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SaZetak

Lactobacillus acidophilus se cesto spominje kao djelotvoran prehrambe-
ni dodatak. Ovaj organizam posjeduje svojstva koja mu omogucavaju preziv-
ljavanje i rast u intestinalnom traktu. Posebna pozornost mu se posvecuje
zbog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme koji se obi¢no po-
javljuju u hrani.

U ovom radu je proucen utjecaj razlicitih hranjivih podloga na antimik-
robnu aktivnost L. acidophilus. Hranjive podloge, MRS i APT, sa i bez dodat-
ka kalcij karbonata (za vezanje nastale mlijecne kiseline), koristene su za rast
L. acidophilus. Proucena je antimikrobna aktivnost cjelokupne podloge sa
stanicama supernatanta iz kojeg su uklonjene stanice, te dijalizata kulture L.
acidophilus, prema enteropatogenim mikroorganizmima (Staphylococcus au-
reus 3048, Staph. aureus K-144, Salmonella mumum, Escherichia coli] i prema
sporogenim bakterijama Bacillus subtilis i Bacillus cereus. Najbolji rast i naj-
Veéa anmmkmbna aktivnost su posﬂgnut: u MRS podlozi nakon 48 sati uzgo-

i Bac:iHus subtilis.

Rijeci natuknice: Antimikrobna aktivnost Lactobacillus acidophilus, L. aci-
dophilus kao prehrambeni dodatak, bakteriocini, antibakte-
rijske tvari.

Uvod

Lactobacillus acidophilus je jedna od najceS¢e proucavanih bakterija
mlijecne kiseline koja je zastupljena u gastrointestinalnom traktu covjeka go-
tovo u najvec¢em broju. U organizam se unosi zajedno s drugim bakterijama
mlijecne kiseline putem fermentiranih mlijeénih proizvoda i ostalih namirni-
ca.

Proizvodnjom antimikrobnih supstanci, kao Sto su razli¢iti proizvodi
metabolizma, mlije¢na kiselina i tvari slicne antibiotiku (antibiotic-like sub-
stances), tj. proteini s baktericidnim djelovanjem, nazvani bakteriocini, kon-
troliraju razmnozavanje nepozeljnih crijevnih patogenih mikroorganizama.

Jos 1908. god., kao razlog dugovjecnosti Bugara Metchnikoff (1908)
navodi konzumaciju mlije¢nih proizvoda fermentiranih pomoé¢u bakterije
Lactobacillus bulgaricus. Spomenuo je i upotrebu bakterija mlijecne kiseline
kao prehrambenih dodataka. PoZeline karakteristike koje ti mikroorganizmi
moraju imati da bi se mogli koristiti kao prehrambeni dodaci su:

1) poZeljno je da budu uobi¢ajeni mikroorganizmi probavnog trakta zdrave
osobe

2) u probavnom traktu moraju biti otporni na Zuéne kiseline, prezivjeti pri re-
lativno niskim pH vrijednostima i niskim vrijednostima povrsinske napetosti
Rad iznijet na XXX. Simpoziju za mljekarsku industriju, odrzanom u Zagrebu, 1982. godine
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medija, a moraju se prilagoditi i na brzinu i ucestalost prolaska hrane kroz
probavni trakt (Gilliland, 1979; Gilliland, 1990).

Mogu¢nost primjene L. acidophilus su mnogostruke. Prehrambeni pro-
izvodi i preparati u kojima je prisutna ova bakterija koriste se protiv pojava
raznih crijevnih upala, upale mokraé¢nih puteva koje uzrokuje patogena E. co-
1i, mogu poboljsati metabolizam laktoze u osoba koje nemaju moguénost sin-
teze enzima laktaze, reguliraju razinu holesterola u krvi, te djeluju protiv na-
stajanja tumora debelog crijeva (Gilliland i Speck, 1977; Wilkelstein,
1955; Lin et al. 1991).

Iako su mnoge antibioticke i bakteriocinske supstancije L. acidophilus
vet opisane, do danas se jo$ ni jedna industrijski ne proizvodi. Vjerojatni raz-
log je taj Sto se Cesto postupcima proc¢is¢avanja smanjuje antimikrobna aktiv-
nost ovakvih supstanci ¢emu pridonosi i nepotpuno poznavanje strukture od-
nosno, mehanizma sinteze prirodnih antimikrobnih supstancija. Prirodne an-
timikrobne supstancije koje proizvodi L. acidophilus navode se u Tablici 1
(Fernandes et al. 1987).

