanica BMK, pri ¢emu se kao optimalan supstrat za
uzgoj pokazala kisela sirutka, zatim slatka sirutka i permeat (Slike 4 i 5).

Kako mlijeCna industrija proizvodi velike koli€ine sirutke kao nusproizvod, $to dovodi do
znatnih ekoloskih problema zbog visokog sadrzaja organske tvari, istrazuju se ekoloSke i
ekonomske mogucnosti u€inkovitog iskoristavanja sirutke (Zandona i sur., 2020.) pri Cemu je
u ovom radu dokazan potencijal primjene kisele i slatke sirutke pri uzgoju i proizvodnii

probiotickih bakterija i starter kultura, kao doprinos nacelima odrzZive kruzne bioekonomije.
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Slika 2. Broj poraslih stanica bakterijskih sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 izraZzen
kao logaritamska vrijednost CFU mL' nakon inkubacije u slatkoj sirutki
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Slika 3. Broj poraslih stanica bakterijskih sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 izraZzen

kao logaritamska vrijednost CFU mL™" nakon inkubacije u kiseloj sirutki
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Slika 4. Broj poraslih stanica bakterijskih sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 izrazen
kao logaritamska vrijednost CFU mL" nakon inkubacije u permeatu
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Slika 5. Proizvedena mlije¢na kiselina (%) u supernatantu nakon uzgoja sojeva Lb. brevis
MB1, MB2, MB13 i MB20 u nusproizvodima mlijeEne industrije
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Slika 6. pH vrijednost u supernatantu nakon uzgoja sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i
MB20 u nusproizvodima mlijeCne industrije

4.2. FUNKCIONALNA PROBIOTICKA AKTIVNOST BAKTERIJA MLIJECNE
KISELINE

BMK posjeduju antioksidacijska svojstva koja im omoguc¢uju neutralizaciju slobodnih radikala
te time smanjivanje utjecaja oksidativhog stresa u tijelu. Na ovaj naCin se smanjuje rizik od
oSteCenja stanica i razvoja raznih bolesti, ukljuCuju¢i kardiovaskularne bolesti, rak i
neurodegenerativne poremecaje (Agagunduz i sur.,, 2021). Ispitana je antioksidativha
aktivnost intaktnih i liziranih stanica Lb. brevis sojeva mjerenjem aktivnosti uklanjanja DPPH
radikala. Kod liziranih stanicanije zabiljeZena antioksidacijska aktivnost, a aktivnost uklanjanja
DPPH radikala intaktnih stanica grafi¢ki je prikazana na slici 7. Iz rezultata zakljuCujemo da
soj Lb. brevis MB2 ima najvecu antioksidativnhu sposobnost buduci da je uklonio najveci udio
DPPH radikala (59,67 + 2.63), iako su i ostali sojevi pokazali vrio visoko antioksidativho
svojstvo (oko 53 %).

Dobiveni rezultati su u skladu s drugim istraZivanjima. Prema Vougiouklaki i sur. (2023)
najvecu sposobnost uklanjanja DPPH radikala je pokazao soj Lb. brevis ATCC 8287
usporedbom s Lb. gasseri ATCC 33323, Lb. rhamnosus GG ATCC 53103 i Lb. plantarum
ATCC 14917, Cija je antioksidativha aktivnostiznosila oko 80 %. Prema i Wang i sur. (2022)
antioksidativna aktivnost BMK je iznosila 57,43 + 0,29 za S. thermophilus do 73,02 £ 0,24 za
L. rhamnosus GG.
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Slika 7. Antioksidativna svojstva sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 izrazena u
postotcima uklonjenih DPPH radikala

