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1. Uvod

Fermentacija mlijeka je jedna od najstarijih koriStenih metoda za produljenje roka
trajanja mlijeka, a ljudi ju prakticiraju tisu¢ama godina. Nije poznato to¢no podrijetlo
proizvodnje fermentiranog mlijeka, ali se pretpostavlja da datira prije visSe od 10.000 godina.
Arheoloski dokazi civilizacija Sumerana, Babilonaca i Indijaca sugeriraju da su bili napredni u
poljoprivredi i u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Danas$nji fermentirani mlijecni
proizvodi se proizvode gotovo u cijelom svijetu, a faze proizvodnje kombiniraju zajedno
umjetnost drevnog zanata i znanosti (TAMIME, 2002.). U fermentaciji mlijeka se najc¢esce
koriste bakterije mlije¢ne kiseline i one su jedne od najranije otkrivenih i proucavanih bakterija
u mikrobiologiji hrane. Zadnjih godina sve viSe paznje se obrac¢a na njih zbog povoljnih
probiotickih svojstava i antimikrobnog potencijala (GEORGE i sur., 2018.). Postoji preko 60
rodova bakterija mlije¢ne kiseline, od kojih se Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Carnobacterium, Fructobacillus, Oenococcus i
Weissella povezuju s proizvodnjom hrane (DILLON, 2014.).

Starter kulture se dakle, dodaju mlijeku u cilju proizvodnje mlije¢nih preradevina
ubrzanim i kontroliranim fermentacijskim procesom (TAMIME, 2002.). U njima se medu
ostalima koristi i Lactiplantibacillus plantarum koji osim antimikrobnog djelovanja, poboljsava
okus proizvoda, ¢uva 1 poboljSava nutritivni sastav proizvoda i zdravstvene prednosti, te
produzuje rok trajanja. L. plantarum je $iroko rasprostranjena bakterija mlijecne kiseline koju
nalazimo u brojnim prehrambenim proizvodima te nastanjuje ljudsku i Zivotinjsku mukozu
gastrointestinalnog trakta (YILMAZ i sur., 2022.). Nedavnim istrazivanjima u okviru projekta
Potencijal mikroinkapsulacije u proizvodnji sireva KK. 01.1.1.04.0058 izolirana je autohtona
mikrobiota u tradicionalnoj proizvodnji Paskog sira od sirovog mlijeka. Jedan od ciljeva
istrazivanja bio je identificirati potencijalne sirarske kulture temeljem fenotipskih i genotipskih
analiza, te su preliminarno odabrani sojevi vrste L. plantarum i Lactococcus lactis (KIS i sur.,
2021.). L plantarum je u navedenom istrazivanju izoliran iz siriSta sisajuce janjadi te se
pretpostavljalo da posjeduje odredenu sposobnost prezivljavanja i aktivnosti u kiselom mediju
s obzirom na uvjete u siriStu. Pored toga je za ocekivati da povoljno doprinosi razvoju
senzorskih svojstava sireva.

Stoga je cilj ovog rada bio je ispitati funkcionalne znacajke soja L. plantarum S3
izdvojen iz siriSta sisaju¢e janjadi te zabiljeziti njegove biokemijske znacajke, enzimske
sustave, antimikrobnu aktivnost, osjetljivost na antimikrobne tvari, sposobnost rasta pri

razli¢itim temperaturama, koncentracijama soli i kiselosti. Oc¢ekuje se da ¢e L. plantarum S3
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imati probioti¢ka svojstva i otpornost na grani¢ne uvjete rasta te pokazati povoljne tehnoloske
i zdravstvene znacajke da bi bio primjenjiv u mljekarstvu, ponajprije proizvodnji sireva kao

starter kultura.



2. Pregled rezultata dosadasnjih istraZzivanja

2.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlijec¢ne kiseline (BMK) ¢ine skupinu gram pozitivnih bakterija koja je Siroko
rasprostranjena u prirodi i kojima je zajedni¢ko da proizvode mlijecnu kiselinu kao glavni
produkt fermentacije ugljikohidrata. Naj¢eS$c¢e nalaze u proizvodima mlije¢nog (fermentiranog),
mesnog i biljnog podrijetla, u gastrointestinalnom 1 urogenitalnom traktu ljudi i zivotinja te u
tlu i vodi (LIU i sur., 2014.). U mikrobiologiji hrane najznacajniji su rodovi Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Streptococcus pri ¢emu su laktobacili
najveca skupina BMK i najéesce koristeni u mljekarstvu (LIU i sur., 2014.).

BMK su poznate po svojoj sposobnosti da pretvaraju Sec¢ere u mlijenu kiselinu. U
njihovu metabolizmu se fermantacijom mogu sintetizirati i druge organske kiseline. Prema
navedenom mozemo ih Klasificirati u homofermentativne i heterofermentativne bakterije.
Homofermentativne bakterije su one kod kojih se kao rezultat fermentacije ugljikohidrata
uglavnom oslobada mlije¢na kiselina (98 %). U malim koli¢inama, proces prati sinteza
sukcinata 1 fumarna kiselina, ugljicni dioksid 1 etanol. Za razliku od njih, kod
heterofermentativnih bakterija mlijecne kiseline uz mlije€nu kiselinu oko polovice Secera
koristi se za proizvodnju octene kiseline, uglji¢énog dioksida i etanola (BLAJIMAN i sur., 2018.)

BMK se takoder mogu klasificirati i prema optimalnoj temperaturi rasta. Mogu se
podijeliti na mezofilne kulture kojima je optimalna temperatura od 22 °C do 30 °C i termofilne
koje imaju visu optimalnu temperaturu rasta od 37 °C do 45 °C. Mezofilne kulture bakterija
sudjeluju u koagulaciji proteina, u fermentaciji laktoze uz nastanak kiselina, te aromatskih tvari
poput diacetila, aldehida te CO». Termofilne kulture se koriste u proizvodnji jogurta i ostalih
fermentiranih mlije¢nih napitaka kao monokulture ili mjesovite kulture, a sastavljene su od
bakterija Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii ssp. (JOHNSON, 2013.).

