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1 UVOD

Bakterije mlijene kiseline zbog probiotickog djelovanja jos od davnina imaju vaznu ulogu u
Zivom organizmu. Istaknule su se zahvaljujuéi brojnim pozitivnim ucincima koji su na kraju
rezultirali poboljSanim zdravljem domacina. Poznato je da odredene vrste bakterija mlijecne
kiseline (BMK) imaju sposobnost sinteze egzopolisaharida koji se izluCuju izvan stanice u
obliku biofilma ili u kapsularnom obliku. Ovisno o vrsti monosaharidne jedinice koja gradi
mikrobni biopolimer, provedena je klasifikacija na homopolisaharide i heteropolisaharide.
Posto ekstracelularni polisaharidi ¢esto pronalaze primjenu u raznim industrijama kao Sto su
prehrambena, kemijska i farmaceutska industrija, provedena su mnoga istrazivanja koja su
potvrdila njihov moguci probioticki ucinak. Da bi se odredena bakterijska kultura mogla
nazvati probiotickim proizvodom, potrebno je zadovoljiti niz kriterija. Neki od tih kriterija
ispitivani su u ovome radu na nacin da je pracen utjecaj koncentracije egzopolisaharida na
prezivljavanje stanica tijekom njihovog izlaganja razli¢itim uvjetima. Jedan od takvih uvjeta
odnosio se na prezivljavanje stanica nakon provedene liofilizacije u stresnim uvjetima. Da bi
BMK dosla do cilianog mjesta djelovanja, potreban je njezin uspjeSan prolazak kroz
gastrointestinalni trakt bududi je poznato da Zelucane sokove karakterizira izrazito niska pH
vrijednost. Osim toga, vazno je istaknuti kako je za probioticku aktivnost potrebno vezanje
bakterijske kulture na stanice crijevnog epitela te na proteine sluznice kao Sto je to mucin.
Posto su egzopolisaharidi poznati po svojoj mogucoj antitumorskoj aktivnosti, ispitivao se i
njihov ucinak u adheziji na Caco-2 stanice. Ovim provedenim eksperimentima Zeljelo se
istraziti pruzaju li sintetizirani egzopolisaharidi protektivni ucinak stanici te kakva su im

adhezijska svojstva.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Probiotici i bakterije mlijecne kiseline

Vaznu ulogu u ljudskom i Zivotinjskom organizmu imaju probiotici kao ,dobre bakterije”.
Latinsko podrijetlo rijeCi probiotik oznacava da se radi o neCemu Sto nam je potrebno za
Zivot. Pod pojmom probiotik podrazumijeva se niz zivih i korisnih mikroorganizama kojima je
cili pozitivno djelovati na domacina, odnosno poboljSati svojstva autohtone mikroflore
probavnog sustava domacina (Suskovi¢, 1996). Da bi se neka kultura Zivih stanica smatrala

probiotikom, moraju biti zadovoljena odredena svojstva.

Kriteriji se mogu podijeliti u opce, tehnoloske i funkcionalne. Opdi kriteriji podrazumijevaju
poznavanje, odnosno to¢nu taksonomsku identifikaciju odabranog mikroorganizma pri ¢emu
on ne smije iskazivati toksi¢nost, a nuzna je njegova otpornost prema niskim pH
vrijednostima i zucnim kiselinama kako bi mogao prezivljavati u gastrointestinalnom traktu.
Osim toga, vazno je da takav mikroorganizam bude geneticki stabilan i da bude humanog
podrijetla ukoliko se koristi u ¢ovjekovu svrhu. Tehnoloski kriteriji obuhvacaju svojstva kao
Sto su brzo i lako razmnozavanje, izdvajanje te preZivljavanje tijekom samog cuvanja
probiotika. Takoder, mora biti zadovoljen uvjet da postoji velik broj zivih bakterijskih stanica
u konacnom probiotickom proizvodu. Odabrani probioticki sojevi moraju iskazivati prilagodbu
na uvjete i prezivljavanje u ciljanom mjestu organizma, moraju imati moguénost vezanja na
stanice crijevnog epitela i pri tome eliminirati sve patogene mikroorganizme. Istovremeno, u
mogucnosti su konkurirati bakterijama normalne mikroflore. Navedene znacajke pripadaju

funkcionalnim kriterijima za izbor probiotickog soja.

Kao sto je vec poznato, crijevna mikroflora ima vaznu ulogu u sprjeavanju naseljavanja
patogenih mikroorganizama i njihovog Stetnog djelovanja. Upravo iz tog razloga, vazno je
osigurati njezinu stabilnost i ravnotezu. Ukoliko je crijevna mikroflora uniStena, probiotici
preuzimaju funkciju prirodne flore s ciljem njezine obnove. Narusavanje stabilnosti crijevne
mikroflore moze biti potaknutno endogenim i egzogenim ¢imbenicima. Endogeni ¢imbenici,
koji su uzrok poremecaja u crijevima, vezani su uz probavljivost hranjivih tvari, vrstu hrane,
dijareju te uz pH vrijednost i redoks potencijal. Drugu skupinu ¢imbenika ¢ine poremecaji
uzrokovani stresom, starenjem, operacijskim zahvatima te oslabjelim imunoloskim sustavom.
Takoder, ovdje pripada i antibioticka terapija koja je na neki nacin i potaknula istrazivanje i

razvoj probiotika.



Probioticki proizvodi se mogu Kklasificirati kao bioterapeutici i probioticke kulture
(Sleator i Hill, 2008). Bioterapeutici su zapravo proizvodi Cija je svrha prevencija bolesti, a
probioticke kulture se odnose na proizvode koji promoviraju zdravlje (funkcionalna hrana i

dodaci hrani).

Upotreba pojma probiotik najées¢e podrazumijeva koriStenje bakterija mlijeCne kiseline
(BMK) u koje spada oko 50 razli¢itih vrsta bakterija klasificirane u rodove Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Bifidobacterium itd.
Prirodno su prisutne u probavnom traktu zdravih ljudi i Zivotinja, stoga nose vaznu
metabolicku ulogu. Osim toga, provode biotehnoloske procese kao Sto su proizvodnja
razlicitih mlijecnih proizvoda te konzerviranje hrane pri cemu doprinose samoj teksturi, okusu
i nutritivnoj vrijednosti dobivenih proizvoda. Leroy i sur. (2004) navode da BMK, osim Sto
produciraju mlije¢nu kiselinu, mogu producirati i octenu kiselinu, etanol, bakteriocine,
egzopolisaharide te sastojke arome. BMK pripadaju Gram pozitivnim, nesporuliraju¢im,
mezofilnim bakterijama koje nemaju citokroma, katalaza su negativne i rastu iskljucivo na
kompleksnim hranjivim podlogama (Suskovi¢ i sur., 2010). Mogu se podijeliti s obzirom na
dobiveni proizvod razgradnje izvora ugljika (heksoze). Homofermentativne bakterije provode
razgradnju Secera biosintetskim putem glikolize, pri ¢emu se kao konacni produkt
fermentacije u najvecoj koncentraciji dobiva mlijecna kiselina. Poznato je da se u procesu
glikolize razgradnjom Secera dobiva piruvat koji se dalje u anaerobnim uvjetima prevodi u
laktat djelovanjem enzima laktat dehidrogenaze. Suprotno njima, heterofermentativne
bakterije, pentoza fosfatnim putem, uz mlije¢nu kiselinu produciraju i etanol, octenu kiselinu
te ugljikov dioksid (John i sur., 2007).

