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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Ispitati antimikrobnu aktivnost bakterije Lactobacillus paraplantarum (taloga) i
uzgojnog medija (supernatant) nakon inkubacije prema patogenim bakterijama
(Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Staphylococcus
aureus) i bakterijama kvarenja (Pseudomonas fragi, Pseudomonas aeruginosa).
Odrediti antimikrobnu aktivnost koristenjem metoda minimalne inhibitorne
koncentracije (engl. Minimum Inhibitory Concentration, MIC), minimalne
baktericidne koncentracije (engl. Minimum Bactericidal Concentration, MBC) te
metode difuzije u jazicama (engl. Well Diffusion Method).

Tumacenjem dobivenih rezultata donijeti zakljucke o antimikrobnoj aktivnosti

ispitanih uzoraka.



SAZETAK

Bakterije mlije¢no-kiselog vrenja prisutne su u velikom broju prehrambenih proizvoda i
odgovorne su za razli¢ite pozitivne (fermentacija, antimikrobno djelovanje, senzorska
svojstva proizvoda, probiotski u¢inak) ali i negativne (bakterije kvarenja, antimikrobna
rezistencija) procese u prehrambenim proizvodima. Metaboliti bakterija mlije¢no-kiselog
vrenja u prehrambenim proizvodima imaju sposobnost inhibicije razli€itih patogenih
bakterija kao i bakterija kvarenja zbog Cega je moguca njihova primjena u konzerviranju
nefermentiranih namirnica. U ovom radu ispitana je antimikrobna aktivnost bakterijske vrste
Lactobacillus paraplantarum (talog) i uzgojnog medija nakon inkubacije (supernatant)
protiv patogenih bakterija i bakterija kvarenja. Antimikrobna aktivnost procijenjena je
metodom minimalne inhibitorne koncentracije (engl. Minimum Inhibitory Concentration,
MIC), minimalne baktericidne koncentracije (engl. Minimum Bactericidal Concentration,
MBC) i metodom difuzije u jazicama (engl. Well Diffusion Method). Najbolji antimikrobni
ucinak imao je supernatant L. paraplantarum dok je talog bakterijskih stanica L.
paraplantarum pokazao jako slabo djelovanje ili nije imao ucinak prema testiranim
mikroorganizmima. Najnize MIC i MBC vrijednosti supernatanta L. paraplantarum
zabiljeZene su prema patogenoj bakteriji Enterococcus faecalis, s MIC i MBC vrijednosti od
5% i prema bakteriji kvarenja Pseudomonas fragi s MIC i MBC vrijednosti od 2,5%. Najbolji
inhibitorni u¢inak odreden metodom difuzije u jaZicama pokazali su supernatant i talog L.

paraplantarum prema Pseudomonas fragi.

Kljucéne rije¢i: Lactobacillus paraplantarum, konzerviranje, antimikrobna aktivnost,



SUMMARY

Lactic acid fermentation bacteria are present in a large number of food products and are
responsible for various positive (fermentation, antimicrobial activity, sensory properties of
the product, probiotic activity) and negative (spoilage bacteria, antimicrobial resistance)
processes in foods. Metabolites of lactic acid fermentation bacteria in food products have the
ability to inhibit various pathogenic bacteria and spoilage bacteria in foods, making them
useful for preservation of non-fermented foods. In this thesis, the antimicrobial activity of
the bacterial species Lactobacillus paraplantarum (sediment) and the culture medium after
incubation (supernatant) was tested against pathogenic bacteria and spoilage bacteria.
Antimicrobial activity was evaluated by the minimum inhibitory concentration (MIC)
method, minimum bactericidal concentration (MBC) and well diffusion method. The
supernatant of L. paraplantarum showed the best antimicrobial effect, while the precipitate
of bacterial cells of L. paraplantarum showed a very weak effect or had no effect against the
tested microorganisms. The lowest MIC and MBC values of the supernatant of L.
paraplantarum were found against the pathogenic bacterium Enterococcus faecalis, with
MIC and MBC values of 5% and against the spoilage bacterium Pseudomonas fragi with
MIC and MBC values of 2.5%. The best inhibitory effect determined by the diffusion method
in wells was shown by the supernatant and sediment of L. paraplantarum against

Pseudomonas fragi.

Keywords: Lactobacillus paraplantarum, food preservation, antimicrobial activity
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UvoD

Biolosko konzerviranje je proces produljenja roka trajanja prehrambenih proizvoda
upotrebom mikroorganizama ili njihovih metabolita.® Vrste roda Lactobacillus, tzv.
laktobacili, samo su neke od vrsta bakterija mlije¢no-kiselog vrenja koje se koriste u
proizvodnji fermentirane hrane, kao starter kulture ili konzervansi. Osim njihove uloge u
proizvodnji hrane, odredeni sojevi koriste se kao probiotici ili pak kao nosaci cjepiva zbog

svojih potencijalnih terapeutskih i profilaktic¢kih svojstava.?

