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Bakterije mle€ne kiseline izolovane iz
tradicionalnih sireva, predstavljaju neiscr-
pan potencijal u biotehnologiji. Njihova
primena kao starter kultura ima sve veci
znacaj u cilju poboljSanja senzorog kva-
liteta sira, ali probiotska sposobnost nije
dovoljno ispitana.

Na osnovu fenotipskih, biohemijskih i
tehnoloskih karakteristika, za ispitivanje
potencijalnih probiotskih sposobnosti izab-
ran je autohtoni soj Lactobacillus paracasei
08. Ispitivanje probiotske sposobnosti obu-
hvatilo je senzitivnost na simulirane gastro-
intestinalne uslove, antimikrobnu aktivnost
u odnosu na patogene, antibiotsku rezistent-
nost i sposobnost autoagregacije. Lacto-
bacillus rhamnosus GG upotreblien je kao
referentni soj.

Testirani soj je dobro rastao u si-
muliranim gastrointestinalnim uslovima, ali
je njegova osetljivost bila neSto veca u
prisistvu Zuéne Kkiseline i pankreatina u
poredenju sa pepsinom niskog pH 2 i pH 3.

Ispitivani soj je pokazao veoma dobru
antimikrobnu aktivnost u odnosu na pato-
gene, senzitivnost na antibiotike i sposob-
nost autoagregacije.

Autohtoni soj Lb. paracsei 08 pokazao
je probiotski potencijal slican referentnom
soju Lb. rhamnosus GG, in vitro uslovima.
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KARAKTERIZACIJA AUTOHTONOG SOJA
Lactobacillus paracasei 08 NA POTENCI-
JALNE PROBIOTSKE SPOSOBNOSTI

uvoD

Proizvodnja sireva na tradiciona-
lan nacin je zastupljena svuda u svetu
i predstavlja obeleZje odredene oblas-
ti i daje epitet ,autohtoni* za proizvod-
nju odredenog sira.

Brojna istrazivanja doprinela su
standardizaciji autohtonih sireva u
svetu, gde je uz najvaznije autentitne
tehnoloske parametre proizvodnje,
obavezna primena autohtone mikro-
flore kao starter kulture (Gatti i sar.,
2008, Vanoni i sar., 2008, Barros i
sar., 2008).

Autohtone bakterije mle¢ne kiseli-
ne predstavljaju ogroman potencijal
za selekciju razli¢itih vrsta i sojeva,
koji bi se mogli primeniti u standardi-
zovanoj industrijskoj proizvodnji sireva
(Radulovi¢ i sar., 2006). Raznolikost
mikroflore se ogleda u zastupljenosti
razli€itih vrsta BMK, kao i ispoljavanju
razliCitih metabolitskih karakteristika
medu sojevima u okviru vrste.

Primena autohtonih startera pod-
razumeva selekciju sojeva BMK pre-
ma osnovnim Kriterijumima za starter
kulture, Sto podrazumeva sposobnost
acidifikacije, proteoliticku sposobnost,
stvaranje aromogenih jedinjenja i dr.

Kako je sve vece interesovanje za
primenu probiotika u proizvodima od
mleka, pokazalo se da medu auto-
htonim sojevima svakako mogu da se
nadu i oni koji se karakteriSu probiot-
skim osobinama. Savremena istrazi-
vanja prosSiruju kriterijume za selek-
ciju, pa osim tehnoloskih i biohemij-
skih osobina koje se odrazavaju na
senzorni kvalitet sireva, sve viSe su
aktuelna ispitivanja i probiotskih oso-
bina autohtonih sojeva BMK. Primena
autohtonih probiotskih BMK u stan-

dardizaciji proizvodnje tradicionalnih
sireva bi imala viSestruki efekat, kako
u dobijanju sireva sa tipiénim sen-
zornim karakteristkama i mikrobio-
loSki bezbednim svojstvima, tako i u
postizanju profilaktickog i terapeut-
skog efekta, odnosno oCuvanju zdrav-
lja stanovniStva.

Cilj ovog rada je da ispita osnovna
probiotska svojstva soja Lactobacillus
paracasei 08, koji je izolovan iz sje-
ni¢kog sira, okarakterisan prema krite-
rijumima za starter kulture i primenjen
u standardizaciji proizvodnje sira u
tipu sjeni¢kog (Radulovi¢ 2007, Radu-
lovi¢ i sar., 2008).

