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1. UVOD



Kako bi se osigurala zadovoljavaju¢a sigurnost hrane, u dana$nje vrijeme postoje stalna
nastojanja za pronalaskom trajnijih rjeSenja za zastitu zdravlja potrosata od patogenih
mikroorganizama. Stoga se u laboratorijima provode razliCita istrazivanja i osiguravaju nove
tehnologije za primjenu u prehrambenoj industriji kako bi se umanjila primjerna fizikalnih
metoda u suzbijanju rasta mikroorganizama kao S$to su sterilizacija, pasterizacija,
konzerviranje. Prehrambena vrijednost 1 kakvoca steriliziranih namirnica je manja jer dolazi
do djelomi¢ne hidrolize masti, denaturacije proteina, razgradnje termolabilnih vitamina i
drugih promjena. Danas postoji veliki interes za primjenu razli¢itih kultura mikroorganizama
koje djeluju zaStitno 1 antimikrobno na patogene mikroorganizme. Stoga razli¢ite namirnice
mogu posluziti kao polazna tocka proucavanja mikrobnih interakcija ¢iji se principi mogu
pretociti i u prakti¢ne okvire i proizvodnju sigurnije hrane (Zdolec i sur., 2007; Frece i sur.,
2014).

Nutricionisti preporucuju konzumaciju nutritivno bogate, sigurne i kvalitetne hrane §to se u
danaSnje vrijeme uglavnom odnosi na konzumaciju ribe i morskih plodova. No ti proizvodi
kao takvi imaju veliki problem osjetljivosti na kvarenje zbog mikrobioloske i biokemijske
razgradnje. Principi zastite namirnica od mikrobnog kvarenja se odnose na razlicite fizikalne i
kemijske metode. Tim metodama se osigurava produzeni rok trajanja i uporabe svjezih
morskih organizama, ali dolazi do gubitka kvalitete nutritivnih i organoleptickih svojstava.
Stoga se fokus istraZivanja sve viSe usmjerava na koriStenje bakterija mlijecne kiseline kao
starter kultura, za konzerviranje na prirodan nacin. One djeluju inhibitorno na
mikroorganizme koji uzrokuju kvarenje ali bez negativnih posljedica na organolepti¢ka i

nutritivna svojstva proizvoda (Nilsson i sur., 2005; Nes, I., 2011; Frece i sur., 2014).

Stoga je cilj ovog rada ispitati antimikrobno djelovanje autohtone mikrobne populacije
bakterija mlije¢ne kiseline koje su izolirane iz riba (lubin, orada) i SkoljkaSa (dagnje,
kamenice) Jadranskog mora na najceS¢e mikroorganizme uzrocnike kvarenja, odnosno

utvrditi da li se radi o potencijalno bioprotektivnim kulturama.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK)

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram-pozitivne, nesporogene bakterije koje se nalaze u obliku
koka, kokobacila i Stapica. Fermentiraju glukozu prvenstveno do mlije¢ne kiseline, CO; i
etanola. Sve bakterije mlije¢ne kiseline rastu anaerobno, ali za razliku od veéine anaeroba,
one rastu i u prisutnosti kisika kao “aerotolerantni anaerobi®. Uglavhom ne proizvode
enzim katalazu. U glavne rodove BMK spadaju Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactococcus i Streptococcus dok u preferirane rodove spadaju Carnobacterium,

Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella (Todar, K., 2012).

2.1.1. Rod Lactobacillus

Poznato je da rod Lactobacillus sadrzi 28 vrsta razli¢itih bakterija. Sve su Stapicaste,
asporogene bakterije. Boje se gram-pozitivno, ali sa staro$¢u i u kiseloj reakciji postaju gram-
negativne. Laktobacili su anaerobni, a mogu rasti i u aerobnim uvjetima. Saharoliticke su
bakterije 1 fermentiraju brojne ugljikohidrate uz proizvodnju znatnih koli¢ina mlije¢ne

kiseline (Grguri¢ i sur., 1996).