BMK mogu sintetizirati bakteriocine, a to su primarni metaboliti polipeptida, proteina
ili proteinskih kompleksa s antibakterijskim djelovanjem. Bakteriocini koji dolaze iz BMK
privukli su veliki industrijski i znanstveni interes zbog svojstva da inhibiraju rast i
razmnozavanje patogenih bakterija (DIEP i NES, 2002.). Njihova uloga je stupiti u interakciju
s povrSinom stanice kako bi se povecala propusnost stanice, inhibirala proizvodnja stani¢ne
stijenke, inhibirala sinteza nukleinske kiseline i inhibirala sinteza proteina Sto dovodi do
oste¢enja stanice (KUMARIYA i sur., 2019.). Stoga ih se primjenjuje kao sredstva za
biokontrolu zbog sigurnog 1 u¢inkovitog sprjecavanja kvarenja hrane, ukljuc¢uju¢i neke mlijecne
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proizvode. Tako je nizin, bakteriocin kojeg sintetizira Lactococcus lactis, jedini odobren
antimikrobni konzervans u proizvodnji sireva (REN i sur., 2018.). Antimikrobne karakteristike
BMK su uglavnom rezultat kompeticije za hranu i nutritivne komponente ali i sinteze
inhibitornih tvari, spomenutih organskih Kiselina i bakteriocina (RAY i JOSHI, 2014.).
Primjerice, GUPTA 1 SRIVASTAVA (2014.) su potvrdili antifungalni u¢inak antimikrobnih
peptida (AMPs LR14) koje proizvodi L. plantarum soj LR/14 prema Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer, Mucor racemosus i Penicillium chrysogenum. Osim u mljekarskoj
industriji BMK su vazne i za ocuvanje zdravlja. PoboljSavaju metabolizam laktoze,
ucinkovitost imunoloskog sustava, sprjeCavaju urogenitalne i crijevne infekcije, reguliraju
koncentracije Kkolesterola, posjeduju antitumorno djelovanje, suzbijaju alergijske reakcije i
modificiraju crijevnu mikrobiotu. Zbog svega navedenog pozeljno je primijeniti BMK u
prehrani kao probiotike, posebno ako se radi o poremecajima ravnoteze crijevne mikrobiote
(MATHUR i sur., 2020.). Sojevi s probiotickim svojstvima izolirani su iz razli¢itih niSa
povezanih s mlije¢nim proizvodima, ukljucujuéi sireve od kravljeg ili ov¢jeg mlijeka i sirutku.
Stoga su mnoge studije usmjerene na primjenu probiotickih sojeva u fermentiranim mlije¢nim
napitcima ili sirevima kako bi se proizveli novi proizvodi s poboljSanim zdravstvenim
prednostima (BEHERA i sur., 2018.).

BMK mogu proizvoditi i proteoliticke enzime unutar stanice kao i1 u vanjskom
okruzenju. U mlije¢noj industriji, mikrobne kulture bogate enzimima, posebice s proteolitickom
aktivno$cu, imaju Siroku primjenu u proizvodnji sireva, jogurta, kefira i drugih fermentiranih
mlijecnih proizvoda. Proteoliticki enzimi se koriste ne samo za hidrolizu bjelancevina nego 1
za koagulaciju mlije¢nih bjelancevina u proizvodnji sira. Iz mlijeka se pomocu proteolitickih
enzima dobivaju razli¢iti proteinski hidrolizati. Optimalni pH za razvoj i rast proteolitickih
bakterija u mlijeku je 7-7,5 (KIELISZEK i sur., 2021.).

lako BMK imaju dugu povijest postojanja te se Siroko koriste u proizvodnji
fermentirane hrane i1 opcenito su prepoznate kao sigurne, u istraZivanjima su neke od njih
pokazale intrinzi¢nu ili steGenu rezistenciju na antimikrobne lijekove. Nastanak rezistencije je
globalna prijetnja jer smanjuje ucinkovitost antimikrobne terapije i pogorsava se horizontalnim
prijenosom rezistencije gena izmedu bakterija. Ove bakterije mogu nositi prenosive gene za
rezistenciju koji bi se mogli prenijeti na patogene bakterije. Stoga je potrebno procjenjivati rizik
rezistencije BMK prije primjene u proizvodnji fermentirane hrane (ERGINKAYA i sur.,
2018.).



2.2. Starter kulture

Starter kulture su pripravci koji se sastoje od mikroorganizama koji se dodaju sirovini
za proizvodnju fermentirane hrane. Svojim aktivnostima poboljsavaju fermentaciju sirovine i
pospjesuju nastanak pozeljnih metabolita koji u konac¢nici imaju utjecaj na teksturu, miris i okus
samog zavrSnog proizvoda. Uloga starter kultura najjednostavnije receno je poboljSavanje
kvalitete fermentiranih proizvoda. Starter kulture su se pocele prvotno razvijati za mljekarsku
industriju, da bi se nakon njihova primjena prosirila i na druge grane prehrambene industrije.
Jedna od najvaznijih uloga starter kulture je sprjecavanje kvarenja proizvoda zbog inhibicije
patogenih mikroorganizama te se posljedicno tome povecava higijenska ispravnost hrane i
produljuje rok valjanosti proizvoda. Ne manje vazna uloga starter kultura je i poboljSanje
organoleptic¢kih svojstva hrane kao $to su aroma, boja i tekstura. Mikroorganizmi koji najbolje
odgovaraju za starter kulture su oni koji su izolirani iz izvorne mikroflore tradicionalnih
proizvoda jer su dobro prilagodeni na uvjete okoline i sposobni su kontrolirati kvarenje i broj
patogenih mikroorganizma hrane. Mikroorganizmi koji se koriste u fermentaciji hrane kao
starter kulture su: bakterije mlijecne kiseline, kvasci i plijesni (SHAH, 2007.).