U proizvodnji hrane, laktobacili su vazni jer djeluju kao konzervansi te doprinose nutritivnim
i senzorskim svojstvima hrane na nacin da joj poboljSavaju okus i teksturu. U proizvodnji
razli¢itih vrsta sireva, fermentirane biljne hrane, fermentiranog mesa, vina i piva, kruha s
kiselim tijestom i silaze koriste se kao komplementarne ili starter kulture. Uzrokuju brzo
snizavanje pH u sirovini kroz proizvodnju mlije¢ne kiseline kao glavnog metabolickog

produkta.®

Osim u proizvodnji hrane, koriste se i za konzerviranje obzirom da mogu inhibirati druge
mikroorganizme koje uzrokuju kvarenje hrane ili su uzro¢nici bolesti koje se prenose
hranom. Rod Lactobacillus vrlo je bitan za suvremenu tehnologiju hrane, kao i proizvodnju
sto¢ne hrane, zbog svojih funkcionalnih svojstava. Prehrambena industrija i medicina aktivno
promicu upotrebu laktobacila u ljudskoj prehrani zbog velikog broja njihovih zdravstvenih
prednosti, a sve viSe Se koriste i u proizvodnji hrane za Zivotinje obzirom da mogu zamijeniti

antibiotike.*

Cilj ovog rada bio je istraziti moguénost koriStenja bakterije mlije¢no-kiselog vrenja

Lactobacillus paraplantarum i njenih metabolita kao konzervansa u hrani.



1 OPCIDIO

1.1. Rod Lactobacillus

Bakterije mlije¢no-kiselog vrenja roda Lactobacillus pripadaju skupini Gram-pozitivnih
bakterija koje osim roda Lactobacillus uklju¢uju i druge rodove poput Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus i Streptococcus. S preko 100 vrsta i podvrsta, rod Lactococcus
predstavlja najvecu skupinu unutar obitelji Lactobacillaceae. Karakterizira ih Stapicast oblik,
Cesto organiziran u lance. Strogo su fermentativni i aerotolerantni, ali dobro rastu u
anaerobnim uvjetima. Budu¢i da je glavni metabolit mlije¢na kiselina, bakterije roda
Lactobacillus preferiraju kisele uvjete s rasponom pH vrijednosti od 5,5 do 6,5 i temperaturni
raspon od 2 do 53 °C.2 Prisutne su u hrani koja obiluje ugljikohidratima (mlije¢ni proizvodi,
proizvodi od Zitarica, meso iriba) kKoji im osiguravaju rast, medutim, moguce ih je pronaci u
vodi, tlu i kanalizaciji. Dio su normalne flore usta, probavnog sustava i genitalnog trakta ljudi
i zivotinja.? Laktobacili nemaju moguénost stvaranja spora a za rast su im, 0Sim
ugljikohidrata, potrebne aminokiseline, peptidi, esteri masnih kiselina, soli derivati
nukleinskih kiselina i vitamini.* 1zvorno, grupiraju se na temelju njihove temperature rasta i
fermentacije heksoza, a kasnije prema njihovom homo/heterofermentativnom potencijalu.

Stoga, laktobacile dijelimo na?

e Obligatno homofermentativni — (obi¢no se nazivaju metabolicka skupina A) gotovo
potpuno (85%) fermentiraju hekoze u mlije¢nu kiselinu putem Embden-Meyerhof-
Parnasovog puta (EMP) ili glikolize. Ova skupina ne fermentira pentoze i glukonat.

e Fakultativno heterofermentativni — (metaboli¢ka skupina B) fermentiraju heksoze u
mlije¢nu kiselinu putem EMP-a te imaju sposobnost razgradnje pentoze i glukonata putem
inducibilne fosfoketolaze, koja rezultira proizvodnjom octene kiseline, etanola i mravlje
kiseline pod ograni¢enjem glukoze.

e Obligatno heterofermentativni — (metabolicka skupina C) posjeduju FDB aldolazu, ali ne
I fosfoketolazu, te metaboliziraju pentoze i heksoze isklju¢ivo fosfoglukonatnim putem

pri ¢emu proizvode mlijecnu kiselinu, etanol (ili octenu kiselinu) i CO..



Laktobacili su najopseznije proucavani i najceS¢e KoriSteni probiotici unutar skupine
bakterija mlije¢no-kiselog vrenja. Probiotik koristan za ljudsko zdravlje, mora ispunjavati
nekoliko kriterija koji ukljuc¢uju: dobra senzorska svojstva, otpornost na fage, sposobnost
prezivljavanja i stabilnost tijekom prerade. Takoder, probiotici moraju biti nepatogeni i
netoksi¢ni te ne smiju nositi ste¢enu ili genetski zamjenjivu rezistenciju na antibiotike.®
Prethodne studije ukazale su na potencijal laktobacila u promicanju opceg zdravlja,
ublazavanja intolerancije na laktozu, pozitivhog djelovanja na crijevnu floru, stimulaciju
imunoloskog sustava te smanjenje upalnih i alergijskih reakcija. Takoder, ¢uvaju biljne
ugljikohidrate homofermentacijom i konzerviraju biljne proteine deaminacijom i
inhibiranjem proteolize.* Svi sojevi fermentiraju ribozu, galaktozu, D-glukozu, D-fruktozu,
D-manozu, manitol, N-acetilglukozamin, amigdalin, arbutin, salicin, celebiozu, laktozu,
maltozu, saharozu, trehalozu, melibiozu, melezitozu i glukonat. Zbog brojnih bioloskih

aktivnosti, sve se viSe istrazuje koriStenje laktobacila kao prirodnih konzervansa.

