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1. UvOD

Fermentacija spada u najstarije oblike konzerviranja namirnica i koristi se kako bi im se
produzio vijek trajanja (Liicke, 1994). U ovaj prirodan proces ukljuceni su brojni slozeni
mikrobioloski, biokemijski i1 fizikalno-kemijski procesi koji znaCajno doprinose razvoju
specifi¢nih  kvalitativnih i1 organolepti¢kih svojstava te utjeGu na sigurnost proizvoda

(Hadziosmanovi¢ i sur., 2005).

U Hrvatskoj se spontano fermentirane kobasice naj¢eS¢e proizvode na malim obiteljskim
gospodarstvima po tradicionalnim recepturama bez dodatka starter kultura i drugih aditiva,
tako da njihova proizvodnja u potpunosti ovisi o fermentacijskoj sposobnosti autohtone
mikrobiote. Mikrobiota spontano fermentiranih kobasica je iznimno slozena i najvjerojatnije
potjeCe iz mesa i ostalih sastojaka te opreme koja se koristi u proizvodnji (Stellato i sur.,
2016), a ukljucuje korisne mikroorganizme, mikroorganizme kvarenja i potencijalne
patogene (Ercolini, 2013). Obi¢no spontano fermentirane kobasice ne predstavljaju
zdrastveni rizik zbog sinteze organskih kiselina, progresivnog smanjivanja aktiviteta vode sa
zrenjem i prisutnosti vrlo raznolike antagonisticke mikrobiote koja ukljucuje bakterije
mlije¢ne kiseline (BMK) i koagulaza negativne stafilokoke (Duci¢ i sur., 2016). Medutim,
nekoliko istraZivanja je pokazalo da kontaminacija sirovina za proizvodnju kobasica
mikrobiotom koja uzrokuje kvarenje ili patogenima zbog neadekvatnog odstrela divljaci te
obrade 1 skladiStenja mesa, negativno utjeCe na mikrobioloSku kvalitetu spontano
fermentiranih kobasica i predstavlja povecani mikrobioloski i zdravstveni rizik (Gill, 2007;

Hwang i sur., 2009; Rivera-Reyes i sur., 2017).

U posljednje vrijeme raste interes i potraznja za tradicijskim proizvodima. Tako su i spontano
fermentirane kobasice prepoznate od potroSaca kao visokokvalitetan proizvod specifi¢nih
organolepti¢kih svojstava te predstavljaju izvor vrijednih hranjivih tvari. Medutim, upotreba
sirovina razli¢itog porijekla, neujednaceni uvjeti obrade mesa i proizvodnje mesnih
preradevina kao 1 koristenje razli¢itih dodataka mogu rezultirati proizvodima neujednacenog
sastava 1 kvalitete upitnih organoleptickih i mikrobioloskih svojstava (Kos i sur., 2015;
Markov i sur., 2013; Trichopoulou i sur., 2007). Standardizacija proizvodnje spontano
fermentiranih kobasica moze se posti¢i primjenom starter ili bioprotektivnih kultura, a

dodatna vrijednost ovakvih proizvoda moze se posti¢i aplikacijom probiotickih kultura u



mesnu smjesu. Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) se najée$¢e upotrebljavaju kao starter,
bioprotektivne ili probioticke Kulture u industrijskoj proizvodnji ¢itavog niza fermentiranih
proizvoda. Osim S$to predstavljaju najvazniju grupu fermentatora i proizvodaca mlijecne
kiseline, Cesto pozitivno utjeCu na organolepticka svojstva, teksturu i aromu krajnjih
proizvoda (Smit i sur., 2005; Cenci—Goga i sur., 2012; Frece i sur., 2014). Ujedno, brojne
vrste BMK  sintetiziraju tvari s antimikrobnim djelovanjem, kao $to su razli¢ite organske

kiseline, bakteriocini i peptidi s antimikrobnom aktivnos¢u (Cleveland i sur., 2001).

V/rste roda Leuconostoc, narocito Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, spadaju medu
najceS¢e koriStene heterofermentativne BMK u proizvodnji fermentiranih mlijecnih
proizvoda. S obzirom da u mlije¢nim proizvodima viSe utjeCu na teksturu i aromu kona¢nih
proizvoda, a manje na proizvodnju mlijecne kiseline, obi¢no se primjenjuju kao mjesovite
starter kulture u kombinaciji sa sojevima Lactococcus spp. kao glavnim producentima
mlije¢ne kiseline (Holland i Liu, 2011). Ujedno, vrste roda Leuconostoc imaju vaznu ulogu u
razvoju aroma tijekom fermentacije povrca (npr. kiselo zelje, kim¢i, masline) (Jung i sur.,
2012), a pojedini sojevi vrste Le. mesenteroides pokazuju izrazita probioticka svojstva
(Kekkonen i sur., 2008).

lako uporaba Leuconostoc vrsta nije uobiCajena u mesnoj industriji, Le. mesenteroides
predstavlja dominantnu skupinu bakterija u spontano fermentiranim kobasicama s manje od
2,5 % natrij-klorida (Danilovi¢ i sur., 2011; Borovi¢ i sur., 2015; Zgomba Maksimovié i sur.,
2018). Pojedina istrazivanja pokazala su da Leuconostoc mesenteroides ¢ine oko 40 % BMK
izoliranih iz spontano fermentiranih kobasica od mesa divljaéi (Zgomba Maksimovi¢ i sur.,
2018). Uloga Le. mesenteroides u fermentaciji i zrenju kobasica nije u potpunosti razjasnjena.
Smatra se da Le. mesenteroides mogu uzrokovati kvarenje mesa, razvoj neugodnih aroma,
sluzi i promjenu boje (Jadskeldinen, i sur., 2013; Zgomba Maksimovi¢ i sur., 2018), ali i
sudjelovati u razvoju pozitivnih organoleptickih karakteristika fermentiranih kobasica zbog
proizvodnje kiselina, produkcije bakteriocina, acetaldehida, diacetila i etanola (Danilovi¢ i
sur., 2011; Wang i sur., 2018).

S obzirom na dualnu ulogu, ali i dominaciju Le. mesenteroides u spontano fermentiranim
kobasicama, potrebno je detaljno genotipski i fenotipski okarakterizirati autohtone sojeve Le.

mesenteroides i odrediti njihov tehnoloski i probioticki potencijal prije selekcije i moguce



aplikacije kao starter, bioprotektivnih ili probiotickih kultura za proizvodnju fermentiranih

namirnica zivotinjskog ili biljnog podrijetla.

1.1. Rod Leuconostoc
Vrste roda Leuconostoc su Gram pozitivne, nepokretne i nesporuliraju¢e bakterije te se

pojavljuju u obliku koka ili u obliku kratkih Stapi¢a. Fakultativno su anaerobni i mezofilni
organizmi ¢ija optimalna temperatura rasta iznosi 20 — 30°C. Rasprostranjeni su u prirodi te
ih nalazimo u fermentiranim proizvodima kao §to su povrée, meso i mlije¢ni proizvodi
(Holland i Liu, 2011). Tolerantni su na visoke koncentracije soli, do 7 % NaCl (de Paula i
sur., 2015) te su katalaza negativni (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004). Kao i rodovi
Lactobacillus i Pediococcus, rod Leuconostoc posjeduje intrinzi¢nu rezistenciju na
vankomicin. Intrinzi¢na rezistencija je kodirana kromosomskim genima, pa njezin transfer

nije mogu¢ (de Paula i sur., 2015).

Holland i Liu (2011) navode da rod Leuconostoc obuhvaca 13 heterofermentativnih vrsta
bakterija, ukljucuju¢i Le. mesenteroides (Le. mesenteroides subsp. mesenteroides, Le.
mesenteroides subsp. dextranicum i Le. mesenteroides subsp. cremoris), Le. lactis, Le.
carnosum, Le. gasicomitatum, Le. gelidum, Le. fallax, Le. inhae, Le. kimchii, Le. citreum, Le.
holzapfelii, Le. palmae, Le. miyukkimchii i Le. garlicum.

Tijekom fermentacije sintetiziraju razli¢ite produkte koji se mogu primijeniti u prehrambenoj
industriji kao poboljSivaci okusa i teksture proizvoda. Razlikuju se tri tipa fermentacija koje
mogu provoditi:

1. Primarna fermentacija - podrazumijeva metabolizam heksoza (glukoza i galaktoza) pri
¢emu nastaju laktat, etanol i CO2 uz tvorbu ATP-a. U prisutnosti akceptora elektrona
poput acetaldehida i piruvata, umjesto etanola nastaje octena kiselina i dodatna koli¢ina
ATP-a. Pojedini sojevi Le. mesenteroides subsp. mesenteroides i Le. mesenteroides
subsp. dextranicum sintetiziraju enzim dekstransukrazu koji u prisutnosti saharoze
kataliziraju stvaranje dekstrana koji doprinosi pobolj$anju teksture proizvoda te pokazuje
prebioticki potencijal (Holland i Liu, 2011).

2. Fermentacija citrata - podrazumijeva unos citrata u stanicu putem citrat permeaze gdje se
citrat razgraduje do acetata i oksaloacetata pomocu citrat liaze. Dekarboksilacija
oksaloacetata dovodi do sinteze piruvata koji se potom reducira do laktata, a viSak
prelazi u acetat, diacetil, acetoin te 2,3 — butandiol (Holland i Liu, 2011).



3. Sekundarna fermentacija - podrazumijeva biosintezu aminokiselina kao nusprodukta
metabolizmom citrata. Oksalacetat koji nastaje tijekom fermentacije citrata
transaminacijom prelazi u aspartat. Sintetizirane aminokiseline vrste roda Leuconostoc
koriste za svoj rast. To¢an mehanizam biosinteze aminokiselina jo$ Se istrazuje (Holland

i Liu, 2011).

1.2.  Primjena leukonostoka u prehrambenoj industriji
Bakterije roda Leuconostoc proizvode zanemarivu koli¢inu mlije¢ne Kkiseline. Primarno

sintetiziraju spojeve koji utje¢u na teksturu i aromu kona¢nih proizvoda. Primjerice, CO2 koji
nastaje tijekom primarne fermentacije dovodi do formiranja 'sirnih ociju' u razli¢itim
tipovima sira, a diacetil, acetat i etanol su komponente okusa koje doprinose aromi namirnica
poput sira i maslaca. Rod Leuconostoc moze prevoditi diacetil u acetoin i 2,3—butandiol, $to
se smatra nepovoljnim buduc¢i da navedeni spojevi ne doprinose aromi namirnice. Medutim,
proces se moze usporiti skladiStenjem namirnice pri niskim temperaturama (Hemme i
Foucaud-Scheunemann, 2004). Sintetizirani dekstran koristi se u prehrambenoj industriji kao
aditiv koji povecava viskoznost, odrzava teksturu namirnice te doprinosi stabilnosti
proizvoda i smanjenju sinereze. Ujedno, rod Leuconostoc fermentacijom fruktoze sintezira
manitol, niskokalori¢ni Secer koji moze zamijeniti glukozu, saharozu ili fruktozu u

prehrambenim proizvodima (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004).