Rod se dijeli u tri grupe: obligatno homofermentativne, fakultativno heterofermentativne i
obligatno heterofermentativne bakterije (Hammes i Vogel, 1995). U prvu grupu pripadaju
bakterije Lactobacillus helveticus i Lactobacillus acidophilus, dok drugoj grupi pripada
Lactobacillus plantarum. Lactobacillus helveticus je homofermentativna vrsta koja optimalno
raste na temperaturi od 40-45°C. Stvara DL- mlije¢nu kiselinu (2-3%) i ima jak fermentativni
ucinak te dobar proteoliticki sustav. Za razliku od ostalih laktobacila moze transformirati
galaktozu. Lactobacillus acidophilus je homofermentativna vrsta koja slabo raste u mlijeku i
javlja se u obliku duzih 1 krac¢ih Stapica. Optimalna temperatura za rast joj je 37°C. Moze
stvarati bakteriocin acidophilin ili acidolin te proizvodi DL-mlije¢nu kiselinu (1,8%)
(Obradovi¢, D., 2002). Lactobacillus plantarum je Stapicasta, gram-pozitivha bakterija
mlijecne kiseline. Obi¢no se nalazi u ljudskom 1 gastrointestinalnom traktu drugih sisavaca, u
slini 1 u raznim prehrambenim proizvodima. MoZe rasti na temperaturi izmedu 15-45 °C 1 pri
pH razinama nizim od 3,2 (Kleerebezem i sur., 2003). Fakultativno heterofermentativna je
bakterija, ali ovisno o izvoru ugljika moze prebaciti nafin metabolizma sa
heterofermentativnog na homofermentativni nacin (Siezen i Vlieg, 2011). Predstavlja veliki
znacaj znanstvenicima i prehrambenoj industriji jer se smatra sigurnim probiotikom koji moze

smanjiti



koli¢inu patogenih bakterija koje imaju negativan utjecaj na ljudsko zdravlje.

2.1.2. Rod Leuconostoc

U ovom rodu nalazi se 11 vrsta gram-pozitivnih heterofermentativnin koka. Bakterije su
katalaza-negativne te proizvode dekstran iz saharoze. Bakterije ovog roda se vrlo ¢esto koriste
u proizvodnji fermentirane hrane buduci da imaju sposobnost proizvodnje mlijecne kiseline i
diacetila. Leuconostoc mesenteroides se Kkoristi kao starter kultura u proizvodnji maslaca i
sireva. Karakteristika ove bakterije je stvaranje diacetila pri pH=5,5 te toleriranje vece

koncentracije soli.

2.2. Antimikrobno djelovanje bakterija mlijecne kiseline

Izmedu mikroorganizama postoje razli¢ite interakcije od kojih jedne stimuliraju, a druge
interakcije inhibiraju mikrobni rast odnosno metabolicku aktivnost. Bakterije mlijecne
kiseline, zbog svoje sposobnosti stvaranja mlijecne, octene i drugih organskih kiselina,
snizavaju pH-vrijednost sredine i na taj nacin inhibiraju rast koliformnih i psihrotrofnih
bakterija. Osim toga, odredeni sojevi bakterija mlijecne kiseline stvaraju mnoStvo
antagonistickih spojeva, ukljucujuéi 1 antimikrobne peptide ili bakteriocine (Havranek 1 sur.,
2014).

Bakterije mlijecne kiseline mogu djelovati antagonisticki uslijed: a) snizenja pH uslijed
nakupljanja organskih kiselina; b) proizvedenog H,0, u aerobnim uvjetima; ¢) proizvedenog
diacetila; d) proizvedenih specificnih inhibicijskih supstancija, primjerice bakteriocina

(Susgkovié i sur., 1997).

2.2.1. Organske kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline tijekom rasta i fermentacije proizvode znac¢ajne koli¢ine organskih
kiselina (tablica 1). Organske kiseline djeluju inhibicijski na rast i razmnoZzavanje
mikroorganizama (Brki¢ i sur., 1991; Brki¢, B., 1995). Mlije¢na i octena kiselina su lipofilne
kiseline koje kada su u nedisociranom obliku mogu prodrijeti u mikrobnu stanicu i tako
interferirati sa metabolizmom i sniziti intracelularni pH (Baird-Parker, A.C., 1980; Kashket,

E.R., 1987). Od navedene dvije kiseline, octena ima jace inhibicijsko djelovanje, posebice



prema plijesnima i kvascima (Baird-Parker, A.C., 1980). To je zbog toga $to je koli¢ina
disocirane octene kiseline 2-4 puta veéa od nedisocirane u usporedbi sa mlijecnom kiselinom.
Octena 1 mlije¢na kiselina mogu sinergisticki djelovati u inhibiciji rasta bakterija iz roda
Salmonella (Rubin, 1987; Adams i Hali, 1988) i kvasaca (Moon, N.J., 1983). Za proizvodnju
mlije¢ne Kkiseline, najviSe su odgovorne homofermentativne vrste, a bakterije iz roda
Lactobacillus proizvode znatno vise mlijeCne kiseline u odnosu na bakterije iz roda
Lactococcus i Streptococcus. Postoje dva tipa mlijecne kiseline ovisno o zakretanju ravnine
polarizirane svijetlosti- L(+) i D(-). U tablici 1 su prikazane vrste mlijeCne kiseline koje

proizvode bakterije mlije¢ne Kiseline (Gregurek, Lj., 1999).

