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Sazetak:

PovrSinske strukture probiotickih bakterija su klju¢ne molekule prilikom interakcija s
mikrookoliSom gastrointestinalnog trakta, te se pojedine istrazuju kao funkcionalne
biomolekule. Upravo predstavnici ovih biomolekula su egzopolisaharidi (EPS) koji su
izvanstani¢ni Sec¢erni polimeri, odnosno S-proteini koji su skupina povrsinskih proteina koje
eksprimiraju pojedini Lactobacillus sojevi. Funkcionalne biomolekule Lactobacillus sojeva
se intenzivno istrazuju te se prema recentnim istrazivanjima definiraju kao postbiotici. Za
strukturnu i funkcionalnu analizu klju¢no je provesti ucinkovitu ekstrakciju ciljanih
molekula. Upravo u ovom radu provedeno je optimiranje uvjeta ekstrakcije EPS iz odabranih
Lactobacillus sojeva mikrobioma humanog mlijeka. EPS je ekstrahiran iz soja
Limosilactobacillus fermentum MC1, a S-proteini iz sojeva Levilactobacillus brevis MB1,
MB2, MB13, MB20. Dijalizirani uzorci stani¢éno vezanih EPS-b izolirani su primjenom tri
razlic¢ita agensa NaOH, fenol, EDTA. Najveé¢i prinos 0d Ygps=544,12 mg/L odreden je u
uzorku EPS-b nakon primjene NaOH. Maksimalna deproteinizacija i koncentracija
ekstracelularnin EPS (611,11 mg/L) (EPS-r), eksperimentalno je odredena u uzorku
ekstrahiranom u postupku procis¢avanja koji ukljuéuje trikloroctenu Kiselinu. SDS-PAGE-
om povrsinskih proteina ustanovljena je prisutnost S-proteina kod sva cetiri soja L. brevis.
Metodom po Bradfordu odredena je koncentracija ekstrahiranih S-proteina pri ¢emu je
najveca koncentracija (27,286 mg/uL) odredena u uzorku povrsinskih proteina soja L. brevis
MB20.
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Abstract:

The surface structures of probiotic bacteria are key molecules interacting with the microenvironment
of the gastrointestinal tract, and some are being investigated as functional biomolecules. The represen-
tatives of these biomolecules are extracellular sugar polymers exopolysaccharides (EPS) and S-
proteins, a group of surface proteins expressed by certain strains of Lactobacillus. Functional bio-
molecules of Lactobacillus spp. are intensively investigated and, according to recent research, are
defined as postbiotics. Efficient extraction is crucial for the structural and functional analysis of target
biomolecules. In this work, the optimization of EPS extraction conditions from selected Lactobacillus
strains of the human milk microbiome was carried out. EPS was extracted from Limosilactobacillus
fermentum MC1, and S-proteins from Levilactobacillus brevis strains MB1, MB2, MB13, MB20.
Dialyzed samples of cell-bound EPS-b were isolated using three different agents: NaOH, phenol, and
EDTA. The highest yield of Ygps=544.12 mg/L was determined in the EPS-b sample treated with
NaOH. The maximum concentration of extracellular EPS (611.11 mg/L) (EPS-r) was experimentally
determined in a sample extracted when trichloroacetic acid (TCA) was applied. SDS-PAGE of surface
proteins established the presence of S-protein in all four strains of L. brevis. The concentration of
extracted S-proteins was determined using the Bradford method, with the highest concentration
(27.286 mg/uL) being determined in the sample of surface proteins of the strain L. brevis MB20.
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1. UvOD

Lactobacillus je rod stapicastih, gram-pozitivnih, fakultativno anaerobnih bakterija koje ne
stvaraju spore iz phyluma Firmicutes. Laktobacili metaboliziraju ugljikohidrate kako bi
proizveli mlije¢nu kiselinu, $to ih ¢ini najbrojnijim rodom unutar skupine bakterija mlijene
kiseline (BMK) (Dempsey i Corr, 2022).