1.3.  Probioticki potencijal roda Leuconostoc
Probioticima se smatraju Zzive, nepatogene bakterije koje se unose i Kkoloniziraju

gastrointestinalni sustav Covjeka i pozitivno djeluju na probavu i imunoloski sustav
(FAO/WHO, 2002). Kako bi se odredena bakterijska vrsta ili soj koristili kao probiotik, ne
smije biti patogena, ne smije posjedovati gene za antibioticku virulenciju, mora biti geneticki
stabilna i otporna na bakteriofage. Zatim, mora prezZivjeti u gastrointestinalnom sustavu i
kolonizirati intestinalne stanice. I konacno, in vitro istrazivanja moraju biti potvrdena in vivo
(Reis i sur., 2012; Fontana i sur., 2015). Nekoliko istrazivanja potvrdilo je probioticki
potencijal pojedinih sojeva Le. mesenteroides subsp. mesenteroides (Agarwal i Bhasin, 2003;
Aswathy i sur., 2008; Tamang i sur., 2009; Shobharani i Agrawal, 2011; Allameh i sur.,
2012; Seo i sur., 2012). Ujedno, pokazano je da neki sojevi Le. mesenteroides mogu
prezivjeti pri razli¢itim koncentracijama zucnih soli. Takoder, pojedini sojevi mogu
hidrolizirati Zu¢ne soli. Sojevi Le. mesenteroides koji mogu proizvoditi egzopolisaharide

(EPS) lakse prianjanju na crijevne epitelne stanice (de Paula i sur., 2015). Uz proizvodnju



EPS, hidrofobnost, agregacija i ko-agregacija pozitivno utjeCu na prianjanje bakterija na
epitelne stanice. Hidrofobna povrSina mikrobnih stanica omogucava njihovo ucinkovitije
prijanjanje na povrsinu hidrofobnih crijevnih epitelnih stanica (de Wouters i sur., 2015).
Autoagregacija ili autoaglutinacija predstavlja nakupljanje bakterijskih stanica iste vrste sto
im omogucava prezivljavanje stresnih uvjeta i formiranje biofilma. Taj proces posreduju
aglutinini. Za razliku od autoagregacije, ko-agregacija je vezivanje bakterija razli¢ite vrste,
§to omogucava eliminaciju patogenih bakterija (Trunk i sur., 2018) ili formiranje ko-kulture
Leuconostoc-Lactococcus (Hemme i sur, 2004). Takoder, sinteza antimikrobnih tvari poput
bakteriocina, etanola, vodikovog peroksida i organskih kiselina suzbija rast patogenih
mikroorganizama te odrzava optimalnu ravnoteZu unutar gastrointestinalnog sustava (de
Paula i sur., 2015). Vecina bakteriocina koje sintetiziraju ima inhibitorno djelovanje na
Listeria. monocytogenes. Pojedini su bakteriocini pokazali antimikrobno djelovanje na Gram-
negativne bakterije poput Salmonella typhimurium i Escherichia coli te na neke Gram-

pozitivne bakterije poput Bacillus cereus te Staphylococcus aureus (de Paula et al., 2015).



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza
Spontano fermentirane kobasice izrazito su slozen i bogat ekosustav u kojem dominiraju

korisne bakterije poput bakterija mlijecne kiseline (BMK). Stoga je pretpostavka ovog
istrazivanja da spontano fermentirane kobasice predstavljaju izvrstan izvor BMK kao §to je
Leuconostoc mesenteroides koje bi, nakon detaljne karakterizacije i selekcije, mogli biti
primijenjeni kao starter, bioprotektivne ili probioticke kulture u tradicijskoj ili industrijskoj

proizvodnji fermentiranih namirnica zivotinjskog ili biljnog podrijetla.

2.2.  Opéiispecifiéni ciljevi rada
Op¢i cilj ovog istrazivanja je detaljno okarakterizirati autohtone sojeva Le. mesenteroides

izolirane iz tradicijskih, spontano fermentiranih kobasica od divljaci, kako bi se selektirali
sojevi s potencijalnom primjenom u proizvodnji fermentiranih namirnica, ali i dao doprinos u
razrjeSavanju uloge Le. mesenteroides u fermentaciji i zrenju kobasica. U tu svrhu, potrebno
je istraziti sposobnost rasta u razliCitim ekofizioloskim uvjetima, odrediti tehnoloski
potencijal koji ukljuuje sposobnost lipolize, proteolize, acidifikacije i antimikrobnu
aktivnost te probioticki potencijal, ukljuujuéi sposobnost autoagregacije i in vitro

sposobnost prezivljavanja u gastrointestinalnom traktu.

Specificni ciljevi rada su:
1. Ispitati sposobnost rasta sojeva Le. mesenteroides u razli¢itim ekofizioloSkim

uvjetima.

2. Odrediti lipoliticku, proteoliticku i acidifikacijsku aktivnost sojeva Le. mesenteroides.

3. Ispitati antimikrobnu aktivnost sojeva Le. mesenteroides prema najces¢im patogenima
u hrani: Listeria innocua (ATCC 33090), Brochotrix termospachta (LMG 17208),
Weissella viridescens (DSM 20410), Bacillus cereus (DSM 6791), Salmonella
enterica subsp. enterica (DSM 14221), Escherichia coli (ATCC 25922) i
Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231).



4. lspitati probiotic¢ki potencijal sojeva Le. mesenteroides ukljucujuéi autoagregacijski
potencijal i sposobnost prezivljavanja u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
trakta.



3. MATERIJALI | METODE

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Osnovne kemikalije
agar (Biolife, Italija)

agaroza (Lonza, SAD)

barijev klorid (BaClz) (Kemig, Hrvatska)
dinatrij fosfat (Sigma Aldrich, Njemacka)
glukoza (VWR Chemicals, Belgija)

kalcijev klorid (CaCl,) (Fluka™, Njemacka)
kalij klorid (KCl) (Emsure, Njemacka)
klorovodi¢na kiselina (HCI) (VWR Chemicals, Belgija)
monokalij fosfat (Sigma Aldrich, Njemacka)
natrij hidroksid (NaOH) (Kemig, Hrvatska)
natrijev klorid (VWR Chemicals, Belgija)
sulfatna kiselina (H2SO4) (Kemig, Hrvatska)
Triton X-100 (Fluka™, Njemacka)

Tris baza (Sigma-Aldrich, Njemacka)
Tween-80 (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Kompleti
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, SAD)

Enzimi
pepsin (Sigma-Aldrich, Njemacka)

lizozim (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Otopine i puferi

3.4.1. Fizioloska otopina (0,85 %)
Fizioloska otopina (0,85 %) je pripremljena suspendiranjem 0,85 g natrijevog klorida u 1000

ml destilirane vode. Dobivena je sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz 15

min.



3.4.2. McFarland standard (0,5)
McFarland standard 0,5 je pripremljen mijeSanjem 1,175 % 0,05 ml barijevog klorida

i 9,95 ml 1 % sulfatne kiseline. Turbiditet ovako pripremljene smjese odgovara zamuéenju

koje odgovara brojnosti bakterija od 1,5x 108 CFU/ml.

3.4.3. PBS (phosphate-buffered saline) pufer, pH 7,2
PBS pufer je pripremljen suspendiranjem 3,7 g natrijevog klorida, 0,09 g kalijevog klorida,

0,57 g dinatrijevog fosfata, te 0,05 g monokalijevog fosfata u 250 ml destilirane vode. pH
pufera namjesten je na 7,2 dodavanjem 5M NaOH. VVolumen otopine je dopunjen do 400 ml.

Dobivena otopina je sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz 15 min.

3.4.4. Peptonska voda (0,1%)
Peptonska voda (0,1 %) je pripremljena resuspendiranjem 2,5 g peptona (Biolife, Italija) u 10

ml destilirane vode. Dobivena otopina u autoklavu na temperaturi od 121° C kroz 15 min.

3.4.5. Zeludani sok
Zelucani sok koristen u ovom istrazivanju pripremljen je suspendiranjem 0,3 % pepsina u

0,50 % natrijevog klorida u destiliranoj vodi. pH otopine Zelu¢anog soka prilagodena je na
pH 2,5 pomoc¢u 1 M HCI. Otopina Zelucanog soka je sterilno filtrirana pomoc¢u 0,22 um

filtera.

3.4.6. Duodenalni sok
Duodenalni sok koristen pripremljen je mijeSanjem 0,4 % otopine Zzucnih soli i 0,2 %

pankreatiticne otopine (Sigma-Aldrich, Njemacka). Otopina duodenalnog soka je sterilno

filtrirana pomoc¢u 0,22 pm filtera.

3.5.  Hranjive podloge

3.5.1. BHI tekuéa hranjiva podloga (Brain Heart Infusion)
BHI (Biolife, Italija) tekuca hranjiva podloga je pripremljena otapanjem 37 g BHI hranjive

podloge u 1000 ml destilirane vode i sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz

15 min.



3.5.2. BHI kruta hranjiva podloga (Brain Heart Infusion)
Kruti BHI (Biolife, Italija) je pripremljen kao $to je opisano u Odjeljku 3.5.1. uz dodatak 15 g

agara (Biolife, Italija). Nakon dodavanja agara podloga je sterilizirana u autoklavu na

temperaturi od 121 °C kroz 15 min.

3.5.3. BHI podloga obogaéena 3 % NaCl
Osnovna teku¢a BHI podloga (Biolife, Italija) napravljena je kao §to je opisano u Odjeljku

3.5.1. uz dodatak 30 g NaCl (Biolife, Italija) i sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121

°C kroz 15 min.

3.5.4. BHI podloga obogacena 6 % NaCl
Osnovna tekuca BHI podloga (Biolife, Italija) napravljena je kao §to je opisano u Odjeljku

3.5.1. uz dodatak 60 g NaCl (Biolife, Italija) i sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121

°C kroz 15 min.

