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1. UVOD



Bakterije mlijeCne kiseline (BMK) predstavljaju heterogenu skupinu srodnih bakterija
koje rastu u mikroaerofilnim ili samo u anaerobnim uvjetima te proizvode mlije¢nu kiselinu
kao krajnji proizvod metabolizma. BMK su auksotrofi i za svoj rast zahtijevaju bogate
podloge, koje sadrze vitamine (vitamin B2 ili riboflavin, pantotenska i folna kiselina, biotin i
vitamin Bi ili tiamin) i aminokiseline. U prirodi, BMK su Siroko rasprostranjene kao dio
epifitne mikroflore na biljkama, clanovi su kompleksnih zajednica mikroorganizama usne

Supljine te gastrointestinalnog trakta.

Rod Lactobacillus Siroka je i heterogena taksonomska grupa koja sadrzi preko sto
vrsta koje se razlikuju po fenotipu te biokemijskim i fizioloSkim osobinama. Laktobacili su rod
Gram-pozitivnih Stapicastin bakterija, koje ugljikohidrate razgraduju do mlijecne kiseline
fermentativnim putem. Nepokretni su i ne formiraju spore. Ovaj rod BMK se moze podijeliti u
tri grupe, na osnovu prisustnosti ili odsustnosti klju¢nih enzima u metabolizmu ugljikohidrata.

Kandler i Weiss (1986) su dali sljede¢u podjelu:

1. Obligatno homofermentativni laktobacili, koji fermentiraju heksoze do mlije¢ne kiseline,
dok pentoze ne fermentiraju. Predstavnici ove grupe su: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. /actis i

Lactobacillus helveticus

2. Fakultativno heterofermentativni laktobacili, koji fermentiraju heksoze do mlijecne kiseline.

Predstavnici ove grupe su: Lactobacillus caseii Lactobacillus plantarum

3. Obligatno heterofermentativni laktobacili, koji fermentiraju heksoze do mlijeCne i octene
kiseline, etanola i ugljikovog dioksida. Predstavnici ove grupe su: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus buchneri i Lactobacillus
fructosus.

Sposobnost biosinteze polisaharida Siroko je rasprostranjena medu bakterijama.
Mikroorganizmi mogu sintetizirati polisaharide koji sluze za skladistenje (glikogen u
citoplazmi) i strukturne polisaharide (peptidoglikan i lipopolisaharidi). Neke bakterije
sintetiziraju kapsularne polisaharide (CPOL), koji Cine kapsulu, tj. ¢vrSéi sloj polisaharida
kovalentno vezan za stani¢nu povrsinu, kao i egzopolisaharide (EPOL) koji formiraju sloj
slabije vezan za povrsinu ili se izlucuju u okolinu. Osnovni faktori koji utjeCu na sintezu EPOL-
a su temperatura, vrijeme trajanja fermentacije, pH, sastav medija (izvor ugljika i dusika),
prisustvo kisika, mangana, kalcija, purinskih i pirimidinskih baza. Jo$S uvijek nije jasno
definirana fizioloSka uloga EPOL-a, ali s obzirom da se koristi velika koli¢ina energije za

njegovu sintezu, EPOL bi trebali povecati ekolosku prednost soja koji ga proizvodi. Glavno



tehnolosko svojstvo EPOL je da poboljSava viskozitet i teksturu kona¢nog proizvoda, npr. sira
ili jogurta. EPOL povelavaju zadrzavanje vlage, a njihov kemijski sastav, duzina lanca,
molekulska masa i radijus okretanja doprinose specifi¢nim fizikalnim osobinama kao sto je

topljivost.

Cilj ovog zavrsnog rada je bio ispitati veliki broj sojeva bakterija mlijecne kiseline
pohranjenih u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura, na
sposobnost biosinteze egzopolisaharida. Cilj je takoder bio izolacija i purifikacija proizvedenih

egzopolisaharida sa sojem Lactobacillus fermentum D12.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline predstavljaju specificnu skupinu srodnih bakterija prirodno
prisutnih na supstratima bogatim hranjivim tvarima kao Sto su mlijeko, meso, razgradni biljni
materijal i u humanom gastrointestinalnom traktu. To su Gram-pozitivhe, nesporogene,
mezofilne bakterije, kemoorganotrofi, katalaza-negativne, nemaju citokroma, ne sintetiziraju

porfirine, a rastu samo na kompleksnim hranjivim podlogama (éuékovi(: i sur., 2010).

Podijeljene su u jedan red te Sest porodica i pripadaju koljenu Firmicutes. U bakterije
mlijeCne kiseline pripadaju rodovi Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Tetragenococcus, Lactococcus, Weissella, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus i Vagococcus. Prema nacinu fermentacije izvora
ugljika, najc¢esce ugljikohidrata, razlikuju se homofermentativne BMK i heterofermentativne
BMK. Homofermentativne BMK su bakterije u cijim se stanicama odvija razgradnja
ugljikohidrata do iskljucivo mlije¢ne kiseline, dok heterofermentativne vrste proizvode osim
mlijeCne kiseline i neke druge krajnje proizvode katabolizma npr. etanol, octenu kiselinu,
acetoin i ugljikov dioksid (John i sur., 2007). Vrste iz rodova Streptococcus, Pediococcus,
Lactococcus i Lactobacillus pripadaju homofermentativnim BMK, dok su vrste iz rodova

Leuconostoci Betabacteria heterofermentativhe BMK (Carr i sur., 2002).