MATERIJAL | METODI

U radu je ispitivan soj Lb. Para-
casei 08, koji je izolovan iz sjenickog
sira, a kao referentni soj upotrebljen je
Lb. rhamnosus GG iz Laboratorije za
biotehnologiju hrane, ETH Cirih. Za
ispitivani soj prethodno su utvrdene
sledece karakteristike: sposobnost ra-
sta na 2, 4 i1 6,5% NaCl, sposobnost
rasta na 15 i 45°C, acidogena aktiv-
nost u toku 24h fermentacije rekonsti-
tuisanog obranog mleka i proteoliticka
sposobnost razgradnje B-kazeina od-
redivana nakon 6 sati SDS PAGE
elektroforezom (Radulovi¢ i sar.,
2007).

Odredivanje probiotskih svojstava

Kao kriterijumi probiotskih svojsta-
va kori§¢eni su:
- senzitivnost na simulirane gastroin-
testinalne (Gl) uslove:
o gastro test
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o test zuénih soli;
- antimikrobna aktivnost;
- rezistentnost na antibiotike;
- sposobnost autoagregacije.

Gastro test

Za imitiranje uslova u Zelucu pri-
menijen je rastvor pepsina i to od 0,5%
NaCl i 0,22% pepsina, Ciji je pH po-
deSen na 2 i pH 3 sa 1M HCI. Ispi-
tivane prekonocne kulture su zaseja-
vane u slane rastvore pepsina u od-
nosu 1:10, inkubirane anaerobno 1h
na 37°C i dalje metodom razredenja
zasejane na MRS agar.

Test zu€nih soli

Za imitiranje uslova u duodenumu,
primenjena je podloga od obranog
mleka (0,5% m.m.), Zu¢ne soli (0,4%)
i pankreatina (0,2%). Ispitivane pre-
kono¢ne kulture su zasejavane u
rastvor zucnih soli i pankreatina u od-
nosu 1:10, inkubirane anaerobno 1h
na 37°C i dalje metodom razredenja
zasejane na MRS agar.

Uporedo sa ova dva testa ura-
deno je i zasejavanje sveZe kulture na
MRS agar za utvrdivanje ukupnog
broja. Svi zasejani MRS agari su in-
kubirani na 37°C, 48h.

Antimikrobna aktivnost
Antimikrobna aktivnost je ispitiva-
na na patogenim sojevima iz labora-
torije TMF-a i Poljoprivrednog fakulte-
ta u Beogradu: Listeria monocytoge-
nes IM2000, Pseudomonas aerugino-
sa ATCC 5999, Bacillus subtilis ATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Candida albicans ATCC
10259, Escherichia coli ATCC 25922 i
Salmonella enteritidis ATCC 31806.
Za odredivanje antimikrobne aktiv-
nosti primenjen je SPOT test sa bikar-
bonatom (Bernet i sar., 1993), koji
ukazuje na inhibitornu sposobnost po-
tencijalnih probiotika, odnosno spo-
sobnost kompeticije sa prisutnim pa-
togenim mikroorganizmima, pri ¢emu
prisutan bikarbonat eliminiSe dejstvo
kiseline kao moguéeg agensa inhibi-
cije.
Rezistentnost na antibiotike
Rezistentnost na antibiotike je
utvrdena difuznom metodom za anti-
biogram test. Plo¢e sa MRS agarom

su prelivene sa 6 ml TOP (soft) MRS
agara (0,6 % agara) koji je sadrzao
0,2 ml ispitivane kulture i ostavljen da
se stegne. Antibiotske tablete su po-
stavljene na povrsinu agara i to je in-
kubirano 24 sata na 37 °C. Nakon
toga merena je Sirina zone inhibicije.
Koris¢ene su sledec¢e antibiogram ta-
blete, proizvodaca — Institut za imuno-
logiju — TORLAK: hloramfenikol, peni-
cilin, tetraciklin, streptomicin, ampicilin
i kanamicin.