Najcesce koriStene bakterije mlijene kiseline kao starter kulture u mlijecnoj industriji
su Lactobacilus acidophilus, Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus reuteri i
Enterococcus faecalis (SHAH, 2007.) Starter kulture mozemo podijeliti na pojedinac¢ne
(monokulture) i mjeovite. Ce$cée se koriste mjesovite u kojima se kombiniraju razli¢ite vrste
bakterija ili bakterije s kvascima ili plijesni. Pri kombiniranju razli¢itih mikroorganizama treba
obratiti paznju na njihovu sinergiju §to znaci da jedni druge moraju stimulirati u rastu. Najbolji
primjer primjene mjeSovite starter kulture je proizvodnja jogurta u kojoj se kombiniraju
laktobacili i streptokoki (ANDRIAN i sur., 2018.). Kombiniranje mljekarskih kultura pokazuje
1 povoljan u¢inak na razvoj senzoriCkih svojstava sireva (BEKELE 1 sur., 2019.). Poboljsanje
sigurnosti 1 kvalitete sira moZe se posti¢i primjenom konkurentnih starter kultura ili njihovih
metabolita, koji su sposobni sprije€iti kvarenje sira i produziti rok trajanja kroz mikrobne
interakcije, smanjujudi ili eliminirajuéi potencijalne opasnosti (tj. patogene bakterije ili plijesni,
mikroorganizme kvarenja, bakterije koje sintetiziraju biogene amine, plijesni koje sintetiziraju
mikotoksine, rezistentne bakterije) i imaju blagotvorne ucinke na zdravlje potroSaca kroz svoja
probioticka svojstva (ZDOLEC i sur., 2018.).

Najadekvatniji sojevi za starter kulture obi¢no se biraju iz autohtone mikrobiote, jer su

dobro prilagodeni okoliSu hrane i specificnom procesu proizvodnje. Postupak odabira
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potencijalnih starer kultura trebao bi ukljucivati sve potencijalno "rizi¢ne" kriterije, kao §to su
toksigenost, steCena transmisivna antimikrobna rezistencija ili tehnoloski neprihvatljiva
metaboli¢ka svojstva (ZDOLEC i sur., 2013.). Op¢i kriteriji za odabir starter kultura ukljucuju
sigurnost, tehnoloska svojstva i ekonomske aspekte. Neki od specifi¢nih kriterija za njihov
odabir ukljucuju: (1) brzu i adekvatnu proizvodnju mlijecne kiseline, proizvodnju L (+)
mlije¢ne kiseline; (2) brz rast pri razli¢itim temperaturama, koncentracijama soli i pH; (3)
homofermentativni metabolizam; (4) aktivnost katalaze i hidroliza vodikovog peroksida; (5)
aktivnost proteolitickih 1 lipolitickih enzima; (6) tolerancija ili sinergizam prema drugim
mikrobnim komponentama starter kulture; (7) proizvodnja antimikrobnih spojeva; (8)
antagonizam prema patogenim i tehnoloski nepozeljnim mikroorganizmima; (9) nedostatak
antimikrobne rezistencije, biogenih amina i stvaranje sluzi; i kona¢no (10) probioti¢ka svojstva
(tolerancija na nizak pH, tolerancija na Zucne soli, adhezija na ljudske crijevne stanice)
(SUSKOVIC i sur., 2001.). O¢uvanje senzori¢kih svojstava tradicionalnih sireva moZe se
posti¢i 1 oCuvati koriStenjem odabranih autohtonih sojeva kao starter kultura u termicki
obradenom mlijeku. Druga moguca tehnika u proizvodnji sira je uvodenje starter kultura u
obliku sirutke prikupljene dan prije proizvodnje sira. Osim kvalitativnih svojstava, autohtona
mikrobiota u obliku zastitnih kultura, najces¢e dodanih kao pomoéne kulture, moze utjecati na
sigurnost sira. Zastitne kulture ne mijenjaju senzorna svojstva sira, ve¢ sigurnost sira
suzbijanjem patogene mikrobiote. U tom smislu, njihova antimikrobna svojstva u proizvodniji
sira usmjerena su na toksigene plijesni, mikrobiotu koja proizvodi amine ili patogene koji se
prenose hranom, kao §to je Listeria monocytogenes (LEBOS PAVUNC i sur., 2013.; ZDOLEC
i sur., 2022.).

2.3. Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum je $iroko rasprostranjena bakterija mlijecne kiseline koja
se nalazi u fermentiranim proizvodima i u gastrointestinalnom traktu. L. plantarum je
fakultativna anaerobna bakterija koja se zadnjih godina primjenjuje i u svojstvu probiotika
(MAYOQ i sur., 2010.).

Probiotici su mikroorganizmi koji mogu preZivjeti prolazak kroz gornji dio
gastrointestinalnog sustava i pri¢vrstiti se na stanice u crijevu. Mehanizmi tolerancije na
kiselinu u gastrointestinalnom traktu koje koristi L. plantarum ukljuc¢uju promjene u sastavu
masnih kiselina plazma membrane. Omjer zasi¢enih prema nezasi¢enim masnim kiselinama u

membrani se povecava nakon izlaganja uvjetima niske pH vrijednosti gastrointestinalnog trakta
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§to dovodi do znacajnog smanjenja fluidnosti membrane (HUANG i sur., 2016.). Rodovi
bakterija koji se naj¢esce koriste u ove svrhe su Lactobacillus, Bifidobacterium i Streptococcus
(KAILASAPATHY i RYBKA, 1997.). Njihovi glavni doprinosi zdravlju su smanjenje
intolerancije na laktozu, prevencija i smanjenje simptoma dijareje, smanjenje pojave alergija,
hipokolesterolemijski ucinak, inhibicija Helicobater pylori i drugih patogena te prevencija
sindroma iritabilnog crijeva (AKIN i sur., 2007.). U istrazivanju NIEDZIELIN i sur. (2001.) se
dokazivao ucinak L. plantarum na 300 pacijenata s dijagnosticiranim sindromom iritabilnog
crijeva te je potvrdeno poboljSanje i smanjenje simptoma kod 95 % ispitanika.
HIGASHIKAWA i sur. (2010.) su evaluirali u¢inke nekoliko jogurta s razli¢itim sojevima L.
plantarum na gastrointestinalni sustav te zakljucili da jogurti s L. plantarum SN35N i L.
plantarum SN13T pokazuju povoljan u¢inak na zdravlje gastrointestinalnog trakta.