Probioticka aktivnost bakterija mlijecne kiseline uvelike ovisi o uvjetima koji prevladavaju
unutar gastrointestinalnog trakta. Njihovu sposobnost prezivljavanja onemogucuje niski pH
Zeluca, zucne soli, lizozim, pepsin te enzimi gusterace. BMK imaju nekoliko mehanizama
djelovanja u cilju poboljSanja zdravlja domacina. Jedan od nacina djelovanja jest da
inhibiraju rast mikroorganizama koji nisu pozeljni u gastrointestinalnom traktu pri ¢emu
mogu konkurirati za mjesto vezanja, za hranjive tvari ili mogu imati antagonisticko
djelovanje. Osim toga, imaju sposobnost modifikacije metaboli¢kih procesa u probavnom
sustavu koja se postize djelovanjem na enzimsku aktivnost (Suskovi¢ i sur., 1998). U
mogucnosti su, ili smanjiti enzimsku aktivnost onih enzima koji poti¢u pojavu kancerogenih
procesa, ili povecati enzimsku aktivnost nekih enzima koji su poZeljni u probavnom sustavu.
Posljednji nacin kojim bakterije mlije¢ne kiseline iskazuju svoje probioticko djelovanje je da

stimuliraju imunoloski sustav domacina. PoboljSanje imuno sustava postize se poveéanjem
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koncentracije protutijela te pove¢anjem makrofagne aktivnososti. Lemme-Dumit i sur. (2016)
u svom radu opisuju istrazivanje koje se baziralo na intestinalnim epitelnim stanicama za
koje se zna da su vazne za imunolodki odgovor. Stovide, isti¢u i vaznost makrofaga Cija je

sposobnost razgradnja Stetnih tvari i njihovo uklanjanje iz organizma.

2.2 Polisaharidi

Polisaharidi su molekule sastavljene od velikog broja monosaharidnih jedinica koje su
medusobno povezane glikozidnim vezama. Dijele se na kapsularne polisaharide,
lipopolisaharide i egzopolisaharide. Osim Sto polisaharidi imaju vaznu ulogu u skladistenju
energije, omogucuju i komunikaciju izmedu stanica te pruzaju potporu stanicama i tkivima.
BMK su u mogucnosti producirati polisaharide te se dijele na intracelularne i ekstracelularne,
odnosno egzopolisaharide. Intracelularni polisaharidi se izluCuju unutar stanice te imaju
vaznu ulogu u opskrbi stanice energijom u obliku Skroba ili glikogena. Ekstracelularni
polisaharidi se sintetiziraju u mikrobnim stanicama te imaju sposobnost izlucivanja izvan
stanice u kapsularnom obliku ili u obliku biofilma (Suresh Kumar i sur., 2007). Za razliku od
oblika biofilma, kapsularni oblik predstavlja vezanje polisaharida na povrsinu stanice ¢vrstom

kovalentnom vezom.

2.3 Mikrobni egzopolisaharidi

Posljednjih godina mikrobni egzopolisaharidi (EPS) predstavljaju vrlo istraZivane biopolimere
radi niza prednosti primjene u podrucjima kao Sto su prehrambena i farmaceutska industrija
te medicina. Upravo je GRAS (Generally Recognized As Safe) status, kojeg posjeduju BMK,
omogudéio razvoj i istrazivanje tih bakterija kao potencijalnih sojeva producenta
egzopolisaharida. Egzopolisaharidi tako mogu biti producirani od strane prokariota i eukariota
(npr. Gram pozitivne i Gram negativne bakterije, alge, gljive, biljke, Zivotinje...), no medutim
samo neke vrste BMK mogu biti njihovi producenti. Koli¢ina egzopolisaharida koja se moze
sintetizirati ovisi o nekoliko ¢imbenika. Prije svega ovisi 0 soju producentu i uvjetima rasta,
sastavu medija (izvori dusika i ugljika), pH vrijednosti, temperaturi, koncentraciji kisika te

vremenu trajanja inkubacije (Gerwig, 2018).

EPS su gradeni od ponavljajucih jedinica Secera kao Sto su glukoza, galaktoza i ramnoza te
njihovih derivata pri ¢emu su povezani a- i B-glikozidnom vezom. To su dugolancane,
vodotopljive molekule c¢ija molekulska masa iznosi oko 10-1000 kDa (Patel i sur., 2010).
Mogu se nadi u lineranom, ali i razgranatom obliku te imaju mogucnost izlucivanja u prostor

kao slobodni egzopolisaharidi (fEPS).



Kapsularni egzopolisaharidi (cEPS), kao Sto sama rije¢ govori, formiraju kapsulu vezanjem na
povrsinu bakterijske stanice kovalentom vezom. Osim Sto egzopolisaharidi mogu biti
povezani medusobno, mogu stupati u interakciju s drugim molekulama kao Sto su proteini,

lipidi, organski i anorganski spojevi.
24 Podjela mikrobnih egzopolisaharida

Razlika u vrsti monosaharidne jedinice kao gradivnog dijela egzopolisaharida, te u samom
naCinu biosinteze, omogucuje klasifikaciju na homopolisaharide (HoPS) i na
heteropolisaharide (HePS) (Welman i Maddox, 2003) (slika 1, Oleky i Klewicka, 2016).

2.4.1 Homopolisaharidi

Homopolisaharidi se mogu definirati kao polimeri iskljucivo jedne vrste jednostavnih Secera,
ili glukoze ili fruktoze, pa ih se prema tome dijeli na glukane i fruktane. Neki od rodova
bakterija koji pripadaju homopolisaharidima su Weissella, Leuconostoc, Oenococcus,
Lactobacillus i Streptococcus. Mogu biti velike molekulske mase (vece od HePS), razlicite
duljine lanaca i nacina povezivanja te razliCitog stupnja grananja (Oleksy i Klewicka, 2016).
Biosintetski put im je vrlo sloZen te se odvija ekstracelularno pomocu samo jednog enzima za
kojeg kodira samo jedan gen. Supstrat za sintezu je saharoza, a enzim koji katalizira reakciju
hidrolize je glikan sukraza. Ovisno o tome Zelimo li kao produkt reakcije dobiti glukan ili
fruktan, koriste se enzimi transglukozidaza ili transfruktozidaza. o-D-glukanima pripadaju
dekstran, mutan i reuteran, a fruktanima levan i inulin Cija ¢e vaznost biti malo detaljnije

opisana.
o DEKSTRAN

Dekstran je jedan od razgranatih homopolisaharida koji nalazi Siroku primjenu u medicini,
prehrambenoj,  farmaceutskoj i  kemijskoj  industriji.  KoriStena vrsta  BMK
(Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc amelibiosum, Lactobacillus curvatus itd.) ¢e u
sintezi dekstrana utjecati na njegova svojstva, a time i na primjenu u razli¢itim podrucjima
Zivota. Takoder, na primjenu ¢e utjecati i oblik u kojem se nalazi. Moze se koristiti u svom
izvornom obliku, razgradenom obliku ili u obliku derivata. Dok se u prehrambenoj industriji
moZze koristiti kao sredstvo za zgusnjavanje, u medicini ima suprotni ucinak, odnosno djeluje
kao antikoagulans (sredstvo za sprjecavanje zgrusavanja krvi) u formi dekstran sulfata.
Omogucuje bolji protok krvi i ima antitrombotsku aktivnost (Saadat i sur., 2019). Takoder,
koristi se u kapljicama za oci (kao lubrikant), u infuzijskoj otopini te u lije¢enju anemije kod



ljudi i Zivotinja. Dekstran i njegovi derivati mogu se pronaci u kozmeti¢kim proizvodima radi
pozeljnog hidratacijskog ucinka na kosu i kozu. Ima anti-age ucinak te dobra svojstva u
tretiranju grube i ispucale koze. Sto se tice njegove upotrebe u kemijskoj industriji, koristi se
kao matriks u kromatografskim kolonama (Sephadex). U prehrambenoj industriji isti¢e se kao
poboljsivac teksture, mekoce i volumena pekarskih proizvoda te kao aditiv u sladoledu i
slatkiSima (Bhavani i Nisha, 2010). UnatoC brojnim pozitivnim ucdincima dekstrana, postoje i
oni koji bi mogli djelovati nepovoljno. Npr. prisutan je u formiranju zubnog plaka jer upravo
netopljivi dekstran pogoduje prianjanju bakterija na zubima. MoZe biti Stetan za dijabeticare
te postoji opasnost od zatajenja bubrega. Postoji moguénost kvarenja kod suhomesnatih
proizvoda i u proizvodnji ruma (Kothari i sur., 2014). Ipak, do nepovoljnih ucinaka dolazi

puno rjede pa tako dekstran i dalje ostaje Cesto koriSten homopolisaharid.
. MUTAN