Soj L. paraplantarum (slika 1.) prvi put je izoliran iz piva i ljudskog izmeta u Francuskoj®, a
prvi put opisan 1996. kada su Curk i sur.® uo¢ili da sojevi sliéni L. plantarum nisu
katabolizirali a-metil-D-manozid. Ova vrsta je fenotipski bliska L. plantarum i L. pentosus.’
L. paraplantarum je fakultativna heterofermentativha Gram-pozitivna bakterija u obliku
Stapica. Raste pojedina¢no, u parovima, a ponekad i formira kratke lance. Stanice su
nepokretne, katalaza negativne i fakultativho anaerobne, proizvode D-(-)- i L-(+)-mlije¢nu
Kiselinu. Raste na 15 °C (sporo) dok je, optimalna temperatura rasta izmedu 30-37 °C. Raste
u MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) mediju koji sadrzi NaCl do koncentracije 8%. Kolonije

uzgojene na MRS agaru su okrugle, glatke, kupolastog oblika i kremaste boje.®
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Slika 1. Izgled stanice bakterije roda Lactobacillus®

1.2. Aktivnost Lactobacillus paraplantaruma

Poznato je da laktobacili, pa tako i soj L. paraplantarum, imaju probioticko djelovanje!®910

ali i brojna druga biologka svojstval® §to potvrduju i brojne studije.

L. paraplantarum BT-11 izoliran iz bivoljeg mlijeka ima probioticki potencijal. Inhibitorna
tvar sli¢na bakteriocinu (engl. bacteriocin-like inhibitory substance, BLIS) koju proizvodi L.
paraplantarum BT-11 pokazala je antibakterijsko djelovanje prema patogenim bakterijama
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Salmonella typhimurium.
Takoder, BLIS L. paraplantarum BT-11 inhibirao je rast L. monocytogenes inokulirane u
govede meso i time je potvrdena moguénost koriStenja L. paraplantarum i njegovih

metabolita kao prirodnih konzervansa.t



Tulini i sur.® izolirali su vrstu L. paraplantarum FT259 iz brazilskog polutvrdog sira.
Metodom difuzije u jazicama potvrdena je antimikrobna aktivnost bakteriocina L.
paraplantarum FT259 (spoja proteinske prirode). Uoceno je da proizvedeni bakteriocini
inhibiraju rast patogene L. monocytogenes sa zonom inhibicije > 7cm. Kako bi potvrdili da
je inhibicija uzrokovana proizvedenim bakteriocinom izolata FT259, ispitana je i osjetljivost
na razgradnju proteolitickim enzimima (a-Kimotripsin, proteinaza K, proteaza tipa XIV)
metodom difuzije u jazicama. Budu¢i da nije postojala zona inhibicije oko jazica koje sadrze
proteoliticki enzim, zakljuceno je da inhibiciju rasta L. monocytogenes uzrokuje bakteriocin

izolata L. paraplantarum FT259.

Endo i sur.® u svom su istrazivanju izolirali soj L. paraplantarum D2-1 iz fermentiranog
povréa. Soj se pokazao prikladnim u fermentaciji sojinog mlijeka obzirom da je njegova
fermentacija uspjesno provedena unutar 24 sata. Dobiveni proizvod imao je glatku teksturu,
manje specifican miris te blago-kiseli okus. Broj zivih stanica L. paraplantarum D2-1 u
sojinom mlijeku je porastao, $to ukazuje na potencijal rasta i prezivljavanja u fermentiranom
sojinom mlijeku. Osim toga, zabiljeZen je i probioti¢ki uéinak soja kao i visoka sposobnost

prezivljavanja u umjetnom Zeluc¢anom soku, svojstva adhezije sluzi te stvaranje biofilma.

Garzia-Lopez i sur.'? istrazivali su antimikrobnu aktivnost L. paraplantarum BPF2. Uo&eno
je da L. paraplantarum BPF2 proizvodi bakteriocin nazvan Leukocin K izoliran iz chorizoa
(fermentirano, suSeno, dimljeno svinjsko meso). Djelovanjem spomenutog bakteriocina
prema patogenim bakterijama L. monocytogenes, S. aureus i C. perfringens dokazana je

mogucnost koritenja L. paraplantaruma BPF2 kao prirodnog konzervansa.