Kroz dugi niz godina L. plantarum se koristi u fermentaciji hrane jer nema Stetnog
utjecaja na proizvod i poboljsava njegove karakteristike. Uz to neki sojevi L. plantarum imaju
sposobnost stvaranja bakteriocina koji se posebno isti¢u po svojim antimikrobnim svojstvima i
primjene kao konzervansa. Stovise, razli¢iti sojevi ove bakterije stvaraju i druge antimikrobne
tvari; organske kiseline, vodikov peroksid i diacetil (YILMAZ i sur., 2022.). U istrazivanju LIU
i sur. (2014.) su potvrdili i antioksidativno djelovanje sojeva L. plantarum sojeva izoliranih iz
tradicionalne fermentirane hrane. Uz navedeno poznato je i da L. plantarum moze poboljsati
okus proizvoda, ocuvati i poboljSati nutritivni sastav te produziti rok trajanja proizvoda. DAN
i sur. (2019.) utvrdili su da je okus proizvoda bio na optimalnoj razini kada je pocetni omjer L.
plantarum P-8 prema starter kulturi jogurta bio 1:100. Zakljuceno je i da se L. plantarum P-8
moze koristiti sa starter kulturom jogurta i da ne utjece negativno na fizikalno-kemijska svojstva
proizvoda.

KIS i sur. (2021.) naglaSavaju da se primjena inovativnih tehnologija poput
mikroinkapsulacije sve vise primjenjuje u mljekarskoj industriji kako bi bolje sacuvala
aktivnost bioaktivnih tvari i starter kultura u proizvodu. U tom smislu je razmatrana i
moguénost primjene L. plantarum S3 koji je i predmet ovog istrazivanja. U istrazivanju KIS i
sur. (2021.) u sklopu provedbe projekta ,,Potencijal mikroinkapsulacije u proizvodnji sireva“
KK. 01.1.1.04.0058 prikupljeni su uzorci ov¢jeg mlijeka, sirnog gruSa, Paskog sira tijekom
zrenja te janjecih sirista s ciljem izolacije id eterminacija autohtone mikrobiote. Pri tome su
determinirane slijedece vrste: Lactococcus lactis (21%), Lacticaseibacillus paracasei subsp.
paracasei (15%), Pediococcus pentosaceus (15%), Enterococcus faecium (9%), Enterococcus
faecalis (8%), Loigolactobacillus coryniformis (8%), Leuconostoc mesenteroides (5%),

Enterococcus durans (5%), Latilactobacillus sakei (4%), Carnobacterium maltaromaticum
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(3%), Latilactobacillus curvatus (2%), Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum (1%),
Companilactobacillus paralimentarius (1%), Lactococcus raffinolactis (1%), Levilactobacillus
brevis (1%) te Enterococcus italicus (1%). Zanimljiv je rezultat bio uspjeSna izolacija
Lactiplantibacillus plantarum iz sirista sisaju¢e janjadi §to je prvi takav nalaz zabiljeZzen u
literaturi. Upravo zbog toga je taj izolat nazvan L. plantarum S3 odabran za daljnja istrazivanja
te je ispitano njegovo preZivljavanje u mikrosferama kao i otpustanje iz njih. KIS i sur. (2021.)
su zakljucili da mikrosfere stvaraju povoljne uvjete za razmnozavanje soja L. plantarum S3
obzirom da se povecanjem njegove brojnosti pojacano otpustaju iz mikrosfera. Dinamika
prezivljavanja kulture u mikrosferama pratila je dinamiku njezinog otpustanja Sto je dokazano
pozitivnim faktorom korelacije r=0,68. Provedeno istrazivanje pokazalo je uspje$nost pokusa
mikroinkapsulacije, odnosno dalo je uvid u dinamiku prezivljavanja i otpustanja soja L.

plantarum S3 sto je bio jedan od prvih zadataka projektnog istrazivanja.



3. Materijali i metode

U radu je koristen soj L. plantarum S3 izoliran iz siriSta sisaju¢e janjadi Cija je

preliminarna identifikacija provedena MALDI-TOF masenom spektrometrijom na Institutu

Ruder Boskovi¢. Sve daljnje analize provodile su se u mikrobioloskom laboratoriju Zavoda za

higijenu, tehnologiju i sigurnost hrane Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Analize

su ukljucivale:

>
>
>

utvrdivanje biokemijskog profila pomoc¢u API dijagnostickih kitova

sposobnost stvaranja plina razgradnjom glukoze

Sposobnost razmnozavanja pri razli¢itim temperaturnim uvjetima, pH vrijednostima i
koncentracijama soli

utvrdivanje acidifikacijske sposobnosti

utvrdivanje antimikrobne otpornosti

utvrdivanje antimikrobne aktivnosti prema Listeria monocytogenes i Staphylococcus

aureus

3.1. Utvrdivanje biokemijskog profila pomocu API dijagnostickih kitova

Biokemijska karakterizacija soja L. plantarum S3 odredivana je pomoc¢u komercijalnih

API dijagnostickih kitova: API 50 CHL i API ZYM (bioMerieux, Francuska). Testovi su

provedeni prema uputama proizvodaca, a rezultati o¢itani pomocéu apiweb™ softvera. API 50

CHL testom utvrduje se sposobnost fermentacije 49 razlicitih ugljikohidrata (Slika 1), dok API

ZYM test daje uvid u aktivnost enzimatskog sustava temeljem razgradnje 19 razlicitih supstrata

(Slika 2).

Slika 1. API 50 CHL dijagnostic¢ki test



Slika 2. API ZYM dijagnosticki test

3.2. Sposobnost stvaranja plina razgradnjom glukoze

Kako bi se utvrdilo da li soj L. plantarum S3 tijekom fermentacije glukoze stvara plin,
u epruvetu s 8 ml MRS bujona inokulirano je 50 uL MRS bujona sa svjeze pripremljenom
kulturom. U epruvetu se oprezno postavila naopako postavljena Durhamova cjev¢ica kako u
nju ne bi usao zrak. U sluaju stvaranja plina, u Durhamovoj cjev¢ici bi se nakon 48 sati
inkubacije pri 30 °C trebao stvoriti mjehuri¢ ispunjen plinom. Kao pozitivna kontrola koristena

je bakterija koja producira plin, a to je Leuconostoc mesenteroides.