Glukozne jedinice, koje izgraduju mutan, povezane su u vecini sluajeva a-1,3 glikozidnom
vezom te se tada nalazi u obliku ne topljivom u vodi (Wiater i sur., 2002). Pobocni lanci Cesto
su vezani o-1,6 glikozidnim vezama koje su uzrok ljepljive strukture tih egzopolisaharida.
NajceS¢e ga producira Streptococcus mutans pa od tud i ime dobivenog homopolisaharida.

Mutan je poznati uzrocnik zubnog karijesa.
. REUTERAN

Vodotopljivi glukan svoju primjenu pronalazi u pekarskoj industriji. Proizvode ga sojevi
Lactobacillus, a monosaharidne jedinice medusobno su povezane o-1,4 i a-1,6 glikozidnim
vezama. Reuteran se zajedno s dekstranom koristi u proizvodnji kiselih tijesta koja danas
imaju niz prednosti u proizvodnji pekarskih proizvoda, na primjer poboljSavanje reoloskih
svojstava, povecanje volumena, pojaCavanje arome te duzi vijek svjeZine kruha (Galle i sur.,
2011).

o LEVAN

Levan pripada razgranatim homopolisaharidima te se sastoji od D-fruktozilnih jedinica
medusobno povezanih B-2,6 glikozidnom vezom. Na mjestima grananja moze se pronaci
B-2,1 glikozidna veza (Mishra i Jha, 2013). NajceSce bakterijske vrste koje sintetiziraju levan
su Lactobacillus reuteri i Lactobacillus sanfranciscensis. Kao i ve¢ina prethodno navedenih

egzopolisaharida, levan se koristi u kemijskoj industriji, farmaceutskoj industriji te u



kozmetici. Takoder, dodatak je hrani za Zivotinje i ¢ovjeka pa ima vaznu prebioticku funkciju.

Potpomaze rast bifidobakterija u probavnom traktu Sto onda ima povoljni zdravstveni ucinak.

o INULIN

Inulinski tipovi takoder pripadaju fruktanima kao i levan, medutim suprotne su strukture.
Glikozidne veze koje su bile na mjestima grananja u levanu sada se nalaze kod inulinskih
tipova u glavhom lancu. Za proizvodnju ovog egzopolisaharida odgovoran je enzim inulin
sukraza. Primjenu je pronasao u prehrambenoj industriji kao zamjena za masnocu i Seéer te
kao poboljSiva¢ teksture namirnica. Osim toga, ima sposobnost geliranja te prebitoticku
vaznost u ljudskom i animalnom zivotu (Shoaib i sur., 2016). Posjeduje funkciju dijetalnih
vlakna jer olak$ava rieSavanje problema konstipacije. Stovide, njegova primjena smanjuje

rizik od obolijevanja crijeva pa tako i raka debelog crijeva.
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2.4.2 Heteropolisaharidi

Heteropolisaharidi su druga vrsta ekstracelularnih polisaharida koji se sastoje od mogucih
ponavljajucih jedinica D-glukoze, D-galaktoze, fruktoze ili L-ramnoze, no mogu se sastojati i
od nekih drugih molekula koje nisu Seéeri (Ruas-Madiedo i sur., 2001). Strukturna raznolikost
heteropolisaharida postoji radi razliCite vrste i broja monosaharida (3-8 razliCitih ostataka),
razli¢itih veza izmedu monomera te mogucnosti sinteze linearnih i razgranatih biopolimera.
Upravo njihova slozena grada, manja molekulska masa i unutarstani¢na biosinteza
predstavljaju klju¢ne razlike u odnosu na homopolisaharide. Takoder, ovdje postoji nekoliko
vrsta enzima koji su odgovorni za prevodenje supstrata (aktivirani Secer) u konacni produkt,
dok je u biosintezi HoPS-a klju¢nu ulogu imao samo jedan enzim. Sinteza jest puno sloZenija
te zapocinje transportom Secera u citoplazmu koji je reguliran s nekoliko proteina. Zatim se
odvija sinteza Secera pri cemu je na prvom ugljikovom atomu vezana fosfatna grupa. Nakon
toga dolazi do povezivanja gradevnih jedinica, odnosno polimerizacije, a zavrsni korak je
vracanje takvog dobivenog produkta iz citoplazme u ekstracelularni prostor. BMK koje imaju
sposobnost sinteze ovih polisaharida pripadaju rodovima Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus te Bifidobacterium (Lynch i sur., 2018). Heteropolisaharidima pripadaju

ksantan guma, gelan guma i kefiran o kojima ¢e detaljnije biti rije¢ u nastavku.
o KSANTAN GUMA

Ksantan guma predstavlja visokomolekularni mikrobni polisaharid dobiven fermentacijom
glukoze i djelovanjem gram negativne bakterije Xanthomonas campestris. NetoksiCnost,
vodotopljivost, visoka viskoznost pri niskim koncentracijama, stabilnost u Sirokom rasponu
temperature, pH vrijednosti i ionske jakosti, samo su neke od prednosti primjene ksantan
gume u raznim podrucjima. Koristi se kao prirodni zgusnjivac i stabilizator te povecava
viskoznost prehrambenih proizvoda. Takoder, primjenu pronalazi i u pakiranju hrane, u
kozmetici kao dodatak gelovima za tusiranje i Samponima, ali i u naftnoj industriji te preradi

nafte.
. GELAN GUMA

Molekule koje su dio strukture gelan gume su D-glukoza, L-ramnoza te glukuronska kiselina,
a sintetizira ju Sphingomonas elodea (Gelinsky, 2018). Zhang i sur. (2014) navode da gelan
guma nije citotoksi¢na pa se moze ubrizgavati u tkivo. U prisustvo metalnih kationa formira

jako mekani gel. U prehrambenoj industriji, kao i veéina egzopolisaharida, primjenjuje se kao



sredstvo za zgusnjavanje i zeliranje, odnosno kao stabilizator. Cesto se koristi u kombinaciji s

ksantan gumom.
. KEFIRAN

Kefiran pripada vodotopljivim mikrobnim egzopolisaharidima te se sastoji od podjednakog
broja jedinica glukoze i galaktoze. Mogucénost njegove sinteze ima Lactobacillus
kefiranofaciens, ali isto tako i ostale vrste laktobacila. Primjenu pronalazi u prehrambenoj
industriji kao aditiv te je u mogucnosti formirati gelove tijekom kriogenog tretmana, odnosno
tijekom zamrzavanja, ¢uvanja na niskoj temperaturi te konacnog odmrzavanja (Piermaria i
sur., 2007). Osim toga, pozitivho djeluje na imunoloski sustav, ima mogucnost snizavanja

krvnog tlaka te moze usporiti rast tumorskih stanica.