Tablica 1. Vrste mlije¢ne kiseline i bakterije producenti (Gregurek, Lj., 1999)

BAKTERIJE MLIJECNE D (-) MLIJECNA L (+) MLIJECNA
KISELINE KISELNA KISELINA

Lactobacillus delbrueckii spp + -
bulgaricus

Lactococcus lactis + -
Streptococcus spp. (neki) - +
Lactobacillus casei - +
Lactobacillus helveticus + +
Lactobacillus acidophilus + +

2.2.2. Vodikov peroksid

Bakterije mlijecne kiseline proizvode i vodikov peroksid u prisutnosti kisika djelovanjem
flavoprotein oksidaze ili NADH peroksidaze (Dahya i Speck, 1968). Koncentracija vodikovog
peroksida raste do one koncentracije koja ¢e djelovati antimikrobno zbog nedostatka
katalazne aktivnosti ovih bakterija (Price i Lee, 1970). Proizvodnjom vodikovog peroksida,
bakterije mlije¢ne kiseline pokazuju inhibicijsko djelovanje prema Pseudomonas sp. i
Staphylococcus aureus jer vodikov peroksid ima snazno oksidacijsko djelovanje prema stanici
i staniénim proteinima. Uzrokuje oksidaciju SH-grupa u enzimima Kkoji sudjeluju u
metabolizmu kao §to su heksokinaza, aldolaza i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(Bjorck, L., 1985).



2.2.3. Diacetil

Diacetil ili 2,3-butandion je metabolit kojeg proizvode svi rodovi bakterija mlije¢ne kiseline i
ima inhibicijsko djelovanje prema velikom broju gram-negativnih bakterija (Joy i sur., 1983).
Nastaje u prisutnosti organskih kiselina, primjerice limunske, koje preko piruvata konvertiraju

i diacetil.

2.2.4. Bakteriocini

Bakteriocini su ekstracelularne supstance proteinske prirode koji djeluju prema sojevima iste
ili srodne vrste (Koninsky, J., 1982). Smatralo se da se bakteriocini sintetiziraju na
multienzimskom kompleksu medutim ustanovilo se da se biosinteza odvija na ribosomima
kao 1 kod uobicajenih proteina ali se posttranslacijski modificira uz pomo¢ specifi¢nih enzima
u bioloski aktivan bakteriocin. Najpoznatiji bakteriocin, kojeg proizvodi bakterija mlijecne
kiseline Lactococcus lactis, je nizin (Hurst, A., 1983). Prema Hollandu (1967) postoje dvije
hipoteze o nacdinu djelovanja bakteriocina. Prema prvoj hipotezi bakteriocin prodire kroz
stijenku stanice na mjestu specificnog vezivanja. Dolazi do inhibicije sinteze DNA i proteina
te oSteCenja stanicne stijenke. Druga hipoteza tvrdi da nakon povezivanja s receptorom na
stanici, bakteriocin djeluje ekstracelularno s mjesta vezanja. Bakteriocini mogu djelovati i na
regulatorni sustav stanice 1 na taj nacin utjecati na mnoge stani¢ne funkcije buduéi da su
regulacijski centri uglavnom dijelovi citoplazmatske membrane ili su za nju vezani, te su zbog
toga pristupacni za interakciju s bakteriocinima koji se specificno veZzu na povrsinu stanice

(Daeschel i sur., 1990).

2.3. Patogeni mikroorganizmi

Zahvaljuju¢i stalnim poboljsanjima higijensko-sanitarnih i svih ostalih uvjeta u proizvodnji te
sustavnoj kontroli kvalitete, rizik dobivenih proizvoda za zdravlje ljudi je znatno smanjen.
Toksini (proteini, polisaharidi) su supstance kemijske prirode koje su Stetne za ljudsko tkivo i
fizioloSke rekacije 1 veéinom su mikrobnog podrijetla. Postoje 4 vrste toksina koje
sintetiziraju mikroorganizmi: 1. Enterotoksini- u intestinalnom traktu, uzrokuju promjene
metabolizma; 2.Citotoksini- dovode do automatske smrti stanice; 3.Neurotoksini- ostecuju
zivéani sustav; 4. Endotoksini-oslobadaju se iz autoliziranih stanica (Obradovi¢, D., 2002).