BMK su industrijski vrlo vazni mikroorganizmi jer imaju GRAS status (Generally
Recognized As Safe) prema US FDA, odnosno QPS status (Qualified Presumption of Safety)
prema regulativi EU te se zbog toga najéeS¢e upotrebljavaju kao starter kulture za
industrijsku proizvodnju razli¢itih fermentiranih proizvoda. Posebice znacajnu primjenu imaju
BMK kao probioticke bakterije (probioticki koncept) te u kombinaciji s probioticima
(sinbioticki koncept) (Uroi¢, 2014; LebosS Pavunc, 2012; Beganovi¢, 2008; Frece, 2007; Kos,
2001; Sudkovi¢ i sur., 2001; Suskovi¢, 1996; Brki¢, 1995). Pojam probiotik oznacava jednu ili
viSe kultura zivih mikroorganizama koji, primijenjeni u ljudi i Zivotinja, djeluju korisno na
domadcina, poboljSavajuci svojstva autohtone mikroflore probavnog sustava domacina
(Suskovi¢, 1996). Kao starter kulture u proizvodniji fermentiranih mlije¢nih, mesnih i povrtnih
proizvoda koriste se Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus i
Carnobacterium  (Rattanachaikunsopon i Phumkhachorn, 2010). BMK kao radni
mikroorganizmi uglavnom se koriste za biotehnoloSku proizvodnju mlijecne kiseline. Velik
broj pozeljnih svojstava intestinalne mikroflore pripisuje se pojedinim vrstama BMK koje

uglavnom pripadaju rodovima Lactobacillusi Bifidobacterium.



BMK se koriste diliem svijeta s ciljem poboljSavanja senzorskih svojstava, nutritivhe
vrijednosti te oCuvanja velikog broja proizvoda poput mlijeka, mesa i povréa. Relativho
jednostavna fiziologija, BMK cini pogodnim za primjenu metabolickog inzenjerstva s ciljem
unaprjedenja kvalitete hrane i ljudskog zdravlja. Primjenom starter kultura u industrijskoj
proizvodnji povecava se higijenska ispravnost hrane, nutritivna vrijednost, poboljSavaju se
senzorska svojstva (arome, boje, teksture), ujednacava se i poboljSava kvaliteta proizvoda,
produljuje se trajnost i ubrzava se proizvodnja. Fermentacijom ugljikohidrata, organske
kiseline i masti bakterije mlije¢ne kiseline stvaraju brojne aroma komponente koje pozitivno
utjeCu na senzorska svojstva fermentiranih proizvoda. Takoder, nekoliko vrsta sojeva BMK
pridonosi  poboljSanju teksture i viskoznosti fermentiranih produkata sintezom

egzopolisaharida (EPOL).

2.2. Polisaharidi

Polisaharidi su polimeri ugljikohidrata sastavljeni od velikog broja ponavljaju¢ih
monosaharidnih jedinica povezanih glikozidnim vezama. BMK, kao i mnoge druge bakterije,
mogu proizvesti nekoliko vrsta polisaharida koji su klasificirani prema njihovom mjestu u
odnosu na stanicu. Dakle, polisaharide se mogu podijeliti na intracelularne polisaharide i
ekstracelularne polisaharide ili egzopolisaharide. Intracelularni polisaharidi opskrbljuju stanicu
energijom (Skrob, inulin, glikogen), a mikrobni egzopolisaharidi sintetiziraju se u mikrobnim
stanicama te se izluCuju u izvanstaniCni prostor u obliku kapsule ili egzopolisaharidnog
biofilma (Donot i sur., 2012). Nadalje, polisaharidi mogu biti podijeljeni u strukturalne i
nestrukturalne. Strukturalni polisaharidi sluZze kao gradevni materijal kod biljaka, insekata li
bakterija (celuloza, pektin, hitin, murein). Nestrukturalni polisaharidi imaju ulogu skladistenja
energije kod eukariota (Skrob, glikogen, inulin). Takve polisaharide mogu sintetizirati ne

samo biljke i alge vec i veliki broj mikroorganizama ukljucujudi plijesni, kvasce i bakterije.

2.3. Mikrobni egzopolisaharidi (EPOL)

Mikrobni egzopolisaharidi su vrsta biopolimera koju proizvode mnoge vrste Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija te isto tako i drugi mikroorganzimi kao Sto su gljive i
neke vrste algi (Sutherland, 1999). Tijekom fermentacije, bakterije mlijecne kiseline mogu
proizvesti izmedu 50 i 600 mg/L egzopolisaharida, u ovisnosti o sastavu startera i uvjeta

fermentacije (pH, temperatura). EPOL su vrlo raznolika grupa polimera, Cija je uloga
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definirana strukturom i to: molekulskom masom, vrstom veza, stupnjem grananja i
kemijskim sastavom. Takoder, osim razliCite kemijske strukture, mikrobni EPOL su
vodotopljivi polimeri i posjeduju velike molekulske mase (10 do 30 kDa) (Kumar i sur.,
2007). Na ovu vrstu polisaharida se sve viSe obra¢a pozornost zbog Sirokog spektra fizikalnih
i kemijskih svojstava zbog kojih je moguéa njihova primjena u razli¢itim industrijama kao Sto

su farmaceutska, prehrambena industrija te medicina.

2.3.1. Podjela egzopolisaharida

Ovisno o mjestu sinteze, EPOL se mogu podijeliti na kapsularne, koji su smjesteni na
stanicnoj povrsini te ekstracelularne koji se u obliku sluzi oslobadaju u podlogu. EPOL se
sastoje od ponavljajucih jedinica SeCera pri¢vrscenih na lipidni nosac i mogu biti povezani s
organskim i anorganskim spojevima, lipidima, proteinima i metalnim ionima (Mishra i Jha,
2013), a mogu se podijeliti na homopolisaharide i heteropolisaharide (Donot i sur., 2012;
Laws i sur., 2001).

2.3.1.1. Homopolisaharidi

Homopolisaharidi su EPOL gradeni od jedne vrste monosaharidnih jedinica. Sastoje se
od glukoznih (glukana) ili fruktoznih (fruktana) jedinica s razliCitim nacinima vezanja i
stupnjevima grananja. Specificni enzimi sintetiziraju homopolisaharide izvan stanice uz
prisustvo donorske molekule, najcesce saharoze i akceptorske molekule npr. neka rastuéa
polimerna molekula, saharoza, rafinoza ili voda. U biosintetskom putu homopolisaharida kao
Sto je prikazano u tablici 1 sudjeluje samo jedan specifi¢ni enzim, sto Cini glavnu razliku u
odnosu na biosintetski put heteropolisaharida (Laws i sur., 2001). Dekstran, kurdlan, pululan
i levan pripadaju takvoj vrsti polisaharida. Homopolisaharidi su Cesto velike molekulske mase

(do 107 Da), razli¢itog stupnja i tipa grananja te duZine lanaca (van Hijum i sur., 2006).