2.5 Vaznosti primjena egzopolisaharida

Istrazivanje egzopolisaharida tijekom niza godina i saznanje o brojnim pozitivnim ucincima,
dovelo je do danasnje primjene u mnogim industrijama. Njihova fizioloSka uloga, a time i
podrucéje primjene, ovisit ¢e o staniStu mikroorganizma. EPS omogucuju zastitu mikrobne
stanice radi moguénosti tvorbe biofilma koji sprjeCava isuSivanje stanice, a ujedno fiksira
hranjive tvari i enzime. Takoder, Stiti bakterijsku stanicu od stresnih uvjeta kao Sto su

temperatura, pH vrijednost te osmotski stres.

2.5.1 Primjena egzopolisaharida u industrijama

Prehrambena industrija u danasSnje vrileme puno toga nudi, bilo da je rije¢ o
zadovoljavajucim ili manje zadovoljavaju¢im prehrambenim proizvodima. Egzopolisaharidi su
upravo u ovom podrucju pronasli ¢estu primjenu pa se koriste u proizvodnji fermentirane
hrane (jogurt, sir, vrhnje), a isto tako i u povréu i mesu. Pridonose kvaliteti proizvoda na
nacin da poboljSavaju teksturu i konzistenciju, povecavaju viskoznost te ostavljaju ,poseban i
bogat" okus u ustima. Tako npr. jogurt koji ima niski udio masti, uz EPS poprima puno bolji
okus nego Sto bi ga imao bez njihovog prisustva (Gller-Akin i sur., 2009). Reoloska svojstva
proizvoda ovisit ¢e o nizu Cimbenika kao Sto su: molekulska masa mikrobnog polisaharida,
struktura, vrsta glikozidne veze kojom su monosaharidne jedinice povezane, grupe u
pobocnim ograncima. Takoder, egzopolisaharide mozemo nazvati prirodnim zgusnjivacima,
stoga predstavljaju vrlo dobru zamjenu za aditive, a umanjuju i ucinak sineraze koja nikako
nije pozelijna u prehrambenoj industriji. Kurdlan kao egzopolisaharid ve¢ pri maloj

koncentraciji ima mogucnost formiranja gelova i iskazuje pozitivhe ucinke u prehrambenoj



industriji. Ovisno u uvjetima temperature, proizvodi razliCite oblike gelova te iskazuje
stabilnost kako na visokim, tako i na niskim temperaturama. Upravo zato se moze
primjenjivati tijekom prZenja hrane ili pri niskim temperaturama zamrzavanja (McIntosh i
sur., 2005). Gelovi kurdlana predstavljaju potencijalnu vaznost u razvoju novih prehrambenih
tehnologija i proizvodnji niskokaloricne hrane, ali ¢estu primjenu nalaze i u farmaceutskoj
industriji. Kako su teski metali danas sve viSe prisutni u hrani, njihovo nakupljanje u
organizmu moze rezultirati bolestima kao Sto su rak, zatajenje bubrega, oralni ulkus.
Egzopolisaharidi predstavljaju moguce rjeSenje jer metalni kationi stupaju u interakciju s
negativno nabijenim funkcionalnim skupinama egzopolisaharida. Time se postize adsorpcija
teskih metala kao Sto su olovo, arsen, krom, kadmij itd. Usprkos ovim pozitivnim ucincima
egzopolisaharida, javlja se problem njihove sinteze jer se izlu¢uju u jako malim koli¢inama.
Osim toga, njihova primjena u vinu, cideru, pivu ili pakiranom mesu moze dovesti do

kvarenja proizvoda.
2.5.2 Probioticka i prebioticka aktivnost egzopolisaharida

Heteropolisaharidi ¢eSce imaju probioticku funkciju radi izravnog djelovanja na domacina
(njegov imunoloski sustav), dok je prebioticka aktivnost vezana uz homopolisaharide. Prema
Gibsonu i Robertfroid-u (1995) prebiotik se moze definirati kao neprobavljivi sastojak hrane
koji pozitivno djeluje na domacina stimulirajuci rast probiotic¢kih bakterija u debelom crijevu.
Najpoznatiji prebiotici koji su ujedno i mikrobni polisaharidi su inulin, levan i B-glukani.
Prebiotici zapravo sluze kao hrana probioticima, ¢ime poticu probioticku aktivnost Sto na
kraju rezultira pozitivnim ucinkom na zdravlje organizma. Lactobacillus sanfranciscensis
producira egzopolisaharid levan koji potice rast bifidobakterija u probavnom sustavu. Drugi
fruktan, inulin, takoder nastoji povecati broj korisnih bakterija u probavi (Ruas-Madiedo i
sur., 2008).

Rodovi bakterija Lactobacillus i Bifidobacterium prepoznati su kao vazni mikroorganizmi koji
omogucuju kolonizaciju crijeva. Stani¢na stijenka Gram pozitivnih bakterija predstavlja
osnovu interakcije probiotika i receptora domacina. Kao Sto je ve¢ receno, EPS imaju
sposobnost formiranja biofilma koji osigurava otpornost na gastrointestinalne uvjete ¢ime je
zadovoljen probioticki kriterij. Nadalje, inhibiraju rast patogenih mikroorganizama te imaju
sposobnost da izazovu imunoloski odgovor koji je razli¢it izmedu vrsta i sojeva. Probioticka
aktivnost egzopolisaharida vezana je uz mnoge povoljne ucinke na zdravlje domacina i time
nosi vaznu ulogu u medicini i farmaceutskoj industriji. EPS zahvaljuju¢i imunomodulacijskim

svojstvima mogu poticati aktivnost i jacati imunoloski sustav. To se postize stimulacijom
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rasta imunoloskih stanica kao Sto su T i B limfociti, aktivacijom makrofaga pomocu
Lactobacillus casei ili lu¢enjem protuupalnih citokina. Medutim, nisu svi egzopolisaharidi u
mogucnosti izazvati imunoloski odgovor, ve¢ njihova kemijska struktura predstavlja bitan
¢imbenik. Tako npr. fosfatne grupe heteropolisaharida djeluju kao stimulator imuno sustava.
EPS kefiran pokazao je probioticko djelovanje na misevima poticuéi rast stanica
imunoglobulina A koji ima vaznu ulogu u zastiti intestinalnog traktra od virusnih infekcija
(Vinderola i sur., 2006). Glukozne i manozne jedinice, kao gradevni dio mikrobnih
polisaharida, predstavljaju izvor antitumorske aktivnosti (Li i sur., 2015). Dakle, neki sojevi
producenti egzopolisaharida mogu inhibirati rast tumorskih stanica. Sljede¢a vazna uloga u
ljudskom i animalnom organizmu je antioksidativna aktivhost koju egzopolisaharidi mogu
posjedovati. Ona podrazumijeva micanje slobodnih radikala iz organizma. Naime, slobodni
radikali kisika reagiraju s nekim drugim molekulama u organizmu i na taj nacin dolazi do
ostecenja makromolekula kao Sto su DNA, RNA, lipidi, proteini. Njihovo oSte¢enje moze dalje
dovesti do ostecenja stanica, tkiva, a naposljetku i do pojave bolesti (Saadat i sur., 2019).
Kao Sto Perez-Ramos i suradnici (2016) navode, istraZivanje je pokazalo da soj koji producira
manju koli¢inu egzopolisaharida, ima veci oksidativni ucinak na intestinalne stanice, nego
onaj koji moze producirati puno veéu koli¢inu egzopolisaharida. Nadalje, egzopolisaharidi
imaju vaznu ulogu u snizavanju kolesterola u krvi. Iako nije poznat toan mehanizam
djelovanja, neke bakterijske vrste sintetiziraju egzopolisaharide koji imaju sposobnost
vezanja slobodnih zucnih kiselina. Njihovo izlu€ivanje nakon obavljene probave se povecava
te se na taj nacin smanjuje koncentracija kolesterola u krvi posSto je potrebniji za sintezu

novih Zucnih soli u jetri (Ruas-Madiedo i sur., 2008).
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3 MATERIJALI I METODE RADA

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Radni mikroorganizam

U ovom radu je koristen soj bakterije mlijecne kiseline Lactobacillus fermentum D12. Taj soj
je dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i
starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu (ZBMK).