Mikroorganizmi mogu ponekad izlu€ivati te toksine u sredini u kojoj raste npr.
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Staphylococcus aureus. Zbog toga konzumacija primjerice mlijeka i sira koji su kontaminirani
tom bakterijom moze izazvati trovanje iako u njima nije prisutna vegetativna stanica. Druge
bakterije, poput Clostridium perfringens, uzrokuju trovanje u ljudskom organizmu samo kao
vegetativne stanice. Ulaskom vegetativne stanice u probavni sustav, najprije se unutar stanice
stvore spore i1 tek se nakon pucanja stanice i oslobadanja spora pocinju izlucivati 1 bakterijski
enteroroksini. Manifestacija bolesti, odnosno trovanje ljudi uzrokovano patogenim
bakterijama ovisi o0 vrsti, mehanizmu djelovanja i broju i/ili razini/vrsti toksina
(Havranek i sur., 2014).

2.3.1. Bakterije iz roda Pseudomonas

Pseudomonas je sveprisutna skupina gram-negativnih bakterija. Obuhvaéa niz pravih
Pseudomonas vrsta, kao i mnoge vrste kasnije razvrstane u ovaj rod. Neke vrste, posebno
Pseudomonas aeruginosa su oportunisti¢ki ljudski patogeni, dok su drugi biljni patogeni
(Stead, D., 1992). Neki vrste potic¢u rast biljke i inhibiraju rast nametnika te se mogu Koristiti
U bioloskoj kontroli (Keel i sur., 1996). Vazno svojstvo nekih vrsta je metabolicka
raznolikost koja omogucuje koristenje u bioremedijaciji. Osim toga, Pseudomonas vrste ¢esto
su povezane s ribama (Cahill, M.M., 1990) te su izolirane iz koze, $krga i crijeva. Opéenito,
bakterijska flora riba, ukljucujuci i Pseudomonas odrazava mikrofloru morskog stanista i pod
utjecajem je ostalih bakterija u vodi i saliniteta. Obzirom da su Pseudomonas vrste toliko
rasirene i brojne, mogu biti ukljucene u procese bolesti i djelovati kao sekundarni nametnici
(Tripathy i sur., 2007).

2.3.2. Bakterije iz roda Escherichia

Rodu Escherichia pripada samo jedna bakterijska vrsta E. coli. Bakterija je gram-negativni
pokretni ili nepokretni Stapi¢. Fermentira glukozu i laktozu i neke druge Secere te stvara

mlije¢nu, octenu i mravlju kiselinu (Havranek i sur., 2014).

To je koliformna bakterija koja naseljava debelo crijevo. Karakteristika je da razlaze Zuc¢ne
soli 1 dovodi do zgru$njavanja mlijeka. Optimalna temperatura rasta je 37 °C a moze

1 rasti na 44 °C. Pojedini sojevi su patogeni te dovode do crijevnih poremecaja i izazivaju



urinarne infekcije. Njeno prisustvo u prehrambenim proizvodima ukazuje da se radi o

nehigijenskoj proizvodnji. Samo neki sojevi su enteropatogeni.

2.3.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram-pozitivna, Kkatalaza-pozitvna te fakultativno anaerobna
bakterija. Raste u rasponu temperature od 7-48°C te u rasponu pH-vrijednosti od 4 do 10 pri
¢emu su optimalni uvijeti temperatura od 37°C i pH vrijednost 6,7. Velik broj sojeva je
sposoban stvarati ekstracelularne termostabilne enterotoksine koji svoju bioloSku aktivnost
zadrzavaju i nakon toplinske obrade. Stafilokokni enterotoksini-SE su proteini male
molekulske mase (26,900-29,600 Da). Do danas ih je identificirano i opisano oko 20 vrsta.
Neke vrste SE, npr. A1 E, nastaju u vrijeme eksponencijalne faze rasta stanice dok druge npr.
dovodi do B-hemolize (Obradovi¢, D., 2002). Najve¢im mikrobioloskim rizikom smatraju se
fizikalna i1 kemijska svojstva SE kao S$to je termorezistentnost, zatim rezistentnost na vecinu
proteolitickih enzima probavnog sustava Covjeka i primjerice proteolitickih enzima sira i
otpornost na nisku pH vrijednost (npr. Zeludac ¢ovjeka). Simptomi trovanja ovom bakterijom
su bolovi u zelucu, muénina, povracanje, dijareja. Na temelju epidemioloskih studija

(1991.-2006.) infektivna doza za ¢ovjeka je od 1-40 mikrograma (Havranek i sur., 2014).