1.3. Spojevi zasluzni za antimikrobnu aktivnost bakterija mlije¢no-kiselog vrenja

Za biolosku aktivnost bakterija mlije¢no-kiselog vrenja zasluzni su razliciti antimikrobni
spojevi koji proizvode organske kiseline, vodikov peroksid (H202), diacetil, ugljikov dioksid
(CO>) i bakteriocine.! Jedan dio metabolita bakterija mlije¢no-kiselog vrenja inhibira i rast
patogena koji se prenosi hranom. Antimikrobno djelovanje laktobacila povezuje se s
proizvodnjom mlije¢ne, octene, mravlje, kaprionske, propionske, maslacne 1 valerijanske
kiseline, ali i drugih inhibicijskih tvari poput H202, CO, diacetila i bakteriocina. Smanjenje
koli¢ine dostupnih ugljikohidrata i stvaranje niza organskih molekula pozitivno utjece na

produljenje roka trajanja prehrambenih proizvoda.*!

1.3.1. Organske kiseline

Laktobacili proizvode organske kiseline koje imaju nespecifiéne antimikrobne udinke.®®
Mlije¢na i octena kiselina smatraju se glavnim organskim kiselinama koje imaju
antimikroban uéinak.!’ Organske kiseline onemoguéuju rast Gram-negativnih i Gram-
pozitivnih bakterija, takoder su sigurne za ljudsku upotrebu. Antimikrobno svojstvo pripisuje
se disociranim molekulama koje se deprotoniraju nakon ulaska u stani¢cne membrane. Drugi
uzrok je posljedica uskladenog uéinka disociranih iona i ne disociranih molekula, koji

rezultiraju ostecenjem bakterijskih stanica.?



1.3.2. Peptidi

Brojna fermentirana hrana prirodno sadrzi laktobacile te posljedi¢no i bakteriocine, koji
inhibiraju rast bakterija koje su uzro¢nici kvarenja hrane. Bakteriocini su raznolika skupina
antimikrobnih peptida. Sintetiziraju se ribosomima i mogu unistiti blisko povezane sojeve
mikroba. Nemaju miris i boju te ne utjeCu na i senzorska svojstva hrane. Za razliku od
tradicionalnih antibiotika, bakteriocini Ciste probavni sustav proteolitickim enzimima.
Mehanizam djelovanja temelji se na inhibiciji sinteze DNK i/ili drugih metaboli¢kih procesa

mikrobnog soja.'?

1.3.3. Ostali metaboliti

Uz ve¢ navedene, laktobacili imaju sposobnost sinteze i drugih manjih molekula koje su
pokazale antimikrobne ué¢inke a to su diacetil, vodikov peroksid (H20.) i reuterin. H20-
pokazao se visoko ucinkovitim antimikrobnim sredstvom u sinergiji s toplinom.
Antimikrobni u¢inak prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama uocen je kod
diaetila i ruteina koji deaktivacijom klju¢nih enzima inhibiraju/modificiraju kataliticku
aktivnost nezeljenih mikroorganizama. Ova deaktivacija rezultat je djelovanja dikarbonilne
skupine diacetila koja reagira s argininom u enzimima. U aerobnim uvjetima i nedostatku
unutar stanicne katalaze, pseudokatalaze ili peroksidaze laktobacili sintetiziraju H20..
Karakteristicno bakteriostatsko djelovanje H2O2 znatno je izrazenije u sirovom mlijeku
stimulacijom laktiperoksidaza-tiocijatnog sustava. U prisutnosti vodikovog peroksida i
laktoperoksidaze stvara se hipotiocijanatni anion, koji uzrokuje ostecenja razli¢itih dijelova

stanice bakterija poput membranskih proteina.*?



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Reagensi i uredaji

Hranjive podloge i reagensi:

Fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline, PBS) —u 100 mL destilirane vode otopi se
1 tableta PBS-a (Biolife, Italija) nakon Cega se otopina sterilizira.

Mueller-Hinton bujon (MHB) — u staklenoj boci 500 mL izvaze se 6,6 g MHB
(Biolife, Italija) i 300 mL destilirane vode. Sadrzaj se dobro promijesa te sterilizira u
autoklavu 15 minuta pri 121 °C i tlaku od 1,2 bara.

Mueller-Hinton agar (MHA) — u staklenoj boci od 500 mL izvaze se 11,4 g MHA
(Biolife, Italija) te otopi u 300 mL destilirane vode. Sadrzaj se promijesa te sterilizira
u autoklavu 15 minuta pri 121 °C i tlaku od 1,2 bara.

De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS agar) — u staklenoj boci od 500 mL izvaze
se 20,49 g dehidriranog medija (Biolife, Italija) te otopi u 300 mL destilirane vode.
SadrzZaj se promijesa te sterilizira u autoklavu 15 minuta pri 121 °C i tlaku od 1,2 bara
De Man, Rogosa and Sharpe bujon (MRS bujon) —u staklenoj boci od 500 mL izvaze
se 16,54 g MRS bujona (Biolife, Italija) te otopi u 300 mL destilirane vode. Sadrzaj
se promijesa te sterilizira u autoklavu 15 minuta pri 121 °C i tlaku od 1,2 bara.
Jodonitrotetrazolijev klorid (INT, Sigma-Aldrich) -— 0,04 g reagensa otopi se u 20
mL sterilizirane bidestilirane vode. Otopina reagensa je osjetljiva na svijetlo te ju je

potrebno zastititi folijom i ¢uvati u hladnjaku (+4).