BMK su skupina gram-pozitivnih bakterija koje sudjeluju u mnogim prirodnim procesima
fermentacije hrane, ali se takoder Siroko koriste u industriji proizvodnje hrane (Castro-Bravo
i sur.,, 2018). Budu¢i da nekoliko vrsta laktobacila ima status GRAS (engl. Generally
Regarded As Safe), a neke od njih imaju sposobnost interakcije s crijevnim epitelnim
stanicama, njihova mogu¢a primjena kao probiotika (Mulder i sur., 1997) potakla je
znanstveni interes (Jakava-Viljanen i Palva, 2007). Smatra se da Lactobacillus sojevi, koji se
konzumiraju kao probiotici moduliraju autohtonu crijevnu mikrobiotu i poboljSavaju zdravlje
putem viSestrukih mehanizama djelovanja (Dempsey i Corr, 2022). Laktobacili imaju vaznu
ulogu u odrzavanju stabilnosti gastrointestinalnog trakta (GIT), u prevenciji crijevnih
infekcija 1, opéenito, u odrzavanju zdravlja crijeva (Jakava-Viljanen i Palva, 2007). Specifi¢ni
proteini na povrsini baterijske stanice odnosno proteini S-sloja ili S-proteini su skupina
proteina identificiranih kao adhezini u nekim Lactobacillus sojevima (Jakava-Viljanen i
Palva, 2007). Ovi povrSinski proteini posreduju u adheziji laktobacila u GIT domacina, jer
imaju sposobnost vezanja na sloj peptidoglikana, na mukus, te epitelne stanice
gastrointestinalnog sustava (Dempsey i Corr, 2022). Poznato je da nekoliko sojeva BMK
sintetizira egzopolisaharide (EPS) (Wang i sur., 2014). EPS su povrSinski polimeri
ugljikohidrata prisutni u vecini bakterija koji djeluju kao zastitni povrSinski sloj, ali su
takoder u interakciji s mikookolisem (Castro-Bravo i sur., 2018). U ovom radu, ispitati ¢e Se i
optimirati postupci izolacije EPS-a, i to egzopolisaharida vezanih za stanicu (EPS-b) koji
blisko prianjaju uz povrSinu bakterije i otpustenih egzopolisaharida (EPS-r) koji se
oslobadaju ekstracelularno u okolni medij (Wang i sur., 2014). Prema tome, cilj ovog
zavr$nog rada je optimiranje protokola za ekstrakciju S-proteina i egzopolisaharida (EPS) s
obzirom da se ove molekule istrazuju kao funkcionalne biomolekule Lactobacillus sojeva

koje posreduju probioticku aktivnost, te imaju potencijal definiranja kao postbiotika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POTENCIJALNI POSTBIOTICI LACTOBACILLUS SOJEVA

Laktobacili se intenzivno istrazuju i u odnosu na druge bakterijske rodove, uspjesno su
okarakterizirani s aspekta genomike, te s obzirom na interakcije s ljudima u smislu zdravlja i
bolesti. Funkcionalne znacajke vrste Lactobacillus temelj su njihove potencijalne primjene
kao probiotika (Dempsey i Corr, 2022).
Glavne predstavnci probioti¢kih vrsta iz roda Lactobacillus su: L. acidophilus, L. casei, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, L. fermentum, L. gasseri, L.
helveticus, L. johnsonii, L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum, L. reuteri i L.
rhamnosus te Levilactobacillus brevis. Mnogo je istrazivanja o potencijalnim zdravstvenim
dobrobitima vrste Lactobacillus, iako dokazi pokazuju da mnoge znacajke ovih probioti¢kih
bakterija ovise i o vrsti i soju. Unato¢ tome, primije¢eno je da jedna vrsta probiotika moze
pokazati poboljSanje u razli¢itim skupinama pacijenata te da niz razli¢itih probiotika ili
kombinacija probiotika moze pokazati uCinkovitost u istom stanju, isti¢u¢i postojanje
ocuvanih korisnih svojstava (Dempsey i Corr, 2022).
Daljnja istrazivanja istrazuju nacine povecanja ucinkovitosti, djelotvornosti, sigurnosti i
kvalitete probiotika izolacijom biomolekula izvedenih iz probiotika. Oni su opisani kao
postbiotici, paraprobiotici, probiotici ubijani toplinom i drugi (Dempsey i Corr, 2022).
Medunarodna znanstvena udruga za probiotike i prebiotike (ISAPP) objavila je konsenzusnu
izjavu o definiciji postbiotika utvrdujuéi ih kao ,,pripravak nezivih mikroorganizama i/ili
njihovih komponenti koji daje zdravstvene dobrobiti domacinu. Uc¢inkoviti postbiotici moraju
sadrzavati inaktivirane mikrobne stanice ili stanicne komponente, sa ili bez metabolita, koji
pridonose uo¢enim zdravstvenim prednostima (Dempsey i Corr, 2022). Postbiotik je pojam
izveden iz grcke rijeci za 'post', $to znac¢i nakon, i 'bios', $to znaci zivot. Nadalje, ,,bioticki*
pojmovi poput probiotici, prebiotici, sinbiotici i postbiotici obuhvacaju pojam mikroba ili
njihovih supstrata (tablica 1). Stoga se pojam postbiotik prikladno odnosi i na komponente
nastale nakon $§to mikroorganizmi viSe nisu zivi, odnosno, drugim rije¢ima, nezivi, mrtvi ili
inaktivirani. Mikrobi koji ¢ine postbiotik mogu biti nezive, intaktne stanice ili mogu biti
strukturni fragmenti mikroba, kao $to su stani¢ne stijenke (Vinderola i sur., 2022). Postbiotici
imaju nekoliko prednosti u odnosu na probiotike kao $to su opisali Piqué i sur. (2019) : (1)
Nema rizika od translokacije izmedu lumena crijevi i krvi medu ranjivim subjektima, (1)

Nema rizika od stjecanja 1 prijenosa gena koji pruzaju otpornost na antibiotike, (III) Nema
2



rizika od interferencije s normalnom crijevnom kolonizacijom u novorodencadi, (IV)

Oslobadanje aktivnih molekula iz disfunkcionalnih inaktiviranih stanica, izravniji prolazak

kroz slojeve mukusa i stimuliranje epitelnih stanica, (V) Gubitak odrzivosti lizom stanice

moze proizvesti slozenije korisne ucinke i (VI) LakSe ekstrahiranje, standardiziranje,

transport, skladistenje (Dempsey i Corr, 2022). Postbiotik mora biti izveden iz dobro

definiranog mikroorganizma ili kombinacije mikroorganizama za kojeg su poznate genomske

sekvence i koje su pripremljene koriStenjem zacrtanog tehnoloS8kog procesa proizvodnje i

inaktivacije biomase, koji se moze pouzdano reproducirati (Vinderola i sur., 2022).