2.3.4. Bakterije iz roda Salmonella

Salmonela spp. su bakterije koje broje vise od 2200 serotipova a svstavaju se prema njihovom
staniStu 1 vrsti bolesti koju uzrokuju. Pripadaju skupini gram-negativnih bakterija. Optimalna
temperatura je 37°C, ali je otporna na niske temperature (Obradovi¢, D., 2002). Najveca
opasnost za Covjeka i zivotinje je bakterija Salmonella thyphimurium. Ona je uzro¢nik
gastrointestinalnih infekcija razli¢ite jakosti. Simptomi trovanja hranom kod ljudi podijeljeni
su u tri klini¢ka oblika bolesti- salmoneloze. Prvi se odnosi na dijareju uz visoku temperaturu,
drugi oblik je septikemija koja se opéenito smatra blazom infekcijom krvi te je obiljezena
smrtno$¢u do 13% te treéi oblik manifestira oste¢enje inficiranih tkiva i organa (Havranek i
sur., 2014).



2.3.5. Bakterije iz roda Proteus

U rodu Proteus svsrtane su dvije vrste, Proteus mirabilis i Proteus vulgaris. Raspostranjeni su
na zemlji, u vodi, fekalijama, organskim materijama te namirnicima. Obje vrste su gram-
negativne, Stapicaste bakterije. Imaju flagele, vrlo su pokretljive te nemaju sposobnost sinteze
kapsule. Rastu i razmnoZavaju se kako u acrobnim tako i u anacrobnim uvjetima- fakultativni
anaerobni. Znac¢ajne probleme koje izazivaju su urinarne infekcije, meningitisi, infekcije rana,
pneumonija i dr. Proteus mirabilis izaziva ¢eS¢e oboljenja kod ljudi nego Proteus vulgaris.
Raspon temperatura na kojima mogu obstati je od 0-43°C a optimalna je 37°C.
P. vulgaris je otporan na pencilin i veéinu cefalosporina, a osjetljiv je na dezinfekcijska
sredstva (fenolna i halogenska). P. mirabilis je otporan na pojedine dezinficijense, a osjetljiv

je prema antibioticima (Anonimno 2009; Anonimno 2012).

Proteus mirabilis obi¢no nije patogen, ali postaje problem kada dode u dodir sa urecom u
urinarnom traktu. Tako se infekcija $iri na druge dijelove tijela. Za tu bakteriju veze se vecina

infekcija mokra¢nog sustava koje se pojavljuju u bolni¢kom okruzenju (Gonzales, G., 2015).

2.3.6. Vibrio sp.

Bakterija iz roda Vibrio su fakultativno anaerobni mikroorganizmi, gram-negativni Stapici
veli¢ine 0,5-3 mm. Rastu na temperaturama od 5-43 °C a minimalna pH vrijednost za rast
iznosi 4,5. Rasprostranjeni su u zemlji, slanoj vodi, mesnim proizvodima i sl. Halofilni su
mikroorganizmi i uzrokuju kvarenje slanih namirnica. Samo su neki sojevi patogeni. Covjek
se moZe inficirati koriStenjem nedovoljno termicki obradene ribe 1 Skoljki.

Vibrio parahaemoliticus je halofilna bakterija koja uzrokuje akutni gastroenteritis. Najcesce
se javlja nakon konzumacije hrane poput sirovih skoljaka i riba iz mora. Bakterija tvori
enterotoksin koji uzrokuje gubitak tekuéine, a ima sposobnost oSteCivanja tkiva s
posljedi¢nim dizenteriénim sindromom. Uglavnom nema komplikacija i dolazi do spontanog
ozdravljenja. Vibrio alginolyticus je prirodni domacin estuarija i obalnih voda, kao i plodova
mora. Ova bakterija je sveprisutna u morskoj vodi i ¢esto uzrokuje povrsinske rane i infekcije
uha (Sabir et al., 2013). Vecina infekcija proizlazi iz izlozenosti posjekotine ili ogrebotine

kontaminiranoj morskoj vodi.



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1.Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Sojevi bakterija mlijecne kiseline koriSteni u ovom radu izolirani su i identificirani u
Laboratoriju za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta u sklopu istrazivanja autohtone mikrobne populacije riba i Skoljaka Jadranskog
mora. Osim izoliranih sojeva u radu je koriSten i standard Lactobacillus acidophilus LMG
9433. Sojevi nose oznake prema uzorku iz kojih su izolirani (npr. LJ.O.3.- ljetni period,

orada,uzorak 3) (tablica 2).