Tablica 1. Prirodne antimikrobne supstancije L. acidophilus
Table 1. Natural antimicrobial substances of L. acidophilus

Vrsta Supstancije Literatura

Strain Substances References

L. acidophilus acidolin Hamdan i Mikolajcik, 1974.
acidofilin Shanani et al. 1977.
laktocidin (lactocidin) Vincent et al. 1959.

bakteriocin (bacteriocin) | Barefoot i Klaenhammer, 1983.
Barefoot i Klaenhammer, 1984.
protein Mehta et al. 1984.

Ove antimikrobne supstancije proteinskog su karaktera, medusobno se
razlikuju po-spektru inhibicijske aktivnosti, na¢inu djelovanja, molekularnoj
masi, osjetljivosti na proteoliticke enzime, pH stabilnosti i toplinskoj stabil-
nosti, a izolirane su iz razli¢itih sojeva L. acidophilus.

Cilj ovog rada bio je: istraziti antimikrobnu aktivnost L. acidophilus soj
20 079 prema razli¢itim test-mikroorganizmima (isklju¢ujuci djelovanje mli-
jecne kiseline), te utjecaj hranjive podloge za uzgoj kulture L. acidophilus na
proizvodnju antimikrobnih supstancija.

Materijal i metode rada

Lactobacillus acidophilus je ¢uvan pri +4°C u hladnjaku. Precjepljivan
je svakih 14 dana na MRS i APT kosi agar uz inkubaciju pri 37 °C tijekom 48
sati. Svi upotrijebljeni test mikroorganizmi (S. aureus 3048, S. aureus K-144, E.
coli 3014, Salmonella mumum, Bacillus cereus i Bacillus subtilis) odrzavani
su precjepljivanjem svakih 14 dana na hranjivi agar uz inkubaciju pri 37°C ti-
jekom 24 sata. Cuvani su u hladnjaku pri +4°C.

Podloge za uzgoj L. acidophilus (MRS, MRS*, APT i APT*) su inokulirane
s 20% inokuluma. Kultivacija je trajala 48 sati/37 °C na rotacijskoj tresilici pri
25 okr/min.
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Za dokazivanje antimikrobne aktivnosti L. acidophilus mikrobioloskom
metodom difuzije u agar, koridtena je podloga ABA (Antibiotic base agar —

Biolife).

Obrada uzoraka

a) pripremanje kulture L. acidophilus

Nakon uzorkovanja, uzorak se podijeli na tri dijela. Prvom dijelu, kultu-
ri L. acidophilus bez ikakve prethodne obrade, odmah se odreduje antimik-
robna aktivnost. Iz ostala dva dijela se centrifugiranjem pri 6000 okr/min, tije-
kom 20 minuta, uklone stanice i viSak CaCO,. Supernatanti se dalje analizira-

ju.
Slika 1. Antimikrobna aktivnost Lactobacillus acidophilus kulture uzgojene u razli-
¢itim hranjivim podlogama prema razli¢itim test mikroorganizmima (trajanje

uzgoja 48 sati)
Figure 1 Antimicrobial activity of Lactobacillus acidophilus culture cultivated in dif-

ferent nutrient media against different test microorganisms (duration of cul-
tivation 48 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus
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b) pripremanje filtrata kulture L. acidophilus

Supernatant se sterilno profiltrira kroz membranski mikrofilter (0,22
um) kako bi se odvojile jos eventualno zaostale stanice.

c) pripremanje dijalizata kulture L. acidophilus

Potpuno uklanjanje zaostale slobodne mlijeCne kiseline dijalizom kroz
vrecicu za dijalizu (10000 cut off) koja propusta mlije¢nu kiselinu. Dijalizat se
sterilizira filtracijom kroz membranski mikrofilter (0,22 um). Nakon toga mu
se odreduje antimikrobna aktivnost.