3.3. Sposobnost razmnoZavanja soja L. plantarum S3 pri razli¢itim temperaturnim

uvjetima

U tri epruvete sa devet ml MRS bujona inokuliran je jedan ml svjeze pripremljene
kulture L. plantarum S3 u koncentraciji od 4 log CFU/ml kako bi se postigla pocetna
koncentracija u vrijednosti od 3 log CFU/ml. Epruvete su potom inkubirane na 10 'C, 30 ‘C i
45 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije, broj bakterija odredivan je nasadivanjem 0.1 ml
uzorka odabranih razrjedenja na krutu MRS podlogu nakon ¢ega su ploce inkubirane na 30 °C

tijekom 24 sata. Broj poraslih kolonija izrazen je kao log CFU/ml.
3.4. Sposobnost razmnoZavanja soja L. plantarum S3 pri razli¢itim pH vrijednostima

Pet epruveta pripremljeno je s razlic¢itih pH vrijednostima MRS bujona: 6.5, 5.5, 4.5,
3.5,12.5. U svaku epruvetu inokuliran je 1 ml svjeZe pripremljene kulture L. plantarum S3 ¢ija
je konac¢na koncentracije iznosila 3 log CFU/ml. Epruvete su potom inkubirali na 30 °C tijekom
24 sata. Nakon inkubacije, broj bakterija odredivan je nasadivanjem 0.1 ml uzorka odabranih
razrjedenja na krutu MRS podlogu nakon &ega su plo¢e inkubirane na 30 "C tijekom 24 sata.

Broj poraslih kolonija izrazen je kao log CFU/ml.
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3.5. Sposobnost razmnoZavanja soja L. plantarum S3 pri razli¢itim koncentracijama

soli

U tri Erlenmayerove tikvice s 50 ml MRS bujona odvagano je po 2.25 g, 2.759i 3.25
g natrijeva klorida ¢ime su dobiveni bujoni koncentracija 4.5 %, 5.5 % i 6.5 %. 1z svake tikvice
uzeto je 9 ml bujona odgovaraju¢e koncentracije i preneseno u tri nove epruvete. U svaku je
dodan 1 ml svjeze pripremljene kulture L. plantarum S3 u koncentraciji od 4 log CFU/ml i tako
pripremljeni bujoni su inkubirani na 30 ‘C tijekom 24 sata. Sposobnost rasta mjerila se je
nasadivanjem 0.1 ml uzorka odabranih razrjedenja na krutu MRS podlogu nakon ¢ega su ploce

inkubirane na 30 "C tijekom 24 sata. Broj poraslih kolonija izrazen je kao log CFU/ml.

3.6. Utvrdivanje acidifikcijske sposobnosti soja L. plantarum S3

U 10 ml MRS bujona inokulirana je svjeze pripremljena kultura L. plantarum S3 te
inkubirana na 30°C tijekom 24 sata. Idu¢i dan je otopina prebac¢ena u 100 ml MRS bujona te
stavljena na inkubaciju na 30 °C tijekom 7 sati. Svaki sat, (uklju¢ujuéi i nulti) mjerena je pH
vrijednost otopine pomoc¢u pH metra (Cyber Scan 510, Eutech, Nizozemska), a koli¢ina
proizvedene kiseline na nac¢in da smo 10 ml uzorka pomijesali sa 20 ml destilirane vode te
titrirali sa 0.1 M natrijeve luzine do pH vrijednosti 8.2 te pojave blijedoruzicaste boje. Kao

indikator koriSten je fenolftalein.

3.7. Utvrdivanje antimikrobne otpornosti

Sukladno preporukama EFSE o karakterizaciji mikroorganizama koristenih u
proizvodne svrhe, antimikrobna otpornost soja L. plantarum S3 ispitivana je na sedam
antimikrobnih lijekova: ampicilin, gentamicin, kanamicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin
i kloramfenikol. Testiranje je provedeno pomocu E testova (bioMerieux, Francuska) prema
uputama proizvodaca gdje su nakon inkubacije na 37 °C tijekom 24 sata ocitane minimalne
inhibicijske koncentracije (MIC). Ocitane koncentracije usporedile su se sa definiranim

grani¢nim vrijednostima (EFSA, 2018.) te je soj definiran kao osjetljiv/rezistentan.

11



3.8. Utvrdivanje antimikrobne aktivnosti prema Listeria monocytogenes

U svrhu ispitivanje antimikrobne aktivnosti soj L. plantarum S3 je visestruko namnazan
u MRS bujonu na 37 °C nakon ¢ega je 1 ml kulture centrifugiran na 14 000 o/m tijekom 10
minuta na 4 °C. Antimikrobna aktivnost nadtaloga testirana je agar difuzijskim testom sa mekim
pokrovnim BHI agarom (0.7 % agara) u koji je dodana indikatorska bakterija L. monocytogenes.
Nakon pripreme ploc¢a, u agaru su napravljene Cetiri jazice u koje se je apliciralo 100 pl
nadtaloga. Kako bi se iskljucilo antimikrobno djelovanje kiseline i vodikovog peroksida,
nadtalog jedne jaZice neutraliziran je pomo¢u NaOH, dok je drugi nadtalog tretiran katalazom.
Eventualno dokazivanje bakteriocin-sli¢ne tvari provjereno je pomocu enzima Proteinaze-K. U
sluCaju pojave inhibicije rasta oko jazice s neutraliziranim nadtalogom te oko one s nadtalogom
tretiranim katalazom, a izostanka inhibicije oko jazice s nadtalogom tretiranim Proteinazom-K,
mozemo posumnjati na djelovanje bakteriocina. Kao pozitivna kontrola koriSten je bakteriocin

sintetizirajuci soj Enterococcus faecalis 101.