3.5.5. BHIpH 4,5
Osnovna teku¢a BHI podloga (Biolife, Italija) napravljena je kao $to je opisano u Odjeljku

3.5.1,, a pH podloge namjesten je na 4,5 pomocu 1M HCI i sterilizirana u autoklavu pri

temperaturi od 121 °C kroz 15 min.

3.5.6. BHI podloga obogacena s 1,5 % obranog mlijeka
Osnovna kruta BHI podloga (Biolife, Italija) napravljena je kao $to je opisano u Odjeljku

3.5.2. uz dodatak 15 g obranog mlijeka (Biolife, Italija) i sterilizirana u autoklavu pri

temperaturi od 115 °C kroz 15 min.

3.5.7. Obrano mlijeko (10 %)
Obrano mlijeko (Biolife, Italija) je pripremljeno otapanjem 10 g obranog mlijeka u 100 ml

destilirane vode i sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 115 °C kroz 15 min.
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3.5.8. Hranjiva podloga obogacena sarkoplazmatskim proteinima
Hranjiva podloga obogacena sarkoplazmatskim proteinima je pripremljena prema Fadda i

sur. (2010). Smjesa 60 g svinjskog mesa i 600 ml fosfatnog pufera (20 mM, pH 7,4) je
homogenizirana u homogenizatoru Stomacher® 400 Circulator (Seward Medical, Engleska)
kroz 8 minuta. Otopina je centrifugirana 20 min pri 11180 x g i 4 °C kako bi se precipitirali
netopivi proteini i vezivno tkivo. pH supernatanta sa sarkoplazmatskim proteinima namjeSten
je na 6,5 pomoc¢u 1 M NaOH, dodana mu je otopina glukoze u kona¢noj koncentraciji 1 % te
je filtriran kroz Whatman filter. Neposredno prije upotrebe otopini sarkoplazmatskih

proteina dodan je sterilan Tween-80 u kona¢noj koncentraciji 0,01 %.

Sarkoplazmatski medij je pripremljen dodavanjem ekstrakta proteina u konacnoj
koncentraciji od 1 mg/ml sterilnom mediju koji sadrzi tripton, ekstrakt kvasaca, glukozu i

agar (Mauriello i sur., 2002).

3.6.  Odabir i uzgoj izolata
Svi istrazivani izolati Le. mesenteroides prikupljeni su iz tradicionalnih, spontano

fermentiranih kobasica od mesa divljaci, identificirani i sigurnosno karakterizirani na temelju
molekularno-biologkih metoda u okviru prijasnjih istrazivanja (Zgomba Maksimovi¢ i sur.,
2018). Reprezentativni izolati su odabrani na temelju rezultata rep-PCR (repetitive extragenic
palindromic PCR) analize. Dobiveni rep-PCR obrasci analizirani su pomoc¢u racunalnog
programa BioNumerics 7.6.1. (Applied Maths, Belgija). Sli¢nost izolata odredena je pomoc¢u
Dice koeficijenta. Dendrogram je kreiran na temelju UPGMA (engl. Unweight Paired Group

Arithmetic Average) algoritma gdje je dopustena toleranca iznosila 1 % i optimizacija 0,5 %.

Reprezentativni izolati Le. mesenteroides: MSE_92, LV_96, LV_27, MRS_532, MRS_506,
LV_2, MRS 602, MRS 605, MSE 317, LV_116, MRS_104, MSE 349 i MRS_120
procisc¢eni su do monokulture metodom iscrpljenja na krutoj BHI podlozi (Biolife, Italija).
Podloge su anaerobno inkubirane pri temperaturi od 30 °C tijekom 48 h. Nakon inkubacije,
po jedna kolonija za svaki izolat je sterilno nacijepljena u 2 ml teku¢e BHI podloge i
anerobno inkubirana pri temperaturi od 30 °C preko no¢i. Kulture su potom precijepljene na
krute BHI podloge i anerobno inkubirane 48 h pri 30 °C. Izrasle kolonije predstavljaju
pro¢is¢ene monokulture 1 koriStene su za ispitivanje rasta u razliCitim ekofizioloskim

uvjetima, odredivanje tehnoloskih karakteristika i probioti¢kog potencijala.
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3.7.  Pracenje rasta reprezentativnih izolata u razlic¢itim ekofizioloSkim uvjetima
Za pracenje rasta u razliCitim ekofizioloskim uvjetima koriStena je tekuc¢a BHI, osnovna

podlogu za uzgoj leukonostoka kojoj je dodan NaCl u konacnoj koncentraciji od 316 % u
podlozi, odnosno teku¢i BHI pH 4,5 gdje je pH namjesten pomoc¢u 1 M HCI (Odjeljci 3.5.1,;
3.5.3. — 3.5.5.). Nekoliko kolonija pro¢is¢enih do monokulture (Odjeljak 3.6.) sterilno je
preneseno u 2 ml fizioloSke otopine (0,85 % NaCl) do postizanja zamucenosti koja odgovara
zamucenosti 0,5 McFarland standarda. Po 20 pl tako pripremljene suspenzije stanica Svakog
izolata nacjepljen je u duplikatima u 280 ul BHI s 3 % NaCl, BHI s 6 % NaCl, BHI pH 4,5 i
BHI. Podloge su inkubirane pri 12 i 25 °C. Rast reprezentativnih izolata pracen je mjerenjem
opti¢ke gustoce pri valnoj duljini od 630 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plo¢a (EL800,

BioTek Instruments, Winooski, VT, SAD) nakon 24 i 48 h.

3.8.  Metode za odredivanje tehnoloskih karakteristika reprezentativnih sojeva

3.8.1. Odredivanje lipoliticke aktivnosti
Reprezentativni izolati za odredivanje lipoliti¢ke aktivnosti uzgojeni su kao $to je opisano u

Odjeljku 3.6.. Nakon inkubacije, nekoliko nasumi¢no odabranih kolonija sterilno je
preneseno u 2 ml fizioloSke otopine (0,85 % NaCl) do postizanja zamucenosti koja odgovara
zamucenosti 0,5 McFarland standarda. Alikvot od 10 pl tako pripremljene bakterijske
suspenzije naneseno je u duplikatima na celulozni disk (Biorad, SAD) koji je prethodno
apliciran na tributirin agar (Sigma-Aldrich, Njemacka) te je 2 ul bakterijske suspenzije
inokulirano je u duplikatima izravno u tributirin agar. Kao pozitivna kontrola koristen je
Pseudomonas fluorescens (WCS 417r). Ploce su inkubirane anaerobno tijekom 72 h pri
temperaturi od 30 °C. Lipoliti¢ka aktivnost je odredena mjerenjem promjera Cistih zona oko
celuloznih diskova, ukljuc¢ujuéi i promjer diska, odnosno promjera Cistih zona oko mjesta
izravne aplikacije bakterijske suspenzije. Rezultati su izrazeni u mm i prikazani kao srednja

vrijednost promjera zone razgradnje tributirina.

3.8.2. Odredivanje proteoliticke aktivnosti
Proteoliticka aktivnost reprezentativnih sojeva je odredena na dva nacina, na krutoj BHI

hranjivoj podlozi obogacenoj s 1,5 % obranog mlijeka (Biolife, Italija) i na podlozi koja
sadrzi sarkoplazmatske proteine.
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3.8.2.1.  Ispitivanje proteoliticke aktivnosti na podlozi sa sarkoplazmatskim
proteinima

Hranjiva podloga sa sarkoplazmatskim proteinima je pripremljena prema Fadda i sur. (2010).
Smjesa 60 g svinjskog mesa i 600 ml fosfatnog pufera (20 mM, pH 7,4) je homogenizirana u
homogenizatoru Stomacher® 400 Circulator (Seward Medical, Engleska) kroz 8 minuta.
Otopina je centrifugirana 20 min pri 11180 x g i 4 °C kako bi se precipitirali netopivi proteini
I vezivno tkivo. pH supernatanta sa sarkoplazmatskim proteinima namjeSten je na 6,5
pomoc¢u 1 M NaOH, dodana mu je otopina glukoze u kona¢noj koncentraciji 1 % te je
filtriran kroz Whatman filter. Neposredno prije upotrebe otopini sarkoplazmatskih proteina

dodan je sterilan Tween-80 u konaé¢noj koncentraciji 0,01 %.

Sarkoplazmatski medij je pripremljen dodavanjem ekstrakta proteina u konac¢noj
koncentraciji od 1 mg/ml sterilnom mediju koji sadrzi tripton, ekstrakt kvasaca, glukozu i
agar (Mauriello i sur., 2002) (Odjeljak 3.5.8.). Volumen od 25 ml medija sterilno je izliven u
petrijevke. Nakon polimerizacije u podlozi su izbuSeni bunarc¢i¢i promjera 6 mm.
Reprezentativni izolati pripremljeni kao $to je opisano u Odjeljku 3.6. su inokulirani u 2 ml
tekuceg BHI i inkubirani pri 30 °C preko no¢i. Alikvot od 70 pul prekonoéne kulture
pojedinog izolata je inokuliran u bunarci¢e u duplikatima. Plo¢e su anaerobno inkubirane 48
h pri 30 °C. Nakon inkubacije, agar je izvaden iz petrijevih posuda te bojan 5 min otopinom
koja sadrzi 50 ml Brilliant Blue R razrjedenog u metanolu (0,05 %), 10 ml octene kiseline, 40
ml destilirane vode. Gelovi su odbojani u otopini koja sadrzi 25 ml metanola, 5 ml octene

kiseline i 70 ml destilirane vode.

Proteoliticka aktivnost je odredena mjerenjem promjera zona razgradnje oko jazica. Rezultati
su izraZzeni u mm 1 prikazani kao srednja vrijednost promjera zone razgradnje. Bakterijski soj

Pseudomonas fluorescens WCS 417r je koristen kao pozitivna kontrola.

3.8.2.2.  Odredivanje proteoliticke aktivnosti na BHI krutoj hranjivoj podlozi s
1,5 % obranog mlijeka

Proteoliticka aktivnost je dodatno testirana i na BHI agaru oboga¢enom obranim mlijekom u
konac¢noj koncetraciji 1,5 % (Biolife, Italija). Uzgoj reprezentativnih izolata i odredivanje
njihove proteoliticke aktivnosti je provedeno na isti nacin kao i odredivanje lipoliticke

aktivnosti (Odjeljak 3.8.1.), gdje je umjesto tributin agara koristen BHI agar obogacen
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obranim mlijekom. Za pozitivnu kontrolu je koriSten soj Pseudomonas fluorescens WCS
417r.