Rezultati rada i rasprava

Prema istrazivanjima mnogih autora (Ten Brink et al. 1990; Barnby -
-Smith etal. 1989; Fernandes et al. 1988.), sastav hranjive podloge utjece na
antimikrobnu aktivnost kulture L. acidophilus. Brink i sur. (1990) utvrdili su
da je za proizvodnju bakteriocina ili neke od antibiotickih supstanci bakterija
mlijeéne kiseline, uz izvor energije (glukozu) neophodno prisustvo vitamina i
aminokiselina. Podloga APT je kao i podloga MRS pogodna za rast laktobaci-
la (Barnby-Smith et al. 1989.), samo 5to APT podloga sadrzi dvostruko ma-
nju koncentraciju glukoze od MRS podloge 5to rezultira i znatno manjom
koncentracijom nastale mlijecne kiseline (tablica 2).

Tablica 2. Promjena koli¢ine slobodne mlijecne kiseline i pH vrijednosti tijekom uzgoja
kulture L. acidophilus u razli¢itim hranjivim podlogama

Table 2 Changes of free lactic acid content and pH value during the cultivation of L.
acidophilus in different nutrient media

TR | AR ot e 0| i s
MRS* 24 0,42 52
48 0,30 5,5
MRS 24 1,29 39
48 1,23 4,1
APT* 24 0,32 52
48 0,32 5,5
APT 24 0,89 4,0
48 0,92 43

Usporedujué¢i rast kulture L. acidophilus na kosim podlogama (APT-
-agar i MRS-agar), primjecen je slabiji rast na APT agaru, sto je vjerojatno i
razlog slabije antimikrobne aktivnosti u podlogama APT i APT* nego u podlo-
gama MRS i MRS* (slika 1).

Najvecu antimikrobnu aktivnost pokazuje kultura uzgojena u MRS pod-
lozi (bez karbonata) nakon 48 sati uzgoja, iz ¢ega bi se u prvi mah moglo za-
kljuéiti da je u uzorku nastala slobodna mlije¢na kiselina. Medutim, iz tablice
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Slika 2. Antimikrobna aktivnost L. acidophilus filtrata uzgojene u razli¢itim hranji-
vim podlogama prema razli¢itim test mikroorganizmima (trajanje uzgoja 48
sati)

Figure 2 Antimicrobial activity of L. acidophiius culture filtrate cultivated in diffe-
rent nutrient media against different test microorganisms (duration of culti-
vation 48 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

2 vidi se da je koncentracija slobodne mlijecne kiseline u 24. i 48. satu skoro
jednaka, pa se razlog povecanog antimikrobnog djelovanja u 48. satu moze
pripisati poveanoj koncentraciji nastale antibioticke supstancije. Prema
Fernandesu i sur. (1988), do maksimalne biosinteze antibioticke supstancije
dolazi nakon 48 sati uzgoja kulture L. acidophilus. Poveéanje antimikrobnog
djelovanja i u podlogama s CaCO, moze se objasniti pozitivhim utjecajem io-
na kalcija. Nastala mlije¢na kiselina se s kalcijem vezZe u Ca-laktat i na taj na-
¢in se kulturi produZuje rast u logaritamskoj fazi, §to rezultira pove¢anjem
broja stanica, a time i pove¢anjem koncentracije antibioticke supstancije
(Fernandes et al. 1988).

Test mikroorganizmi S. mumum, E. coli i B. subtilis pokazali su najvecu
osjetljivost prema antimikrobnom djelovanju kulture L. acidophilus uzgojene
u podlozi MRS* (slika 1) 8to je u skladu s rezultatima Zychowicza i suradnika
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Slika 3. Antimikrobna aktivnost L. acidophilus dijalizata kulture uzgojene u razlici-
tim hranjivim podlogama prema razli¢itim test mikroorganizmima [trajanje
uzgoja 24 sati)

Figure 3 Antimicrobial activity of L. acidophilus culturedialysate cultivated in diffe-
rent nutrient media against different test microorganisms [duration of culti-
vation 24 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

(1974) koji su utvrdili da kultura L. acidophilus suzbija rast Salmonella i Shi-
gella vrsta koje uzrokuju dje¢ju dizenteriju. Na slici 1. se takoder vidi da sve
test mikroorganizme najvise inhibira kultura L. acidophilus uzgojena u pod-
lozi MRS bez CaCO, §to svakako uzrokuje na dodatni inhibicijski efekt slo-
bodne mlijeéne kiseline.