Tablica 1. Razlike u sintezi i konformaciji bakterijskih homopolisaharida i heteropolisaharida
(Laws i sur., 2001)

HETEROPOLISAHARIDI HOMOPOLISAHARIDI
Proizvedena kolicina ' malo (mg/L) ' puno (g/L)
Gradevne jedinice ramnoza, fruktoza, glukoza, fruktoza

arabinoza, ksiloza,
manoza, galaktoza,
glukoza, glukuronska

kiselina
Izvor gradevnih jedinica aktivirani Seceri saharoza
Enzimi nekoliko vrsta jedan izvanstanican

unutarstanicnih

membranskih

2.3.1.2. Heteropolisaharidi

Heteropolisaharidi su gradeni od ponavljajucih oligosaharidnih jedinica, koji sadrze
izmedu tri i osam ostataka. Dva ili viSe razli¢itih monosaharida sacinjavaju ponavljajucu
strukturnu jedinicu koja je medusobno povezana razli¢itim vrstama veza (Laws i sur., 2001).
Ksantan i gelan guma pripadaju heteropolisaharidima. Sinteza heteropolisaharida zapocinje
nakupljanjem jednostavnih Secera te sastavljanjem pentasaharidnih podjedinica pri¢vrs¢enih
na lipidni nosac, zatim slijedi polimerizacija i izlu¢ivanje polisaharida (Whitfield i sur., 1993).
Heteropolisaharidi najées¢e sadrze D-glukozu, D-galaktozu i L-ramnozu. U sastavu
heteropolisaharida mogu biti i fruktoza, riboza, N-acetilglukozamin, kao i fosfat, acetat i
glicerol (de Vuyst i sur., 2001; de Vuyst i Degeest, 1999). Sintetiziraju se u citoplazmatskoj
membrani pomocu enzima glukoziltransferaze, koristeéi energetski visokovrijedne prekursore
sintetizirane u stanici. Ti prekursori su aktivirani ugljikohidrati koji opskrbljuju energijom
reakciju polimerizacije. Biosintetski putevi heteropolisaharida imaju neke slicnosti s
biosintezom komponenata stanicne stijenke kao na primjer: lipopolisaharida, peptidoglikana i

teihonskih kiselina (Laws i sur., 2001).



Mikroorganizmi koji proizvode heteropolisaharide su:

a) Mezofilne BMK (Lactococcus lactis, Lactobacillus casej, Lactobacillus sakei

Lactobacillus rhamnosus);

b) Termofilne BMK (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lactobacillus helveticus i Streptococcus thermophilus)

EPOL proizvedeni s pomocu termofilnih BMK od posebnog su interesa u reologiji,
teksturi i okusu fermentiranih mlijeCnih proizvoda, a uglavnom se razlikuju po sastavu,
strukturi, molekulskoj masi i funkciji, Sto moZe biti svojstvo za pojedini soj. EPOL proizvedeni
s pomoc¢u BMK opcenito imaju veliki tehnoloski potencijal u razvoju novih i kvalitetnijih

prehrambenih proizvoda.

2.3.2. Biosinteza heteropolisaharida s bakterijama mlijecne kiseline

PocCetak sinteze heteropolisaharida zapocinje formiranjem ponavljajucih gradevnih
jedinica intracelularno, u citoplazmi. Nekoliko razli¢itih enzima je ukljueno u biosintezu i
izlu¢ivanje vide razlicitih tipova EPOL-a. Secerni nukleotidi nastali od glukoza-1-fosfata, imaju
vaznu ulogu u sintezi heteropolisaharida zbog aktivacije SeCera koja je nuzna za

monosaharidnu polimerizaciju (De Vuyst i Degeest, 1999).

Kljucni intermedijer koji povezuje anabolicke puteve proizvodnje EPOL-a i katabolicke
puteve razgradnje SeCera jest glukoza-6-fosfat, pri ¢emu tijek ugljika ide od formiranja
fruktoza-6-fosfata do produkata glikolize, glukoze, biomase i dobivanja ATP-a i Seéernih
nukleotida koji su prekursori sinteze EPOL-a (slika 1) (Welman i Maddox, 2003).
Fosfoglukomutaza, enzim koji sudjeluje u pretvorbi glukoza-6-fosfata u glukoza-1-fosfat,

potencijalno ima vaznu ulogu u tijeku reakcija izmedu anabolickog i katabolickog puta.

Glukoza-1-fosfat je mjesto grananja sinteze Secernih nukleotida UDP-glukoze i dTDP-
glukoze djelovanjem UDP-glukoza pirofosforilaze i dTDP-glukoze pirofosforilaze. UDP-glukoza
i dTDP-glukoza su prekursori za mnoge polisaharide u stanici, stoga mogu i¢i u reakcije
katalizirane istim enzimima. Posljednji stupanj sinteze EPOL-a u BMK, je stvaranje
monosaharidnih gradevnih jedinica i vrsSi se preko nekoliko specifiénih EPOL enzima (Stingele
i sur., 1996). Mehanizam polimerizacije ponavljaju¢ih gradevnih jedinica te konacna
proizvodnja EPOL-a u BMK i njihov transport van stanice nije sasvim razjasnjen. Visok

stupanj homologije izmedu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih mikroorganizama s obzirom na



sintezu ponavljaju¢ih gradevnih jedinica, znaci vrlo vjerojatno da sli¢ni mehanizmi djeluju u

stupnju polimerizacije EPOL-a i njihovog transporta izvan stanice (Laws i sur., 2001).
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Slika 1. Op¢i dijagram pretvorbe laktoze, galaktoze i glukoze u smjeru gikolize i sinteze
EPOL kod bakterija mlije¢ne kiseline (Welman i Maddox, 2003)