Tablica 1. Definicije obitelji tvari ,,biotika* konsenzusni paneli koje je sazvao ISAPP (prema

Vinderola i sur., 2022)

POJAM

DEFINICIJA

POJEDNOSTAVLJEN
OPIS

NAPOMENA

PROBIOTIK

Zivi mikroorganizmi,
koji kada se
primjenjuju u
odgovarajucoj
koli¢ini, imaju
zdravstveni u¢inak na
domadina.

Zivi mikrobi koji su
korisni za zdravlje
domacina

Identitet mora bit
potvrden
sekvencioniranjem
genoma. Uc¢inkovita
doza zivih probiotika
mora biti sacuvana do
kraja vijeka trajanja

PREBIOTIK

Supstrat kojeg
selektivno
koristi domacin.
Mikroorganizmi koji
imaju koristan uc¢inak
na zdravlje domacina.

,,Hrana“ za korisne
mikrobe nastanjeni u ili
na domacinu koji
osiguravaju zdravstveni
ucinak

Nisu sva vlakna
prebiotici. Kandidate
za prebiotike Cine tvari
poput polifenola, koja
ne spadaju u vlakna

SINBIOTIK

Smjesa koja sadrzi
zive mikroorganizme i
supstrat(e) koje
selektivno
koristi domacdin.
Mikroorganizmi koji
imaju koristan uc¢inak
na zdravlje domacina

Probiotik + prebiotik,
definirani kao
komplementarni
sinbiotik

Dvije vrste sinbiotika
su
definirane:
komplementaran
i sinergisticki.
Sinergisticki
sinbiotik sadrzi zive
mikrobe (ne nuzno
probiotik) i supstrat
(ne nuzno prebiotik)
koje moze koristiti za
rast




Tablica 1. Definicije obitelji tvari ,,biotika“ konsenzusni paneli koje je sazvao ISAPP (prema

Vinderola i sur., 2022) — nastavak

POSTBIOTIK Priprema nezivih Intaktni, nezivi Proc¢isc¢eni metaboliti
mikroorganizama i/ili mikrobi ili dijelovi se ne kvalificiraju kao
njihovih komponenata stanica, s ili bez postbiotici

koje metabolita, koji
imaju koristan u¢inak  osiguravaju zdravstvei
~ na zdravlje domacina. _ ucinak na domacina
2.2. FUNKCIONALNE BIOMOLEKULE | [INTEGRITET INTESTINALNE
BARIJERE

Gastrointestinalna (Gl) sluznica je najveca i jedno od najkriti¢nijih barijernih mjesta u tijelu
gdje strani antigeni, mikrobi i potencijalni patogeni mogu doé¢i u blizak kontakt s
imunoloskim sustavom domacina. Radi se o polupropusnoj barijeri koja dopusta apsorpciju
nutrijenata te imunolosku osjetljivost uz ograni¢avanje dotoka potencijalno Stetnih antigena
ili mikroba. GI barijera se sastoji od Cetiri glavna elementa: komenzalne mikrobiote, sloja
mukusa, koji sadrzi sekretorne IgA molekule (sIgA) i antimikrobne peptide, monosloja
crijevnih epitelnih stanica i limfoidnog tkiva povezanog s crijevima, koji Cini razlicite
populacije imunoloskih stanica u odjeljcima duz GI trakta. SloZenost regulacije polupropusne
barijere ublaZena je dinami¢kom meduregulacijom izmedu ovih elemenata koji zajedno rade
na odrzavanju cjelovitosti crijevne barijere i homeostaze. Funkcija crijevne barijere moze se
poboljsati unosom nepatogenih mikroorganizama koji povecavaju fizicku barijeru sloja
mukusa, pojacavaju urodenu obranu od patogena i smanjuju paracelularnu (medustani¢nu)
propusnost monosloja crijevnih epitelnih stanica (Dempsey i Corr, 2022).

Smatra se da Lactobacillus sojevi koji se konzumiraju kao probiotici utjeCu na izvornu
crijevnu mikrobiotu i pruzaju zdravstveni ucinak na domacina razli¢itim mehanizmima
stimuliranjem oslobadanja antimikrobnih peptida i proizvodnje sekretornog imunoglobulina
A (sIgA), povecavajuéi cjelovitost ¢vrstog spoja monosloja crijevnih epitelnih stanica i
pruzajuci kompetitivnu otpornost protiv patogena (Dempsey i Corr, 2022).

Laktobacili takoder pomazu u otpornosti crijevne barijere na invaziju patogena natjecuci
se za vezna mjesta na monosloju crijevnih epitelnih stanica, na glikoproteinima u sloju

mukusa ili na plazminogenu izvanstani¢nog matriksa (Dempsey i Corr, 2022).



Gubitak funkcije crijevne barijere impliciran je kao rani dogadaj u patogenezi raznih GI
poremecaja poput celijakije 1 upalne crijevne bolesti ukljucujuci i sistemske bolesti kao Sto su

dijabetes tipa I, pretilost i multipla skleroza (Dempsey i Corr, 2022).