Tablica 2. Bakterije mlijecne kiseline izolirane iz riba i $koljkasa Jadranskog mora

Oznaka BMK Uzorak

o1 Lactobacillus plantarum LJ.O.3

09 Lactobacillus helveticus LJ.O.3

L4A Leuconostoc mesenteroides LJ.L.3

K4 Lactobacillus plantarum LJ.K.3

D1 Lactobacillus plantarum LJ.D.1
Standard Lactobacillus acidophilus LMG 9433

3.1.2. Hranjive podloge
Podloga za odrZavanje, Cuvanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline:

e MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvasCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80; MgSO,x7H,0 0,2;
MnSO,x7H,0 0,05; Na-acetat 5; agar 13. pH vrijednost podloge je 6,5; sterilizacija je
provedena u autoklavu pri 121 °C/15min.

¢ MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) bujon je istog sastava kao MRS-agar, samo bez

dodanog agara.
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Podloga za odrzavanje, ¢uvanje i uzgoj test-mikroorganizama:

3.1.3.

HA (hranjivi agar), sastava (g/L destilirane vode): pepton 15; mesni ekstrakt 3; NaCl
5; K3PO,4 0,3; agar 18. pH vrijednost podloge je 7.3; sterilizacija je provedena u
autoklavu pri 121 °C/15min.

HB (hranjivi bujon) je istog sastava kao i hranjivi agar, samo bez dodanog agara.

SA (sladni agar), sastava (g/L destilirane vode): sladni ekstrakt 6; maltoza 1,8;
glukoza 6,0; kvaséev ekstrakt 1.2. pH vrijednost podloge je 4.7; sterilizacija je
provedena u autoklavu pri 121 °C/15min.

SB (sladni bujon) je istog sastava kao i sladni agar, samo bez dodanog agara.

Pribor i oprema

automatske pipete (Eppendorf, SAD)

vibracijska mijesalica (Tehnica, Slovenija)

gita¢ mikrotitarskih plo¢ica (Tecan, Svicarska)

Centrifuga Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)
Inkubator MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Njemacka)
Autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

tehni¢ka vaga (Adam Equipment Inc., SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline izolirani iz riba i $koljaka ¢uvaju se na +4 C u MRS bujonu,
a test mikroorganizmi u hranjivom bujonu. Svi sojevi su trajno pohranjeni na -70 C uz
dodatak 30% (v/v) glicerola.

3.2.2. Uzgoj mikroorganizama

Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline uzgojeni su preko no¢i u MRS bujonu pri 37° C. Test
mikroorganizmi iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i
mikrobiologiju  namirnica  Escherichia coli 3014, Proteus mirabilis 3008,
Salmonella typhimurium 3064, Pseudomonas aeruginosa 3024, Staphilococcus aureus 3048 i

Vibrio sp. su uzgojeni preko noéi u hranjivom bujonu pri 37°C.

3.2.3. Priprava bakterija mlije¢ne kiseline za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Kulture bakterija mlije¢ne kiseline (L.plantarum O1, L.helveticus 09, L.mesenteroides L4A,
L.plantarum D1, L.plantarum K4 i Lactobacillus acidophilus LMG 9433) uzgojene su preko
no¢i u MRS bujonu i centrifugirane 15 minuta pri 6000 rpm. Dobiveni supernatant se koristio

dalje u analizama.

3.2.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti pomoc¢u mikrotitarskih ploc¢ica

U jazice mikrotitarskih ploc¢ica otpipetira se 240uL supernatanta bakterija mlije¢ne kiseline i
10 pL kulture test mikroorganizma. Antimikrobno djelovanje bakterija mlije¢ne kiseline na
test mikroorganizme prati se tijekom 8 sati uzgoja pri 37° C, spektofotometrijski, mjerenjem
prividne apsorbancije pri valnoj duljini od 620 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica
(Tecan, Svicarska) svaka 2 sata. Razlika u prividnoj apsorbanciji kontrole (nacijepljen bujon
bez dodanog supernatanta) i uzorka s dodanim supernatantom, mjera je inhibicije rasta test

mikroorganizma.
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3.2.5. Odredivanje antimikrobne aktivnosti metodom s rupama u agaru (Well assay)

Rastopljeni hranjivi i sladni agar inokuliraju se s test mikroorganizmom. Nakon skrutnjavanja
na agaru se izbuse rupe odredenog promjera koje se potom inokuliraju sa 100 uL supernatanta
ispitivane bakterije mlije¢ne kiseline. Nakon prekonocne inkubacije pojava zone inhibicije

ukazuje na osjetljivost ispitivanog test mikroorganizma prema antimikrobnoj supstanciji.