3.8.3. Odredivanje sposobnosti acidifikacije
Jedna kolonija reprezentativnih izolata uzgojena je kao Sto je opisano u Odjeljku 3.6. te je

inokulirana u 10 pl sterilnog liofiliziranog mesnog medija (Baruzzi i sur., 2006) u dva
ponavljanja. Inokulirani medij je anaerobno inkubiran pri 30 °C.

Acidifikacijska sposobnost reprezentativnih izolata je mjerena nakon 24 h i 7. dana. Nakon
svakog mjerenja elektroda pH-metra (InPro® 3030, Metter Toledo, Greifensee, Svicarska) je
sterilizirana s 3 % HCI i isprana sterilnom destiliranom vodom. Sposobnost acidifikacije je
izraZzena kao promjena pH vrijednosti tijekom vremena prema formuli [1] (Jamaly i sur.,

2010).

ApH = pH (krajnja vrijednost) — pH (pocetna vrijednost) .........cccooveririrereeniiirenieneeeseenes [1]

3.8.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti
Ispitana je antimikrobna aktivnost reprezentativnih izolata prema sedam potencijalnih

patogena ili mikroorganizama kvarenja (Brochotrix thermospachta (LMG 17208), Weissella
viridescens (DSM 20410), Bacillus cereus (DSM 6791), Salmonella enterica subsp. enterica
(DSM 14221), Listeria innocua (ATCC 33090), Escherichia coli (ATCC 25922) i
Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231)) prema Doming i sur. (2014).
Reprezentativni izolati su uzgojeni u 10 ml teku¢e BHI (Biolife, Italija) tijekom 24 h pri 30
°C. Pomocu sterilnog vatenog Stapi¢a umocenog u tekucu kulturu reprezentativnih izolata
povucene su dvije paralelne crte medusobno udaljene 20 mm na sredini krute BHI podloge
(Biolife, Italija). Ploce su inkubirane anaerobno, 24 h pri 30° C. Istovremeno indikatorske
bakterije su nacijepljene u 2 ml teku¢eg BHI (Biolife, Italija) i inkubirane 24 h na 30 °C
(Brochotrix thermospachta, Weissella viridescens, Bacillus cereus) i 37 °C (Salmonella
enterica subsp. enterica, Listeria innocua, Escherichia coli, Staphylococcus aureus subsp.
aureus). Ukupno je 5 ul indikatorskih bakterija nacjepljeno na svaku krutu BHI podlogu
izmedu Kolonija reprezentativnih izolata i na rub svake podloge. Plo¢e su inkubirane tijekom
48 h pri prethodno navedenim temperaturama optimalnim za rast indikatorskih bakterija.

Svaki reprezentativni izolat testiran je u duplikatima. Antimikrobna aktivnost je procijenjena
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na temelju razlike izmedu promjera kolonije indikatorske bakterije narasle izmedu
reprezentativnih izolata i promjera kontrolne kolonije nacijepljene na rubu petrijevke (Tablica
3.1).
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Tablica 3.1. Procjena antimikobne aktivnosti ispitivanih izolata na temelju razlike izmedu
promjera kolonije indikatorske bakterije i kontrolne kolonije.

Razlika izmedu promjera kolonije indikatorske bakterije Interpretacija

i promjera kontrolne kolonije

<1mm nema inhibicije (-)
1-2mm slaba inhibicija (+)
2—4mm izrazena inhibicija (++)
>4 mm vrlo jaka inhibicija (+++)
nema rasta potpuna inhibicija (p.i.)

3.9.  Odredivanje probiotickog potencijala reprezentativnih izolata

3.9.1. Odredivanje autoagregacije
Autoagregacijski test proveden je prema Del Re i sur. (2000). Reprezentativni izolati

nacijepljeni su u 2 ml teku¢eg BHI (Biolife, Italija), te inkubirani u anaerobnim uvjetima pri
30 °C. Prekonoc¢ne kulture su centrifugirane 15 min pri 10 000 x g/25 °C, nakon cega je
uklonjen supernatant, a bakterijski pelet je opran i resuspendiran u 1xPBS puferu pH 7,2 do
zamucenja koje odgovara zamucenju 0,5 Mc Farland standarda. Suspenzije su potom
inkubirane pri sobnoj temperaturi. Absorbancija je mjerena spektrofotometrijski (Perkin
Elmer Lambda 11 UV/VIS, SAD) pri 600 nm nakon 3 i 5 h. Za svaki izolat mjerena je
absorbancija, u tri ponavljanja, gornjeg sloja suspenzije i absorbancija ukupne bakterijske
suspenzije. Autoagregacijska sposobnost prikazana je kao postotak i racuna se prema formuli
[2] (Del Re i sur., 2000):

Autoagregacija (%) = 1-(Agomja suspenzija/ Aukupna bakterijska suspenzija) X100, . ......coviiiiiiiiiie, [2]

gdje je Agomja suspenzija @psorbancija gornjeg sloja suspenzije mjerena pri 600 nm nakon t=3 h i

t=5 h, @ Aukupna bakterijska suspenzija absorbancija ukupne bakterijske suspenzije.

Reprezentativni izolati su na temelju % autoagregacije klasificirani u izolate koji jako (%
autoagregacije nakon 1 h > 30), slabo (10 < % autoagregacije nakon 1 h > 30) ili uopée ne

autoagregiraju (% autoagregacije nakon 1 h < 10) (Miljkovi¢ i sur., 2015).

3.9.2. Prezivljavanje u usnoj Supljini
Prezivljavanja bakterija u simuliranim uvjetima koji vladaju u usnoj Supljini proveden je

prema Morandi i sur. (2013). Prekono¢ne kulture su uzgojene u 2 ml 10 % obranog mlijeka i
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razrijedene u PBS puferu (1x, pH=7,2) u omjeru 1:10. Tako pripremljene kulture su
razrijedene 10 do 107 i 100 pl odgovarajuéeg razrjedenja je inokulirano na &vrstu BHI
podlogu u 2 ponavljanja. Inokulirane podloge su inkubirane u anaerobnim uvjetima pri
temperaturi od 30 °C stupnjeva, tijekom 72 h. Dobiveni CFU (engl. colony forming unit)

predstavlja inicijalni broj bakterija.

Prekonoénim kulturama razrijedenim u PBS puferu (1x, pH=7.2) u omjeru 1:10 dodan je
lizozim (Sigma-Aldrich) u kona¢noj koncentraciji 100 mg/l, te su inkubirane pri temperaturi
od 37 °C tijekom 5 min. Kulture su potom razrijedene 10 do 10”. Po 100 ul odgovarajuéeg
razrjedenja je inokulirano na ¢vrstu BHI podlogu u 2 ponavljanja. Inokulirane podloge su
inkubirane u anaerobnim uvjetima pri temperaturi od 30 °C stupnjeva tijekom 72 h. Tako
dobiveni CFU predstavlja broj bakterija koje su prezivjele digestiju lizozimom. Postotak

prezivljavanja izracunat je prema formuli [3].

Prezivljavanje (%) = broj bakterija nakon digestije/inicijalni broj bakterija-100................... [3]

3.9.3. Prezivljavanje u Zelucu
Sposobnost prezivljavanja u simuliranim uvjetima Zeluca analizirana je prema Doleyres i sur.

(2004). Reprezentativni izolati uzgojeni su u 2 ml tekuée BHI preko no¢i, u anaerobnim
uvjetima pri temperaturi od 30 °C. Prekono¢ne kulture su potom centrifugirane tijekom 10
min pri 10 000 x g/25 °C. Tako dobiven stani¢ni pelet dva puta je opran u 0,1 % peptonskoj
vodi i resuspendiran u 100 ul 0,1 % peptonske vode. Tako dobivena suspenzija razrijedena je
10 do 107 i 100 pl odgovarajuéeg razrjedenja je inokulirano na &vrstu BHI podlogu u 2
ponavljanja. Podloge su inkubirane anaerobno pri temperaturi od 30 °C tijekom 72 h. Tako
dobiveni CFU (engl. colony forming unit) predstavlja inicijalni broj bakterija. Kako bi
simulirali uvjete koji vladaju u Zelucu pripremljena je otopina Zeluc¢anih sokova (0,5 % NacCl,
0,3 % pepsin, pH 2,5) kao $to je opisano u odjeljku 3.4.5.. U 270 ul otopine Zelucanih sokova
dodano je 30 ul bakterijske suspenzije reprezentativnog izolata. Tretirani uzorci inkubirani su
pri temperaturi od 37 °C tijekom 30 min. Tretirani uzorci su potom serijski razrijedeni 10 do
10° i 100 pl odgovarajuéeg razrjedenja inokulirano je na &vrstu BHI podlogu u 2
ponavljanja. Inokulirane podloge su inkubirane u anaerobnim uvjetima pri temperaturi od 30
°C tijekom 72 h. Tako dobiveni CFU predstavlja broj bakterija koje su prezivjele digestiju

zeluanim sokovima. Postotak prezivljavanja izracunat je prema formuli [3] (Odjeljak 3.9.2.).

17



3.9.4. Prezivljavanje u duodenumu
Sposobnost prezivljavanja u simuliranim uvjetima duodenuma analizirana je prema Doleyres

i sur. (2004) kao sto je opisano u Odjeljku 3.9.3. uz manje preinake. Umjesto otopinom
zeluCanih sokova, bakterijske suspenzije reprezentativnog izolata tretirane su otopinom
duodenalnih sokova (0,4 % zucne soli, 0,2 % pankreatiti¢na otopina) koja je pripremljena kao
Sto je opisano i odjeljku 3.4.6.. Postotak prezivljavanja izraunat je prema formuli [3]

(Odjeljak 3.9.2.).

3.9.5. Statisticka analiza
Za testiranje znacajnosti autoagregacije 1 prezivljavanja u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog sustava koriStena je dvofaktorska analiza varijance ANOVA (engl. two-
way ANOVA), a za visestruko usporedivanje Tukey HSD test. Razina statisticke znacajnosti
(p) postavljena je na p < 0,05. Podaci su analizirani u ra¢unalnom programu Microsoft Excel

2016 pomocu dodatka Analysis ToolPak.
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4. REZULTATI

4.1.Grupiranje izolata Le. mesenteroides rep-PCR metodom
Tijekom prijasnjih istrazivanja prikupljena su 259 izolata Le. mesenteroides koji su grupirani

na temelju rep-PCR obrazaca. U pojedina¢nu grupu svrstani su izolati koji pokazuju vise od
90 % sli¢nosti. Na temelju ovih parametara razlikuju se 22 grupe koje su sadrzavale vise od
jednog izolata. Po jedan reprezentativan izolat iz svake grupe odabran je za sigurnosnhu
karakterizaciju. Od toga, 13 reprezentativnih izolata ocijenjeno sigurnima za primjenu u
namirnicama (Zgomba Maksimovi¢ i sur., 2018), te su odabrani za tehnolosku karakterizaciju
1 procjenu probioti¢kog potencijala. Slika 4.1. prikazuje dendrogram izolata odabranih za ovo

istrazivanje.