3.1.2 Stanicne linije

Caco-2 stanicna linija— kontinuirana stanicna linija koja sadrzi heterogene humane tumorske
stanice kolorektalnog epitela; Caco-2 stanice su priredene u Zavodu za molekularnu medicinu
Instituta Ruder BosSkovi¢ te pripremljene za provodenje eksperimenta u Laboratoriju za
biologiju i genetiku mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.

3.1.3 Hranjive podloge
Tijekom provodenja eksperimenta koriStena je hranjiva podloga za uzgoj odabranog radnog

mikroorganizma te medij za uzgoj Caco-2 stanica.
a) podloge za uzgoj bakterija mlijecne kiseline

¢ MRS (Man-Rogosa-Sharpe) agar sastava: pepton 10 g/L; mesni ekstrakt 10 g/L;
kvascev ekstrakt 5 g/L; glukoza 20 g/L; Tween 80 1 g/L ; MgS04 - 7H20 0,1 g/L;
MnSO4 - 7H20 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.

¢ MRS bujon je istog sastava kao MRS agar, ali bez dodatka agara

b) hranjiva podloga za kultivaciju stanicnih linija

e Reduced Serum Medium 1x (MEM) (Gibco)

3.1.4 Kemikalije

e Agar, ,Merck", Njemacka

Destilirana voda, PBF
Etanol (95%), ,Kemika", Hrvatska

Glicerol, ,Alkaloid", Makedonija

Glukoza, ,Kemika", Hrvatska
Goveda zuc (oxgall), ,Difco", SAD
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Kloridna kiselina, , Kemika", Hrvatska

Kristal violet, ,Sigma-Aldrich®, SAD

Kvascev ekstrakt, ,Difco", SAD

Limunska kiselina, ,,Kemika", Hrvatska
Magnezijev sulfat, , Alkaloid", Makedonija
Mesni ekstrakt, ,Biolife", Malazija

Mucin, BioChemika", Fluka, Svicarska
Natrijev acetat, ,,Kemika", Hrvatska

Natrijev bikarbonat, ,, Kemika", Hrvatska
Natrijev citrat, ,Kemika", Hrvatska

Natrijev hidroksid, ,Kemika", Hrvatska
Natrijev karbonat, ,Kemika", Hrvatska
Natrijev klorid, ,,Kemika", Hrvatska
Pankreatin (165 U/mg) iz svinjske gusterace, ,BioChemika", Fluka, Svicarska
Pepsin (P-700), ,Sigma", SAD

Pepton, ,Biolife", Malazija

Tween 20, ,Sigma", SAD

Tween 80, ,Sigma", SAD

Trikloroctena kiselina, ,,Fisher Scientific", SAD
Triton X-100, ,Sigma"“, SAD

3.1.5 Aparatura i pribor

Automatske pipete, ,Eppendorf*, SAD

Centrifuga s hladenjem 5804R, ,Eppendorf*, SAD

Cita¢ mikrotitarskih plocica , Tecan Infinite F PLEX"
Eppendorf kivete

Epruvete

Liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH"
Magnetna mijesalica, ,IKA-Werke GmbH & Co", Njemacka
Mikrotitarske plocCice, ,Sarstedt", Njemacka

Penicilinke

Petrijeve zdjelice

Pinceta

Stalci za epruvete i Eppendorf kivete

Termostat, , Instrumentarija“, Hrvatska
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e Vibromjesac, ,Kartell®, Italija

e Zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific", SAD

3.2 METODE RADA

3.2.1 Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama i stanicnih linija

Soj bakterije mlijeCne kiseline, Lactobacillus fermentum D12 je Cuvan pri -80°C u MRS
tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15% (v/v) glicerola. Dan prije ekperimenta soj je
inokuliran u svjezu hranjivu podlogu te inkubiran pri 37°C. Stanice Caco-2 stanicne linije su
¢uvane u minimalnom esencijainom mediju (MEM) pri 37°C u 5%-tnoj atmosferi CO,, sa

dodatkom 10% (v/v) toplinom inaktiviranog fetalnog govedeg seruma.

3.2.2 Izolacija egzopolisaharida (EPOL-a)

Soj producent egzopolisaharida (EPOL), Lactobacillus fermentum D12, uzgojen je
propagacijom u 500 mL MRS bujona suplementiranog s 2% izvora glukoze tijekom 3 dana pri
30°C. Izolacija i prociS¢avanje EPOL provedeno je prema Tallon i sur. (2003).
Nakon inkubacije suspenzija stanica (1,22:10° CFU/mL) je odvojena centrifugiranjem tijekom
30 min na 4200 o/min pri 4°C. Supernatant je tretiran dodatkom trikloroctene kiseline
(TCA, Fisher Scientific, SAD) u konacnoj koncentraciji od 20% (w/v) tijekom 2 sata na
magnetnoj mijesalici s ciljem talozenja proteina. Uklanjanje istaloZenih proteina provedeno je
centrifugiranjem tijekom 30 min pri 9000 o/min (4°C). Uklanjanje lipida i taloZenje
egzopolisaharida iz dobivenog supernatanta provedeno je dodatkom 4 volumena hladnog
etanola (95%), nakon Cega je uslijedila inkubacija preko noéi pri -20°C. Nakon prekonocne
inkubacije istalozeni egzopolisaharidi odvojeni su centrifugiranjem tijekom 30 min pri 4°C. U
cilju uklanjanja TCA i etanola, provedena je dijaliza tijekom dva dana u destiliranoj vodi na
magnetnoj mijeSalici uz mijenjanje vode svaka 2 sata. ProciS¢eni dijalizat EPOL-a

koncentriran je liofiliziranjem pri ¢emu je dobiven uzorak nalik na pamuk.

3.2.3 Priprema otopina egzopolisaharida razlicitih koncentracija

Obzirom da je prinos EPOL-a soja Lb. fermentum D12 tijekom uzgoja u hranjivoj podlozi
suplementiranoj dodatkom 2% izvora glukoze bio 200,25 mg/mL, u cilju ispitivanja
potencijalnog ucinka EPOL-a na probioti¢ku aktivnost soja producenta, pripremljene su 3
razliite koncentracije otopina egzopolisaharida. Prva otopina je koncentracija koja odgovara
prinosu proizvedenog EPOL-a (¢ = 0,2 mg/mL), a druga i treca su 0,5 mg/mL i 1 mg/mL.

Otopine su pripremljene suspendiranjem odgovarajuc¢e mase EPOL-a u PBS puferu (pH=7,2).
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3.2.4 Ispitivanje protektivhog ucinka EPOL-a tijekom liofilizacije
soja Lactobacillus fermentum D12
Svrha ovog pokusa bila je ispitivanje protektivhog ucinka razli¢itih koncentracija EPOL-a
tijekom stresnih uvjeta liofilizacije. Liofilizacija je postupak susSenja u zamrznutom stanju,
odnosno podrazumijeva hladenje na jako nisku temperaturu te uklanjanje vode procesom
sublimacije u vakuumu. Bakterijske stanice prekono¢ne kulture soja producenta EPOL-a Lb.
fermentum D12, isprane su dva puta u PBS puferu (pH=7,2) te nakon drugog ispiranja,
stanice su suspendirane u odgovarajuéim otopinama PBS pufera i EPOL-a (0,2 mg/mL;
0,5 mg/mL i 1 mg/mL). Kao kontrola koriStene su bakterijske stanice suspendirane samo u
PBS puferu, bez dodatka egzopolisaharida. Nakon priprave bakterijskih suspenzija odreden je
broj Zivih stanica, a nakon toga zamrzavanje pri -80°C i liofilizacija u lifilizatoru. Nakon

zavrsene liofilizacije, odreden je broj stanica koje su prezivjele stresne uvijete.