Uredaji:
= Centrifuga, (Eppendorf, Centrifuge 5702, Hamburg, Njemacka)
= Inkubator (Pol Eko, Smart, Berlin, Njemacka)
=  Mjesalica (Tehtnica, Vibromic 313 EVT, Tehtnica, Slovenija)
= Termostatska mjesalica mikrotitarskih plo¢ica (Biosan, Plate Shaker-Termostat PST-
60 HL, Riga, Latvia)
= Mikrotitarske ploc¢ice (Hamburg, Njemacka)
= Vortex mixer (Phoenix Instruments RS-VA 10, Garbsen, Njemacka)
= Autoklav (Astell AMA440, Kent, Velika Britanija)
= pH-metar (Hanna Edge HI2020-21, Velika Britanija)
= Denzitometar (DEN-1, Biosan, Riga, Latvija)

Slika 2. Centrifuga koriStena za izdvajanje uzgojnog medija(supernatanta) od bakterijskih

stanica L. paraplantaruma taloga(vlastita fotografija)



Slika 3. pH-metar koriSten za mjerenje pH vrijednosti bujona prije i nakon inkubacije L.
paraplantarum (vlastita fotografija)

Slika 4. Vortex koristen za homogenizaciju testiranih uzoraka bakterijskih stanica (taloga) i

uzgojnog medija nakon inkubacije (supernatanta) L. paraplantaruma (vlastita fotografija)
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Slika 5. Autoklav koristen u sterilizaciji hranjivih podloga (vlastita fotografija)

2.2. Priprema supernatanta i bakterijskog taloga L. paraplantarum

Revitalizacija L. paraplantaruma obavljena je metodom razmaza. Volumen od 100 uL
bakterijske kulture iz dubokog agara nasijan je na MRS podlogu. Nakon inkubacije, kultura
je presijana u 10 mL MRS bujona u sterilne epruvete, te inkubirana 24 h na 30 °C. Nakon
24-satne inkubacije, 0,1 mL kulture dodano je 10 mL bujona te ponovo inkubirano 24 h uz
stalno mijesanje pri 230rpm. Nakon posljednje inkubacije bakterijska koncentracija iznosila
je priblizno 10° CFU/mL (engl. Colony Forming Unit). S ciljem izdvajanja bakterijskih
stanica iz bujona, dobivena bakterijska kultura centrifugirana je u sterilnim falkon

epruvetama tijekom 5 min pri 4000rpm.
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Slika 6. Izgled bujona s bakterijom L. paraplantarum prije centrifugiranja (vlastita
fotografija)

Slika 7. Izdvojen uzgojni medij (supernatant — lijevo) i bakterijska kultura (talog - desno)

L. paraplantarum nakon centrifugiranja (vlastita fotografija)
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2.3. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna ucinkovitost supernatanta i bakterijskog taloga odredena je metodom
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), minimalne baktericidne koncentracije (MBC) te

difuzijom u jazicama (WELL).

Bakterijske kulture

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koristene su kolonije patogenih bakterija te bakterija
kvarenja, i to Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 i Pseudomonas fragi ATCC 4973.

Priprema mikrobnih kultura i inokuluma

Za pripremu prekonoéne kulture, jedna bakterijska kolonija prenesena je ezom s krute
podloge (MHA) u 3-5 mL bujona (MHB). Bakterijske kulture inkubirane su 14-16 h pri 37
°C (produljenje vremena inkubacije utjeCe na stvaranje metabolita koji usporavaju bakterijski
rast). Nakon inkubacije, volumen od 3 mL prekono¢ne kulture dodan je u 27 mL MHB-a te
inkubiran 1-1,5h (ovisno o bakteriji), pri 37 °C uz stalno mijesanje od 110 rpm. Nakon
inkubacije, bakterijska koncentracija odreduje se denzitometrom a koriStenjem krivulja rasta

priprema se radni inokulum s koncentracijom bakterija 10°.

Kontrola inokuluma

Kao potvrda koncentracije bakterijskih inokuluma koristena je metoda po Kochu.!® Za
odredivanje bakterijske koncentracije koristenog inokuluma pripravi se do osam serija
decimalnih koji se nasijavaju na hranjivi agar. Za pripravu prvog razrjedenja, u mikro
epruvete (2,0 mL, Eppendorf) pipetira se 50 uL bakterijskog inokuluma i 450 uL PBS-a te

dobro promijesa. Drugo razrjedenje pripremi se tako da se pipetira 50 pL prvog razrjedenja
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inokuluma 1450 puL. PBS te tako redom do Sestog razrjedenja. Volumen od 10 pL nasijava se
na MHA podlogu te inkubira 24 sata pri 37 °C. Pripremljena razrjedenja nasijavaju se u tri
ponavljanja. Nakon inkubacije, kolonije porasle na hranjivoj podlozi u Petrijevim posudama
(slika 8.) se prebroje, a dobiveni rezultat potvrduje broj jedinica koje formiraju kolonije
(CFU) po 1 mL uzorka. Koncentracija inokuluma je potvrdena ukoliko broj kolonija ne

prelazi 25 na razrjedenju 107,

Slika 8. Izgled kontrole inokuluma bakterije S. aureus odredene metodom po Kochu

(vlastita fotografija)