3.2.6. Odredivanje antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom (Disc assay)

Metoda se provodi na isti na¢in kako je opisano u poglavlju 3.2.5. osim §to se ispitivana

antimikrobna supstancija stavlja na filter diskove.
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4. REZULTATI



4.1. Odredivanje antimikrobne aktivnosti pomoéu mikrotitarskih plo¢ica

Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline prvo je ispitana pomocu
mikrotitarskih plocica. Apsorbancija je mjerena pri 620 nm svaka dva sata, sveukupno kroz
osam sati ukljucujuéi i mjerenje nakon 24 sata. Dobivene vrijednosti prikazane su graficki u

ovisnosti 0 vremenu (slika 1.-slika 6.) te racunski kroz postotak prezivljavanja. (tablica 3).
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Slika 1. Inhibicija rasta bakterije S.aureus 3048 u prisutnosti izolata BMK
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Slika 2. Inhibicija rasta bakterije P.mirabilis 3008 u prisutnosti izolata BMK
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Slika 3. Inhibicija rasta bakterije P.aeruginosa 3024 u prisutnosti izolata BMK
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Slika 4. Inhibicija rasta bakterije E.coli 3014 u prisutnosti izolata BMK
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Slika 5. Inhibicija rasta bakterije S.typhimurium 3064 u prisutnosti izolata BMK
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Slika 6. Inhibicija rasta bakterije Vibrio sp. u prisutnosti izolata BMK

16



Tablica 3. Postotak prezivljavanja patogenih mikroorganizama uz dodatak izolata BMK

Patogeni mikroorganizmi

BMK Sati | S.aureus | P.mirabilis | P.aeruginosa | E.coli | S.thypimurium | Vibrio sp.
(h)
L4A 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 73% 100% 89% 100% 88% 55%
6 54% 100% 73% 85% 56% 39%
8 44% 63% 47% 66% 40% 31%
24 36% 45% 37% 50% 30% 20%
01 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 70% 100% 85% 100% 84% 53%
6 52% 96% 70% 80% 53% 38%
8 48% 63% 45% 63% 38% 30%
24 34% 44% 35% 48% 29% 20%
D1 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 75% 100% 93% 100% 92% 57%
6 56% 100% 77% 88% 58% 41%
8 54% 66% 49% 67% 41% 32%
24 36% 46% 38% 51% 31% 21%
09 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 76% 100% 97% 100% 93% 59%
6 56% 100% 80% 90% 58% 41%
8 45% 69% 51% 70% 42% 33%
24 37% 48% 40% 53% 32% 22%
K4 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 80% 100% 95% 100% 97% 60%
6 58% 100% 78% 90% 60% 42%
8 47% 69% 49% 70% 42% 34%
24 38% 48% 38% 52% 32% 22%
LMG 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
9433 2 100% 100% 100% 100% 100% 100%
4 77% 100% 93% 100% 91% 58%
6 57% 105% 76% 88% 57% 40%
8 46% 68% 49% 68% 40% 32%
24 37% 47% 38% 51% 30% 21%
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4.2. Odredivanje antimikrobne aktivnosti metodom s rupama u agaru (Well assay)

Antimikrobna aktivnost izoliranih sojeva bakterija mlijecne kiseline ispitana je i metodom s
rupama u agaru. Nakon inkubacije od 24 sata antimikrobno djelovanje je utvrdeno na osnovu

prisutnosti zona inhibicije (tablica 4).

Tablica 4. Antimikrobna aktivnost izolata BMK odredena metodom s rupama u agaru

BMK Patogeni mikroorganizmi
P. mirabilis | S. aureus | E.coli | Vibriosp. | P. aeruginosa | S. typhimurium

L. plantarum O1 - + + + + +

L. helveticus O9 - + + + + +

L. plantarum K4 + + + ¥ " "

L. plantarum D1 + + + + + +

L. mesenteroides L4A + + + + + +

L. acidophilus

LMG 9433 - + + + + +

+ primjetna inhibicija; ++ jaka inhibicija; +++ vrlo jaka inhibicija; -nema inhibicije

4.3. Odredivanje antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom (Disc assay)

Posljednja koriStena metoda u ispitivanju antimikrobne aktivnosti bila je metoda s filter
diskovima. Interpretacija dobivenih rezultata je napravljena kao i u poglavlju 4.2. a rezultati

su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Antimikrobna aktivnost izolata BMK odredena metodom s filter diskovima

BMK Patogeni mikroorganizmi
P. mirabilis | S. aureus | E.coli | Vibriosp. | P. aeruginosa | S. typhimurium