Sposobnost autoagregacije

Autoagregacija je ispitivana modi-
fikovanom metodom Del Re i sar.,
(2000). Sveza bujonska kultura je
centrifugirana na 3000 o/min, 15 mi-
nuta. Odliven je supernatant a celije
su dva puta isprane i resuspendovane
u fizioloSkom rastvoru do dobijanja
10® &/ml. Odvojeno je 4 ml suspenzije
koja je homogenizovana na vorteksu
10 s i stepen autoagregacije je odre-
divan u toku narednih 5 sati na sobnoj
temperaturi. Na svakih sat vremena je
uzimano 0,1 ml suspenzije sa vrha,
sipano u 3,9 ml fizioloSkog rastvora,
homogenizovano na vorteksu i me-
rena absorbanca (A) na spektrofoto-
metru na talasnoj duzini od 600 nm.
Procenat autoagregacije je izracunat
prema sledecoj jednacini:

% autoagregacije = 1—(At/Ao)x100

Ao — absorbanca izmerena nultog
CGasa,t=0

At — absorbanca merena pri vreme-
nimat=1, 2, 3, 4, 5h

REZULTATI | DISKUSIJA

Ispitivani soj Lb. paracasei 08 iza-
bran je na osnovu tehnoloskih karak-
teristika koje su ranije ispitane (Radu-
lovi¢, 2007) i date u tabeli 1.

Izabrani soj Lb. paracasei 08 ka-
rakteriSe se svojstvima koje treba da
ima soj u starter kulturi a to je mo-
guénost preZivljavanja visokog % soli,
velikog temperaturnog opsega, dobre
acidogene sposobnosti i izrazene pro-
teoliticke aktivnosti u cilju ubrzanja
zrenja i poboljSanja senzornih karak-
teristika sira (Perovski i sar., 2007,
Radulovi¢, 2008).

lako su uslovi u Gl traktu veoma

Tabela 1. TEHNOLOSKE KARAKTERISTIKE SOJA Lb. paracasei 08
Table 1. TECHNOLOGICAL CHARACTERISTICS OF Lb. paracasei 08 STRAIN

restriktivni za rast bakterija mle¢ne
kiseline, testirani soj je prezivljavao
ove uslove posle 60 minuta u velikom
broju (grafikon 1, slika 1).

U simuliranim gastro uslovima u
prisustvu pepsina pH 3, procenat
prezivljavanja je bio 100%, a pri pH 2
94,34%. Procenat prezivljavanja u
duodenalnim uslovima u prisustvu
pankreatina i zu¢nih soli bio je nesto
nizi i iznosio 93,64%. Ove vrednosti
su veoma visoke i sli€ne onima koje je
pokazao referentni soj Lb. Rhamno-
sus GG u ovim i ranijim istrazivanjima
(Perea Velez i sar., 2007, Martin i
sar., 2005). Treba ista¢i da je broj
Celija u svim uslovima rasta bio veéi
od 1080FU/g, $to je od velikog zna-
Caja s obzirom da je visoka brojnost
Celija preduslov probiotskog dejstva
(tabela 2).

Jedna od veoma vaznih sposob-
nosti probiotskih bakterija je inhibitor-
no dejstvo na patogene bakterije.

Rezultati rezistentnosti na antibio-
tike pokazali su da ispitivani soj Lb.
paracasei 08 ima sli¢ne karakteristike
referentnom soju Lb. rhamnosusu
GG. Oba soja su rezistentni na kana-
micin, a senzitivna na skoro sve osta-
le ispitivane antibiotike. Jedina zna-
Cajna razlika je u rezistentnosti soja
Lb. paracasei 08 na streptomicin gde
je zona inhibicije iznosila 2 mm (tabe-
la 4).

Prema rezultatima prikazanim u
tabeli 3 testirani soj Lb. paracasei 08
pokazao je veoma dobro inhibitorno
dejstvo u odnosu na sve ispitivane
patogene mikroorganizme. Laktobacili
su veoma Cesto konstituenti primarne
mikrobioloSke barijere prema infekci-
jama intestinalnog i urinarnog trakta.
Njihova inhibitornost se javlja kao po-
sledica produkcije najce$¢e mlegne
kiseline, bakteriocina ili H,O,. U okviru
laktobacila okarakterisan je veliki broj
probiotskih sojeva, tako da ova grupa
bakterija ima veliku primenu u preven
ciji bolesti izazvanih infekcijama
(Bengmark, 1998).