3.9. Statisticka obrada

Rezultati su obradeni metodama deskriptivne statistike (Statistica 13.5) te prikazani kao

srednje vrijednosti triju mjerenja uz standardnu devijaciju (xxSD).
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4. Rezultati
4.1. Utvrdivanje biokemijskog profila pomoc¢u API dijagnosti¢kih kitova

Tablica 1. Razgradnja ugljikohidrata soja L. plantarum S3 (AP1 50 CHL)

Ugljikohidrat S3 Ugljikohidrat S3
Kontrola - Arbutin +
Glicerol - Eskulin i
Eritriol - Salicin +

D-arabinoza - Celobioza +
L-arabinoza + Maltoza +
Riboza + Laktoza i
D-ksiloza - Melibioza +
L-ksiloza - Saharoza +
Adonitol - Trehaloza -
B-metil-ksilozid - Inulin I
Galaktoza i Melezitoza -
D-glukoza + D-rafinoza -
D-fruktoza + Amidon -
D-manoza + Glikogen -
L-sorboza - Ksilitol +
Ramnoza - B-gentobioza +
Dulcitol - D-turanoza -
Inozitol - D-liksoza -
Manitol + D-tagatoza -
Sorbitol + D-fukoza -
a-metil-D-manozid | + L-fukoza -
a-metil-D-glukozid | - D-arabitol -
N-acetil + L-arabitol +
glukozamin
Amigdalin + Glukonat -
2-keto-glukonat + 5-keto-glukonat -
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Tablica 2. Enzimatska aktivnost soja L. plantarum S3 (APl ZYM)

Enzim S3
Kontrola +
Alkalna fosfataza -
Esteraza (C4) -

Esterazna lipaza (C8) -
Lipaza (C14) -
Leucin arilamidaza
Valin arilamidaza
Cistin arilamidaza -
Tripsin -
a-kimotripsin -
Kisela fosfataza +
Naftol-AS-BI- i
fosfohidrolaza
a-galaktozidaza -
R-galaktozidaza I
R-glukuronidaza -
a-glukozidaza +
R-glukozidaza -
N-acetyl-R3- -
glukozaminidaza
a-manozidaza -
a-fukozidaza -




4.2. Sposobnost stvaranja plina razgradnjom glukoze

Nakon inkubacije od 48 sati tijekom 30 °C nije zabiljeZeno stvaranje mjehuri¢a plina u
Durhamovoj cjevc¢ici, za razliku od pozitivne kontrole (Leuconostoc mesenteroides) gdje je bio

jasno vidljiv prostor ispunjen zrakom koji je istisnuo tekuéinu iz Durhamove cjevcice (Slika 3).

Slika 3. Produkcija plina razgradnjom glukoze

4.3. Sposobnost razmnoZavanja soja L. plantarum S3 pri razli¢itim temperaturnim uvjetima,
pH vrijednostima i koncentracijama soli

Tablica 3. Brojnost soja L. plantarum S3 pri razli¢itim temperaturnim uvjetima i
koncentracijama soli (log CFU/ml £ SD)

log % log
CFU/ml [ NaCl | CFU/mlI

10°C | 1.84+0.47 | 4.5% | 8.15+0.21

S3 30°C [ 9.01+0.05 | 5.5% | 7.96+0.59

45 °C <1 6.5% | 6.03+0.06
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Tablica 4. Brojnost soja L. plantarum S3 pri razli¢itim pH vrijednostima (log CFU/ml + SD)

pH CFI(L)Jg/ml
25 <1
35 | 4.84+0.15
s3 | 45 |6.22¢001
55 | 8.77+0.01
65 | 8.68+0.21

4.4. Utvrdivanje acidifikacijske sposobnosti

Tablica 5. Mjerenje acidifikacijske sposobnosti L. plantarum S3 tijekom 6 sati (ml NaOH/pH

vrijednost)
0. hfpH | 1h | pH | 2h | pH | 3h | pH | 4h | pH | 5h | pH 6h | pH
S3 6.18 54 | 751 |53 |785]| 52 [876] 50 | 931 | 48 | 988 | 46 |10.20| 44

pH

—— G 3

\

3

hours

Slika 4. Acidifikacijska krivulja L. plantarum S3
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4.5. Utvrdivanje antimikrobne otpornosti

Tablica 6. Rezultati ispitivanja osjetljivosti L. plantarum S3 na antimikrobne tvari (E test)

Antibiotik S3
Grani¢na vrijednost Rezultat
(mg/L)
Ampicilin 2 1S
Gentamicin 16 0.125S
Kanamicin 64 12 S
Eritromicin 1 0.032 S
Klindamicin 4 0.125S
Tetraciklin 32 2S
Kloramfenikol 8 4S

4.6. Utvrdivanje antimikrobne aktivnosti prema L. monocytogenes

Slika 5. Antimikrobna aktivnost L. plantarum S3 (lijevo) i E. faecalis 101 (desno)
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5. Rasprava

Sirovo mlijeko i sirevi od sirovog, nepasteriziranog mlijeka predstavljaju bogate izvore
korisnih mikroorganizama, poput bakterija mlije¢ne kiseline s probiotickim svojstvima
(BEHERA i sur., 2018.). Izolacija autohtonih BMK i njihova upotreba u mljekarstvu, uklju¢ujuci
sirarsku proizvodnju, moze rezultirati oCuvanjem bioraznolikosti i boljom diversifikacijom
izmedu proizvodaca na globalnoj i regionalnoj razini (OSTARIC i sur., 2022.).

Sastav mikrobiote sirovog mlijeka vrlo je slozen 1 povezan s razliCitim unutarnjim i
vanjskim ¢imbenicima, kao $to su zdravlje vimena, opce upravljanje farmom, postupci muznje,
higijenski uvjeti, skladiStenje mlijeka na farmama itd. Populacija BMK u sirovom mlijeku vrlo
je promjenjiva i vjerojatno povezana s fazom u proizvodnom lancu odnosno trenutku analize
mlijeka (vrijeme od muznje do analize). Na primjer, populacija BMK u sirovom kravljem
mlijeku na razini farme kreée se od 2,0 do 3,6 log CFU/mL (DOBRANIC i sur., 2016.), dok na
razini maloprodaje (automati) moze premasiti 5 log CFU/mL (MIKULEC i sur., 2019.) zbog
specifi¢nih uvjeti hladenja mlijeka koji diktiraju rast psihotropnih bakterija tijekom skladiStenja,
ukljuéujuéi populaciju BMK. Sto se ti¢e proizvodnje sira, broj BMK povezan je s vrstom sira i
uvjetima skladistenja (VRDOLJAK i sur., 2016.).