3.2.5 Ispitivanje prezivljavanja u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta

e Priprava simuliranog zelucanog soka i soka tankog crijeva

Simulirani Zelucani sok pripravlja se suspendiranjem pepsina (3 mg/mL) u 0,5% (w/v)
sterilnoj otopini natrijevog klorida, kojoj je pH podeSen na 2,0 s koncentriranom kloridnom
kiselinom. Simulirani sok tankoga crijeva pripravljen je suspendiranjem pankreatina
(1 mg/mL) i Zucnih soli (3,0 mg/mL govede Zuci) u 0,5% (w/v) sterilnoj otopini natrijeva

klorida, kojoj je pH podeSen na 8,0 s natrijevom luzinom.

¢ Inkubacija bakterijskih stanica u simuliranim sokovima gastrointestinalnog

sustava

Provedeno je ispitivanje utjecaja EPOL-a na prezivljavanje soja producenta Lb. fermentum
D12 u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta. Prekonoéna bakterijska kultura soja
D12 je isprana dva puta sterilnom fizioloSkom otopinom, nakon cega je suspendirana u
fosfatnom puferu s dodanim EPOL-a u razli¢itim koncentracijama (0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL i
1 mg/mL). Kao kontrola koriStene su bakterijske stanice suspendirane samo u PBS puferu.
Broj zivih bakterijskih stanica je odreden indirektnom metodom prije i nakon izlaganja
simuliranom Zelu¢anom soku (2 h, 37°C). Nakon toga, bakterijske stanice su izlozene
djelovanju simuliranom soku tankog crijeva tijekom 4 sata pri 37°C. Ponovno je odreden broj
zZivih bakterijskih stanica indirektnom metodom, na nacin da su iz uzorka koji sadrzi
bakterijske stanice, pripremljena odgovaraju¢a decimalna razrjedenja u sterilnoj destiliranoj
vodi. Petrijeve zdjelice s MRS hranjivom podlogom nacijepljene su sa po 10 pL
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odgovarajuéeg razrjedenja. Nakon 48 h inkubacije pri 37°C izbrojane su porasle kolonije i
proracunat je broj zivih stanica po mililitru uzorka (CFU/mL) (Uroi¢ i sur., 2014). Eksperiment

je ponovljen tri puta.

3.2.6 Analiza utjecaja EPOL-a na  autoagregacijska svojstva
soja Lactobacillus fermentum D12

Autoagregacijska svojstva uzgojenih bakterijskih stanica soja Lb. fermentum D12 ispitana su
nakon prekonoénog uzgoja u MRS-bujonu. Prekonocne bakterijske kulture su centrifugirane
pri 4200 o/min tijekom 15 min. Stanice su isprane fosfatnim puferom pH 7,2, ponovno
centrifugirane i suspendirane u istom pufer uz dodatak razli¢itih koncentracija EPOL-a
(0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL i 1 mg/mL). Kao kontrola koriSten je uzorak bakterijskih stanica
suspendiran u PBS puferu bez dodatka EPOL-a. Suspenzije uzoraka bakterijskih stanica sa i
bez dodatka EPOL-a (4 mL) otpipetirane su u Penicilinke te su izmijeSane na vibromjesacu.
Uzorci za ispitivanje bakterijske autoagregacije uzete su u nultom satu te svaki sat tijekom
4h inkubacije pri sobnoj temperaturi. Mjerenje je provedeno tako da je s povrSine suspenzija,
koje su ostavljene mirovati, u odredenom vremenu uzet uzorak od 100 pL te je prenesen u
jazice na mikrotitarskoj plocici (Buck i sur., 2005; Kos i sur., 2003). Autoagregacija je
odredena mjerenjem absorbancije uzoraka pri 620 nm pomocu citaca mikrotitarskih plocica
(Tecan Infinite F PLEX). Eksperiment je ponovljen tri puta.

Postotak autoagregacije izraCunat je iz formule:

Autoagregacija (%) = ( — j_f)) * 100
gdje je:
A: - apsorbancija u vremenu (nakon 4 sata)

Ao - apsorbancija u vremenu 0.

3.2.7 Adhezija bakterijskih stanica na mucin

Ispitivanje utjecaja EPOL-a na adheziju soja producenta Lb. fermentum D12 na mucin u /in
vitro uvjetima provedeno je na mikrotitarskoj ploCici sa 96 jazica. Mikrotitarska plocica je
prethodno pripremljena na nacin da su jazice tretirane otopinom mucina (100 pL)
koncentracije 10 mg/mL u karbonat/bikarbonatnom puferu (50 mmol/L, pH=9,6) te su
inkubirane preko noci pri 4°C. Kultura odabranog soja Lb. fermentum D12 uzgojena je u
MRS bujonu. Prekono¢na kultura je centrifugirana i isprana 2 puta u fosfathom puferu.
Koncentracija stanica je podeSena do postizanja opticke gustoée Aso=1 s otopinom
odgovarajucéih koncentracija EPOL-a (0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL i 1 mg/mL) u PBS puferu, pri
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¢emu su kao kontrola posluzile stanice suspendirane samo u PBS puferu. JaZice s mucinom
isprane su tri puta sa 100 pL fosfatnog pufera te je nakon toga u svaku jaZicu dodano po
100 pL fosfatnog pufera (PBS) s 1% Tween 20. Provedena je inkubacija tijekom jednog sata
pri sobnoj temperaturi kako bi se mucin imobilizirao. Iz jaZica je paZljivo izvaden PBS s
Tweenom i nakon toga je u svaku jazicu dodano po 100 pL prethodno pripremljenih
suspenzija soja D12 u tri paralele. Osim u jaZice s mucinom, suspenzije su dodane i u jazice
bez mucina za kontrolu adhezije. Kao slijepa proba koristen je fosfatni pufer i tako
pripremljene plocice su inkubirane preko noéi pri 37°C. Nakon prekonoéne inkubacije,
neadhezirane stanice su uklonjene ispiranjem 3 puta s 200 uL 0,05% Tween 20 u fosfatnom
puferu (PBST). Plocica je ostavljena da se posusi 1h nakon ¢ega su detektirane adhezirane
stanice dodatkom 100 pL kristal violeta (1 mg/ml) u svaku jazicu tijekom 45 min. Zatim su
jazice isprane tri puta fosfatnim puferom (200 pL). Dodatkom 100 pL citratnog pufera (50
mM, pH 4,0) provedeno je otpustanje bojila vezanog na adhezirane stanice i izmjerena je
apsorbancija na ¢itacu mikrotitarskih plocica ,, Tecan Infinite F PLEX" pri 620 nm (Antikainen i

sur., 2002). Eksperiment je ponovljen tri puta.