U sintezi heteropolisaharida sudjeluje nekoliko specificnih enzima: glikozil-1-fosfat
transferaza (primarna glikoziltransferaza) koja provodi prijenos prvog monomera (npr. UDP-
glukozu) na fosforilirani lipidni nosa¢, jedna ili viSe glikoziltransferaza koje sekvencijalno
dodaju nove monomere na rastucu ponavljajuu jedinicu, dodatni regulatorni proteini koji
sudjeluju u regulaciji epo/ gena, proteini koji provode membransku translokaciju

ponavljajucih jedinica i polimerizaciju/kontrolu duZine lanca (Broadbent i sur., 2003). Dodatni



enzimi iz centralnog metabolizma osiguravaju npr. glukoza-1-fosfat kao klju¢ni metabolit za
poCetak sinteze EPOL-a (Ramos i sur., 2001). Velika strukturna raznovrsnost EPOL-a je
posljedica bogatstva specificnih glikoziltransferaza koje formiraju glikozidne veze izmedu

donorskih i akceptorskih molekula.

2.3.3. Optimalni parametri i kinetika proizvodnje EPOL-a pomoc¢u BMK

Biosinteza i izlu¢ivanje EPOL-a s BMK odvija se tijekom razli¢itih faza rasta, a vrsta i
koli¢ina sintetiziranih EPOL-a ovisi o samom mikroorganizmu te uvjetima rasta
mikroorganizma. Koli¢ina EPOL-a sintetiziranih u BMK ovisi o sastavu hranjive podloge,
naroCito o ugljikovim i dusikovim spojevima. Takoder, koli¢ina EPOL-a ovisi o uvjetima
fermentacije: temperaturi, vremenu trajanja i pH vrijednosti. Sinteza intracelularnih EPOL-a s
pomocu razli¢itih BMK krece se izmedu 0,045 - 0,350 g/L u uvjetima koji nisu optimalni do
0,150 - 0,600 g/L u optimalnim uvjetima uzgoja.

Za sada postoje neuskladeni podaci o utjecaju fizikalnih parametara na biosintezu
EPOL-a. Vecina BMK sintetizira viSe EPOL-a na viSim temperaturama i u reguliranom pH
podrucju uzgoja. Ipak, brojni su literaturni navodi o povecanoj proizvodnji EPOL-a pri nizim
temperaturama. Optimalni pH za sintezu EPOL-a je oko 6,0. Sinteza EPOL-a veca je pri nizim
koncentracijama kisika, pa ¢ak i u anaerobnim uvjetima, dok povecana koncentracija kisika i

mijeSanje djeluju nepovoljno.

Termofilne vrste BMK optimalno rastu pri visSim temperaturama (od 37 - 45°C) i
znatno brze proizvode kiselinu nego mezofilne bakterije. Kod termofilnih BMK, sinteza
EPOL-a povezana je sa rastom bakterija jer je koli¢ina nastalih EPOL-a najveca pri uvjetima
optimalnim za rast. Mezofilni sojevi BMK sintetiziraju maksimalnu koli¢inu EPOL-a u
nepovoljnim uvjetima uzgoja. U termofilnih vrsta BMK, kod kojih je sinteza EPOL-a povezana
sa rastom bakterija, sinteza EPOL-a poCinje simultano s rastom i dostize svoj maksimum na
vrhu log faze i na pocetku stacionarne faze kao Sto je prikazano na slici 2 (Tortora i sur.,
2004). Nakon maksimalno postignute biosinteze EPOL-a slijedi smanjenje koli¢ine EPOL-a.
Nepreciznom odredivanju koli¢ine sintetiziranih EPOL-a svakako pridonosi i degradacija
EPOL-a koja se javlja kod produzene inkubacije. Uzrok tome vrlo vjerojatno je aktivnost
glikohidrolaze. S prolaskom vremena fermentacije, smanjenje koli¢ine EPOL-a ovisi 0 soju

bakterije te kemijskim i fizikalnim uvjetima.
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Slika 2. Faze rasta termofilnih bakterija (Tortora i sur., Pearson Education, Inc., publishing

as Benjamin Cummings, 2004)

2.3.4. Uloga egzopolisaharida

FizioloSka uloga egzopolisaharida ovisi o staniStu na kojem se mikroorganizmi nalaze,
a proizvodnja ovisi o razlicitim ekoloskim uvjetima kao Sto su temperatura, intezitet svjetla ili
tlak (Otero i Vincenzini, 2003; Dudman, 1977). EPOL imaju ulogu zastititi mikrobnu stanicu
od susenja, fagocitoze, antibiotika, osmotskog tlaka ili otrovnih tvari za stanicu (npr. metali
ioni, sumporni dioksid, etanol), stvarajuéi zastitni biofilm oko stanice. Biofilm je zajednica
mikroorganizama koji su ireverzibilno vezani na povrsinu, medufazu ili nesto drugo, koji su
uklopljeni u matriks ekstracelularne polimerne supstancije i koji pokazuju izmijenjeni fenotip
u odnosu na brzinu rasta i transkripciju gena (Donlan i Costerton, 2002). Uloge EPOL-a osim
formiranja biofilma su i prihva¢anje na povrsinu, a vaznu ulogu imaju pri adaptaciji bakterija
na razlicite fizikalne i kemijske uvjete u okolisu. Sloj EPOL-a koji okruzuje bakteriju posjeduje
velik sadrzaj vode Sto pridonosi zastiti same bakterije, a osim toga anionska priroda EPOL-a
omogucuje zadrzavanje bitnih minerala i nutrijenata (Donot i sur., 2012). Odredene bakterije
mogu biti otporne na surfaktante i antibiotike zbog utjecaja biofilma na biocide direktnom

inaktivacijom.