S obzirom na mlije¢ne proizvode QUIGLEY i sur. (2013.) naglasavaju rijedak nalaz L.
plantarum u sirovom mlijeku i njegova mala tehnoloSka vaznost u standardnoj preradi mlijeka.
Medutim, sojevi s probiotickim svojstvima izolirani su iz razli¢itih niSa povezanih s mlijecnim
proizvodima, na primjer sireva od sirovog kravljeg ili ov&jeg mlijeka i sirutke (POTOCNJAK i
sur., 2017.). Stoga su novije studije viSe usmjerene na primjenu probiotickih sojeva L. plantarum
u fermentiranim mlije€nim napitcima ili sirevima kako bi se dobili novi proizvodi s poboljSanim
zdravstvenim prednostima (PATROVSKY i sur., 2016.).

U naSem je istrazivanju biokemijskom karakterizacijom soja L. plantarum S3 zabiljezen
tipi¢ni fermentacijski profil ove bakterijske vrste te je APl 50 CHL V 5.2 sustavom potvrdena
pripadnost vrsti L. plantarum s 99.9 % vjerojatnosti. Podudarnost identifikacije bila je potpuna
s rezultatima MALDI TOF-MS analize (KIS i sur., 2021.). Enzimskim profiliranjem utvrdena je
aktivnost leucin arilamidaze, valin arilamidaze, kisele fosfataze, naftol-AS-BI-fosfohidrolaze, 13-
galaktozidaze i a-glukozidaza pa se soj moze okarakterizirati znaajnom saharolitickom
aktivnoS$cu te izostankom lipoliticke i proteoliticke aktivnosti. BEHERA i sur. (2018.) opisuju
istrazivanja enzimskih profila ove bakterijske vrste, no uocljiva je velika varijabilnost u
enzimskim sustavima medu razli¢itim sojevima bakterij L. plantarum. Tehnoloski je prihvatljiva
znacajka soja L. plantarum S3 izostanak stvaranja plina koji moZe uvjetovati pojave greSaka sira.

S obzirom na temperaturu inkubacije soja u MRS-u, optimalan rast zabiljeZen je pri 30 °C
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pa se radi 0 mezofilnoj kulturi. Rast soja pri 10 °C i 45 °C bio je zanemariv i inhibiran. Druga
istrazivanja potvrduju ovaj nalaz, pa i u prakti¢noj primjeni u mlijeku (MATEJCEKOVA i sur.,
2016.). Tako su navedeni autori istrazivali dinamiku rasta L. plantarum u steriliziranom mlijeku
pri temperaturama od 8 °C do 40 °C pri ¢emu je najveca brzina rasta u eksponencijalnoj fazi
zabiljezena pri 37 °C bez znacajnog pada pH vrijednosti. Jedan od znacajnih parametara procjene
tehnoloske primjenjivosti BMK 1 probiotic¢ke prirode jest sposobnost njihova prezivljavanja pri
niskim pH vrijednostima koje su prisutne u pocetnom dijelu gastrointestinalnog trakta. Soj L.
plantarum S3 je pokazao rast pri pH od 3.5 $to je povoljan nalaz. Pored navedenog, utvrdili smo
1 njegovu znacajnu acidifikacijsku sposobnost ¢ime moze povoljno doprinositi tehnoloskoj fazi
grudanja mlijeka u procesu proizvodnje sira. KIS i sur. (2021.) u ispitivanju inkapsuliranog soja
L. plantarum S3 potvrduju ovu acidifikacijsku komponentu soja pri ¢emu se postupkom
mikroinkapsulacije acidifikacija tekuceg hraniliSta moze usporiti i kontrolirati dinamika
kiseljenja medija. Nakon 24 sata obje formulacije su dosegle podjednaku vrijednost od 4,08 +
0,02. 49. SMETANKOVA i sur. (2012.) takoder potvrduju pad pH primjenom sojeva L.
plantarum na 4,2 nakon 24 sata te naglasavaju da je to povoljan nalaz za primjenjivost u
mljekarskoj industriji. Odnos soja L. plantarum S3 prema koncentracijama NaCl-a je bio
optimalan, s obzirom da je zabiljezen rast >8 log pri 4.5 5.5 % NaCl-a.

Jedan od najvaznijih funkcionalnih svojstava potencijalnih mljekarskih (sirarskih) kultura
BMK jest njihova antimikrobna aktivnost odnosno inhibicijsko djelovanje prema drugim
bakterijama ukljuéujuéi patogene vrste te uzroénike kvarenja (SUSKOVIC i sur., 2010.). U
naSem je istrazivanju ispitan antimikrobni u¢inak L. plantarum S3 prema bakteriji Listeria
monocytogenes ATCC 7644 te je zabiljezena njena inhibicija primjenom nadtaloga. Nakon
neutralizacije nadtaloga inhibicija nije bila prisutna pa je zaklju¢eno da je rast L. monocytogenes
ogranicen djelovanjem kiselina. U naSoj zemlji su provedena brojna istrazivanja autohtone
mikrobiote mlijeka i mlije¢nih proizvoda koja su takoder pokazala da BMK pokazuju
antimikrobni u¢inak prema bakteriji L. monocytogenes, ali i drugim patogenim bakterijama
(ZDOLEC i sur., 2011.; CRK i ZDOLEC, 2018.; VUKUSIC i ZDOLEC, 2020.; ZDOLEC i KIS,
2022.).

