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1. Uvod

Sojevi bakterija mlijecne kiseline danas se intenzivno koriste u industrijskim procesim za
proizvodnju fermentirane hrane i pi¢a jer doprinose poboljSanju arome i teksture proizvoda,
sprijecavaju kvarenje namirnica, inhibiraju patogene, produzuju vijek trajanja proizvoda, a
njihovom konzumacijom pozitivho utjecu na crijevnu mikrofloru i imunoloski sustav. Neki od
primjera su jogurtne starter kulture Lactobacillus delbrueckii Streptococcus thermophilus, AB
(acidophilus bifido) starter kulture Lactobacillus acidophilusi Bifidobacterium longum te
starter kultura Lactobacillus lactis subsp. /actis koja se koristi u proizvodnji lantibiotika nisina,

prirodnog biokonzervansa.

Osim navedenog bakterije mlijecne kiseline nalaze primjenu u bikonzerviranju hrane,
posebice one koje su izolirane iz morskih organizama, a nalaze se u njihovom
gastrointestinalnom traktu kao prirodna mikroflora. Koriste se za oCuvanje kvalitete i
zdravstvene ispravnosti fermentirane hrane, morskih prehrambenih proizvoda koji su
nutritivno bogati i za oCuvanje hrane koja se jede bez termicke obrade. Razlog njihova
koristenja je odmak od tradicionalnih nacina zastite hrane koji su se pokazali Stetnima za
organolepticka i nutritivha svojstva iste te potencijalno opasnima za zdravlje potroSaca
(Frece, 2014).

Da bismo mogli proizvesti starter kulturu nije dovoljno otkriti mikroorganizam pogodan za
Zeljeni bioproces vel je potrebno putem istrazivanja saznati optimale parametre za njegov
rast te produkciju primarnih i sekundarnih produkata kao konacnih proizvoda bioprocesa. U
svrhu toga za mikroorganizam kao potencijalnu starter kulturu potrebno je poznavati
taksonomiju, fizioloSke i morfoloSke karakteristike, u detalje metabolizam pojedninog
supstrata te moguénost primjene metabolickog i genetickog inZenjerstva kako bi se
poboljdale njegove karakteristike (Suskovi¢, 2008). Isto tako, da bi postao starter kulturom,
mora zadovoljiti kriterij sigurnosti, tehnoloSke ucinkovitosti i ekonomicnosti. U skladu s tim,
cilj ovog rada bio je odrediti optimalnu pH i temperaturu odabranih sojeva bakterija mlijecne

kiseline izoliranih iz akvakulture i potencijalnih starter kultura.



2. Teorijski dio

2.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlijene kiseline su se na planeta Zemlji pojavile prije otprilike tri mlilijarde godina,
u periodu prelaska ostalih anaerobnih organizama u aerobne organizme. Ove bakterije rastu
u mikroaerofilnim ili isklju¢ivo anaerobnim uvjetima kao posljedica nemogucnosti sinteze
hemoproteina. Naime, evolucijski one nikada nisu stekle sposobnost sinteze ove klju¢ne
komponente citokroma premda posjeduju sve potrebne gene za sintezu respiratornih
proteina i enzima uljucenih u procese fermentacije. Stoga, zbog nemoguénosti sinteze
hemoproteina, respiratorni metabolizam ovih bakterija iskazuje se jedino u prisutnosti
egzogenog izvora te one ne mogu proizvoditi peroksidaze i katalaze koje bi ih ucinile manje
osjetljivijima na toksi¢no djelovanije kisika. Mikroaerofilnima se definiraju zbog Cinjenice da
mogu intracelularno akumulirati velike koli¢ine magnezija, selena i cinka koji mogu preuzeti
ulogu spomenutih enzima i katabolizirati kisik radikale u stanici (Todar, 2012). S obzirom da
tocna definicija ovih bakterija ne postoji one se opisuju tako da im se navode znacajne
karakteristike. Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su gram-pozitivne, nesporogne, katalaza —
negativne bakterije prirodno prisutne na supstratima poput mlijeka, mesa, razgradnih biljnih
materijala kao izvora najbitnijih hranjivih sastojaka te ih se isto tako pronalazi i u humanom
gastrointestinalnom traktu. Prema FDA americkoj upravi za hranu i lijekove imaju GRAS
(Generally Regarded As Safe) status. To je iznimno bitno jer se onda mogu koristiti kao
starter kulture u proizvodnji fermentirane hrane i pi¢a. Takvi proizvodi mogu biti dobiveni
samo pomocu bakterija mlijecne kiseline, mlije¢no kiselom fermentacijom ili uz pomo¢ nekih
drugih mikrobiologkih sojeva (Suskovi¢, 2005; Hammes, 1990). Nadalje, pri opisu se navodi i
kako nemaju citokrome, anaerobne su i aerobno tolerantne, izbirljive prema medijima rasta,
kiselo tolerantne te da stvaraju mlije¢nu kiselinu kao krajnji produkt fermentacije
ugljikohidrata. Morfoloski, BMK se pojavljuju u oblicima kao Sto su koki, kokobacili ili bacili.
NajceSée se razmnozavaju binarnom diobom te u optimalnim uvjetima rastu i razmnoZzavaju
se u kratkom generacijskom vremenu od 30 do 90 minuta. Metabolizam BMK s obzirom na
krajnji produkt moze biti homofermentativan ili heterofermentativan pri ¢emu osim mlijecne
kiseline proizvode i octenu kiselinu, CO; i etanol. Homofermentativna skupina iz laktoze
stvara izmedu 70% i 90% mlijeCne kiseline (Hammes i Vogel, 1995). S obzirom na optimalnu
temperaturu rasta postoje mezofilni sojevi koji najbolje rastu na temperaturi izmedu 25 i