3.2.8 Adhezija na Caco-2 epitelne stanice

Stanice Caco-2 stanicne linije uzgojene su u MEM mediju sa serumom u T-boci volumena
25 cm? i odrzavane su pri 37°C i 5%-tnoj atmosferi CO,. Stanice su ¢uvane u opisanim
uvjetima i svaka 2 dana im je dodan svjezi medij. Za ispitivanje utjecaja EPOL-a na adheziju
soja producenta EPOL-a Lb. fermentum D12, Caco-2 stanice su inokulirane u plasti¢ne
plocice s 24 jazice u koncentraciji od 1x10° stanica/mL i inkubirane tjedan dana uz izmjenu
medija svaka 2 dana. Prije primjene, Caco-2 stanice su isprane 3 puta fosfatnim puferom.
Prekonoc¢na kultura soja producenta EPOL-a Lb. fermentum D12 uzgojena je u tekucoj MRS
hranjivoj podlozi. Stanice su isprane centrifugiranjem pri 4,000 g tijekom 10 min kako bi se
uklonio viSak hranjive podloge te moguéi ucinci niskih pH vrijednosti ili izvanstanicnih
proteina u supernatantu kulture. Nakon ispiranja, opticka gustoéa stanica je podesena na
vrijednost OD=1 suspendiranjem u RPMI mediju uz dodatak razliCitih koncentracija EPOL-a
(0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL), pri ¢emu su kao kontrola koriStene bakterijske stanice
suspendirane samo u RPMI mediju. Prije dodatka suspenzija bakterijskih stanica na Caco-2
stanice, odreden je pocetan broj stanica (CFU/mL) indirektnom metodom, tj. nacjepljivanjem
priredenih decimalnih razrjedenja u Petrijevim zdjelicama s MRS agarom. Nakon 48 sati
anaerobne inkubacije pri 37°C, izbrojane su porasle kolonije i rezultat je izrazen kao CFU/mL.
Caco-2 stanicama svake jazice dodano je 1 mL priredene suspenzije bakterijskih stanica u tri
paralele, nakon cega je uslijedila inkubacija tijekom 1 h pri 37°C. Caco-2 stanice isprane su
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tri puta fosfatnim puferom kako bi se uklonile bakterije koje se nisu adhezirale. Nakon
ispiranja uslijedila je inkubacija tijekom 10 min u 0,05% (vol/vol) otopini Triton X-100.
Sadrzaj svake jaZice je centrifugiran te su iz dobivene biomase adheziranih stanica priredena
decimalna razrjedenja u fizioloSkoj otopini. Broj adheziranih stanica provjeren je indirektnom
metodom na ranije opisani nacin (Goh i sur., 2010).
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4 REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Ispitivanje protektivnog ucinka razlicitih koncentracija EPOL-a

U svrhu ispitivanja probioticke aktivnosti egzopolisaharida, provedeno je istrazivanje
prezivljavanja stanica soja Lb. fermentum D12 bez prisustva EPOL-a i u prisustvu razlicitih
koncentracija EPOL-a. Kako proces liofilizacije predstavlja stresne uvjete za navedeni soj,

Zeljelo se istraziti kakav e utjecaj egzopolisaharidi imati u takvim uvjetima.

+PB5 D+pms D4 7S
(02 +ePon(osm} +EPOL UAm

Slika 2. Uzorci suspenzija bakterijskih stanica soja producenta EPOL-a Lb. fermentum D12
suspendiranih u PBS puferu (kontrola) i u PBS puferu uz dodatak razlicitih koncentracija

EPOL-a prije (lijevo) i nakon (desno) procesa liofilizacije

Tablica 1. Broj Zivih stanica soja producenta egzopolisaharida Lb. fermentum D12 (CFU/mL)

u uzorcima prije liofilizacije

D12+PBS + D12+PBS + D12+PBS +
Uzorak D12+PBS EPOL EPOL EPOL
(0,2 mg/mL) (0,5 mg/mL) (1 mg/mL)
Broj zivih
stanica 6,33'10° 1,14-10'° 6,5310° 4,125'10°
(CFU/mL)

Tablica 2. Broj zivih stanica soja producenta egzopolisaharida Lb. fermentum D12 (CFU/mL)
u uzorcima nakon liofilizacije

D12+PBS + D12+PBS + D12+PBS +
Uzorak D12+PBS EPOL EPOL EPOL
(0,2 mg/mL) (0,5 mg/mL) (1 mg/mL)
Broj zivih
stanica 1,73°108 6,43-108 4,95-108 5-108
(CFU/mL)
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Tablica 3. Smrtnost stanica Lb. fermentum D12 nakon procesa liofilizacije

Usorak log (CFU/mL) log (CFU/mL)  Alog [(CFU/mL) prije
Z20ra T g -
prije liofilizacije .o on liofilizacije = i poslije liofilizacije]
D12 9,8 8,24 1,56
D12+ EPOL
10,06 8,81 1,25
(0,2 mg/mL)
D12+ EPOL
9,81 8,69 1,12
(0,5 mg/mL)
D12+ EPOL
9,62 8,7 0,92
(1 mg/mL)

Liofilizacija se Cesto koristi u industriji za cuvanje mikroorganizama. Primjenom liofilizacije
Zeli se posti¢i odrzivost, odnosno dugotrajnost samog proizvoda, a time i njegove kvalitete.
NajviSe poraslih stanica prije liofilizacije izbrojano je na Petrijevoj zdjelici na kojoj je
nacijepljen soj D12 s koncentracijom egzopolisaharida od 0,2 mg/mL (tablica 1). Nakon
liofilizacije, takoder je dobiveno najviSe Zivih stanica kod soja D12+EPOL (0,2 mg/mL)
(tablica 2). Medutim, iz izraCunatih vrijednosti logaritma CFU/mL za pojedine koncentracije
egopolisaharida, moze se uociti da nakon procesa liofilizacije za odabrani soj Lb. fermentum
D12 dolazi do smrtnosti stanica (tablica 3). Iako je smrtnost stanica najveca kod soja D12
bez prisustva EPOL-a, a najmanja kod soja D12+EPOL (1 mg/mL), dobivene razlike su jako

male.

Osim protektivnog ucinka razliCitih koncentracija egzopolisaharida tijekom liofilizacije, ispitao
se i protektivni ucinak egzopolisaharida u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta.
Kao Sto je vec poznato, jedna od vaznih probiotickih aktivnosti vezana je uz prezivljavanje
nepovoljnih uvjeta kao Sto je niska pH vrijednost Zeluca, djelovanje zucnih kiselina te

uspjesan prolazak, kako kroz gornji dio crijevnog trakta, tako i kroz samo tanko crijevo.
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Tablica 4. PreZivljavanje stanica Lb. fermentum D12 tijekom izlaganja simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta

Broj zivih stanica = Broj zivih stanica

Pocetan broi D12 nakon D12 nakon
Uzorak . J inkubacije u inkubacije u
stanica D12 . . . .
simuliranom simuliranom soku
Zelucanom soku tankog crijeva
D12 2,83:10° 1,41:10° 1,74-10°
g)lgggipm% 9,33:10° 4,85:10° 1,29 *10°
14
(Dolgn:’g';m_'i 2,26°10° 3,65:10° 2,24'10°
14
D(11I2“ ; /'f:f)" 3,52:10° 5,3710° 2,41:10°
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Slika 3. Prezivljavanje stanica Lb. fermentum D12 tijekom prolaska kroz simulirane uvjete

gastrointestinalnog trakta

Odredivanjem pocetnog broja stanica prije samog suspendiranja u simuliranom Zelu¢anom
soku, dobivena vrijednost Zivih stanica je bila najveca kod koncentracije EPOL-a 1 mg/mL
(tablica 4). Usporedujuéi rezultate pocetnog broja stanica i zivih stanica dobivenih nakon
izlaganja simuliranim uvjetima zelucanog soka, moze se vidjeti da najve¢u moguénost
prezivljavanja ima soj D12 s koncentracijom EPOL-a od 0,2 mg/mL (slika 3). Tijekom
suspendiranja soja D12 u simuliranim uvjetima soka tankog crijeva, najmanja smrtnost
stanica se vidi kod koriStenja EPOL-a koncentracije 0,2 mg/mL (slika 3). U oba slucaja,
najve¢a koncentracija egzopolisaharida dovela je do najveéeg pada prezZivljavanja stanica
(tablica 4). Ostale upotrijebljene koncentracije EPOL-a omogucile su broj zivih stanica veéi od
1x10® CFU/mL Sto je minimalna koncentracija za osiguravanje probioticke aktivnosti.
Bao i sur. (2010) su u svojem istrazivanju donijeli zaklju¢ak da preZivljavanje nepovoljnih

uvjeta gastrointestinalnog trakta Lb. fermentum ovisi o koriStenom soju buduci da svi sojevi
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iste vrste nemaju istu mogucnost prezivljavanja. Takoder, provedena su i neka istrazivanja u
kojima dobiveni rezultati nisu ukazivali na veliku razliku u otpornosti na gastrointestinalne
uvjete Pediococcus parvalus 2.6 u prisutnost i bez prisustva EPOL-a (de Palencia i sur.,
2009). Moguce je da je soju Lb. fermentum D12 bila dovoljna odredena koncentracija
egzopolisaharida za preZivljavanje uvjeta u GIT-u, a u veéoj koncentraciji su poceli inhibirati

rast stanica.