R O v_o
il

|  MRs_532
| . MSE_317
MSE_349
MRS_605
MRS_602
MRS_506
MRS 120
MRS 104
LV_096

LV_027

|| MSE 092

0 oo

Slika 4.1. rep-PCR obrasci reprezentativnih izolata Le. mesenteroides ukljufenih u ovo
istraZivanje. Dendrogram je konstruiran pomocu racunalnog programa BioNumerics 7.6.1. (Applied
Maths, Belgija), na temelju slicnost izolata izracunate pomocu Dice koeficijenta i UPGMA (engl.
Unweight Paired Group Arithmetic Average) algoritma uz dopustenu tolerancu od 1 % i optimizaciju
0,5 %.

4.2. Rast reprezentativnih izolata u razli¢itim ekofizioloSkim uvjetima
U ovom istrazivanju ispitana je sposobnost rasta odabranih izolata Le. mesenteroides u

rali¢itim ekofizioloskim uvjetima (Tablice 4.1. i 4.2.). U odnosu na kontrolu izolati
MRS 532, MSE 92, MRS 120 i MRS 104 dobro rastu pri 3 i 6 % NaCl pri 25 °C, dok
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ostali izolati loSe rastu ili uopce ne rastu u istim uvjetima. Pri pH 4,5 1 25 °C svi ispitivani
izolati loSe rastu u prva 24 h i1 pocinju rasti tek nakon 48 h.

Rast vecine ispitivanih izolata izostaje ili je vrlo slab pri 12 °C bez obzira na ostale uvjete
inkubacije. Iznimka su izolati MRS_532, MSE_92, MRS _120 i MRS_104 koji pokazuju

umjereni rast u prisutnosti 3 % NaCl-ana 12 °C.
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Tablica 4.1. Rast izabranih izolata u razli¢itim ekofizioloSkim uvjetima nakon 24 h.

MRS_532
MSE_92
MRS_120
MRS_104
MSE_349
MSE_317
LV_116
LV_96
LV 27
LV 2
MRS_602
MRS_506
MRS_605

3 % NaCl H 3 % NaCl 6% NacCl pH=4,5 BHI
+ + +++ +++ + +++
+ + +++ +++ + +++
+ + +++ +++ + +++
+ + +++ +++ + +++
+ + ++ ++ ++ +++
+ + ++ - + +++
+ + +++ + + +++
- + ++ + + +++
- + ++ - + ++
- + ++ + + ++
- + ++ + + ++
- + ++ + + ++
- + + - + ++

Rast izolata procjenjen je na temelju absorbance izmjerene pri 630 nm gdje je:
Absezp 0,000 — 0,070: - = nema rasta
Absezp 0,071 — 0,200: + = slab rast
Absezp 0,200 — 0,400: + + = umijeren rast
Absgzo 0,400 — 1,000: + + + = vrlo jak rast
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Tablica 4.2. Rast izabranih izolata u razli¢itim ekofiziolo$kim uvjetima nakon 48 h.

MRS_532
MSE_92
MRS_120
MRS_104
MSE_349
MSE_317
LV_116
LV_96
LV 27
LV 2
MRS_602
MRS_506
MRS_605

25°C

3% NaCl 6% NaCl pH=4,5 BHI 3 % NaCl 6% NacCl pH=4,5 BHI
+++ ++ + +++ +++ +++ ++ +++
++ + + ++ +++ +++ ++ +++
++ + - +++ +++ +++ ++ +++
+++ + - +++ +++ +++ ++ +++
+ - + +++ ++ ++ ++ +++
+ + + ++ ++ + ++ +++
++ + - ++ +++ ++ + +++
+ - + + +++ ++ ++ +++
+ - + + ++ + ++ +++
+ - + ++ ++ ++ ++ +++
+ - + + +++ ++ ++ +++
+ - + ++ ++ ++ ++ +++
- - + + ++ - ++ +++

Rast izolata procjenjen je na temelju absorbance izmjerene pri 630 nm gdje je:

Absgzo 0,000 — 0,070: - = nema rasta
Absgso 0,071 — 0,200: + = slab rast

Absezp 0,200 — 0,400: + + = umijeren rast
Absgzo 0,400 — 1,000: + + + = vrlo jak rast
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4.3.Tehnoloska karakterizacija

4.3.1. Lipoliticka aktivnost

Svi istrazivani sojevi, osim MRS_104, pokazali su lipoliticku aktivnost (Tablica 4.3.).
Izmjerene zone lipoliticke aktivnosti metodom difuzije diska u agaru kre¢u se od 7,25 mm do
8,50 mm. Najvecu lipoliticku aktivnost, izmjerenu metodom difuzije diska u agaru, pokazao
je izolat MRS 120 ¢iji je promjer zone iznosio 8,50 mm, a najmanju izolat LV _ 116 s
promjerom zone od 7,25 mm. Izmjerene zone lipoliticke aktivnosti metodom direktne
aplikacije u agaru kre¢u se od 2,25 mm do 4,50 mm. Najveéa zona lipolize, izmjerena
metodom direktne aplikacije u agar, iznosila je 4,50 mm za izolat MRS _532, a najmanja zona
iznosila je 2,25 mm za izolat MSE_92. Najvecu lipoliti¢ku aktivnost, utvrdenu s obje metode,
pokazali su sojevi MRS 532 i MRS_120 koji metodom difuzije diska pokazuju zonu

razgradnje > 8,25 mm, odnosno metodom direktne aplikacije zonu razgradnje > 3,50 mm.

Tablica 4.3. Lipoliticka aktivnost reprezentativnih sojeva Le. mesenteroides (n = 13).

Lipoliticka aktivnost mjerena na tributirin agaru
Metoda difuzije diska u agaru Metoda direktne aplikacije kulture u agar

Izolat

Prosjecna vrijednost (mm) + Prosjecna vrijednost (mm) = standardna

standardna devijacija devijacija
MRS_532 8,25+ 1,06 4,50+0,71
MSE_92 7,75+ 0,35 2,254+0,35
MRS_120 8,50 £ 0,00 3,50 £ 0,00
MRS_104 0,00 £+ 0,00 0,00 £ 0,00
MSE_349 8,00 + 0,00 3,00+ 0,00
MSE_317 8,25+0,35 3,00 £ 0,00
LV_116 7,25+0,35 3,00+ 0,00
LV_96 8,25+0,35 3,00+ 0,00
LV 27 8,00 £ 0,00 3,25+0,35
LV 2 8,00 £ 0,00 3,25+0,35
MRS_602 8,00 £ 0,00 2,50 £ 0,71
MRS_506 7,75 £ 0,35 2,75 +£0,35
MRS 605 8,00 + 0,00 2,75 +£0,35

4.3.2. Proteoliticka aktivnost
Svi sojevi, osim MRS 605, pokazali su proteoliticku aktivnost (Tablica 4.4.). Izmjerene zone

proteoliti¢ke aktivnosti metodom difuzije diska u agaru krecu se od 7,00 mm do 15 mm.
Najveca zona proteolize, izmjerena metodom difuzije diska u agaru, iznosila je 15,00 mm za
soj MSE_317, a najmanja zona iznosila je 7,00 mm za sojeve MRS _120 i LV_27. lzmjerene
zone proteoliticke aktivnosti metodom direktne aplikacije u agar krecu se od 2,75 mm do

8,50 mm. Najveca zona proteolize, izmjerena metodom direktne aplikacije u agar, iznosila je
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8,50 mm za soj MSE_317, a najmanja zona iznosila je 2,75 mm za soj MRS_532. Na podlozi
obogacenoj proteinima sarkoplazme, samo sojevi MSE_317 i LV_96 pokazuju proteoliti¢ku
aktivnost (Tablica 4.3.). Najvecu proteoliticku aktivnost pokazuju sojevi MSE 317,
MSE_349, MSE_92 i MRS _506 koji metodom difuzije diska u agaru pokazuju zonu

razgradnje > 12,00 mm, odnosno metodom direktne aplikacije > 6,50 mm.

Tablica 4.4. Proteoliticka aktivnost reprezentativnih sojeva Le. mesenteroides (n = 13)

Proteoliticka aktivnost mjerena na BHI podlozi s oboga¢enom s 1,5 % Proteoliticka
obranog mlijeka aktivnost mjerena
Metoda difuzije diska Metoda direktne aplikacije kulture na podlozi s
Izolat u agaru u agar obogacenoj
Prosje¢na vrijednost (mm) + Prosje¢na vrijednost (mm) + proteinima
standardna devijacija standardna devijacija sarkoplazme
MRS_532 7,25 +0,35 2,75+0,35 -
MSE_92 13,50+ 0,71 7,00 + 0,00 -
MRS_120 7,00+ 0,00 5,50+0,71 -
MRS 104 7,25+0,35 5,50+0,71 -
MSE_349 13,50+ 0,71 8,00 + 0,00 -
MSE_317 15,00+ 0,00 8,50+0,71 +
LV_116 7,75 +0,35 5,00 £ 0,00 -
LV_96 8,25 £0,35 5,50+0,71 +
LV 27 7,00 = 0,00 4,50+0,71 -
LV 2 8,00 £ 0,00 6,00 + 0,00 -
MRS_602 7,25 +0,35 5,50+0,71 -
MRS 506 12,00 + 0,00 6,50+£0,71 -
MRS_605 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 -

4.3.3. Acidifikacija
Acidifikacija predstavlja sposobnost sojeva Le. mesenteroides da zakisele medij. Nakon 24 h

inkubacije, srednja pH vrijednost se krece od 3,60 do 5,31, a nakon 7 dana inkubacije od 3,25

do 3,65 (Tablica 4.5.). Nakon 24 h inkubacije prosje¢na pH vrijednost iznosi 3,99, a nakon 7
dana 3,42. Najvecu acidifikacijsku pokazali su sojevi LV_116, MRS 120, MRS _104 i

MSE_317.
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Tablica 4.5. Acidifikacijska sposobnost reprezentativnih sojeva Le. mesenteroides (n = 13)

pH vrijednost izmjerena nakon 24 h  pH vrijednost izmjerena nakon 7

inkubacije dana inkubacije
Izolat Prosjecna vrijednost + standardna  Prosjecna vrijednost + standardna

devijacija devijacija
MRS_532 3,74 + 0,02 3,38 £ 0,01
MSE_92 3,87 +£0,05 3,39 £ 0,04
MRS_120 4,33 £0,54 3,52 +0,17
MRS_104 4,09 £0,25 3,48 +£0,21
MSE_349 3,62 +£0,31 3,41+0,01
MSE_317 4,22 +0,49 3,65+0,21
LV_116 5,31+0,29 3,38 +£0,24
LV_96 3,60 + 0,04 3,37 +0,01
LVv_27 3,99 £ 0,37 3,50+ 0,21
LV_2 3,97 +£0,48 3,48 £0,28
MRS_602 3,67 +0,21 3,25+0,11
MRS_506 3,72+ 0,10 3,36 £ 0,06
MRS_605 3,74 £ 0,01 3,34+ 0,05

4.3.4. Antimikrobna aktivnost
U ovom istrazivanju je utvrdeno da ispitivani sojevi slabo ili uopée ne inhibiraju indikatorske

bakterije. Svega nekoliko sojeva je pokazalo izrazitu antimikrobnu aktivnost ili u potpunosti

inhibiralo rast indikatorskih bakterija (Tablica 4.6.).