30°C te termofilni sojevi s optimalnom temperaturom od 40 do 44°C.

Kako bi se provelo filogenetsko proucavnje svih vrsta bakterija provedena su istrazivanja nad

visoko konzerviranim molekulama ciji geni sadrze konzervirane i varijabilne regije koje su



prisutne u svim mikroorganizmima. Usporedbom sekvenci 16S rRNK molekule koja sadrzi
takve gene utvrdeno je da sve gram-pozitivhe bakterije kojima pripadaju i BMK imaju jaku
filogenetsku povezanost i pripadaju medu jedanaest glavnih bakterijskih filogenetskih grana.
Na temelju 16S i 23S rezultata sekvencioniranja utvrdeno je da gram-pozitivhe bakterije
tvore dvije linije potomstva. Jedna linija se sastoji od gram-pozitivnih bakterija s DNK koja
posjeduje manje od 50% G + C (gvanin — citozin) parova, grana Clostridium, u koju su
smjestene BMK. Druga grana Actinomyces obuhvaca one sojeve cija DNK sadrzi vise od 50%
G + C parova, kao primjerice bifidobakterije koje nalikuju bakterijama mlijecne kiseline jer
proizvode mlijecnu i octenu kiselinu kao krajnje produkte fermentacije ugljikohidrata (Lebos
Pavunc, 2012). Prema danasnjim filogenetskim spoznajama i prema analizi temeljenoj na
232 gena iz 28 bakterijskih genoma pokazuje da BMK cine dvije velike skupine. Prva skupina
uljucuje porodice Enterococcaceaei Streptococcaceae, a druga skupina porodice
Lactobacillaceae i Leuconostocaceae. 1zmedu rodova koji ¢ine taksonomsku skupinu BMK,

glavnima se smatraju sljedeci : Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoci Enterococcus.

2.1.1. Rod Lactobacillus

Taksonomski, rod Lactobacillus pripada koljenu Firmicutes, redu Lactobacillales i porodici
Lactobacillaceae. Bakterije tog roda su gram-pozitivhe, nesporotvorne i pojavljuju se u obliku
bacila ili kokobacila. Katalaza su negativne, iako je kod nekih vrsta prisutna pseudokatalazna
aktivnost. Siroko su rasprostranjene te ih se moze naci na hrani, u respiratornom i
probavnom sustavu Covjeka i zivotinja, u silazi i drugom biljnom materijalu. Iznimno su kiselo
tolerantni te sudjeluju u spontanim fermentacijama. Do sada je poznato i opisano 150
razliCitih vrsta. Kako bi se medusobno razlikovale vrste unutar roda Lactobacillus proucava se
fermentacija ugljikohidrata, konfiguracija mlijecne kiseline, uvjeti i temperatura rasta i
razmnozavanja pojedinih vrsta, odnosno rade se molekularni testovi za potpuniju
klasifikaciju. Prvu skupinu ovog roda cine obligatni homofermentativni laktobacili koji
fermentiraju iskljucivo heksoze do mlijecne kiseline Embden-Meyerhof-Parnasovim putem jer
nemaju enzim fosfoketolazu koja bi im omogucila previranje pentoza ili glukonata
(Kleerebezem i sur., 2003). Drugu skupinu ¢ine fakultativno heterofermentativni laktobacili
koji takoder prevode heksoze u mlijecnu kiselinu na jednak nacin kao i prva skupina. Iznimka
ove skupine je posjedovanje fosfoketolaze i aldolaze i mogucnost previranja pentoza i
glukonaza. Trecoj skupini pripadaju obligatni heterofermentativni laktobacili koji
fosfoketolaznim ili pentoza-fosfatnim putem razgraduju heksoze do mlije¢ne kiseline, etanola



ili octene kiseline i ugljikovog dioksida. U tablici 1 navedena je podjela bakterija roda
Lactobacillus (Tannock, 1999b).