Osjetljivost potencijalnih mljekarskih kultura BMK prema antimikrobnim lijekovima
takoder je selekcijski kriterij koji ima i javnozdravstvenu vaznost. Naime, prijenos gena
otpornosti na antimikrobne tvari (antibiotike 1 ostale) moze predstavljati rizik s obzirom da se
mogu prenositi i na druge nesrodne bakterije, ukljuujuéi patogene bakterije (VESKOVIC-
MORACANIN i sur., 2017.). U naSem istraZivanju L. plantarum S3 nije pokazao otpornost na

ispitivane antimikrobne lijekove ampicilin, gentamicin, kanamicin, eritromicin, klindamicin,
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tetraciklin i kloramfenikol $to je jedan od pokazatelje prikladnosti soja za prakti¢nu primjenu u
mljekarstvu. Buduéi da je ovaj istrazivani soj izoliran iz siriSta sisajuce janjadi na otoku Pagu,
mozemo pretpostaviti kako je u takvoj autohtonoj ovcarskoj proizvodnji manja optere¢enost
uzgoja s antimikrobnim lijekovima, u odnosu primjerice na proizvodnju kravljeg mlijeka.
Istrazivanja koja su provodena kod nas pokazuju da i mlije¢ni proizvodi od kravljeg mlijeka
sadrze sojeve BMK koji su otporni na antimikrobne lijekove. ZDOLEC i sur. (2013.) su istrazili
osjetljivost BMK (n=30) na klindamicin, tetraciklin, amikacin, amoksicilin + klavulanska
kiselina, enrofloksacin, vankomicin, trimetoprim + sulfametoksazol, tobramicin, kloramfenikol,
ciprofloksacin, eritromicin, penicilin i trimetoprim lzolati su bili prikupljeni iz industrijski
proizvedenih mekih i tvrdih sireva, maslaca i salamure. Na rast BMK nisu utjecali trimetoprim
+ sulfametoksazol (n=29), vankomicin (n=29), trimetoprim (n=28), amikacin (n=10) i
tobramicin (n=10). Autori su ukazali da znacajan udio nepatogene mikroflore razli¢itih mlije¢nih
proizvoda s hrvatskog trziSta pokazuje fenotipsku rezistenciju na antimikrobne lijekove.
Rezultati naseg istrazivanja mogu doprinijeti sigurnosti mlije¢nih proizvoda u smislu smanjenja
rizika od antimikrobne rezistencije buduci da L. plantarum S3 ne pokazuje fenotipsku otpornost
te dobru kompetitivnost i prezivljavanje tijekom procesa grusanja i zrenja Paskog sira (KIS i sur.,

2022.).
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6. Zakljudci

Soj Lactiplantibacillus plantarum S3 izoliran iz siriSta sisajuce janjadi pokazuje povoljne
funkcionalne znacajke: saharolitiCku enzimatsku aktivnost, snaznu acidifikacijsku sposobnost,

rast pri niskom pH (3.5) te viS§im koncentracijama soli (4.515.5 %).

S javnozdravstvenog gledista soj L. plantarum S3 je takoder prihvatljiv jer inhibira rast

bakterije L. monocytogenes te ne pokazuje otpornost na antimikrobne lijekove.
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8. Sazetak

Funkcionalne znacajke Lactiplantibacillus plantarum S3 iz sirista janjadi — potencijal
primjene u mljekarstvu

Helena Dujmovié

Lactiplantibacillus plantarum S3 izoliran je po prvi puta iz sirista sisajuce janjadi na otoku Pagu.
U ovom radu istraZena su njegova odabrana funkcionalna svojstva; prezivljavanje i rast u teku¢em
hranili§tu pri razli¢itim temperaturama, pH vrijednostima i koncentracijama soli, razgradnja
ugljikohidrata i aktivnost drugih enzimskih sustava, antimikrobna aktivnost te osjetljivost na
antimikrobne lijekove, s ciljem prosudbe primjenjivosti soja kao potencijalne autohtone sirarske
kulture. L. plantarum je pokazao optimalan rast pri 30 °C, te rastao pri niskom pH (3.5) te
koncentracijama NaCl-a od 4.5 i 5.5 %. Takoder posjeduje snaznu acidifikacijsku sposobnost,
aktivnost saharolitickih enzima te izostanak lipoliticke i proteolitiCke aktivnosti. Primjenom
nadtaloga kulture L. plantarum inhibiran je rast bakterije Listeria monocytogenes djelovanjem
organskih kiselina. Soj pokazuje osjetljivost na sve testirane antimikrobne lijekove - ampicilin,
gentamicin, kanamicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin i kloramfenikol. Utvrdene
funkcionalne znacajke in vitro potvrduju opravdanost primjene L. plantarum S3 kao autohtone

kulture u proizvodnji Paskog sira.

Klju¢ne rijeci: Lactiplantibacillus plantarum, Paski sir, funkcionalna svojstva, sirarska kultura
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9. Summary

Functional properties of Lactiplantibacillus plantarum S3 from lambs abomasum —
potential application in dairy

Helena Dujmovié

Lactiplantibacillus plantarum S3 was isolated for the first time from the abomasum of suckling
lambs on the island of Pag, Croatia. In this study, its selected functional properties were
investigated; survival and growth in liquid medium at different temperatures, pH values and salt
concentrations, carbohydrate utilisation and activity of other enzyme systems, antimicrobial
activity and sensitivity to antimicrobial drugs, with the aim of assessing the applicability of the
strain as a potential autochthonous cheese culture. L. plantarum showed optimal growth at 30 °C,
and grew at low pH (3.5) and NaCl concentrations of 4.5 and 5.5%. It also has a strong
acidification capacity, activity of saccharolytic enzymes and absence of lipolytic and proteolytic
activity. The growth of the Listeria monocytogenes was inhibited by the application of the
supernatant of the L. plantarum culture due to the action of organic acids. The strain shows
sensitivity to all tested antimicrobial drugs - ampicillin, gentamicin, kanamycin, erythromycin,
clindamycin, tetracycline and chloramphenicol. The established functional characteristics in vitro
confirm the potential of L. plantarum S3 as an autochthonous culture in the production of Pag

cheese.

Key words: Lactiplantibacillus plantarum, Pag cheese, functional properties, cheese culture
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