Prema podacima De Keersmaec-
ker i sar. (2006), inhibitorni potencijal
referentnog soja Lb. rhamnosus GG
je posledica produkcije mle¢ne kiseli-
ne.

% NaCl Temperatura Acidogena sposobnost Proteoliticka aktivnost
°C (promene pH u toku 24h)
2 4 6 15 45 2h 4h 6h 8h 24h % rezidua B-kazeina
+ + + + + 6,39 6,30 6,12 5,86 4,60 43,27
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Tabela 2. SPOSOBNOST PREZIVLJAVANJA GASTROINTESTINALNIH USLOVA

Table 2. SURVIVAL ABILITY IN GASTROINTESTINAL CONDITIONS

Pocetni Pepsin pH 3 Pepsin pH 2 Pankreatin + Zu€ne soli
Soj broj B:roj _ Progengt BJ'Oj _ Provgengt Bvroj . Progengt
(CFU/mI) prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih
(CFU/mI) (%) (CFU/mI) (%) (CFU/mI) (%)
Lb. paracasei 08 1.9x10° 1.9x10° 100 5.7x10° 94.34 4.85x10° 93.64
Lb. rhamnosus GG | 1.5x10° 1.5x10’ 100 1.4x10° 99.56 6.9x10° 96.30
Tabela 3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
Table 3. ANTIMICROBIAL ACTIVITY
Precnik zone inhibicije* (mm)
Soj Listeria mono- | Pseudomonas | Bacillus | Staph. Candida | E. coli Salmonellae
cytogenes Aeruginosa subtilis aureus albicans enteritidis
Lb. paracasei 08 21 15 17 24 17 25 26
Lb. rhamnosus GG 23 NR NR 25 12 26 27
Tabela 4. REZISTENTNOST NA ANTIBIOTIKE
Table 4. RESISTANCE TO ANTIBIOTICS
Antibiotik Lb. paracasei 08 Lb. rhamnosus GG
Zona inhibicije senzitivnost Zona inhibicije (mm) senzitivnost
(mm)
hloramfenikol 7 + 10 ++
penicilin 7 + 6 +
tetraciklin 6 + 6 +
streptomicin 2 R 7 +
ampicilin 5 + 6 +
kanamicin 0 R 0 R

++: vrlo senzitivan sa zonom inhibicije >10mm; senzitivan: sa zonom inhibicije 5-10mm;

R: rezistentan sa zonom inhibicije < 5mm

Tabela 5. SPOSOBNOST AUTOAGREGACIJE

Table 5. AUTOAGGREGATION ABILITY

% autoagregacije u ispitivanim vremenskim tatkama
Soj (h)
1 3 4 5
Lb. paracasei 08 95.88 97.20 94.91 94.04 96.90
Lb. rhamnosus GG 76.42 NR 75.77 NR 70.60

Utvrdivanje rezistentnosti na an-
tibiotike je veoma vazan faktor za
utvrdivanje probiotskih svojstava lak-
tobacila. S jedne strane antibiotik-rezi-
stentni probiotik sojevi mogu pobolj-
Sati stanje pacijenata ¢iji je balans
normalne intestinalne mioflore naru-
Sen primenom antibiotika (Salminen i
sar., 1998), a sa druge strane ovakvi
probiotik-sojevi mogu doprineti trans-
misiji antibiotik-rezistentnih gena na
patogene bakterije prisutne u Gl traktu
(Morelli i Wright, 1997, Saarelo i sar.,
2000). Determinacija lokacije gena
odgovornih  za rezistentnost na
antibiotike (plazmidna ili hromozomal-
na) doprinela bi bezbednoj primeni

antibiotik-rezistentnih sojeva kao pro-
biotika.

Kao jo$ jedan kriterijum probiotske
sposobnosti je i sposobnost autoagre-
gacije. Testirani soj Lb. paracasei 08
je pokazao veoma visoku sposobnost
autoagregacije u toku 5 sati ispitivanja
(94,04-97,20%), Sto je znatno viSe od
rezultata koji su dobijeni za referentni
soj Lb. rhamnosus GG (70,60-
76,42%) Sto je prikazano u tabeli 5 i
rafikonu 2.