2.3.1. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne vrijednosti (MIC)

MIC predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog agensa koja inhibira rast
mikroorganizama. Testirani bakterijski talog i supernatant razrijedeni su koristenjem MHB
tako da je udio talog ili supernatanta u razrjedenju bio 80%. U sve otvore mikrotitarskih

ploc¢ica dodano je 50 uL. MHB a potom je u prvi red otvora mikrotitarske plocice pipetirano
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100 uL pripremljenog bakterijskog taloga i supernatanta. Postupak se ponavlja sve do
predzadnjeg reda mikrotatske plocice, dok se 50 pL iz predzadnjeg reda odbaci. Pripremljeni
radni inokulumi patogenih bakterija/bakterija kvarenja dodani su u sve otvore mikrotitarskih
plocica u volumenu od 50 pL. PloCice se mijesaju na termostatskoj mijesalici mikrotitarskih
plocica te stavljaju na inkubaciju tijekom 24h pri 37 °C. Nakon inkubacije u sve otvore
mikrotitarskih plo¢ica dodano je 10 uLL INT reagensa koncentracije 2mg/mL. Nakon jedne
minute mijeSanja na termostatskoj mijesalici, svaka mikrotitarska plo¢ica zamotana je u
aluminijsku foliju (kako bi se sprijecilo reagiranje INT reagensa sa svjetlom) te inkubirana
30 min pri 37 °C u mraku. MIC vrijednost se odreduje kao koncentracija prisutna u pori gdje

se nije stvorilo obojenje. **

O
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Slika 9. Minimalna inhibitorna koncentracija uzgojnog medija (supernatanta — S) i
bakterijske kulture (talog - T) L. paraplantarum prema bakteriji P. aeruginosa (vlastita

fotografija)
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2.3.2. Metoda odredivanja minimalne baktericidne koncentracije (MBC)

Minimalna baktericidna koncentracija (MBC)® ili minimalna fungicidna koncentracija
(MFC) a takoder poznata i kao minimalna letalna koncentracija (MLC), najcesca je procjena
baktericidne ili fungicidne aktivnosti. MBC se definira kao najniza koncentracija
antimikrobnog agensa potrebna za ubijanje 99,9% konac¢nog inokuluma nakon inkubacije od
24 sata pod standardiziranim uvijetima rasta testnog mikroorganizma. 1 Koncentracija u kojoj
je odredena MIC vrijednost testirana je i za MBC. Iz jazice u kojoj je odredena MIC
otpipetirano je 10 uL te nasijano na MHA podlogu u tri ponavljanja. Osim koncentracije koja
je potvrdena za MIC vrijednost nasijano je i prethodno razrjedenje odnosno dvostruko veca
koncentracija. Koncentracija koja potvrduje MBC vrijednost je ona u kojoj broj kolonija po
kapljici, odnosno nasijavanju, ne prelazi 25.

Slika 10. Minimalna baktericidna koncentracija supernatanta L.paraplantaruma prema

bakteriji L. monocytogenes (vlastita fotografija)
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2.3.3. Metoda difuzije u jaZzicama

Cilj ove metode je odrediti inhibiciju rasta bakterija oko jazice. Ova metoda ne razlikuje
baktericidne i bakteriostatske efekte s obzirom da bakterijska inhibicija rasta ne zna¢i smrt
bakterija. Metoda difuzije u jazicama izvodi se u Petrijevim zdjelicama na ¢vrstoj hranjivoj
MHA podlozi. Na hranjivu podlogu nacjepljuje se bakterijska kultura koja ima koncentraciju
bakterijskih stanica 105 CFU/mL. Nakon inokulacije i su$enja u trajanju od 2-3 minute, u
agaru se buse jazice (rupice) promjera 7-8 mm. U svaku jazicu dodano je 50 pL uzorka
bakterijskog supernatanta i taloga, nakon cega se Petrijeve zdjelice stavljaju u hladnjak na 1
h kako bi se omoguéilo prodiranje aktivnih komponenti iz supernatanta ili taloga u hranjivu

podlogu. Pripremljene podloge inkubiraju se tijekom 24 h pri temperaturi 37 °C.

Nakon inkubacije, izmjeri se zona inhibicije bakterijskog rasta oko jazica koristenjem

ravnala. Zona inhibicije > 12 mm ukazuje na dobar inhibitorni u¢inak testiranog uzorka.*

Slika 11.Inhibicija rasta bakterije P. fragi uzgojnim medijom (supernatanta — S) i
bakterijskom kulturom (talog - T) L. paraplantarum metodom difuzije u jazicama (vlastita

fotografija)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost mlije¢no-kiselinske bakterije L.
paraplantarum (uzgojnog medija ili supernatanta te bakterijske kulture ili taloga) prema
patogenim bakterijama i bakterijama kvarenja, koristenjem razli¢itih antimikrobnih metoda.

Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 1-4.