Soj MRS _532 je u potpunosti inhibirao rast bakterija Escherichia coli (ATCC 25922) i
Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231). Rast bakterije Bacillus cereus (DSM

6791) su u potpunosti inhibirali sojevi LV_27 i LV_2. IzraZzenu antimikrobnu aktivnost

pokazao je jos samo soj LV_96 i to samo prema bakteriji Listeria innocua (ATCC 33090).
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Tablica 4.6. Antimikrobna aktivnost reprezentativnih sojeva Le. mesenteroides (n = 13) prema odabranim indikatorskim bakterijama.

Indikatorske bakterije

Salmonella Staphylococcus Brochotrix Weissella Bacillus

Izolat enterica subsp. Listeria innocua  Escherichia coli aureus szbsp AUreus termospachta viridescens Cereus
enterica (ATCC 33090) (ATCC 25922) :
(DSM 14221) (DSM 20231) (LMG 17208) (DSM 20410) (DSM 6791)

MRS_532 - - p.i. p.i. - + +
MSE_92 - - - - - - -
MRS_120 + + + + - - -
MRS_104 - - - - - - -
MSE_349 - - - - - - -
MSE_317 - - - - - - -
LV_116 - - - - - - -
LV_96 - ++ - - - - -
LV_27 + - + ) ) i ni.
LV 2 + + + - - + p.i.
MRS_602 + - - - - - -
MRS_506 - - + + - + +
MRS 605 + + + + + + +

Indikatorske bakterije su uzgojene na hranjivoj podlozi izmedu dvije testne linije s izraslim sojevima Le. mesenteroides. 1zmjeren je promjer rasta indikatorskih bakterija
izmedu testnih linija, te usporeden s rastom indikatorskih bakterija na rubu podloge (kontrola).
Dobiveni rezultati su izrazeni na sljedeéi nacin:

- =nema inhibicije (razlika u promjeru je < 1);

+  =slabo inhibirajuce djelovanje (izrasle kolonije su 1-2mm manje u usporedbi s izraslom kontrolom)

++ = izraZeno inhibirajuce djelovanje (izrasle kolonije su > 2 do 4mm manje u usporedbi s izraslom kontrolom)

+++ = vrlo jako inhibiraju¢e djelovanje (izrasle kolonije su > 4mm manje u usporedbi s izraslom kontrolom)

p.i. = potpuna inhibicija (niti jedna kolonija nije izrasla izmedu testnih linija)
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4.4.Probioticki potencijal

4.4.1. Autoagregacija
Ovo istrazivanje je pokazalo da svi ispitivani izolati pokazuju drugaciju sposobnost i

dinamiku autoagregacije (Tablica 4.7.). Sest izolata uopée ne agregira unutar prva 3 sata, a
nakon 5 h pocinju slabo (MRS 120, MRS 104, MSE 317, LV_2 i MRS_602) ili jako
agregirati  (MSE_92). lzolati MSE 349, LV 27 i MRS 506 s vremenom manje
autoagregiraju. Unato¢ smanjenju autoagregacije MSE 349 i nakon 3 i1 nakon 5 h pokazuje
jaku autoagregaciju, dok soj LV_27 prestaje autoagregirati nakon 5 h. Izolati MRS 532,
MRS_104 i MRS_605 podjednako agregiraju i nakon 3 h i nakon 5 h, a LV_96 s vremenom
snaznije autoagregira.

Autoagregacija se znacajno razlikuje izmedu 3 h i 5 h (p < 0,05), ali nema znacajnih razlika u

autoagregaciji izmedu izolata.

Tablica 4.7. Autoagregacijska sposobnost reprezentativnih sojeva Le. mesenteroides (n = 13)
nakon 3i5h.

Autoagregacija nakon 3 h (%) Autoagregacija nakon 5 h (%)
Izolat Prosjecna vrijednost £+ standardna  Prosje¢na vrijednost + standardna
devijacija devijacija

MRS_532 12,50 + 0,96 27,42+ 1,86

MSE_92 3,92 +2,38 47,46 £ 5,96
MRS_120 0,00+ 0,00 15,09 + 2,86
MRS_104 1,86 +1,37 29,32 +1,84
MSE_349 37,08 + 0,00 30,16 + 1,28
MSE_317 506+1,21 10,00 + 4,49

LV_116 26,90 + 3,10 33,03+ 3,71

LV_96 10,55+ 0,44 34,07+ 0,84

LV _27 22,35+ 1,42 6,00 £ 0,00

LV 2 571+231 27,27 £1,96
MRS_602 2,58 +0,97 13,79 + 2,49
MRS_506 35,93 + 6,24 25,32 + 5,67
MRS_605 11,21+ 3,26 18,18 + 2,86

Prosjek 13,51 24,39

Na temelju postotka autoagregacije nakon 1 h izolati su klasificirani u tri razli¢ite grupe:
% agregacije nakon 1 h > 30 % = izolati koji jako agregiraju
10 % < % agregacije nakon 1 h > 30 % =izolati koji slabo agregiraju
% agregacije nakon 1 h < 10 % = izolati koji ne agregiraju

4.4.2. Prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta
Ovo istrazivanje je pokazalo da ispitivani sojevi najbolje preZivljavaju u uvjetima usne

Supljine, dok u uvjetima koji vladaju u ostalim dijelovima probavnog sustava kao §to Su
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zeludac i duodenum, postotak prezivljavanja se izrazito smanjuje (Tablica 4.8.). U usnhoj
Supljini u prosjeku prezivi 58,60 % , u zelucu svega 9,70 %, a u duodenuma 8,88 % svih
izolata. Najbolje prezivljava izolat LV_27 u usnoj Supljini (85,71 %), a najslabije MRS_120
u duodenumu (0,17 %).

Dvofaktorska analiza varijance (two-way ANOVA) pokazala je da se zbog izlaganja uvjetima
u gastrointestinalnom sustavu zna¢ajno smanjuje (p < 0.01) prezivljavanje ispitivanih izolata
i da se prezivljavanje znacajno razlikuje (p < 0.01) ovisno o dijelu probavnog trakta. Izmedu
izolata izlozenih uvjetima gastrointestinalnog sustava uocena je najmanje signifikantnih
razlika §to bi se moglo pripisati ¢injenici da su ispitivani sojevi iste vrste te da sli¢no
reagiraju na stresne uvjete. Najvise signifikantnih razlika je detektirano izmedu izolata koji su

nisu izloZeni uvjetima gastrointestinalnog sustava (Prilog: Tablica P1-P3).

Tablica 4.8. Postotak preZivljavanja izolata u simuliranim uvjetima probavnog sustava.

Prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta

Usna $upljina (%) Zeludac (%) Doudenum (%)

Izolat Prosjefna vrijednost £ Prosjecna vrijednost + Prosjecna vrijednost +

standardna devijacija standardna devijacija standardna devijacija
MRS_532 83,08 + 6,22 7,75+0,83 0,19+0,01
MSE_92 70,18 + 1,04 4,12 +0,27 0,20 +£0,02
MRS_120 64,59 + 7,98 9,62+0,47 0,17+0,01
MRS_104 37,63 +2,09 11,40 £ 0,85 0,25+ 0,08
MSE_349 33,33+ 0,00 574 +£2,17 2,98+£0,44
MSE_317 7,30 + 0,39 18,21 + 5,64 5,77 +0,80
LV_116 85,48 + 8,31 5,74+0,15 4,61+0,19
LV_96 33,42+ 1,36 9,76 £ 1,61 71,02 + 8,57
LV_27 85,71+ 2,95 11,13+ 1,03 8,20 + 0,45
LV_2 63,31+ 2,71 7,42 £0,34 2,20+£0,23
MRS_602 53,62 + 4,02 9,94 + 0,50 7,19+ 0,46
MRS_506 70,37 £ 0,00 8,56 £ 1,49 9,44 +1,99
MRS_605 73,72+ 5,07 16,70 £ 2,45 3,17+0,10
Prosjek 58,60 9,70 8,88
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5. RASPRAVA
Autohtona mikrobiota spontano fermentiranih kobasica je izrazito sloZena i potjeCe iz mesa,

razli¢itih dodataka, okolisa i opreme koja se Koristi u proizvodnji (Stellato i sur., 2016). S
obzirom da se u Hrvatskoj takve tradicijske, spontano fermentirane kobasice proizvode bez
dodatka starter kultura, fermentacija u takvim uvjetima u potpunosti ovisi 0 autohtonoj
mikrobioti. Ujedno, obrada mesa i proizvodnja ¢esto se provode u neadekvatnim i
varijabilnim uvjetima $to moze rezultirati proizvodima neujednacene i upitne kvalitete. Iako
je do danas detaljno istrazena raznolikost i uloga autohtonih bakterija mlijecne kiseline
(BMK) u proizvodnji spontano fermentiranih kobasica, narocito rodova Enterococcus i

Lactobacillus, jos uvijek se malo zna o ulozi roda Leuconostoc vrsta.

U prijasnjim istrazivanjima prikupljeno je 259 izolata Le. mesenteroides koji su grupirani na
temelju rep-PCR obrazaca u 22 grupe. Trinaest reprezentativnih izolata proslo je sigurnosnu
karakterizaciju. Kako bi se procijenilo mogu li se koristiti kao potencijalni starteri i/ili
probioticke kulture ovi izolati su detaljno tehnoloski okarakterizirani i1 ispitan je njihov

probioticki potencijal.