Tablica 1. Podjela bakterija roda Lactobacillus (Tannock, 1999b)

Filogeneticka skupina A

e 6 6 o6 o o o o o o o o
NN~~~

Obligatno homofermentativne vrste
L.
. amylophilus

. amylovorus

. crispatus

. delbrueckii subsp. bulgaricus*
. delbrueckii subsp. delbrueckii
. delbrueckii subsp. /actis

. gallinarum*

. gasseri*

L.
L. johnsonif*
L.
o /[

acidophilus

helveticus

kefiranofaciens
kefirgranum

Fakultativno
heterofermentativne vrste
e [, acetotolerans
o [, hamsteri*

Filogeneticka skupina B

Obligatno homofermentativne vrste

Fakultativno

Obligatno

e L. aviarius subsp. aviarius* heterofermentativne vrste | heterofermentativne
e L. aviarius subsp. araffinosus o L. agilis* vrste
e L. farciminis e L. alimentarius e L brevis*
o L. ruminis* o [. casei* L] L bUCﬁne.r/
o L mali e L. bifermentas * L. collinoides
e L. salvarius subsp. salicinius* e L. cornyformis subsp. : i ﬁfg’gf&%gs
e L. salvarius subsp. salivarius* cornyformis . I hilgardii
o L. sharpae e L. cornyformis subsp. . | kefir
torquens o L. malefermentas
e [. curvatus e L. oris
e L. gramins o L. panis
* L. homohiochii e L. parabuchneri
e L. intestinalis* o L. parakefir
o L. murinus* e L. pontis
e L. paracasei subsp. o L. reuteri*
paracasei e L. suebicus
e [, paracasei subsp. e L. sanfrancisco
tolerans e L. vaccinostercus
e . pentosus e L. vaginalis
o L. plantarum*
e [, rhamnosus
e [, sake
Filogeneticka skupina C
Obvezno

heterofermentativne
vrste
e [, fructosus




2.1.2. Rod Leuconostoc

Taksonomski, rod Leuconostoc pripada koljenu Firmicutes, redu Lactobacillales i porodici
Leuconostocaceae. Na temelju morfoloskih svojstava rod Leuconostoc je srodan sa
streptokokima te zbog toga pripada skupini mezofilnih heterofermentativnih koka. Do sada je
poznato i opisano petnaest vrsta. Leuconostoc spp. su mezofilne (25 °C), gram-pozitivne
bakterije s manje od 55 mol % G + C parova u svojim DNK molekulama. One su nepokretne,
fakultativno anaerobne, katalaza negativne i vankomicin rezistentne. Neki bakterijski sojevi
tvore egzopolisaharide. Izgled i oblik leukonostoka ovisi 0 mediju na kojem rastu; dolaze u
formi bacila ili tvore nakupine, odnosno u formi koka ili tvore kratke lance (Siezen i Vlieg,
2011). Za svoj rast zahtjevaju bogatu podlogu koja sadrzi vitamine B kompleksa, minerale,
osobito magnezij i mangan, te aminokiseline: aspartat, glutamat, valin, leucin, izoleucin,
histidin, metionin, triptofan, arginin i cistein. Zbog nedostatka funkcionalnih citokroma i nekih
enzima Krebsovog ciklusa, pripadnici ovog roda energiju dobivaju fermentacijom

ugljikohidrata u mlijenu, octenu kiselinu, CO; i etanol.