Fruktani kao jedna od vrsta egzopolisaharida sudjeluju u regulaciji stani¢nog stresa te

mehanizmima zastite i stabilizacije stani¢cne membrane kod biljaka.
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EPOL dekstran iz Leuc. mesenteroides stiti stanicu tijekom gladovanja u luznatoj i kiseloj
sredini (Kim i sur., 2000). Malo je vjerojatno da EPOL sluze i kao skladista hranjivih tvari s

obzirom da bakterije vec¢inom nemaju mogucnost razgradnje EPOL-a (Cerning, 1990).

Velika raznovrsnost polimera omogucuje razliCitu primjenu EPOL-a u industriji,
vec¢inom u prehrambenoj i farmaceutskoj. U prehrambenoj industriji EPOL se koriste kao
zgusnjivaci, emulgatori, stabilizatori, sredstva za inkapsulaciju, sredstva za sniZzavanje
sinergije zbog pseudoplasti¢nih reoloskih svojstava i kapaciteta vezanja vode i sl. Visoka
viskoznost i jedinstvena reoloska svojstva koja EPOL daju fermentiranom mlijeku, ¢ak i pri
vrlo niskim koncetracijama, cine EPOL potencijalno vaznim sastojcima prehrambenih
proizvoda. Njihova uporaba u prehrambenoj industriji je ograniena, prvenstveno zbog
visoke cijene izolacije iz medija. Ksantan je EPOL koji se najviSe koristi zbog dobrih reoloskih
karakteristika i relativno male cijene proizvodnje, a proizvodi se s pomocu visoko produktivne
bakterije Xanthomonas campestris. Medutim, ova bakterija nema GRAS status tj. nije
pogodna za primjenu u prehrambenoj industriji. Stoga ¢e u ovom radu biti detaljnije opisano
i dokazano da BMK, prehrambeno sigurni mikroorganizmi i vrste, imaju sposobnost
proizvodnje EPOL u veéim koli¢inama i imaju veliki potencijal za zamjenu biljnih EPOL-a te

ksantana koji se trenutno primjenjuju u prehrambenoj industriji.

Takoder, neki EPOL mogu pridonijeti ljudskom zdravlju. Dokazano je njihovo prebioticko,
antitumorno te imunostimulativno djelovanje kao i moguénost snizavanja kolesterola (De
Vuyst i Degeest, 1999).
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3. MATERIJALI I METODE RADA



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

U ovom radu koristeni su sojevi bakterija mlijecne kiseline, prikazani u tablici 2.
Navedeni sojevi su dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika,
enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (ZBMK).

Tablica 2. Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline koristeni u ovom radu

Bakterijski sojevi Oznaka soja

Lactobacillus helveticus M92
Lactobacillus brevis ZG1
Lactobacillus brevis SF9B
Lactobacillus brevis SF15B
Lactobacillus plantarum SF9C
Lactobacillus plantarum SF15C
Lactobacillus brevis D6
Enterococcus durans D8
Lactobacillus fermentum D12
Lactobacillus plantarum D13

3.1.2. Hranjive podloge

Tijekom rada koristene su hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline:

e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar sljedeceg sastava (g/l destilirane vode): pepton
10 g/L; mesni ekstrakt 10 g/L; kvascev ekstrakt 5 g/L; glukoza 20 g/L; Tween 80 1
g/L ; MgSO, - 7H,0O 0,1 g/L; MnSQO, - 7H,0 0,05 g/L; natrijev-acetat 5 g/L; agar 20
g/L. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15
min.

e MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

12



3.1.3. Kemikalije

e adar, ,Merck", Njemacka

e amonijev oksalat, ,Sigma-Aldrich”, SAD

e destilirana voda

e etanol (96%), ,Kemika", Hrvatska

e natrijev klorid, ,,Kemika", Hrvatska

e fruktoza, ,Merck", SAD

e galaktoza, ,Kemika", Hrvatska

e (glicerol, ,Alkaloid", Makedonija

e Kristal violet, ,Sigma-Aldrich”, SAD

e kvascev ekstrakt, ,Difco", SAD

e magnezijev sulfat, ,Alkaloid", Makedonija

e mesni ekstrakt, ,Biolife", Malazija,

e ,nuclease free" voda, ,Nalgene", SAD

e natrijev acetat, ,Kemika", Hrvatska

e natrijev klorid, ,,Kemika", Hrvatska

e octena kiselina 33% (v/v), ,J.T. Baker", Njemacka
e pepton, ,Biolife", Malazija

e saharoza, ,Kemika", Hrvatska

e trikloroctena kiselina, ,Fisher Scientific®, SAD
e Tween 80, ,Sigma", SAD

3.1.4. Aparatura i pribor

o analiticka vaga, ,Scaltec", Njemacka

e autoklav, ,Sutjeska®, Jugoslavija

e automatske pipete, ,Eppendorf*, SAD

e centrifuga s hladenjem J-21B, ,Beckman Coulter", Njemacka

e centrifuga Centric, , Tehtnica®, Slovenija

e centrifuga s hladenjem 5804R, , Eppendorf", SAD

e centrifuga s hladenjem 6K 15, ,Sigma", SAD

o (ita€ mikrotitarskih plocica BioTeK Synergy H1 Hybrid, ,BioTek Instruments Inc."
SAD



e Eppendorf kivete (1,512 ml)

e epruvete

¢ hladnjak, ,Gorenje", Slovenija

e Kkivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml, 500 ml

¢ liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH",
Njemacka

e magnetska mjesalica, ,IKA-Werke GmbH & Co", Njemacka

e mikrobioloske usice

o mikrotitarske plocice, ,Sarstedt”, Njemacka

e Petrijeve zdjelice

e pinceta

e Spektra/Por porozna membrana za dijalizu, ,Spectrum Laboratories", SAD

e stalci za Eppendorf kivete

e stalci za epruvete (15i 50 ml)

e termostat, ,Instrumentarija“, Hrvatska

e ultrazvucna kupelj ElImasonic S 60 H, ,ElIma", Njemacka

e UV/VIS spektrofotometar, ,Pharmacia Biotech", SAD

e vada, ,Sartorius", Njemacka

e vibro-mjesac EV-100, ,Kartell*, Italija

e zamrzivac (-80°C), ,New Brunswick Scientific*, SAD

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline ¢uvani su pri -80°C (New Brunswick Scientific, SAD)
u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15% (v/v) glicerola (Alkaloid, Makedonija). Dan
prije eksperimenta sojevi su inokulirani u svjezu hranjivu podlogu te inkubirani pri optimalnoj

temperaturi rasta (37°C), odnosno pri 30°C prilikom sinteze egzopolisaharida.
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3.2.2. Detekcija sojeva producenata egzopolisaharida (EPOL)