2.3. EGZOPOLISAHARIDI

Egzopolisaharidi (EPS) su egzocelularni polimeri prisutni na povrSini mnogih bakterija
mlije¢ne kiseline (Ruas-Madiedo i sur., 2006). EPS koje proizvode BMK predmet su sve
veceg broja studija. BMK su organizmi prehrambene kvalitete, imaju status opcenito
priznatog kao sigurnog (GRAS) i mogu proizvesti EPS koji su potencijalno korisni kao
sigurni aditivi za poboljSanje teksture 1 viskoznosti prirodnih fermentiranih mlije¢nih
proizvoda te za sprjecavanje sinereze (Tallon i sur., 2003). U prehrambenoj industriji EPS se
koriste kao biozgusnjivaci zbog svojih svojstava stabilizacije, emulgiranja ili Zeliranja (Wang
i sur., 2014).

EPS koje proizvode bakterije mlije¢ne kiseline mogu biti zdravstveno korisni za
potrosaca (Tallon i sur., 2003). U stanicama igraju ulogu u zastiti od isusivanja, toksi¢nih
spojeva, bakteriofaga, osmotskog stresa te omogucuju prianjanje na cvrste povrSine i
stvaranje biofilma (Tallon i sur., 2003). Neka su istrazivanja pokazala da ovi EPS mogu imati
imunostimulirajuce i antitumorsko djelovanje te da fosfatne skupine u EPS-ima igraju vaznu
ulogu u aktivaciji makrofaga i limfocita (Tallon i sur., 2003). EPS iz sigurnih prirodnih izvora
kao §to u BMK mogu posluziti kao dobra zamjena sintetskim antitumorskim lijekovima
(Wang i sur., 2014). EPS se razlikuju s obzirom na stani¢nu lokaciji nakon sinteze u
bakterijskoj stanici: egzopolisaharidi vezani za stanicu (EPS-b) koji blisko prianjaju uz
povrsinu bakterije i otpusSteni egzopolisaharidi (EPS-r) koji se oslobadaju u okolni medij
(Wang i sur.,, 2014). EPS probioti¢kih sojeva su u interakciji s crijevnom mikrobiotom
(Castro-Bravo i sur., 2018).

Mikrobiota je zajednicki naziv za mikroorganizme prisutne u definiranom okoliSu
(Marchesi i Ravel, 2015). Crijevni ekosustav ¢ovjeka jedan je od najgusce naseljenih i vrlo
raznolikih mikrobnih okoliSa poznatih do danas, sastavljen od stabilnih i promjenjivih
mikrobnih skupina (Castro-Bravo i sur., 2018).

Tvrdi se da EPS imaju kljunu ulogu u interakciji laktobacila i bifidobakterija s
domacinom. Ovi polimeri (EPS) ¢e djelovati kao jedna od efektorskih molekula uklju¢enih u

dijalog koji se uspostavlja na razini crijeva izmedu probiotika, crijevne sluznice i mikrobiote
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koja nastanjuje ovu niSu. Stoga se opsezno proucavaju i zdravstvena svojstva probiotickih
bakterija koje proizvode EPS (Castro-Bravo i sur., 2018). Dodavanje bifidobakterija i/ili
laktobacila kao probiotiCkog dodatka moze pomoéi u uravnoteZenju abnormalne crijevne
mikrobiote (Staudacher i sur.,, 2017). Opcenito, prisutnost sojeva Lactobacillus i
Bifidobacterium unutar crijevne mikrobiote povezana je sa zdravstvenim stanjem domacina
(Castro-Bravo i sur., 2018). Povrsinski povezani EPS specificnih sojeva Lactobacillus i
Bifidobacterium doprinose odrzavanju prezivljavanja bakterija tijekom prolaska kroz
gastrointestinalni sustav sluze¢i kao zastitni sloj prilikom prolaska kroz ekstremne uvjeta
GIT-a, poput niskog pH u Zelucu i Zu¢nih soli u kombinaciji s enzimima gusSterace u
dvanaesniku. Nakon S$to bakterije koje proizvode EPS dospiju u debelo crijevo, ove
povrsinske makromolekule uklju¢ene su u interakciju s crijevnom sluznicom (Castro-Bravo i
sur., 2018). Smatra se da prianjanje na crijevni epitel, uglavnhom na razini debelog crijeva,
pomaze probiotickim bakterijama da se prolazno nastane na podrucje crijevnog epitela i
opstanu tijekom duZzih razdoblja u crijevima, §to ¢e zauzvrat oteZati kolonizaciju crijevnih

patogena (Castro-Bravo i sur., 2018).

2.4. S-PROTEINI (proteini S-sloja)

Kako bi se olakSale potrebne interakcije sa stanicama domacina, Lactobacillus vrste
posjeduju razli¢ite komponente na svojoj vanjskoj povrSini. One ukljuc¢uju proteine stanicne
stijenke, proteine S-sloja, pili proteine i ,,moonlight proteine (slika 1). Ovi povrSinski
proteini olakSavaju prianjanje laktobacila na domacina, jer imaju spososbnost vezanja na sloj
peptidoglikana, na mukus te na epitelne stanice. Nekoliko Lactobacillus sojeva posjeduje
kristalni povrSinski sloj glikoproteina, takoder poznat kao S-sloj, nekovalentno vezan na
peptidoglikansku stani¢nu stijenku (Dempsey 1 Corr, 2022).