2.2, Starter kulture

Spontana, prirodna fermentacija dogada se djelovanjem mikroorganizama prirodno
prisutnima na sirovinama. Nekada su se fermentacijski procesi koristili za oCuvanje hrane od
kvarenja. U doba Pasteura, u devetnaestom stoljecu, bilo je poznato da autohtona mikroflora
prisutna na namirnici uzrokuje fermentaciju te namirnice. Christian Hansen je 1890. godine
prvi izolirao poseban kvasac koji je koristio u pivarskoj industriji, prvu starter kulturu
(Suskovié, 2005). Spontane fermentacije su puno jeftinije i jednostavnije za provodenje od
onih kontroliranih, ali ukoliko zelimo dobiti ujednacen i standardiziran konacni proizvod
neophodno je fermentaciju u velikom mjerilu provoditi sa odgovarajuéim starter kulturama. U
tu se svrhu najceScée koriste odabrani sojevi kvasaca i plijesni koji zadovoljavaju odredene
kriterije. Bakterije mlijeCne kiseline najvaznije su starter kulture pri fermentaciji hrane jer
brzo zakiseljavanju prehrambeni proizvod, poboljSavaju mu aromu, teksturu i nutritivni

sastav (Upadrasta i sur., 2001).

Prema definiciji starter kulture su pripravci koji sadrze Zive mikroorganizme, a primjenjuju se
za dobivanje razliCitih fermentiranih namirnica s krajnjim ciljem oplemenjivanja tih namirnica

s razli¢itim proizvodima metabolizma upotrebljenih starter kultura (Suskovi¢, 2005).



Pripravci upotrebljeni kao starter kulture klasificirani su u tri kategorije :

1. ,Nedefinirane starter kulture” u mljekarstvu nazvane kulture mjeSovitih sojeva, a

zasnivaju se na koristenju fermentiranog supstrata koji je rezultirao dobrom

kvalitetom konacnog proizvoda

2. Starter kulture koje sadrze jedan soj

3. Starter kulture koje su sastavljene od vise sojeva

Osim navedenih postoje i ,,back slopping” kulture u fermentacijskim tehnologijama. Kod

ovog procesa se nova Sarza inokulira sa proizvodom iz prethodne Sarze. U tablici 2 navedene

su starter kulture koje se koriste u proizvodnji pojedinih fermentiranih namirnica (Suskovi¢
2005; Hammes 1990).

Tablica 2. Tipovi starter kultura koji se koriste u razli¢itim fermentacijama (Suskovi¢, 2005;

Hammes, 1990)

Fermentirani Starter Starter Kulture ~Back
proizvod kulture koje kulture koje mjesovitih slopping™
sadrze jedan sadrze vise sojeva
S0j sojeva

Kiseli kupus + - - +
Razli¢ito povrée + - - -
Sok od povréa + - - -
Sojini proizvodi + - - -
Vina + + - -
Suha kobasica + + - +
Mlijecni proizvodi + + + -
Kiselo tijesto + + + +

-, ne koristi se; + koristi se

2.2.1. Zahtjevi za izbor starter kultura

Sigurnost, tehnoloska ucinkovitost i ekonomicnost osnovni su parametri za izbor starter

kultura (Tablica 3). Prilikom odabira starter kultura treba sagledati aspekte poput

karakteristika sirovine, primjena tehnologija, Zeljena metabolicka aktivnost i zeljene

karakteristike kona¢nog proizvoda (Suskovié, 2008).




Tablica 3. Opdi kriterij za izbor starter kultura (Suskovi¢, 2008)

1. Sigurnost

Starter kulture ne smiju imati
patogeno ili toksi¢no djelovanije
Priprava starter kultura mora biti
provedena pod strogo kontroliranim

asepti¢nim uvjetima

2. Tehnoloske karakteristike

Starter mikroorganizmi moraju
dominirati nad spontanom
mikroflorom

Starter mikroorganizmi provode
odredenu metabolicku aktivnost
Tijekom tehnoloskog postupka
proizvodnje starter kultura ne dode
do kontaminacije

3. Ekonomicnost

Uzgoj starter kultura mora biti lako
izvediv s ekonomske tocke gledista
Cuvanije starter kultura moze biti
provedeno metodama smrzavanja ili
liofilizacije s minimalnim gubitkom
metabolicke aktivnosti kulture
Vazna svojstva starter kultura
moraju biti stabilna pod definiranim
uvjetima cuvanja kroz nekoliko
mjeseci

Rukovanje starter kulturama mora

biti olakSano koliko god je moguce




2.3. Funkcionalne starter kulture

Funkcionalne starter kulture definiraju se kao kulture koje posjeduju barem jedno
funkcionalno svojstvo Ciji je cilj poboljSanje kvalitete konacnog proizvoda koji ¢e imati
pozitivan ucinak na zdravlje i fiziologiju potrodaca (Suskovi¢, 2005). Funkcionalnost moze
doprinijeti mikrobioloskoj ispravnosti namirnica, ili kao posljedicu moze imati poboljSanje
organoleptickih, tehnoloskih, nutricionistickih i zdravstvenih svojstava hrane. PoZeljno je
koristiti one BMK koje proizvodne antimikrobne agense (organske kiseline, CO,, vodikov
peroksid, diacetil, etanol, bakteriocine, reuterin i reutericikline), Se¢erne polimere koji
doprinose teksturi proizvoda (egzopolisaharidi) te aromatske tvari koje daju karakteristi¢an

miris i okus (diacetil,acetaldehid).