Da bi odredena bakterija imala
probiotsko dejstvo, neophodna je nje-
na sposobnost kolonizacije i odrzava-
nja na zidovima intestinalnog trakta,
Sto podrazumeva sposobnost adhezi-

je. Prema podacima Vandevoorde i
sar. (1992) i Boris i sar. (1997), auto-
agregaciona sposobnost je u relaciji
sa adhezionom sposobnodc¢u celija.
Kompozicija, struktura i jagina interak-
cija odgovornih za bakterijsku adhe-
ziju bila su predmet istrazivanja duzi
niz godina (Del Re i sar., 2000, Gre-
ene i Kleanhammer 1994, Pelletier i
sar., 1997).

ZAKLJUCAK

Ispitivani autohtoni soj Lb. Pa-
racasei 08 u ranijim istrazivanjima je
zadovoljio sve kriterijume kao dopun-
ska starter kultura u cilju poboljSanja
senzornih svojstava sireva. U ovim
istrazivanjima je pokazao i potencijal-
nu probiotsku sposobnost, koja je
potpuno kompatibilna sa referentnim
sojem Lb. rhamnosus GG in vitro us-
lovima. Pokazao je veoma dobru spo-
sobnost prezZivljavanja u simuliranim
Gl uslovima, pri ¢emu je prezivljava-
nje u prisustvu pepsina pH 3 iznosilo
100%, pri pH 2 94,34%, a u prisustvu
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Grafikon 1. SPOSOBNOST PREZIVLJAVANJA U GASTROINTESTINALNIM

USLOVIMA

Figure 1. SURVIVAL ABILITY IN GASTROINTESTINAL CONDITIONS

Slika 1. PREZIVLJAVANJE GASTROINTESTINALNIH USLOVA
Picture 1. SURVIVAL IN GASTROINTESTINAL CONDITIONS
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Grafikon 2. AUTOAGREGACIJA U TOKU 5 SATI
Figure 2. AUTOAGGREGATION DURING 5 HOURS

pankreatina i Zuénih soli 93,64%. Ve-
oma dobro je inhibirao rast patogenih
mikroorganizama, pokazao senzitiv-
nost na vecinu antibiotika, a njegova
sposobnost autoagregacije je bila
znatno veca (94,04-97,20%) nego kod

26

referentnog soja Lb. Rhamnosus GG.
Dalja ispitivanja bi svakako dala defi-
nitivhu sliku o eventualnim probiot-
skim karakteristikama ovog soja, koja
bi otvorila novi aspekt u selekciji auto-

7. Derovski, J.,

11. Morelli,

-
w

htonih sojeva za starter kulture u pro-
izvodnji sireva.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF AUTOCHTHONOUS Lactobacillus paracasei 08 STRAIN ON
POTENTIAL PROBIOTIC ABILITY

Zorica T. Radulovi¢, Tanja S. Petrovi¢, Dusanka D. Paunovi¢, Nemanja L. Mirkovi¢,
Dragojlo B. Obradovi¢

University of Belgrade, Faculty of Agriculture

Lactic acid bacteria strains isolated from traditionally made cheeses constitute a reservoir
of unexplored potential in biotechnology. Their application as starter cultures is very
important in improving sensory properties of cheese, but their probiotic ability hasn’t been
sufficiently researched.

According to phenotypic, biochemical and technological characterization, autochthonous
strain Lactobacillus paracasei 08 was selected for examination on potential probiotic ability.
The investigation of probiotic ability comprised of sensitivity to simulated gastrointestinal
tract conditions, antimicrobial activity against wide range of pathogens, antibiotic resistance
as well as autoaggregation ability. Lb. rhamnosus GG was used as referent strain.

Tested strain grew well in simulated gastrointestinal conditions, but its sensitivity was to a
certain greater on bile acids and pancreatin compared to pepsin’s low pH 2 and pH 3. The
examined strain showed very good antimicrobial activity to pathogens, sensitivity to
antibiotics and autoaggregation ability.

For autochthonous strain Lb. paracasei 08 probiotic potential was similar with referent
strain Lb. rhamnosus GG, determined in vitro.
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