Prisutnost egzopolisaharida (EPOL-a) ispitana je kod raznovrsnih autohtonih vrsta
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) izoliranih iz razlicitih izvora, kao Sto su: fermentirano
mlijeko (L. helveticus M92), sviezi sir (L. brevis ZG1), kiseli kupus (L. brevis SF9B, L. brevis
SF15B, L. plantarum SFOC, L. plantarum SF15C) i dimljeni sir (L. brevis D6, E. durans D8, L.
fermentum D12, L. plantarum D13). Prema Cerning (1990) potencijalna prisutnost EPOL-a
ispitana je doticanjem kolonija poraslih preko no¢i na MRS agaru sterilnom mikrobioloskom
usSicom. Ukoliko prilikom doticanja kolonija dolazi do formiranja dugih rastezljivih niti, to je

pozitivna indikacija proizvodnje egzopolisaharida.

3.2.3. Uzgoj soja L. fermentum D12 i sinteza EPOL-a

Prekonoc¢na kultura soja L. fermentum D12 uzgojena je propagacijom u 400 ml
teku¢e MRS hranjive podloge suplementirane s 2% izvora ugljika (galaktoza, fruktoza) pri
30°C. Nakon inkubacije, suspenzije stanica i supernatanta odvojene su centrifugiranjem 15
min pri 7500 g (4°C).

Slika 3. Prikaz porasle kulture L. fermentum D12 nakon dvodnevne inkubacije pri 30°C u
400 ml MRS bujona uz dodatak razlicitih izvora ugljika (2% w/v fruktoze, galaktoze)
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3.2.4. Izolacija i prociSscavanje egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica
(EPOL-b) i egzopolisaharida otpustenih u medij (EPOL-r)

Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrSinu stanica i onih otpustenih u medij,

prilagodena je prema Tallon i sur. (2003) te Toba i sur. (1991).

vav 7

3.2.4.1. Izolacija i prociscavanje egzopolisaharida otpustenih u medij (EPOL-r)

Supernatant dobiven centrifugiranjem tretiran je trikloroctenom kiselinom (Fisher
Scientific, SAD) u konacnoj koncentraciji 20%, te inkubiran 2 sata na 4°C uz lagano
mijeSanje na magnetnoj mijeSalici (New Brunswick Scientific, SAD). Nakon inkubacije
provedeno je centrifugiranje 45 min pri 8000 g (4°C) s ciliem uklanjanja istaloZenih proteina.
Dobiveni supernatant tretiran je dodatkom Cetiri volumena hladnog etanola (95%) s ciljem
uklanjanja lipida, te inkubiran tijekom noéi na -20°C pri ¢emu dolazi do poticanja taloZenja
egzopolisaharida. Nakon prekonoc¢ne inkubacije, supernatant je centrifugiran 30 minuta pri
6000 g (4°C) nakon cega je dobiveni talog resuspendiran u 2 ml destilirane vode. Provedena
je dijaliza suspenzije EPOL-a otopljenog u destiliranoj vodi u Spectra/Por membrani (10-14
kDa) (Spectrum Laboratories, SAD) 1 dan uz Cetiri promjene 0,1 M otopine NaCl-a i tijekom 2
dana uz Ceste promijene dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize uzorak je
liofiliziran u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH".

g ~
. o \ —

Slika 4. Prikaz dijalize suspenzije egzopolisaharida otopljene u destiliranoj vodi, izoliranih iz

supernatanta prekonoéne kulture L. fermentum D12 uzgojene u MRS podlozi uz dodatak

razlicitih izvora ugljika (2% w/v fruktoze, galaktoze)

16



vav s

3.2.4.2. Izolacija i procis¢avanje egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica
(EPOL-b)

Talog dobiven centrifugiranjem suspenzije stanica resuspendiran je u 250 ml sterilne
fizioloSke otopine nakon cega je provedeno centrifugiranje 30 min pri 6000 o/min (4°C).
Dobiveni talog resuspendiran je u 50 ml sterilnog 1M NaCl-a. S ciljem odvajanja potencijalnih
EPOL-a vezanih na povrsSinu stanica, suspenzija je sonificirana 1 min pri 550 W (20°C) u
ultrazvucnoj kupelji EImasonic S 60 H, ,ElIma". Netopljivi stanicni materijali uklonjeni su
centrifugiranjem 30 min pri 6000 g (4°C). Egzopolisaharidi iz supernatanta istalozeni su
dodatkom cCetiri volumena hladnog etanola, nakon ¢ega je uslijedila prekonoéna inkubacija
pri 4°C. Nakon centrifugiranja, 30 min pri 6000 g (4°C), talog je resuspendiran u 2 ml
destilirane vode. Provedena je dijaliza suspenzije EPOL-a otopljenog u destiliranoj vodi u
Spectra/Por membrani (10-14 kDa) (Spectrum Laboratories, SAD) 1 dan uz Cetiri promjene

0,1 M otopine NaCl-a i tijekom 2 dana uz Ceste promjene dijalizata odnosno destilirane vode.

Nakon dijalize uzorak je liofiliziran u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen GmbH".

Slika 5. Prikaz dijalize suspenzije egzopolisaharida otopljene u destiliranoj vodi, izoliranih s
povrsine stanica prekonoéne kulture L. fermentum D12 uzgojene u MRS podlozi uz dodatak
razlicitih izvora ugljika (2% w/v fruktoze, galaktoze)
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3.2.5. Odredivanje mase proizvedenih egzopolisaharida i odredivanje Cistoce
UV/VIS spektrofotometrijom

Nakon liofilizacije egzopolisaharida izoliranih s povrSine stanica i iz supernatanta,
izraCunata je masa egzoplisaharida proizvedenih prilikom uzgoja u MRS hranjivoj podlozi

suplementiranoj sa razlicitim izvorima ugljika (2% w/v fruktoza, galaktoza).