Nekoliko ¢imbenika pridonosi interakciji laktobacila s tkivima domacina, kao $to su
hidrofobnost i autoagregacija stanicne povrSine (Kos i sur., 2003), lipoteihoi¢ne kiseline
(Granato i sur., 1999) i proteini na povrsini stanice (Jakava-Viljanen i Palva, 2007). Proteini
na povsini stanice (proteini S-sloja) su monomolekularni Kkristalni nizovi identificirani u
nekoliko Lactobacillus vrsta. U nekim od ovih bakterija pokazalo se da S-slojevi
funkcioniraju kao adhezini koji imaju ulogu posrednika u vezivanju stanica iz roda
Lactobacillus na epitelne stanice domacina i/ili u izvanstanicnom matriksu. Adhezivna

svojstva S-slojeva na komponente matriksa takoder su povezana sa zaStitnim funkcijama
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protiv invazivnosti patogenih bakterija, kao i s probiotickim svojstvima bakterija s korisnim
u¢inkom na zdravlje domacina (Avall-Jaiskeldinen i Palva, 2005).

Vecéina S-slojeva sastavljena je od podjedinica jedne proteinske ili glikoproteinske vrste
sposobne formiranja simetri¢nih nizova i prekrivanja povrsine stanice tijekom svih faza rasta
(Jakava-Viljanen i sur., 2002).

Vrste Lactobacillus, kao S§to su L. helveticus, L. acidophilus, L. crispatus, L.
amylovorus i L. gallinarum te vrsta Levilactobacillus brevis posjeduju proteine S-sloja
(Avall-Jiiskeldinen i Palva, 2005). S-slojevi su kristalni nizovi proteinskih podjedinica
smjestenih na krajnjem vanjskom dijelu stani¢ne stijenke. Zbog velikog broja podjedinica
povrsinskih proteina potrebnih za pokrivanje cijele povrSine stanice, proteini S-sloja
predstavljaju priblizno 10 % ukupnih stani¢nih proteina (Avall-Jiiskeldinen i Palva, 2005).

Funkcije proteina S-sloja jo$ nisu u potpunosti otkrivene, ali je predlozeno da te
strukture Stite mikrobe od neprijateljskih okoli$nih agenasa i pomazu u odrzavanju stani¢ne
cjelovitosti (Avall-Jiiskeldinen i Palva, 2005). PredloZene su razli¢ite funkcije za S slojeve,
kao $to su zaStitni omotaéi, uloga molekularnog sita, promotori za adheziju stanica i
prepoznavanje povrsine. Takoder postoji sve viSe dokaza da bakterije koje nose S-sloj mogu
ekspresimirati alternativne gene proteina S-sloja, za prilagodbu na razlicite faktore stresa, kao
Sto je imunoloSki odgovor domacina na patogene i drasticne promjene uvjeta okoliSa za

nepatogene (Jakava-Viljanen i sur., 2002).



S-sloj

Sloj
egzopolisaharida

Peptidoglikanski sloj

Stani¢na membrana

? Fosfolipidi 0 Protein stanicne stijenke
I Membranski kanal l Teihoitna kiselina
0 Membranski protein * Pili
@ Usidren membranski Protein S-sloja
protein .~ lzlu€eni faktori

Slika 1. Prikaz specifi¢énih povrsinskih struktura stanica vrsta Lactobacillus i njihovih
znacajnih funkcionalnih biomolekula (Dempsey i Corr, 2022)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mirkoorganizmi

Lactobacillus sojevi bakterija mlije¢ne kiseline izolirani iz mikrobioma maj¢inog mlijeka su
pohranjeni kao bakterijske kulture Zbirke mirkoorganizama Laboratorija za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu. Navedeni sojevi prikazani su u tablici 2

zajedno s pripadaju¢im optimalnim uvjetima rasta te hranjivom podlogom.

Tablica 2. Bakterijski sojevi iz Zbirke mirkoorganizama Laboratorija za tehnologiju

antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura koristeni u ovom radu

BAKTERIJSKI SOJ OZNAKA SOJA HRANJIVA PODLOGA |
UVJETI RASTA

Limosilactobacillus MC1 MRS, 37 °C , anaerobno
fermentum
Levilactobacillus brevis MB1 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB2 MRS, 37 °C , anaerobno
Levilactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB20 MRS, 37 °C , anaerobno

3.1.2.  Hranjive podloge

KorisStene su hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline:

¢ MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/L destilirane vode):
pepton 10,0; mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween
80 1,0; MgSO,4 x 7H,0 0,1; MnSO,4 x 7 H,O 0,05; natrijev acetat 5,0; agar
20,0. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C

tijekom 15 minuta.