2.4. Bakterije mlijecne kiseline izolirane iz proizvoda akvakulture

Poznato je da su bakterije mlijecne kiseline dio prirodne mikroflore gastrointestinalnog trakta
riba od samog pocetka njihova Zivota (Yang i sur., 2007; Ringo, 2008). BMK su izolirane iz
atlantskog lososa (Sa/mo salar) (Ringo i sur., 1997), aljaske kolje (Gadus chalcogrammus)
(Schroder i sur., 1980), jezerske zlatovcice (Salvelinus alpinus) (Ring oi sur., 1998) i bakalara

(Gadus sp.) (Strom i Olafsen, 1990) te lubina (Dicentrarchus labrax) (Bourouni i sur., 2012).

Soj bakterije Carnobacterium maltaromaticum (nekada pisicola) osim iz prethodno navedenih
vrsta riba, izoliran je i iz kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss) (Jéborn i sur., 1999;
Ringo i sur., 2001; Huber i sur., 2004) te je utvrdeno da je rod Carnobacterium dominantna
kultura u probavilu mladog atlantskog lososa (Ringo i sur., 1997) i bakalara (Strom i Olafsen,
1990). Prema mnogim autorima, kao dio prirodne mikroflore riba pojavljuju se i sljedeci
sojevi BMK: Leuconostoc mesenterodies, Lactococcus piscium, Vagococcus salmoninarum,
Lactobacillus fuchuensis, Streptococcus spp., i Weissella spp. (Wallbanks i sur., 1990;
Williams i sur., 1990; Ringo i Strom, 1994; Ringo i sur., 1998; Liu i sur., 2009; Matamoros i
sur., 2009b). Na prisustvo pojedinog soja BMK u probavilu riba, veliki utjecaj ima staniste u
kojem domadin obitava, odnosno slanost vode i stres. Tako je dokazano da je broj
laktobacila puno maniji u gastrointestinalnom traktu atlantskog lososa uzgojenog u slanoj

vodi od onog uzgojenog u kopnenim vodama (Ringo i Strom, 1994).

Iako su se do sada bakterije mlije¢ne kiseline vecinom spominjale u pozitivnom kontekstu,
pokazalo se da one uzrokuju i oboljenja riba. Soj bakterije Lactococcus garvieae je

odgovoran za sepsu, krvarenja i upale ociju, a virulentnost soja C. maltaromaticum



potvrdena je nakon Sto su, u eksperimentalne svrhe, njime zarazene kalifornijska pastrva i

prugasti grge¢ (Morone saxatilis) (Baya i sur., 1991).

Kako je ve¢ spomenuto, bakterije mlijecne kiseline dio su prirodne mikroflore riba i Skoljkasa.
One su iznimno kompetitivhe u donosu na druge pripadnike mikroflore jer izlu¢uju
antimikrobne metabolite sto ih Cini odli¢nim kandidatom za primjenu u tehnikama
biokonzerviranja. Na taj se nacin odrzavaju higijenski standardi hrane, minimalno se utjece
na njenu organoleptiku i nutritivha svojstva te se sprjeCava propadanje lakokvarljivih morskih

proizvoda poput Skoljkasa (Cortesi i sur.,2009; Soomro i sur., 2007).

S obzirom da postoje dokazi da odredeni kemijski konzervansi hrane mogu biti toksicni, da
fizikalne tehnike o¢uvanja hrane (zagrijavanje, zamrzavanije, visoki hidrostatski tlak,
ionizirajuce zracenje, ozon, ultrazvuk i drugi) znacajno utjeCu na nutritivna svojstva i
organoleptiku te s obzirom na trend konzumacije minimalno procesirane hrane bez dodataka
soli, masti, kiselina, Secera i aditiva, potrebno je bilo okrenuti se biokonzerviranju kao metodi
oCuvanja hrane od kvarenja i kontaminacije spomenutim bakterijama.