3.1.Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne

baktericidne koncentracije (MBC)

U tablici 1 prikazane su vrijednosti MIC i MBC taloga i supernatanta prema patogenim
bakterijama. Obzirom da MIC vrijednosti predstavljaju minimalnu koncentraciju nekog
uzorka koja moze inhibirati rast i razmnoZzavanje bakterija, nize vrijednosti predstavljaju bolji
ucinak. Supernatant bakterije L. paraplantarum s MIC i MBC vrijednosti od 5% pokazao je
najbolji antimikrobni u¢inak prema patogenoj bakteriji E. faecalis. Ovi rezultati ukazuju da
koncentracija od 5% supernatanta L. paraplantaruma, osim $to inhibira rast bakterije E.
faecalis, ima i baktericidno djelovanje protiv iste. Supernatant L. paraplantarum
koncentracije 20% pokazao je inhibitorni i baktericidni u¢inak prema bakteriji E. coli.
Nadalje, 20%-tna koncentracija supernatanta pokazala je inhibitorni u¢inak na rast patogene
bakterije L. monocytogenes, dok baktericidni u¢inak nije zabiljezen pri koncentraciji od 40%.
S druge strane, talog L. paraplantaruma pokazao je slabiji antimikrobni u¢inak prema svim
testiranim patogenim bakterijama. Zabiljezene MIC i MBC vrijednosti iznosile su 40% ili
>40%.
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Tablica 1. MIC i MBC vrijednosti taloga i supernatanta L. paraplantaruma prema

patogenim bakterijama izrazene u %

Talog (%) Supernatant (%)
MIC >40 20
L. monocytogenes

MBC >40 40

MIC 40 5
E. faecalis

MBC 40 5

MIC >40 40
S. aureus

MBC >40 /

MIC 40 20

E. coli
MBC 40 20

U tablici 2 su prikazane vrijednosti MIC i MBC taloga i supernatanta prema bakterijama
kvarenja. |1z rezultata mozemo zakljuciti da supernatant L. paraplantaruma pokazuje izvrstan
antimikrobni, odnosno, baktericidni, ucinak prema bakteriji P. fragi sa
inhibitornom/baktericidnom koncentracijom od samo 2,5%. Sli¢an u¢inak supernatanta L.
paraplantaruma zabiljezen je 1 prema bakteriji P. aeruginose, gdje je koncentracija
supernatanta od 5% pokazala inhibitorni/baktericidni uc¢inak. Talog L. paraplantaruma nije
pokazao inhibitorni i baktericidni u¢inak prema bakterije P fragi, dok prema Pseudomonas

aeruginosa pokazuje inhibiciju rasta s MIC od 20%, dok MBC vrijednost nije dokazana.
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Tablica 2. MIC i MBC vrijednosti taloga i supernatanta L. paraplantaruma prema

bakterijama kvarenja izrazene u %

Talog (%) Supernatant (%)
MIC - 2,5
P. fragi
MBC - 2,5
MIC 20 5
P. aeruginosa
MBC - 5

Tablica 3. Izmjerene pH vrijednosti bujona prije inkubacije i supernatanta nakon inkubacije
bakterijom L. paraplantarum

Uzorak pH vrijednost
MRS bujon 6,89+0,17
Supernatant (nakon 24-satne inkubacije) 5,22+0,25

S pH vrijednosti 5,22+0,25 supernatant nakon 24-satne inkubacije je blago kiseo. Zabiljezene
pH-vrijednosti moZemo povezati sa rezultatima MIC metode budu¢i da znamo da
proizvodnja organskih kiselina snizava pH vrijednost. Mozemo pretpostaviti da su upravo
one nositelji antimikrobne aktivnosti supernatanta L. paraplantaruma. To nam potvrduju
zabiljezene vrijednosti MIC-a gdje je supernatant L. paraplantaruma imao dobar

antimikrobni u¢inak prema bakterijama E. faecalis, P. fragi i P. aeruginosa.

Kalhoro i sur® u istrazivanju antimikrobne aktivnosti izolata L. paraplantarum BT-11
metodama MIC i MBC pokazali su da lIzolat BT-11 ima dobar inhibitorni u¢inak prema
patogenima Gram-pozitivnim bakterijama L. monocytogenes i S. aureus s MIC vrijednosti
od 31,25 pg/mL. U usporedbi s rezultatima ovog zavrSnog rada, samo je supernatant s MIC
vrijednostima 20-40% pokazao inhibitorni u¢inak prema navedenim bakterijama, dok talog

L. paraplantaruma nije pokazali inhibitorni u¢inak.
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3.2.Rezultati odredivanja metode difuzije u jazicama

Rezultati metode difuzije u jazicama taloga i supernatanta Lactobacillus paraplantaruma
prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati metode difuzije u jazicama taloga i supernatanta Lactobacillus

paraplantaruma prema patogenim bakterijama izrazene u mm

Talog (mm) Supernatant (mm)
S. aureus - 12,1+1,41
P. fragi 23+1,73 2510

Od svih testiranih patogenih bakterija te bakterija kvarenja, samo bakterije navedene u tablici
4. su pokazale inhibitorni u¢inak. 1z rezultata je vidljivo da talog L. paraplantarum nije uspio
inhibirati rast Gram-pozitivne bakterije S. aureus. Najja¢i inhibitorni u¢inak supernatanta
zabiljeZen je prema Gram-negativnoj bakteriji P. fragi sa zonom inhibicije od 25 mm. Gotovo
jednako dobar inhibitorni u¢inak zabiljeZen je i za talog L. paraplantarum prema P. fragi sa
zonom inhibicije od 23+1,73 mm, dok je najmanja zona inhibicije od 12,1+1,41 mm

zabiljeZena za supernatant L. paraplantarum prema S. aureus.