Proteoliticka 1 lipoliti¢ka aktivnost imaju kljuénu ulogu u formiranju organoleptic¢kih
karakteristika i teksture namirnica. Produkti proteolize i lipolize, npr. peptidi, aminokiseline,
karbonili 1 volatilne komponete doprinose karakteristicnom okusu mesnih proizvoda. Masne
kiseline, nastale lipolizom, degradiraju se do alkana, alkena, alkohola, aldehida i ketona, koji
takoder doprinose razvoju okusa. Smatra se da su i endogene i bakterijske peptidaze potrebne
za potpunu hidrolizu oligopeptida, ¢ime uporaba starter kultura znatno utjece na kvalitetu

krajnjeg proizvoda (Casaburi i sur., 2008).

Samo jedan od 13 testiranih Le. mesenteroides sojeva (MRS _104) nije pokazao nikakvu
lipoliticku aktivnost dok se dva soja, MRS_532 i MRS_120, isti¢u izrazitom lipolitickom
aktivnoscu u odnosu na druge sojeve. Sposobnost razgradnje proteina mlijeka pokazalo je 12
od 13 testiranih sojeva medu kojima su se svojom proteolitickom aktivnos$cu istaknula tri soja
(MSE_317, MSE_349 i MSE_92), a samo dva soja (MSE_317 i LV_96) mogu razgraditi

sarkoplazmatske proteine iz svinjskog mesa.

Acidifikacijska aktivnost je bitno svojstvo starter kultura koje predstavlja limitiraju¢i faktor

za rast patogena. Acidifikacijska sposobnost roda Leuconostoc, prema provedenim
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istrazivanjima, ve¢inom je okarakterizirana kao niska u odnosu na druge BMK $to je u
korelaciji sa njihovim heterofermentativnim metabolizmom (Nieto-Arribas i sur., 2010).
Prema smjernicama za industriju Ameri¢ke agencije za hranu i lijekove (eng. Food and Drug
Administration, FDA) iz 2018. godine, minimalna pH vrijednost za suzbijanje patogena krece
se od pH 3,7 — 4,9. Nakon 24 sata inkubacije, pH vrijednost medija krec¢e se od pH 3,60 —
5,31, ovisno o testiranom soju Le.mesenteroides, $to jo§ uvijek ne inhibira rast odredenih
patogena. Nakon 7 dana inkubacije, svaki je testirani soj Le. mesenteroides zakiselio medij na
pH < 3,7 ¢ime su stvoreni limitirajuéi uvjeti za rast patogena i bakterija koje uzrokuju
kvarenje hrane. Cetiri su soja pokazala izrazitu acidifikacijsku sposobnost (LV_116,
MRS_602, MRS _605 i MRS _532) s najve¢im padom pH vrijednosti nakon 7 dana
inkubacije.

Bakterije mlije¢ne kiseline imaju Sirok spektar inhibiraju¢ih djelovanja koji se pripisuje
biosintezi organskih kiselina ili vodikovog peroksid. Neke vrste pokazuju uski inhibitorni
spektar, koji ukljucuje uglavnom homologne sojeve. To se povezuje sa sintezom i sekrecijom
bakteriocina, molekula proteinske prirode, ¢ija je aktivnost usmjerena prema ogranicenom

broju bakterijskih vrsta (Hechard i sur., 2009).

Da bi neka bakterijska kultura bila potencijalna starter i/ili bioprotektivna kultura, neophodno
je ispitati i njezinu antimikrobnu aktivnost. Od svih sojeva, MRS_605 pokazao je slabo
inhibirajuce djelovanje prema 100 % odabranih indikatorskih bakterija i jedini je od ispitanih
koji djeluje protiv Brochotrix termospachta (LMG 17208). Istrazivanjem je utvrdeno da je 5
sojeva imalo slabo inhibiraju¢e djelovanje na Salmonella enterica subsp. enterica (DSM
14221). Nadalje, Listeria innocua (ATCC 33090) je slabo inhibirana od 3 soja, dok je 1 soj
imao izrazeno inhibirajuce djelovanje. Prema Escherichia coli (ATCC 25922) je slabo
inhibirajuce djelovalo 5 sojeva, a 1 je uzrokovao potpunu inhibiciju. Takoder je utvrdeno da
na Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231) 1 soj djeluje potpuno inhibirajuce, a 3
slabo inhibirajuce. Slabo inhibirajuce djelovanje na Weissella viridescens (DSM 20410) su
imala 4 soja, dok je Bacillus cereus (DSM 6791) potpuno inhibiran od 2 soja, a slabo
inhibiran od 3 soja. Vazno je izdvojiti da su 3 soja pokazala znakove potpune inhibicije
prema patogenima, i to 2 na Bacillus cereus (DSM 6791), a 1 na Escherichia coli (ATCC
25922) i Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231). Ovakva antimikrobna aktivnost
leukonostoka moze biti rezultat produkcije bakteriocina, medutim, potrebno je provesti

daljnja istrazivanja kako bi se iskljucila moguénost da je antimikrobno djelovanje nastalo
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zbog produkcije mlije¢ne kiseline uslijed fermentacije, odnosno pada pH vrijednosti tijekom
rasta leukonostoka. Cak 5 sojeva nije pokazalo nikakvu antimikrobnu aktivnost prema
odabranim indikatorskim bakterijama, i stoga nisu pokazali potencijal za aplikaciju kao
protektivne starter kulture.

Kako bi se ispitao probioti¢ki potencijal reprezentativnih izolata simuliralini su uvjeti prisutni
u gastrointestinalnom traktu, to¢nije uvjete u usnoj Supljini, Zelucu i duodenumu. Najveci
postotak prezivljavanja zabiljeZen je u tretmanu sa simulacijom usne Supljine i iznosi u
prosjeku 58,60 %. Najveci postotak prezivljavanja u tretmanu s usnom Supljinom zabiljezen
je kod soja LV_27 s 85,71 % te kod LV_116 s 85,48 %, a najmanji rast zabiljezen je kod
izolata MSE_317 s 7,30 % prezivljavanja. Najmanji postotak prezivljavanja svih izolata
ostvaren je u tretmanu sa simulacijom uvjeta duodenuma i iznosi 8,88 %. No ipak jedan
izolat se istiCe u tretmanu s duodenumom s postotkom prezivljavanja od 71,02 % (LV_96),
dok najmanju vrijednost prezivljavanja ima izolat MRS 120 od 0,17 %. Simulacija tretmana
u uvjetima zeluca predstavlja prijelaznu vrijednost izmedu usne Supljine i duodenuma.
Tretman sa zeluCanim sokovima ima vece vrijednosti preZivljavanja od duodenuma, ali
zna¢ajno manje od tretmana s usnom Supljinom. Tako je izolat MSE 317 ostvario najveci
postotak prezivljavanja s 18,21 %, dok MSE_92 najmanji s 4,12 % u simuliranim uvjetima

Zeluca.

Dobiveni rezultati su heterogeni 1 nepredvidljivog slijeda $to znaci da su odredeni sojevi
pokazali visoke vrijednosti prezivljavanja u jednom simuliranom uvjetu, a niske vrijednosti u
drugim uvjetima i1 obrnuto. Razlog tome je $to je svaki soj zaseban organizam 1 razli¢ito
reagira na odredene uvjete sredine. Bitna stavka provedenih tretmana je direktna izloZenost
bakterije tretmanu. U istrazivanju koje su proveli Chavarri i sur., 2010. utvrdeno je da
inkapsulacija probiotickih bakterija rodova Lactobacillus i Bifidobacterium povecava razinu
prezivljavanja U uvjetima probavnog sustava i na taj na¢in osigurava dovoljan broj vijabilnih
stanica za kolonizaciju crijeva. Nadalje, probiotickim bakterijama moze se obogatiti neka
namirnica koja sluzi kao nosa¢. Takvi nosaci bakterija takoder znatno utje¢u na njihovo
prezivljavanje u probavnom sustavu (Bove i sur., 2013; Lee i sur., 2015). Sukladno
spomenutim istrazivanjima potrebno je jo§ napraviti dodatna istrazivanja kako prenijeti
bakterijske stanice do krajnjeg odrediSta u Sto ve¢em broju i na koji nacin omoguditi

stanicama da odole uvjetima probavnog trakta.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti sljedece:

svi ispitivani sojevi Le. mesenteroides rastu i pri 12 °C i pri 25 °C, ali u prisutnosti

drugih stresora njihov rast je snazno suprimiran ili u potpunosti inhibiran pri 12 °C

92,3 % sojeva Le. mesenteroides pokazalo je lipoliti¢ku aktivnost na tributirin agaru

92,3 % ispitivanih sojeva pokazalo je proteoliticku aktivnost na podlozi s dodatkom
1,5% obranog mlijeka, a 15,4 % sojeva sposobno je razgraditi sarkoplazmatske

proteine iz svinjskog mesa

svi ispitivani sojevi su dobro acidifikatori, a nakon 7 dana snizavaju pH medija < 3,7

¢ime su stvoreni inhibitorni uvjeti za razvoj patogena i uzroc¢nika kvarenja

kombinacija sojeva MRS_120, MSE_317 i MRS_602 zajedno bi pokazala dobru
lipolizu, proteolizu i acidifikaciju, te bi se mogla primijeniti u obliku mjeSovite starter

kulture

1 soj (MRS_532) je potpuno inhibirao Escherichia coli (ATCC 25922) i
Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231), a 2 soja (LV_27 i LV_2) su
potpuno inhibirala Bacillus cereus (DSM 6791) te bi se mogle primijeniti kao

bioprotektivne kulture

15,4 % sojeva jako i 30,8 % slabo autoagregira nakon 3 h, a nakon 5 h 7,7 % jako i
69,2 % slabo autoagregira

svi ispitivani sojevi loSe preZivljavaju simuliranim gastrointestinalnim uvjetima,

odnosno ne pokazuju probioticki potencijal
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9. SAZETAK