Bakterije mlijecne kiseline koje su izolirane iz akvakulture i koje pokazuju antimikrobnu
aktivnost protiv sojeva bakterija poput Listeria, Clostridium, Staphylococcusi Bacillus spp.
odli¢an su izbor za ocuvanje hrane (Brillet i sur., 2008; Pinto i sur., 2009; Leroi, 2010).
Razlog tomu je tolerancija na temperature zamrzavanja, tolerancija na razlicite tlakove pri
pakiranju proizvoda, podnosljivost niskih pH vrijednosti, visokih koncentracija soli i prisustva
mlijeCne kiseline, octene kiseline i etanola kao aditiva hrane. U navedenim uvjetim BMK
mogu rasti i razvijati se. Nadalje, one su se pokazale korisnima za potroSaca posebice one
upotrebljene u fermentiranoj hrani i morskim proizvodima koji se konzumiraju bez termicke
obrade (Ghanbari i Jami, 2013).



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 mikrobijologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta u sklopu istrazivanja autohtone mikrobne populacije riba i Skoljkasa Jadranskog

mora. Osim izoliranih sojeva u radu je koristen i standard Lactobacillus acidophilus LMG

9433. Sojevi nose oznake po uzorku iz kojih su izolirani (npr. O1. — orada, uzorak 1).

3.1.2. Hranjive podloge

Podloga za odrZavanje, Cuvanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline :

3.1.3.

MRS (Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode): pepton 10;
mesni ekstrakt 10; kvasCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80; MgSQO4x 7H,0
0.2; MnS04x7H20 0.05; Na -acetat 5; agar 13. pH vrijednost podloge he 6.5;

sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 -C/15 min.

MRS (Man, Rogos i Sharpe) bujon je istog sastava kao MRS — agar, samo bez
dodanog agara.

Pribor i oprema

automatske pipete (Eppendorf, SAD)

vibracijska mjesalica (Tehnica, Slovenija)

centrifuga Z 206 A (Hermle, Labortechnik GmbH, Njemacka)
inkubator MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co. KG, Njemacka)
autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

tehnicka vaga (Sartorius, Njemacka)

pH — metar (Mettler Toledo, Svicarska)

spektrofotometar (Thermo Scientific, SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Cuvanje mikroorganizama
Sojevi bakterija mlijecne kiseline izolirani iz riba i Skoljkasa ¢uvaju se na +4°C u MRS bujonu.

Svi su sojevi trajno pohranjeni na - 70°C uz dodatak 30% (v/v) glicerola

3.2.2. Uzgoj mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline uzgojeni su u aerobnim uvjetima preko noéi u MRS bujonu
pri 37 °C.

3.2.3. Odredivanje optimalne temperature za rast bakterija mlijecne kiseline
Izolirani sojevi bakterija mlije¢ne kiseline nacijepljeni su u MRS bujon i uzgojeni pri razlicitim
temperaturama (13°C, 28°C, 37°C, 45°C, 60°C) tijekom 24 h. Broj poraslih kolonija odreden

je indirektnom metodom.

3.2.4. Priprava bakterija mlijeCne kiseline za odredivanje optimalne pH vrijednosti
Kulture bakterija mlijecne kiseline (L. plantarum O1, L. helveticus Q9, L. mesenteroides L4A,
L. plantarum D1, L. plantarum K4 i Lactobacillus acidophius LMG 9433) uzgojene su preko
noci u MRS bujonu i centrifugirane 15 minuta pri 6000 rpm. Dobiveni talog je ispran s 0.5%
sterilne fizioloSke otopine i resuspendiran u 600 L iste otopine.

3.2.5. Odredivanje optimalne pH vrijednosti za rast bakterija mlijecne kiseline
Pripremljena suspenzija stanica je dodana u 4.5 mL 0.5% sterilne fiziloSke otopine odredene
pH vrijednosti (2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0) te su uzorci inkubirani preko noci na 37 °C. Broj
poraslih kolonija odreden je indirektnom metodom.

3.2.6 Odredivanje broja kolonija indirektnom metodom

Iz uzoraka koji su sadrzavali bakterijske stanice pripremljena su decimalna razrijedenja i
nacijepljena na MRS agar. Nakon inkubacije od 48h na 37°C izbroje se porasle kolonije, a
ukupan se broj odredu kao CFU/ml
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4. Rezultati i rasprava