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

3.1.3. Kemikalije

e agar ,Merck®, Njemacka

e 2% glukoza, ,,Kemika“, Hrvatska

e natrijev hidroksid, ,,Kemika®, Hrvatska

e fenol, ,,Sigma*“, SAD

e EDTA, ,,Sigma-Aldrich, SAD

e destilirana voda, PBF, Hrvatska

e etanol (96 %), ,,Kemika®, Hrvatska

e trikloroctena kiselina, ,,Fischer Scientific*, SAD

e fosfatni pufer (PBS), ,,Kemika*, Hrvatska

e gvanidin hidroklorid, ,,AppliChem Gmbh”, Njemacka

e Bradfordov reagens (Coomasie brilliant blue, fosforna kiselina, etanol,

destilirana voda), PBF, Hrvatska
e kristal violet, ,Kemika“, Hrvatska

e standard za elektroforezu proteina (molekulske mase 14-97 kDa),
,,Pharmacia“, SAD

e Tris-HCI pufer pH=8,8, PBF, Hrvatska
e akrilamid/bis-akrilamid, 30 % (w/v), ,,Sigma-Aldrich*, SAD
e TEMED (N, N, N', N -tetra-metil-etilendiamin), ,,Bio-Rad*, SAD

e amonij-persulfat (APS); 10 %-tni (amonij-peroksodisulfat (APS),
»Kemika*“, Hrvatska)

e Tris-HCI pufer pH=6,6, PBF, Hrvatska

e SDS-PAGE pufer za elektroforezu (Tris, SDS, glicin, destilirana voda), PBF,

Hrvatska
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Laemmli sample pufer (SDS (natrij-dodecilsulfat, ,,Sigma‘“, SAD), glicerol
(,,Alkaloid*“, Makedonija), 10 % B-merkaptoetanol (,,Sigma“, SAD), 0,004

% bromphenol blue (metilensko modrilo, ,,Sigma“, SAD), 0,125 M Tris-

HCl)

3.1.4. Aparatura i pribor

automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

analiticka vaga, ,,Scaltec, Njemacka

vaga ,,Techtnica®, Slovenija

vortex V1 plus, ,,.Biosan®, Latvija

hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

kivete, ,,Eppendorf*, SAD

petrijeve zdjelice, ,,Golias*, Slovenija

centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf*, SAD

centrifuga Centric 160, ,,Techtnica®, Slovenija

zamrzivac, ,,New Brunswick Scientific®, SAD
Erlenmeyerove tikvice, ,,Technische Glaswerke [Imeau®, Njemacka
autoklav, ,,Sutjeska“, Hrvatska

termostat, ,,Instrumentarija®, Hrvatska

Bunsenov plamenik, ,,OMM Laboratory equipment®, Italija
plasi¢ne tubice, ,,Eppendorf, SAD

Kivete za centrifugiranje (15 mL, 50 mL), ,,Falcon“, Engleska

staklene epruvete (16x160 mm), ,,Scherf Prazision Europe GmbH*,

Njemacka

stalci za tubice, ,,neoLab*, Njemacka
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e stalci za epruvete, ,,neoLab*, Njemacka
e mikrobioloske usice, ,,Syntesis*, Italija
e Spektra/Por porozna membrana za dijalizu, ,,Spectrum Laboratories”, SAD

e liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, ,,Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH*, Njemacka

e magnetna mjesalica, ,,New Brunswick Scientific®, SAD

e staklene ¢ase, ,,Technische Glaswerke [Imeau®, Njemacka

e vodena kupelj, ,,Sutjeska‘, Jugoslavija

e komora za elektroforezu, ,,Bio-Rad“, SAD

o elektroforetske kadice, ,,Cleaver Scientific Ltd*, Velika Britanija

e igla za nanoSenje proteinskih uzoraka, ,,Hamilton*, SAD

3.2. METODE

3.2.1.  Odrzavanje i cuvanje mikroorganizma

Sojevi bakterija mlijecne kiseline ¢uvani su pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15 % (v/v) glicerola. 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.

3.2.2.  lzolacija egzopolisaharida

3.2.2.1. Detekcija sojeva producenata egzopolisaharida (EPS)

Prisutnost egzopolisaharida ispitana je kod soja L. fermentum MCL1 izoliranog iz
mikrobioma maj¢inog mlijeka. Pozitivna indikacija proizvodnje egzopolisaharida, prema
Cerning (1990), ispitana je doticanjem kolonija poraslih preko no¢i na MRS agaru
sterilnom mikrobioloSkom uSicom. Duge, rastezljive niti, formirane prilikom doticanja

kolonija ukazivale su na prisutnost egzopolisaharida.
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3.2.2.2. Uzgoj soja L. fermentum MCL1 i sinteza EPS-a

Za uzgoj soja producenta egzopolisaharida koristene su MRS-agar hranjiva podloga te
MRS tekuc¢a hranjiva podloga. Prilikom uzgoja na MRS-agar hranjivoj podlozi,
prekono¢na kultura soja L. fermentum MC1 inokulirana je na MRS-agar plocu
suplementiranu s 2 % glukoze (Kemika, Hrvatska) te ostavljena 3 dana u anaerobnim
uvjetima pri 30 °C. Uzgoj u MRS tekucoj hranjivoj podlozi proveden je propagacijom u
500 mL MRS bujona suplementiranog s 2 % glukoze (Kemika, Hrvatska) u aerobnim

uvjetima pri 30 °C.