U prethodnim istrazivanjima testirano je antimikrobno djelovanje kul-
ture L. acidophilus §to znaci da nije uklonjen utjecaj bakterijskih stanica i na-
stale slobodne mlije¢ne kiseline prilikom testiranja antimikrobne aktivnosti.
Zato se obitno radi sa »cellfree« supernatantom (bez stanica) (Barnby-
-Smith, 1989; Andersson, 1986) koji se postize filtracijom kroz 0,2 pm mik-
rofilter. Antimikrobno djelovanje filtrata kulture L. acidophilus, uzgojenog
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Slika 4. Antimikrobna aktivnost L. acidophilus kulture dijalizata uzgojene u razlici-
tim hranjivim podlogama prema razlic¢itim test mikroorganizmima (trajanje
uzgoja 48 sati)

Figure 4 Antimicrobial activity of L. acidophilus culturedialysate cultivated in diffe-
rent nutrient media against different test microorganisms (duration of culti-
vation 48 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

na razli¢itim podlogama, prema razli¢itim test mikroorganizmima prikazano
je na slici 2.

1z slike 2 proizlazi da su test mikroorganizmi E. coli, S. mumum, B. sub-
tilis i B. cereus pokazali priblizno istu osjetljivost na antimikrobnu aktivnost
filtrata kulture L. acidophilus. Ovi rezultati upuéuju na moguénost upotrebe
preparata L. acidophilus u sprecavanju raznih bolesti koje uzrokuje E. coli (di-
areja, infekcija mokrac¢nih puteva) kako navode mnogi autori (Watkins,
1982.; Tomié-Karovi¢ i Fanjek, 1962.).

Antimikrobno djelovanje dijalizata kulture L. acidophilus prikazano je
na slikama 3 i 4. Koncentracija nastale slobodne mlijecne kiseline u dijalizatu
iznosila je izmedu 0,016 i 0,023%, pa se antimikrobna aktivnost dijalizata kultu-
re moze pripisati antimikrobnoj aktivnosti antibioticke supstancije L. acidop-
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Slika 5. Usporedba antimikrobne aktivnosti pri razlicitoj obradi kulture L. acidophi-
lus uzgojene u MRS bujonu sa CaCO, (MRS* trajanje uzgoja L. acidophilus 48
sati)

Figure 5 Comparison of antimicrobial activity at different treatment of L. acidophilus
culture cultivated in MRS broth with CaCO, (MRS* duration of L. acidophilus
cultivation 48 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

hilus, E. coli pokazuje najvecu osjetljivost na djelovanje dijalizata kulture L.
acidophilus i to nakon 24 sata uzgoja L. acidophilus u podlozi MRS* (slika 3).
Vincent i sur. (1959) su ustanovili da su gram-negativne bakterije osjetljivije
na laktocidin od gram-pozitivnih zbog razlike u gradi i debljini stani¢ne sti-
jenke §to je pokazano i rezultatima u ovom radu.

Kao 5to je ve¢ prije spomenuto, najvece antimikrobno djelovanje ima
sneobradena« kultura L. acidophilus. Vincent i sur. (1959) ustanovili su da
neprociséen laktocidin, koji proizvodi bakterija L. acidophilus, ima daleko §iri
spektar antibakterijske aktivnosti od pro¢iséenog. Usporedbom slika 2, 3,418
ocito je da se svakim idu¢im postupkom procisc¢avanja antibioti¢ke supstanci-
je antimikrobna aktivnost sve viSe smanjuje. MoZe se rec¢i da prisutna »onecis-
¢enja« djeluju kao imunogeni sustav antibioti¢ke supstancije (Vincent et al.
1959). Andersson (1986) tvrdi da do smanjenja antimikrobne aktivnosti na-
kon filtracije i dijalize moze do¢i ne samo zbog uklanjanja slobodne mlijecne
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Slika 6. Usporedba antimikrobne aktivnosti pri razlicitoj obradi kulture L. acidophi-
lus uzgojene u MRS bujonu (MRS trajanje uzgoja L. acidophilus 48 sati)

Figure 6 Comparison of antimicrobial activity at different treatment of L. acidophilus
culture cultivated in MRS broth (MRS duration of L. acidophilus cultivation 48
hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

kiseline, veé i zbog moguceg vezivanja antibioticke supstancije na povrsinu
bakterijskih stanica koje se uklanjaju filtracijom.