Do sada su napravljena brojna istrzivanja u ¢ijem su fokusu odredivanje optimalnih
parametara za uzgoj i metabolicku aktivnost bakterija kao buducih industrijskih
mikroorganizama. NajceSée se odreduje optimalni sastav hranjive podloge, temperatura, pH
vrijednost, utjecaj kisika i drugih faktora za postizanje najveéih prinosa u proizvodnji koja
koristi mikroorganizme kao biokatalizatore. Takoder, obzirom na rastuci trend koristenja
hrane koja je minimalno tretirana te bez dodanih kemijskih agenasa, sve ve¢u primjenu u
prehrambenoj industriji pronalaze starter kulture. Obzirom da upotreba komercijalnih starter
kultura doprinosi standardiziranim organoleptickim karakteristikama, ali se njenom
primjenom gube tipiCna svojstva tradicionalnog proizvoda koja su rezultat autohtone
mikroflore, sve je vedi naglasak na primjeni autohtonih starter kultura (Frece i sur., 20103,
b,c,d; Markov i sur., 2010a; Babic i sur., 2011). Buduéi da bakterije mlijecne kiseline imaju
dugu tradiciju i GRAS (Generally Regarded As Safe) status prema US FDA odnosno QPS
(Qualified Presumption of Safe) status prema zakonodavstvu Europske unije, najéesce su
koristene starter kulture u proizvodnji fermentiranih mlijecnih proizvoda, mesa i povréa. BMK
proizvode mlijenu kiselinu i organske kiseline, bakteriocine te na taj nacin inhibiraju rast
patogenih mikroorganizama te poboljSavaju organolepticka svojstva, sigurnost i trajnost
proizvoda. Obzirom da su u Laboratoriju za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica
bakterije mlijecne kiseline izolirane iz riba i Skoljkasa te identificirane, cilj ovog istrazivanja
bio je odrediti optimalnu temperaturu rasta i pH vrijednost izoliranih sojeva u svrhu njihove
potencijalne primjene kao autohtonih starter kultura. S obzirom na njihovu optimalnu
temperaturu rasta bakterije mlijecne kiseline su mezofilne ili termofilne. U industrijskim
procesima, poput zamrznutog skladistenja starter kultura, sazrijevanja sira ili hladenog
skladistenja fermentiranih proizvoda, BMK su izlozene temperaturama daleko ispod njihove
optimalne temperature rasta. Optimalno prezivljavanje BMK tijekom zamrzavnja i pri niskim
temperaturama pridonosi znatno boljoj industrijskoj primjeni sojeva. Bolje razumijevanje
odgovora na niske temperature i zamrzavanje moze pridonijeti optimizaciji fermentacijskih
procesa, skladistenja proizvoda i uvjeta ocuvanja (van de Guchte i sur., 2002). Optimalna
temperatura rasta izoliranih sojeva BMK odredena je prekonocnim rastom pri razlicitim
temperaturama (13 °C, 28°C, 37°C, 45°C i 60°C). Broj stanica izrazen je kao log CFU/ml i
prikazan slikama 1-5. Sojevi L. plantarum D1 1 L. plantarum K4 najbolje prezivljavaju pri
temperaturi od 28°C, a L. plantarum O1, L. helveticus O9 i L. mesenteroides L4A pri
temperaturi od 37°C. Broj zivih stanica je ostao isti u odnosu na pocetni koje je iznosio 10°
CFU/ml. Daljnjim povecanjem temperature na 45°C broj stanica se smanjio na 10° CFU/m,
dok pri temperaturi od 60°C nije zabiljezen rast ni kod jednog soja. Pri temperaturi uzgoja od
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13°C broj stanica je bio izmedu 107 i 10® CFU/ml iz ¢ega se da zakljuciti kako BMK rastu bolje
pri viSim temperaturama. Ovakvi rezultati su u skladu s literaturom (Ahmed i sur., 2006;
Grosu-Tudor i sur., 2016) gdje je navedena optimalna temperatura rasta bakterija mlijecne
kiseline izmedu 30°C i 40°C. Ovisno o vrsti, BMK mogu rasti i pri niskim temperaturama
(5°C) i visokim (53°C).
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Slika 1. Ovisnost log (CFU/ml) o temperaturi [°C] za soj Lactobacillus plantarum (O1)
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Slika 2. Ovisnost log (CFU/ml) o temperaturi [°C] za soj Lactobacillus plantarum (D1)
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Slika 3. Ovisnost log (CFU/ml) o temperaturi [°C] za soj Lactobacillus plantarum (K4)
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Slika 4. Ovisnost log (CFU/ml) o temperaturi [°C] za soj Lactobacillus helveticus (09)
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Slika 5. Ovisnost log (CFU/ml) o temperaturi [°C] za soj Leuconostoc mesenteroides (L4A)
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Temperatura i pH su kljucni okoliSni parametri koji utjeCu na proces fermentacije i odreduju
optimalnu brzinu mikrobnog rasta i proizvodnju mlije¢ne kiseline. Medu bakterijama mlije¢ne
kiseline koje se koriste kao mlijecni starteri, samo laktobacili pokazuju optimalni rast pri
kiselim pH, pri ¢emu do maksimalnog rasta dolazi pri pH 5.0 do 6.0, iako neki sojevi mogu
rasti i pri niskom pH (4.4) (Von Wright i Axelsson, 2011). Ne samo da vecina bakterija
mlijeCne kiseline raste sporije pri niskom pH, vec uslijed djelovanja kiseline dolazi do
ostecenja i gubitka vijabilne sposobnosti. Na temelju pH optimuma, veéina BMK sojeva ima
visoku aktivnost kisele fosfataze u pH rasponu izmedu pH 4.0 — 6.0 s optimalnom pH
vrijednosti od 5.0 (Haros i sur., 2008; Tham i sur., 2010; Palacios i sur., 2005; Akuzawa i
Fox, 2004). Stoga je pH jedan od vaznih aspekata koji je potrebno uzeti u obzir s ciljem
optimalnog rasta i bolje funkcionalnosti. Optimalna pH vrijednost izoliranih sojeva BMK
odredena je prekonocnim uzgojem pri razliCitim pH vrijednostima (2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0,
12.0). Broj stanica je izrazen kao CFU/ml i prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. PreZivljavanje izoliranih sojeva BMK pri razli¢itom pH