S ciljem provjere prisutnosti proteina, pripremljena je koncentracija svakog uzorka u
konacnoj koncentraciji od 1 mg/mL. Uzorci su centrifugirani 10 min pri 13 000 o/min, a
supernatant je razrijeden 3 puta s ,nuclase free" vodom. Razrijedenim uzorcima izmjerena je
apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru (Pharmacia Biotech, SAD) pri valnim duljinama od

190 do 350 nm, pri cemu je kao slijepa proba koristena samo ,,nuclase free" voda.

3.2.6. Detekcija formiranja biofilma soja Lactobacillus fermentum D12

Prekono¢na kultura soja L. fermentum D12 razrijedena je u MRS tekucoj hranjivoj
podlozi u omjeru 1:10 i 1:20, nakon cega je izmjerena apsorbancija na CitaCu mikrotitarskih
plocica BioTeK Synergy H1 Hybrid (BioTek Instruments Inc., SAD) pri 600 nm (MRS bujon je
koristen kao slijepa proba). Iz dobivenih rezultata izracunato je razrjedenje koje odgovara
apsorbanciji od 0,013 odnosno koncentraciji bakterija od 10® CFU/ml. 200 uL pripremljene
otopine koncentracije 10° CFU/ml, odnosno apsorbancije od 0,013, naneseno je u jaZice dvije
mikrotitarske ploice u 8 paralela, te je kao kontrola koriSten MRS bujon. Pratio se indeks
formiranja biofilma tijekom 1 i 2 dana, tako da je jedna mikrotitarska plocica inkubirana 24 h,
a druga tijekom 48 h pri 30°C. Nakon 24 sata izmjerena je apsorbancija bakterija jedne
mikrotitarske plocice pri 590 nm, nakon ¢ega je medij s planktonskim bakterijama, odnosno s
bakterijama koje nisu vezane na povrsinu, zajedno s MRS bujonom uklonjen s mikrotitarske
plocice. Jazice su isprane tri puta s 300 pL fizioloSke otopine. Mikrotitarska plocica je zatim
inkubirana tijekom 1 h pri 60°C, s ciliem dodatnog pri¢vrscivanja adheziranih bakterija na
povrsinu jazica. Adhezirane stanice su zatim obojane dodatkom 250 plL otopine kristal violeta
(1,5%) (Sigma-Aldrich, SAD) otopljenog u etanolu i destiliranoj vodi (1:5) uz dodatak
amonijevog oksalata (0,8% m/v) (Sigma-Aldrich, SAD) u svaku jazicu, te je plocica
ostavljena u mraku tijekom 15 min. Otopina kristal violeta (1,5%) uklonjena je ispiranjem
destiliranom vodom, a ploCica je ostavljena okrenuta naopacke, preko noéi na sobnoj

temperaturi. Dodatkom 300 pL octene kiseline (33%) (J.T. Baker, Njemacka) dolazi do
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uklanjanja kristal violeta (1,5%) koji se vezao na adhezirane stanice, a intezitet obojenja

nakon inkubacije od 15 min u mraku je izmjeren pri 570 nm.

Indeks biofilma je izracunat prema dolje navedenoj formuli:

Apsorbancija biofilma (570 nm) — Apsorbancija slijepe probe (570 nim)

biofilm index =
lofilm index Apsorbancija bakterija (590 nm) — Apsorbancija slijepe probe (590 nm)
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. Detekcija sojeva producenata egzopolisaharida (EPOL)

Tijekom proteklih 30 godina provedena su mnoga istrazivanja o mogucnostima
sinteze EPOL-a pomocu mikroorganizama. BMK, koje ukljucuju bakterije iz rodova
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus i Streptococcus, sintetiziraju brojne vrste
homopolisaharida (glukana i fruktana) i heteropolisaharida, razliCite molekulske mase,
topljivosti i stupnja razgranjenja. Sposobnost mikroorganizama da sintetiziraju EPOL-e
otvara mogucnost njihove viSestruke potencijalne primjene u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Prehrambena industrija koristi polisaharide iz biljaka i morskih trava zbog njihovih
svojstava zgusnjavanja i geliranja, ali potraznja daleko nadmasuje proizvodnju. Razina
proizvodnje EPOL-a kod BMK je relativno niska (40-800 mg/L) u usporedbi sa ksantanskom
gumom (10-25 g/L) koju proizvodi X. campestris. BMK su opceprihvacene kao sigurne za
prehranu, a EPOL izolirani iz BMK pruzaju alternativni izvor za primjenu u industriji.

Ispitivanjem potencijalne sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida (EPOL-a) prema
Cerning (1990), jedini soj koji je dao pozitivan rezultat, odnosno kod kojeg je doslo do
formiranja dugih rastezljivih niti prilikom doticanja kolonija sterilnom mikrobioloskom usicom
bio je soj L. fermentum D12. Prikaz pozitivnog rezultata, odnosno sluzavih rastezljivih niti
kolonija soja D12 prikazan je na slici 6.

Slika 6. Prikaz sluzavih, rastezljivih kolonija soja Lactobacillus fermentum D12
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4.2. Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica (EPOL-b) i
egzopolisaharida otpustenih u medij (EPOL-r)

Liofilizacija ili suSenje proizvoda u zamrznutom obliku je postupak susenja kojim se
tekuéi dio materijala odvodi sublimacijom. Proces se sastoji od dvije faze: zamrzavanja
materijala u tankom sloju pri temperaturi od -15°C do -70°C i suSenja zamrznutog materijala
u vakuumu pri niskim temperaturama (sublimacija) (Sugkovi¢, 2009).