3.2.2.3. Optimizacija metoda za izolaciju egzopolisaharida
3.2.2.3.1. Izolacija 1 procis¢avanje egzopolisaharida vezanih na povrsinu bakterijske
stanice
Izolacija egzopolisaharida vezanih za povrsinu bakterijske stanice (EPS-b) prilagodena je
prema Tallon i sur. (2003), Ruas-Madiedo i sur. (2006) te Wang i sur. (2014). Nakon
uzgoja od 3 dana, bakterijska biomasa pokupljena je s MRS plo¢a primjenom sterilne
destilirane vode plasti¢nim Drigalski Stapicem (Ruas-Madiedo i sur., 2006). Pri uzgoju u
MRS bujonu, talog stanica koriSten je za izolaciju egzopolisaharida vezanih na povrsine
stanica. Talozi stanica resuspendirani su u malom volumenu dH,O te je potom izolacija
egzopolisaharida provedena primjenom 3 razli¢ite metode. U prvoj metodi, suspenzija
stanica tretirana je 1 vol 2 M NaOH te ostavljena na magnetnoj mijesalici tijekom 24 sata
(Ruas-Madiedo i sur., 2006). U drugoj metodi, suspenzija stanica tretirana je s 0,5 %-tnim
fenolom te je ostavljena na magnetnoj mjesalici (60 rpm) tijekom 4 sata pri 4°C (Wang i
sur., 2014). U tre¢oj metodi, suspenzija stanica tretirana je s 0,05 M EDTA te je ostavljena
na magnetnoj mijesalici (60 rpm) pri 4 °C (Wang i sur., 2014; Tallon i sur., 2003).
Netopljiv stani¢ni materijal uklonjen je centrifugiranjem pri 8000 o/min tijekom 30
minuta pri 4 °C. Egzopolisaharidi iz supernatanta istaloZzeni su dodatkom 4 volumena
hladnog etanola (96 %) u svrhu uklanjanja lipida, nakon ¢ega je uslijedila prekonoéna
inkubacija pri -20 °C gdje dolazi do poticanja talozenja egzopolisaharida. Istalozeni
egzopolisahridi centrifugirani su pri 8000 o/min na 4 °C tijekom 30 minuta te
resuspendirani u sterilnoj destiliranoj vodi. Dijaliza je provedena u destiliranoj vodi u
Spectra/Por membrani (10-14 Da) (Spectrum Laboratories, SAD) uz Ceste promjene
dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize uzorak je zamrznut preko noéi pri -80
13



°C (New Brunswick Scientific, SAD), liofiliziran u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus
(Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka) te su izvagane mase u svrhu

odredivanja prinosa na analiti¢koj vagi (Scaltec, Njemacka).

3.2.2.3.2. Izolacija egzopolisaharida otpustenih u medij

Izolacija egzopolisaharida otpustenih u medij (EPS-r) prilagodena je prema Tallon i sur.
(2003). Nakon uzgoja bakterijske biomase u MRS bujonu, supernatant je koriSten za
izolaciju EPS-a otpustenih u medij. Supernatant je tretiran s TCA (Fischer Scientific,
SAD) u konac¢noj koncentraciji od 20 % (w/v). Takva suspenzija inkubirana je pri 4 °C
tijekom 2 sata na magnetnoj mijesalici (New Brunswick Scientific, SAD). Nakon 2 sata
provedeno je centrifugiranje pri 8000 o/min tijekom 30 minuta pri 4 °C u svrhu
uklanjanja istaloZzenih proteina. Dobiveni supernatant tretiran je s 4 volumena hladnog
etanola (96 %) u svrhu uklanjanja lipida, te je uslijedila prekonoéna inkubacija pri -20 °C
kako bi se potaknulo talozenje egzopolisaharida. Nakon centrifugiranja, 30 minuta pri
8000 o/min (4 °C ), talog je resuspendiran u sterilnoj destiliranoj vodi. Dijaliza je
provedena u destiliranoj vodi u Spectra/Por membrani (cutt off 10-14 Da) (Spectrum
Laboratories, SAD) uz ¢este promjene dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize
uzorak je zamrznut preko noéi pri -80 °C (New Brunswick Scientific, SAD), liofiliziran u
uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Njemacka) te su izvagane mase u svrhu odredivanja prinosa na analiti¢koj vagi (Scaltec,

Njemacka).

3.2.3.  lzolacija S-proteina

3.2.3.1. Indirektna metoda odredivanja stanica
Indirektna metoda odredivanja broja stanica temelji se na brojanju poraslih bakterijskih
kolonija nakon nacjepljivanja priredenih decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih
stanica na MRS-agar podlogu. 100 pL suspenzije bakterijskih stanica do 10™° razrjedenja
suspendiranih u 900 pL sterilne fizioloske otopine nacijepljeno je na MRS agar u obliku kapi
(10 pL) u 2 paralele. Tako nacijepljene MRS-agar podloge inkubirane su tijekom 48 sati pri