Usporedujuéi slike od 5 do 8 moglo bi se zakljuciti da kultura uzgojena u
MRS podlogama (MRS i MRS*) pokazuje vece antimikrobno djelovanje nego
kultura uzgojena u APT podlogama (APT i APT*). Kako je ve¢ receno, razlog
tome je vierojatno slabiji rast kulture L. acidophilus u APT podlogama sto je
rezultiralo i slabijim antimikrobnim djelovanjem. Ako se promatra samo anti-
mikrobno djelovanje razli¢ito obradenih uzoraka nastalih uzgojem kulture u
podlogama MRS i MRS* (slike 5 i 6), jasno se vidi da je najveca antimikrobna
aktivnost neobradena kultura L. acidophilus. To je i logi¢no jer slobodna mli-
jeéna kiselina i antibioticka supstanca zajedno djeluju na inhibiciju rasta test
mikroorganizama.

Najvecéu osjetljivost na antibioti¢ku aktivnost L. acidophilus pokazali su
test mikroorganizmi S. mumum, E. coli i B. subtilis (slika 5).
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Slika 7.

Figure 7

Usporedba antimikrobne aktivnosti pri razli¢itoj obradi kulture L. acidophi-
lus uzgojene u APT bujonu sa CaCO, (APT* trajanje uzgoja L. acidophilus 48
sati)

Comparison of antimicrobial activity at different treatment of L. acidophilus
culture cultivated in APT broth with CaCO; [APT* duration of L. acid’ophﬂus
cultivation 48 hours)

a — Staphylococcus aureus 3048

b — Staphylococcus aureus K-144

¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

Zakljuéci

1. Maksimalna antimikrobna aktivnost kulture L. acidophilus postignuta je
pri uzgoju u podlozi MRS.

2, Najveéu antimikrobnu aktivnost pokazuje neobradena kultura L. acidophi-
lus nakon 48 sati uzgoja. Filtracijom, odnosno dijalizom kulture antimikrobna
aktivnost opada i do 53%, odnosno 62%.

3. Najvecu osjetljivost na antimikrobno djelovanje kulture L. acidophilus po-
kazali su test mikroorganizmi Salmonella mumum, Escherichia coli i Bacillus

subtilis.
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Slika 8.

Figure 8

Usporedba antimikrobne aktivnosti pri razlicitoj obradi kulture L. acidophi-
Ilus uzgojene u APT bujonu (APT trajanje uzgoja L. acidophilus 48 sati)

Comparison of antimicrobial activity at different treatment of L. acidophilus
culture cultivated in APT broth (APT duration of L. acidophilus cultivation 48

hours)

a — Staphylococcus aureus 3048
b — Staphylococcus aureus K-144
¢ — Salmonella mumum

d — Escherichia coli

e — Bacillus subtilis

f — Bacillus cereus

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

Summary

Lactobacillus acidophilus is often mentioned as beneficial dietary ad-
junct. This organism possesses characteristics which permit its survival and
growth in the intestinal tract. L. acidophilus has received most attention in be-
ing inhibitory toward the commonly known foedborne pathogens.

The effect of different growth media on antimicrobial activity of L. aci-
dophilus was examined in this paper. MRS and APT media with and without
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chalk (to bind accumulated lactic acid) were used for the growht of L. acidop-
hilus. Culture broth, cellfree supernatant and dialysate from L. acidophilus
were examined for antimicrobial activity against the enteropathogenic mic-
roorganisms (Staphylococcus aureus 3048, Staph. aureus K-144, Salmonella
mumum Escherichia coli) and the spore-forming bacteria Bacillus subtilis
and Bacillus cereus.

The best growth and the highest antimicrobial activity were achieved in
MRS medium, after 48 hours of cultivation. The most sensitive microorganis-
ms, have been Salmonella mumum, Escherichia coli and Bacillus subtilis.

Additional index words: Antibacterial activity of Lactobacillus acidophilus, L.
acidophilus as dietary adjunct, bacteriocins, antibac-
terial substances.
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