Antimikrobna aktivnhost BMK joS je jedno vazno svojstvo probioti¢kih bakterija zbog primjene
u bioloSkom konzerviranju prehrambenih namirnica te zbog suzbijanja rasta patogenih
mikroorganizama u humanom gastrointestinalnom traktu (Arqués i sur., 2015).
Turbidimetriiskom metodom su odredena antimikrobna svojstva odabranih sojeva bakterije
Lb. brevis prema test mikroorganizmima i srodnim BMK. Kao kontrola je mjeren intenzitet
rasta samog test mikroorganizma, odnosno predstavnika BMK, bez dodatka supernatanta
kulture ispitivanog Lb. brevis soja. Na slikama 8.-11. grafiCki je prikazana ovisnostizmjerene
apsosrbancije o vremenu inkubacije uzoraka sojeva Lb. brevis pomijeSanih s 4 razliCita test
mikroorganizma (S. aureus ATCC®25925™, L. monocytogenes ATCC®1911™, E. coli
ATCC®25922™ i Salmonella Typhimurium FP1.). Veéa apsorbancija ukazuje na vecu
koncentraciju stanica, odnosno $to je veca apsorbancija pri 620 nm, to je manja antimikrobna
aktivnost odabranog Lb. brevis soja prema test mikroorganizmu, odnosno predstavniku BMK.
Iz prikazanih rezultata mozZzemo zakljuCiti da najbolju sposobnost inhibicije rasta test
mikroorganizma ima soj Lb. brevis MB20, zatim sojevi Lb. brevis MB2 i MB1 Cija aktivnost je
bila podjednaka, dok soj Lb. brevis MB13 nije pokazao antimikrobnu aktivnost niti prema
jednom test mikroorganizmu. Isti u€inak uoCen je i prilikom inhibicije srodnih BMK Lc. lactis
subsp. lactis LMG 9450 (Slika 13) i Ec. faecium ATCC®9430™ (Slika 14), dok je najmanje
antimikrobno djelovanje uoceno prema Lb. helveticus M92 (Slika 12).

Dobiveni rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima u kojima je dokazano antimikrobno
djelovanje sojeva bakterije Lb. brevis prema patogenim mikroorganizmima koji kontaminiraju
prehrambene namirnice, S. aureus, L. monocytogenes, E. coli i Salmonella Typhimurium.
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Prema KobeSc¢ak (2021.), u najve¢oj mjeri je inhibiran rast S. aureus 3048, dok je soj Lb.

brevis MB20 inhibirao L. monocytogens ATCC 19111 u vecoj mjeri od preostala tri odabrana

soja.
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Slika 8. Inhibicijsko djelovanje sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema test
mikroorganizmu S. aureus ATCC®25925™
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Slika 9. Inhibicijsko djelovanje sojeva LB. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema test

mikroorganizmu L. monocytogenes ATCC®19111™



14

1,2
1,0 —8—Escherichia coli
-0.8 —e— Escherichia coli +
S MB1
< o
0,6 Escherichia coli +
MB2
0,4 el g —e— Escherichia coli +
MB13
0,2 —eo— Escherichia coli +
MB20
0,0

0 2 4 6 8 18 20 24

Slika 10. Inhibicijsko djelovanje sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema test
mikroorganizmu E. coli ATCC®25922™
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Slika 11. Inhibicijsko djelovanje sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema test
mikroorganizmu S. Typhimurium FP1
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Slika 12. Inhibicijsko djelovanje sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema srodnoj
BMK Lb. helveticus M92
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Slika 13. Inhibicijsko djelovanje sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema srodnoj
BMK Lc. lactis subsp. lactis LMG 9450

22



1,0

—=0— Enterococcus
0.8 faecium
—=0— Enterococcus
0.6 faecium + MB1
5 Enterococcus
N faecium + MB2
£0,4
—=@— Enterococcus
0.2 faecium + MB13
=0- Enterococcus
faecium + MB20
0,0

0 2 4 6 8 18 20 24

Slika 14. Inhibicijsko djelovanje sojeva Lb. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 prema srodnoj
BMK Ec. faecium ATCC®9430™
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5. ZAKLJUCCI

1. Primijenjeni nusproizvodi mlije€ne industrije, slatka i kisela sirutka, mogu se koristiti pri
uzgoju i proizvodnji probioti€¢kih bakterija i starter kultura, kao doprinos nacelima odr-
Zive kruzne bioekonomije.

Sviispitani Lb. brevis sojevi su pokazali visoku sposobnost uklanjanja DPPH radikala.

3. Soj Lb. brevis MB20 pokazao je najbolje antimikrobno djelovanje prema ispitanim test

mikroorganizmima i srodnim BMK.
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Izjava o izvornosti

Ja, Lovorka Zagar, izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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