4.2 Ispitivanje utjecaja razlicitih koncentracija EPOL-a na adhezijska

svojstva soja producenta Lb. fermentum D12

Slika 4. Ispitivanje utjecaja razli¢itih kocentracija EPOL-a na autoagregacijska svojstva soja
producenta Lb. fermentum D12

Provedeno je joS jedno ispitivanje probiotickog ucinka egzopolisaharida kod prethodno
navedenog soja. Ispitivao se utjecaj razliCite koncentracije egzopolisaharida na sposobnost

adhezije na intestinalne epitelne stanice, na mucin te na Caco-2 stanice.

22



S
o
l

W
(%]
L

A
'@ 30 -
S
325 - mD12
- y
A

220 7 D12+EPOL (0,2 mg/mL)
o
45! 15 - P D12+EPOL (0,5 mg/mL)
S |
o 10 — D12+EPOL (1 mg/mL)
o

5 4

0

Uzorci

Slika 5. Utjecaj razli¢itih koncentracija egzopolisaharida (EPOL-a) na autoagregacijska

svojstva soja Lb. fermentum D12

Pod pojmom autoagregacije podrazumijeva se kolonizacija (u ovom slucaju Lb. fermentum
D12) crijevnog epitela, a sam postupak provodio se kroz 4 sata pri ¢emu se pratio utjecaj
koncentracije EPOL-a. Na temelju izmjerene apsorbancije i koriStenjem prethodno navedene
formule, dobiveni su postoci autoagregacije za pojedine koncentracije EPOL-a (slika 5). Iako
izmedu soja bez prisustva EPOL-a i soja s 0,2 mg/mL EPOL-a ne postoji velika razlika u
sposobnosti autoagregacije, ipak se moze vidjeti da s povecanjem koncentracije
egzopolisaharida raste i sposobnost bakterijskog soja da se veZe na intestinalne epitelne
stanice. Usporedujuci dobivene postotke autoagregacije za D12 i D12+EPOL (1 mg/mL), vidi
se skoro dvostruko veca sposobnost vezanja. Zivkovi¢ i sur. (2016) u svom radu takoder
navode pozitivan utjecaj EPOL-a producenta Lactobacillus paracasei u adheziji na epitelne

stanice crijeva.

Vaznu ulogu u gastrointestinalnom traktu ima sluzni sloj koji pruza zastitu od osStecenja i
patogena te istovremeno osigurava hranjive tvari. Mucin pripada glikoproteinima, odnosno
jedna je od strukturnih komponenti sluzi koja prekriva epitelne stanice. Sinteza mucina je
vrlo dinamican proces koji se odvija u vréastim stanicama. Upravo adhezija na povrsSinu

sluznice predstavlja vazan korak u kolonizaciji crijeva (Nishiyama i sur., 2016).

23



0,16

0,14 —
0,12 -
0,1 ~  mDpI12
2
g 0,08 ———  mD12+EPOL(0,2 mg/mL)

0,06 o D12+EPOL(0,5 mg/mL)

D12+EPOL (1 mg/mL
0.04 (1 mg/mL)

0,02

Uzorci

Slika 6. Utjecaj razlicitih koncentracija egzopolisaharida (EPOL-a) na adheziju soja Lb.

fermentum D12 na mucin

Provedena su neka istrazivanja koja su pokazala da preZivljavanje prolaska bakterije kroz
gastrointestinalni trakt poti¢e sposobnost adhezije na mucin. Stresni uvjeti uzrokovali su
promjene na bakterijskoj povrsini te su doveli do povecanog pridrzavanja za crijevni epitel
(Bengoa i sur., 2017). Dobiveni rezultati sposobnosti adhezije na mucin u proporcionalnom
su odnosu s koncentracijom EPOL-a. Vidljiv je potencijalni probioticki ucinak iako razlike u

dobivenoj apsorbanciji nisu toliko znacajne.

Kao Sto je poznato, vaznost probioticke aktivnosti vezana je i uz moguénost antitumorskog
djelovanja. Upravo zato se provodilo istrazivanje utjecaja EPOL-a na adheziju Caco-2 stanica

koje predstavljaju intestinalne stanice izolirane iz humanog karcinoma debelog crijeva.
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Slika 7. Utjecaj razlicitih koncentracija egzopolisaharida (EPOL-a) na adheziju soja Lb.

fermentum D12 na Caco-2 stanice
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Dobiveni rezultati adhezije na Caco-2 stanice izrazeni su razlikom logaritma CFU/mL. Kao Sto
je vidljivo iz slike 7 najmanje prezivljavanje stanica bilo je kod soja D12 bez prisustva
EPOL-a, a najvece prezivljavanje stanica omogucila je koncentracija EPOL-a 0,2 mg/mL.
Postoje neka istrazivanja koja navode pozitivan ucinak npr. B-glukana u interakciji
bakterijskih stanica s Caco-2 stanicama (de Palencia i sur., 2009) ili istrazivanje u kojem je
dokazana ve¢a mogucnost adhezije na Caco-2 stanice Bifidobacterium breve A28 s vecom
koncentracijom EPOL-a, u odnosu na Bifidobacterium bifidum A10 s manjom koncentracijom
EPOL-a (Alp i sur., 2010). Medutim, dobiveni rezultati za Lb. fermentum D12 pokazuju da
egzopolisaharidi imaju neki mali utjecaj na sposobnost adhezije na Caco-2 stanice pa i dalje

predstavljaju potencijalne biopolimere u smanjenju tumorske aktivnosti.
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5 ZAKLIUCCI

1.

Iako je uodcljiva bolja sposobnost prezivljavanja uvjeta liofilizacije Lactobacillus
fermentum D12 uz prisustvo razli¢itih koncentracija egzopolisaharida, dobivene razlike su
premale da bismo mogli sa sigurnoScu reéi da egzopolisaharidi pruzaju protektivni ucinak
tijekom takvih stresnih uvjeta.

Najvecu sposobnost prezivljavanja u simuliranim uvjetima Zelu¢anog soka i soka tankog
crijeva soj producent egzopolisaharida Lb. fermentum D12 je pokazao uz koncentraciju
EPOL-a od 0,2 mg/mL. Medutim, soj producent najvece koncentracije EPOL-a (1 mg/mL)
je dao sasvim suprotni ucinak i doveo do veée smrtnosti stanica u odnosu na koristeni soj
bez dodatka EPOL-a.

Nastala koli¢cina EPOL-a pozitivho djeluje na autoagregacijska svojstva Lb. fermentum
D12.

Sposobnost adhezije na protein sluznice mucin proporcionalno raste s povecanjem
koncentracije EPOL-a iako nema znacajno velike razlike u rezultatima.

Adhezijska svojstva Lb. fermentum D12 na Caco-2 stanice najveca su kod koncentracije
EPOL-a 0,2 mg/mL. To ukazuje da ipak odredena koncentracija sintetiziranih

egzopolisaharida moze imati utjecaj na prezivljavanje stanica.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvomi rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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