Liofilizacijom (engl. ,freeze-drying') se izbjegava denaturacija uzrokovana
zagrijavanjem proizvoda na nacin da ga se odrZzava u zamrznutom obliku tijekom postupka
suSenja. Prednosti postupaka liofilizacije ukljuuju redukciju kontaminacije, minimalno
ostecenje i gubitak aktivnosti kod termolabilnih materijala, brzinu i cjelovitost rehidracije,
mogucnost tocnog i sterilnog doziranja konacnih proizvoda u spremnike itd. (Snowman,
1988). Obzirom na veliku osjetljivost prema dehidraciji, kao i znacaj BMK u prehrambenoj
industriji, liofilizacija je preporucljiva metoda susenja ovih bakterija, unato¢ dugom vremenu
susenja, velikom utrosku energije i skupoj opremi koja liofilizaciju kao metodu susenja
opravdava samo ako se proizvode pripravci velike vrijednosti i kvalitete. Nakon liofilizacije
dobiven je uzorak nalik pamuku (fluffy, white, cotton-like) (slika 7).

Slika 7. Prikaz uzoraka egzopolisaharida dobivenih nakon liofilizacije
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4.3. Odredivanje mase proizvedenih egzopolisaharida i odredivanje Cistoce UV-

spektrofotometrijom

Nakon liofilizacije egzopolisaharida otpustenih u medij i vezanih za povrsinuy,
izraCunata je masa egzoplisaharida proizvedenih prilikom uzgoja u MRS hranjivoj podlozi
suplementiranoj s razli¢itim izvorima ugljika (2% w/v fruktoza, galaktoza). Rezultati su

prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Prikaz mase proizvedenih egzopolisaharida prilikom uzgoja u MRS hranjivoj
podlozi suplementiranoj s razli¢itim izvorima ugljika (fruktoza - Fru, galaktoza - Gal) koji se

nalaze na povrsini stanica (oznaka P) i onih otpustenih u medij (oznaka S) izracunata nakon

Uzorak MepoL

procesa liofilizacije

FruP 0,6 mg
GalP 0,7 mg
FruS 77,6 mg
Gals 66,3 mg

Kako bi se provjerila prisutnost proteina, pripremljene su otopine svih uzoraka u
konacnoj koncentraciji od 1 mg/mL. Provedeno je centrifugiranje uzoraka kroz 10 min pri 13
000 o/min. Supernatan je razrijeden 3 puta s ,nuclase free" vodom. Razrijedenim uzorcima
izmjerena je apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru (Pharmacia Biotech, SAD) pri valnim

duljinama od 190 do 350 nm, pri ¢emu je kao slijepa proba koriStena samo ,nuclase free"

voda.
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Slika 8. Prikaz izmjerene apsorbancije pomocu UV-spektrofotometra, pri valnim duljinama
od 190 do 350 nm, uzoraka egzopolisaharida izoliranih s povrsine stanica tijekom uzgoja soja
L. fermentum D12 u MRS hranjivoj podlozi suplementiranoj s razliCitim izvorima ugljika;

a) fruktoza - Fru, b) galaktoza - Ga

a) 150 210 230 250 270 290 310 330 350
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Slika 9. Prikaz izmjerene apsorbancije pomocu UV-spektrofotometra, pri valnim duljinama
od 190 do 350 nm, uzoraka egzopolisaharida izoliranih iz medija tijekom uzgoja L.
fermentum D12 u MRS hranjivoj podlozi suplementiranoj s razliCitim izvorima ugljika;

a) fruktoza — Fru, b) galaktoza - Gal
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Odredivanjem Cistoce, mjerenjem UV-spektrofotometrije, vidljiva je prisutnost proteina
(,peak" od oko 260 nm) kod uzoraka egzopolisaharida izoliranih s povrsine stanica i kod onih
otpustenih u medij. Kod uzoraka izoliranih s povrSine stanica, koncentracija proteina je puno

veca, u odnosu na one izolirane iz medija.

4.4. Detekcija formiranja biofilma

Prekretnicu u proucavanju biofilma predstavlja 1978. godina, kada su Costerton i
suradnici prvi put definirali biofilm i postavili teoriju 0 mehanizmima uklju¢enim u njegovo
formiranje. Biofilm su definirali kao strukturnu zajednicu celija mikroorganizama koji su
vezani za inertne, zive povrsine ili medufazu i uklopljeni u polimerni matriks (ekstracelularnu
supstancu) koji same stvaraju (Costerton i sur., 1978). Isti autori su dopunili definiciju 2002.
godine Cinjenicom da mikroorganizmi koji rastu u biofilmu pokazuju izmijenjeni fenotip s
aspekta brzine rasta i transkripcije gena, u odnosu na iste koji rastu u suspenziji (Donlan i
Costerton, 2002).

Indeks biofilma mikrotitarske plocCice koja je bila na inkubaciji 1 dan izraunat je

prema ranije navedenoj formuli.
Indeks biofilma mikrotitarske plocCice koja je bila na inkubaciji 1 dan

0,07375 — 0,06088
1,6959 — 0,3358

biofilmindex =

biofilm indeks = 9,4625 - 10

24



5. ZAKLJUCCI



Na osnovi provedenih eksperimenata i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Prema Cerning (1990) dokazana je potencijalna sposobnost proizvodnje

egzopolisaharida kod soja bakterije mlijecne kiseline L. fermentum D12.

2. Nakon procesa liofilizacije masa proizvedenih egzopolisaharida prilikom uzgoja u MRS
hranjivoj podlozi suplementiranoj s razlicitim izvorima ugljika (2% w/v fruktoza,
galaktoza) koji su otpusteni u medij bila je ve¢a od onih koji se nalaze na povrsini

stanica.

3. Odredivanjem Cdisto¢e, mjerenjem UV-spektrofotometrije, vidljiva je prisutnost
proteina kod uzoraka egzopolisaharida izoliranih s povrSine stanica i kod onih
otpustenih u medij. Kod uzoraka izoliranih s povrsine stanica, koncentracija proteina

je puno veda, u odnosu na one izolirane iz medija.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

ime i prezime studenta