CFU/ml
Sojevi Pocetni pH2 pH4 pH6 pH8 pH10 pH12
broj
L. plantarumO1 | 1.1 x10°| 4 x 10° 8 x 107 1.2x107 | 3.6x 107 | 6x107 | 4x10°
L. plantarum D1 4x10° | 1.4x10° | 2.3x10” | 1.5x10% | 1.5x10® | 1x10® | 5x 10’
L. plantarum K4 5x10° 2 x 10° 7 x 107 55x 107 | 5.5x 107 | 3 x 10’ 2 x 107
L. helveticus 09 3x10° 5x10° 1.2x10" | 44x10% | 44x10® | 2.5x10% | 5x 10°
Leuconostoc 4x10° | 6.2x10% | 1.4x10” | 2.7x10% | 2.7x10% | 1.5x 10® | 5x 10°
mesenteroides L4A

Prema dobivenim rezultatima izolati L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus 09 i L.

mesenteroides pokazuju najbolje prezivljavanije pri pH 6.0, dok L. plantarum O1 najbolje
preZivljava pri pH 4.0. Ovakvi rezultati se podudaraju s rezultatima von Wright i Axselsona
(2011) koji navode da se maksimalni rast bakterija postize pri pH 5.0 - 6.0 s moguéim
iznimkama ovisno o soju. Iz tablice 3 takoder se moze uociti kako i pri niskom (2) i visokom
(8, 10, 12) pH izolirani sojevi BMK relativno dobro prezivljavaju sto je vazno bududi da
prilikom industrijske proizvodnje razli¢itih fermentiranih proizvoda, starter kulture ¢esto budu

izlozene razli¢itim nepovoljnim uvjetima kao Sto su visoke koncentracije soli, niske ili visoke
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vrijednosti pH i temperature te nedostupnost kisika (Frece i sur., 2014; Grosu-Tudor i sur.,
2016). Prezivljavanje pri viSim pH vrijednostima je ipak nesto veée (106- 108 CFU/ml) u
odnosu na prezivljavanje pri nizim (10°>-10” CFU/ml). Obzirom na dobivene rezultate odnosno
odredene optimalne parametre rasta, moze se zakljuciti kako sojevi bakterija mlijecne
kiseline izolirani iz riba i Skoljkasa Jadranskog mora mogu biti potencijalne starter kulture.
Naravno, s ciljem njihove definicije kao autohtonih starter kultura potrebno je zadovoljiti sve
opce kriterije za izbor (Suskovi¢, 2008).
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5. Zakljucci

1. Optimalna temperatura rasta za sojeve L. plantarum D1 i L. plantarum K4 je 28°C, a za L.

plantarum O1, L. helveticus 09 i L. mesenteroides L4A 37°C.

2. Optimalna pH vrijednost za rast sojeva L. plantarum D1, L. plantarum K4, L. helveticus O9

i L. mesenteroides iznosi 6.0, dok L. plantarum O1 najbolje prezivljava pri pH 4.0

3. Sojevi bakterija mlijecne kiseline izolirani iz riba i Skoljkasa Jadranskog mora imaju

potencijalnu primjenu kao autohtone starter kulture.
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