Domenika Gugi¢, Luka Han i Valentina Zuljevi¢

TehnolosKki i probioti¢ki potencijal bakterija Leuconostoc mesenteroides izoliranih iz

spontano fermentiranih kobasica

Spontano fermentirane kobasice izrazito su slozen i bogat ekosustav u kojem dominiraju
korisne bakterije poput bakterija mlije¢ne kiseline (BMK). Medutim, zbog upotrebe sirovina
razlicitog porijekla i neadekvatnih uvjeta proizvodnje, njihova mikrobioloska sigurnost ¢esto
je upitna. Zbog povecanog interesa i potraznje za tradicijskim fermentiranim proizvodima
potrebno je standardizirati njihovu proizvodnju. Bakterije mlije¢ne kiseline poput vrste
Leuconostoc mesenteroides pokazale su izrazit probioticki i tehnoloski potencijal, ali
istovremeno mogu uzrokovati 1 kvarenje mesa. Stoga je u ovom istraZivanju detaljno
okarakteriziran tehnoloSki i probioti¢ki potencijal 13 izolata Le. mesenteroides koji su
ocjenjeni sigurnima za primjenu u obliku starter kultura. Ispitani izolati Le. mesenteroides
pokazali su jako dobar tehnoloski potencijal. Kod 12 izolata utvrdena je snazna lipoliticka
aktivnost na tributirin agaru, medu kojima se isticu MRS 523 1 MRS 120. Proteoliticku
aktivnost na podlozi s obranim mlijekom pokazalo je 12 izolata, a samo 2 izolata (MSE_317 ,
LV_96) pokazali su proteoliticku aktivnost na podlozi sa sarkoplazmatskim proteinima. lako
se smatra da Leuconostoc spp. ima slabu acidifikacijsku sposobnost, reprezentativni izolati
pokazali su znacajnu sposobnost zakiseljavanja medija. Antimikrobna aktivnost utvrdena je
prema inhibiciji rasta indikatorskih patogena te su 2 izolata (LV_27 i LV_2) pokazala potpunu
inhibiciju prema Bacillus cereus (DSM 6791), a izolat MRS_532 potpuno je inhibirao
Escherichia coli (ATCC 25922) i Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231). U
simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava niti jedan izolat nije pokazao znacajno
prezivljavanje. Najvece vrijednosti prezivljavanja (58,6%) zabiljeZene su u uvjetima usne
Supljne, dok u uvjetima Zeluca i duodenuma prezivljava manje od 10%, $to ukazuje na njihov
izrazito slabi probioticki potencijal. Sposobnost i dinamika autoagregacije znatno varira,
izolat MSE_349 je pokazao jaku autoagregaciju nakon 3 h i 5 h, a LV_96 s vremenom
snaznije autoagregira. Autoagregacija se signifikantno razlikuje (p <0,05) izmedu 3 h i
5 h. Ispitivanjem rasta pri razliCitim ekofizioloskim uvjetima utvrdeno je da 4 izolata

(MRS_532, MSE_92, MRS _120, MRS_104) dobro rastu pri 3 i 6 % NaCl pri 25 °C.
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Kljuéne rijeci: Leuconostoc mesenteroides, tehnoloski i probioti¢ki potencijal, fermentirane

kobasice, starter kultura
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10. SUMMARY

Domenika Gugi¢, Luka Han i Valentina Zuljevi¢

Technological and probiotic potential of Leuconostoc mesenteroides isolated from

spoantaneously fermented sausages

Spontaneously fermented sausages represent complex and abundant ecosystems dominated
by useful bacteria such as lactic acid bacteria (LAB). However, because of the use of raw
materials of different origin and inadequate production conditions, their microbiologial safety
is often questionable. Due to increased interest and demand for traditional fermented products
it is necessary to standardize their production. Lactic acid bacteria such as Leuconostoc
mesenteroides, showed significant probiotic and technological potential, but simultaneously
may pose a risk as potential agent in meat spoilage. Therefore, in this study technological and
probiotic potential of 13 isolates of Le. mesenteroides have been described in detail and
isolates were marked as safe for application as starter cultures. Tested isolates of Le.
mesenteroides showed significant technological potential. 12 isolates showed strong lipolytic
activity on tributyrin agar with two isolates MRS 532 and MRS_120 emphasized due to their
highest value of lipolytic activity. 12 isolates showed proteolytic activity measured on skim
milk agar and only two isolates, MSE_317 and LV_96, showed proteolytic activity measured
on sarcoplasmic proteins. Although it is considered that Leuconostoc spp. has a weak
acidification ability, representative isolates tested in this study, showed significant ability to
acidify their medium with four leading isolates: LV 116, MRS 120, MRS 104 and
MSE_317. Antimicrobial activity was determined according to the ability to inhibit the
growth of indicator pathogens with 2 isolates (LV_27 and LV_2) completely inhibiting the
growth of Bacillus cereus (DSM 6791) and 1 isolate MRS_532 completely inhibiting the
growth of Escherichia coli (ATCC 25922) and Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM
20231). None of the isolates showed significant survival rate in simulated digestive system
conditions. The highest survival rate (58,6%) was determined in simulated oral cavity
conditions, while in simulated stomach and duodenum conditions survival rate is less than
10% which indicates an extremely weak probiotic potential. The ability and dynamics of
autoaggregation vary greatly among isolates, with MSE_349 showing strong autoaggregation
after both 3 and 5 hours, and LV _96 which shows stronger autoaggregation ability with time.

Autoaggregation significantly differs (p < 0,05) between 3 and 5 hours. By examining growth
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at different ecophysiological conditions, it was established that 4 isolates (MRS 532,
MSE 92, MRS 120, MRS_104) grow well at 3 and 6% NaCl and at 25°C.

Key words: Leuconostoc mesenteroides, technological and probiotic potential, fermented

sausages, starter cu ltures
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11. PRILOZI

Tablica P1. PreZivljavanje u usnoj Supljini. Usporedba izolata neizloZenih i izloZenih simuliranim uvjetima usne Supljine.

MSE_92 LV_96 LV 27 MRS_532 MRS_506 LV_2 MRS_602 MRS_605 MSE_317 LV_116 MRS_104 MSE_349 MRS_120
MSE_92 0,29

LV.96 52,52 37,90

LV_27 2,67 11,96 1,01

MRS 532 14,34 0,29 12,68 3,17

MRS_506 0,50 15,13 2,16 11,67 1,15
Lv_2 35,66 21,04 34,01 24,50 37,32 14,70

MRS_602 49,35 34,73 47,69 38,18 51,01 28,39 24,93
MRS_605 33,72 19,09 32,06 22,55 35,37 12,75 9,29 10,01
MSE_317 22,26 7,64 20,60 11,09 23,92 1,30 2,16 1,44 24,71

LV_116 0,07 14,55 1,58 11,09 1,73 20,89 24,35 23,63 2,52 0,65
MRS_104 38,11 23,49 36,45 26,94 39,77 17,15 13,69 14,41 40,56 38,69 26,51
MSE_349 4,25 10,37 2,59 6,92 5,91 16,71 20,17 19,45 6,70 4,83 7,35 5,76
MRS_120 14,12 0,50 12,46 2,95 15,78 6,84 10,30 9,58 16,57 14,70 2,52 15,63 6,56

Prikazane su Q vrijednosti Tukey HSD testa gdje je kriti¢na vrijednost za Q = 2,92 kod razine signifikantnosti (p < 0.05). Ako Q vrijednost < 2,92 razlike nisu
znac¢ajne. Deblje otisnute vrijednost predstavljaju signifikantne razlike izmedu izolata.
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Tablica P2. Prezivljavanje u Zelucu. Usporedba izolata neizloZenih i izloZenih simuliranim uvjetima Zeluca.

MSE_92
LV_96
LV_27

MRS_532

MRS_506

LV_2

MRS_602

MRS_605

MSE_317

LV_116

MRS_104

MSE_349

MRS_120

MSE_92

14,78
4,03
13,13
19,56
14,48
9,19
13,65
5,38
7,42
20,19
21,03
11,79
17,47

LV_96

4,21
13,31
19,74
14,66
9,37
13,83
5,56
7,60
20,37
21,20
11,97
17,65

LV_27

12,24
18,67
13,58
8,29

12,76
4,48

6,53

19,29
20,13
10,89
16,57

MRS_532 MRS_506

18,63
13,55
8,26
12,72
4,45
6,49
19,26
20,10
10,86
16,54

13,82
8,53
13,00
4,72
6,77
19,53
20,37
11,13
16,81

LV_2

9,09
13,56
5,28
7,33
20,09
20,93
11,70
17,37

MRS_602

12,87
4,59
6,64
19,40
20,24
11,00
16,68

MRS_605 MSE_317

5,01
7,06
19,82
20,66
11,42
17,10

6,59
19,35
20,19
10,96
16,63

LV_116 MRS_104 MSE_349 MRS_120

19,63
20,47
11,23
16,91

19,19
9,96 11,71
15,63 17,39 16,36

Prikazane su Q vrijednosti Tukey HSD testa gdje je kriti¢na vrijednost za Q = 2,92 kod razine signifikantnosti (p < 0.05). Ako Q vrijednost <
2,92 razlike nisu znac¢ajne. Deblje otisnute vrijednost predstavljaju signifikantne razlike izmedu izolata.
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Tablica P3. Prezivljavanje u duodenumu. Usporedba izolata neizloZenih i izloZenih simuliranim uvjetima duodenuma.

MSE_92
LV_96
LV_27
MRS_532
MRS_506
LV_2
MRS_602
MRS_605
MSE_317
LV_116
MRS_104
MSE_349
MRS_120

MSE_92

24,24
13,26
17,38
34,49
7,97
18,00
18,25
16,89
21,57
32,71
31,60
18,47
28,92

LV_96

3,86
7,98
25,09
1,43
8,60
8,85
7,49
12,17
23,31
22,20
9,07
19,52

LvV_27

16,00
33,11
6,59
16,62
16,87
15,51
20,19
31,33
30,22
17,09
27,54

MRS_532 MRS_506

34,48
7,96
17,99
18,23
16,87
21,55
32,70
31,58
18,45
28,91

7,27
17,29
17,54
16,18
20,86
32,00
30,89
17,76
28,21

LV_2

17,65
17,90
16,54
21,22
32,36
31,25
18,12
28,57

MRS_602 MRS_605 MSE_317 LV_116 MRS_104 MSE_349 MRS_120

16,98
15,62
20,30
31,45
30,33
17,20
27,66

16,40
21,08
32,22
31,11
17,98
28,43

20,37
31,51
30,40
17,27
27,72

31,25
30,13
17,01
27,46

31,57
18,44 17,97
28,89 28,42 28,92

Prikazane su Q vrijednosti Tukey HSD testa gdje je kriti¢na vrijednost za Q = 2,92 kod razine signifikantnosti (p < 0.05). Ako Q vrijednost < 2,92 razlike nisu

znacajne. Deblje otisnute vrijednost predstavljaju signifikantne razlike izmedu izolata.
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