L. plantarum O1 - + + + + +

L. helveticus O9 - + + + + +

L. plantarum K4 + + + + + +

L. plantarum D1 + + + + + +

L. mesenteroides L4A + + + + + +

L. acidophilus

LMG 9433 - + + + + +

+ primjetna inhibicija; ++ jaka inhibicija; +++ vrlo jaka inhibicija; -nema inhibicije
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5. RASPRAVA



U ovom radu su za odredivanje antimikrobne aktivnosti izolata bakterije mlije¢ne kiseline
prema naj¢es¢im patogenim mikroorganizmima upotrijebljene tri metode. Svi izolati BMK su
pokazali znaCajnu inhibiciju rasta patogenih test mikroorganizama u proizvodima
akvakulture. 1z rezultata dobivenih metodama s rupama u agaru i s filter diskovima (tablica 4 i
tablica 5) vidljivo je da su svi izolati BMK inhibirali rast S. aureus, E. coli, Vibrio sp., P.
aeruginosa i S. typhimurium obzirom na prisutnost zona inhibicije, dok je do inhibicije rasta
P. mirabilis doslo prilikom koristenja L. plantarum O1, L. helveticus O9 i L. acidophilus
LMG 9433. Ovakvi rezultati se ne mogu uzeti kao konac¢ni budu¢i da njihova interpretacija
uvelike ovisi o sposobnosti difundiranja ispitivane komponente kroz agar te o ¢injenici da na
samom filter disku ipak ostane odredena koli¢ina ispitivanog uzorka. Stoga smo unato¢ tome
Sto su obje metode pokazale identi¢ne rezultate Koristili i tre¢u metodu - metodu s
mikrotitarskim plo¢icama koja je pouzdanija buduci da osigurava izravnu interakciju medu
stanicama. Postotci prezivljavanja patogenih mikroorganizama prikazani u tablici 3 pokazuju
da je inhibicija veéine patogena zapocela nakon 4. ili 6. sata, kada su bakterije mlijecne
kiseline usSle u eksponencijalnu fazu rasta i krenule antagonisticki djelovati na patogene
mikroorganizme. Rast svih ispitivanih test mikroorganizama je inhibiran za vise od 50% $to
ukazuje na izrazito jaku antimikrobnu aktivnost dobivenih izolata BMK (slike 1-6). Najmaniji
postotak prezivljavanja primjecen je kod Vibrio sp. i iznosi 20-22% nakon 24 sata za sve
izolate BMK, dok je najmanja inhibicija rasta zabiljezena kod E. coli te iznosi 48-53% nakon
24 sata. Kao izolat s najve¢om antimikrobnom aktivnoséu pokazao se L. plantarum O1 dok je
za L. helveticus O9 izmjerena najmanja inhibicija rasta u odnosu na druge izolate. Obzirom na
dobivene rezultate mozemo zakljuciti da se radi o potencijalno bioprotektivnim kulturama te
se dosadasnje istraZivanje mozZe nastaviti u smjeru biokonzerviranja riba 1 SkoljkaSa
navedenim izolatima. Biokonzerviranje podrazumijeva metodu produZenja odrzivosti i
povecanja sigurnosti hrane uporabom mikroorganizama i/ili njihovih produkata. U okviru
zaStitnog koncepta primjenjuju se zastitne kulture bakterija mlijene kiseline tj. antagonisticke
kulture koje inhibiraju patogene mikroorganizme 1i/ili produZuju odrZivost hrane uz
istovremeno ocuvanje senzornih svojstva proizvoda (Zdolec i sur., 2007; Frece i sur., 2014).
BMK proizvodnjom mlije¢ne kiseline snizavaju pH proizvoda i na taj nacin inhibiraju rast
acidonetolerantnih patogenih mikroorganizama (Suskovi¢ i sur., 2001; Frece i sur., 2005 b).
Obzirom da je danas sve veci trend konzerviranja hrane na prirodan nacin, rezultati ovog
zavr$nog rada ¢e svakako na¢i primjenu u buduc¢im istraZivanjima i eventualnoj primjeni u

prehrambenoj industriji.
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6. ZAKLJUCCI



Autohtona mikrobna populacija bakterija mlije¢ne kiseline Kkoje su izolirane
iz riba (lubin, orada) i skoljkasa (dagnje, kamenice) Jadranskog mora ima jako
antimikrobno djelovanje na najces¢e patogene mikroorganizme proizvoda akvakulture.

Najbolju antimikrobnu aktivnost je pokazao Lactobacillus plantarum O1 prema Vibrio sp.

Obzirom na dobivene rezultate, mozemo zakljuciti da se radi o potencijalno

bioprotektivnim kulturama.
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