Arokiyamary i Sivakumar® proveli su istraZivanje usmjereno na izolaciju Lactobacillus spp.
iz tradicionalnih mlije¢nih proizvoda koji se konzumiraju u Indiji (skuta, sir, maslac, mlijeko,
topljeni maslac) i karakterizaciju izoliranih bakteriocina Lactobacillus spp. Za svih 5
bakterijskih izolata (LBC, LBL, LBB, LBH i LBF) dokazano je da su Gram-pozitivni,
Stapicastog oblika, katalaza negativni te da ne stvaraju spore. Za odredivanje antimikrobne
aktivnosti izolata koriStena je metoda difuzije u jazicama. EKkstrakti pet izoliranih
Lactobacillus vrsta inhibirali su rast patogenih bakterija: E. coli, S. aureus, B. cereus, S. typhi

i S. dysenteriea, te su zbiljezeni promjeri inhibicije u rasponu od 9-15 mm.
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Najja¢i inhibitorni u¢inak sa zonom inhibicije od 15 mm zabiljezen je za ekstrakt
Lactobacillus LBC prema S. aureus. Rezultati istrazivanja Arokiyamary i Sivakumar®® nisu
usporedivi s rezultatima ovog zavr$nog rada obzirom da talog L. paraplantarum nije pokazao

inhibitorni u¢inak prema S. aureus.

Kalhoro i sur.! ispitali su antimikrobnu aktivnost izolata L. paraplantarum BT-11 prema
patogenim bakterijama E. coli, S. aureus, L. monocytogenes i S. typhimurium metodom
difuzije u jazicama. Najbolji inhibitorni uéinak pokazuje izolat L. paraplantarum BT-11
prema patogenoj bakteriji L. monocytogenes sa zonom inhibicije od 17,66 mm. Rezultate
navedenog istrazivanja nije moguce povezati s rezultatima ovog zavrSnog rada, buduci da ni

talog ni supernatant nisu pokazali inhibitorni u¢inak prema L. monocytogenes.

Garcia-Lopez i sur.!® su u svom istrazivanju ispitali antimikrobnu aktivnost supernatanta L.
paraplantarum BPF2 izoliranog iz andaluzijskih spontano fermentiranih kobasica.
Antimikrobna aktivnost ispitana je metodom difuzije u jazicama prema patogenim
bakterijama L. monocytogenes, S. aureus te C. perfringens. Najbolji inhibitorni u¢inak
izoliranog soja BPF2 zabiljezen je prema L. monocytogenes sa zonom inhibicije 24+0,5 mm.
Dobar inhibitorni u¢inak uocen je i prema bakterijama S. aureus (zona inhibicije 16£0,4mm)
i C. perfringens (zona inhibicije 18+0,5mm). Talog i supernatant L. paraplantaruma nisu
pokazali inhibitorni u¢inak prema L. monocytogenes, pa rezultati zavr$nog rada nisu
usporedivi s istrazivanjem. Oba istrazivanja potvrdila su dobar inhibitorni ucinak

supernatanta L. paraplantarum prema S. aureus.

Budu¢i da je pregledom dostupne literature uocen jako mali broj istrazivanja koji se bave
odredivanjem antimikrobnog ucinka supernatanta L. paraplantarum tesko je uraditi
usporedivanje rezultata, no zasigurno se moze istaknuti potencijal i iznimno dobra aktivnost

supernatanta.
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4. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedenog istrazivanja i prezentiranih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

= Analizirani uzorci bakterijskog taloga i uzgojnog medija (supernatant) L.
paraplantarum pokazali su dobru antimikrobnu aktivnost prema testiranim Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama.

= Najbolji antimikrobni u¢inak prema patogenoj Gram-pozitivnoj bakteriji E. faecalis,
pokazao je supernatant bakterije L. paraplantarum s MIC i MBC vrijednosti od 5%.

= Najbolji antimikrobni uc¢inak prema Gram-negativnoj bakteriji kvarenja P. fragi,
pokazao je supernatant bakterije L. paraplantarum s MIC i MBC vrijednosti od 2,5%.

= Najbolji inhibitorni u¢inak supernatanta i taloga L. paraplantarum odreden metodom
difuzije u jazicama zabiljezen je prema Gram-negativnoj P. fragi sa zonom inhibicije
> 25 mm.

= Supenatant bakterije L. paraplantarum pokazuje izniman potencijal upotrebe u

prehrambenoj industriji, no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se dokazala i

potvrdila njegova opravdanost upotrebe kao konzervansa.
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