37 °C. Potom su izbrojane porasle kolonije te je izracunat broj zivih stanica po mililitru
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uzorka (engl. Colony-forming units, CFU).
CFU= (a/b)*c
a=broj poraslih kolonija
b= volumen upotrjebljenog uzorka

c=reciprocna vrijednost decimalnog razrjedenja

3.2.3.2. Uzgoj sojeva L. brevis i uklanjanje S-proteina s povrsine bakterijskih stanica
Prekonoéno uzgojene kulture sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13, MB20 sterilno su
inokulirane u 500 mL MRS bujona i uzgojene anaerobno preko no¢i pri 37 °C. Nakon
centrifugiranja, 10 minuta pri 4200 o/min (4 °C), stanice su isprane s 10 mL PBS pufera
pri 4 °C. Ponovno je uslijedilo centrifugiranje, 10 minuta pri 4200 o/min (4 °C), nakon
kojeg je talog suspendiran u 4 mL, 5M GHCI, kako bi se uklonili proteini s povrSina
stanica. Uzorak je stavljen na inkubaciju na ledu uz snazno mijesanje tijekom 2 sata te
potom centrifugiran 10 minuta pri 4200 o/min, 4 °C. Talog je ispran u PBS puferu,
zamrznut na -20 °C te kuhan tijekom 10 minuta i koristen za SDS-PAGE. Supernatant je
prokuhan u destiliranoj vodi te potom dijaliziran u Spectra/Por membrani (10-14 Da)
(Spectrum Laboratories, SAD).

3.2.3.3. Odredivanje koncentracije metodom po Bradfordu

Koncentracija ukupnih stani¢nih proteina iz dijaliziranih uzoraka sojeva L.brevis MB1,
MB2, MB13, MB20 odredena je metodom po Bradfordu. Pripremljen je standard
govedeg serumskog albumina u rasponu koncentracija 0 pg/mL do 100 pg/mL u
ukupnom volumenu od 100 pL uz dodatak 1 mL Bradfordovog reagensa. Otopine
proteina pripremljene su tako $to je u kivetu dodano 5 pL uzorka, 95 pL demineralizirane
vode i 1 mL Bradfordovog reagensa. Apsorbancija je odredena na 595 nm, a mjerenje je
izvrSeno unutar 60 minuta. Dobiveni rezultati sluzili su za izradu bazdarnog dijagrama

(slika 2) iz kojeg je odredena koncentracija proteina (Bradford, 1976).

Y (protein)yzorak=(Asos-Y)/a
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vy (protein)yzorak — koncentracija proteina u uzorku izrazena u pg/mL
Asgs — apsorbancija izmjerena na 595 nm
y - odsjeCak na osi y bazdarnog dijagrama

a - koeficijent smjera pravca bazdarnog dijagrama
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Slika 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije stani¢nih proteina sojeva L.brevis

MB1, MB2, MB13, MB20

3.2.3.4. SDS-PAGE

SDS-PAGE proveden je pri konstantnom naponu od 200 V kroz 45 min. Poliakrilamidni
gel za provodenje elektroforeze sastoji se od donjeg gela (gel za separaciju, 10 %) te
gornjeg gela (gel za sabijanje, 10 %) ¢iji sastav je prikazan u tablicama 3 i 4. Pripremljeni
10x koncentrirani pufer za elektroforezu (tablica 5) razrijeden je u destiliranoj vodi te je
dobiven 1x koncentrirani pufer potreban za elektroforezu (SDS-PAGE pufer za
elektroforezu (Tris, SDS, glicin, destilirana voda), PBF, Hrvatska). Uzorci su naneseni na
10 % poliakrilamidni gel. SDS-PAGE proveden je prema Manns (2011).

1) Tretiranje supernatanta

Dijalizati su liofilizirani preko no¢i, resuspendirani u 15 pL destilirane vode, dodan je
jednak volumen Laemmli sample pufera. Kuhani su tijekom 10 minuta te je potom 15

puL supernatanta pomijesano s 5 pL reducirajuéeg agensa i koristeno za SDS- PAGE.
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2) Tretiranje taloga

U 100 uL odmrznutih taloga dodano je 100 uL Laemmli sample pufera, kuhano

tijekom 2-3 min te centrifugirano 5 minuta a 13000 o/min. 15 uL supernatanta,

pomijesano je s 5 pL reducirajuceg agensa 1 koristeno je po jazici gela za separaciju.

Tablica 3. Donji gel (gel za sabijanje, 10 %)

KEMIKALIJA KOLICINA
Tris-HCL pufer pH 8,8 2,5mL
akrilamid/bisakrilamid 30 % (w/v) 3mL
destilirana voda 2,5mL
TEMED (N, N, N°, N'-tetra-metil- S5uL
etilendiamin)
amonij-persulfat (APS); 10 %-tni 38 uL

Tablica 4. Gornjeg gela (gel za sabijanje, 10 %)

KEMIKALIJA KOLICINA
Tris-HCI pH 6,8 3,195 mL
akrilamid/bisakrilamid 30 % (w/v) 0,45 mL
TEMED (N, N, N, N'-tetra-metil- 7,5 uL
etilendiamin)
amonij-persulfat (APS) 22,5 ub
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Tablica 5. Priprema pufera za elektroforezu (10x) (SDS-PAGE pufer za elektroforezu
(Tris, SDS, glicin, destilirana voda), PBF, Hrvatska)

KEMIKALIJA 100 mL
Tris (Q) 3
SDS (g) 1

Glicin (g) 14,4

destilirana voda do 100 mL

Pufer za uzorke za elektroforezu — reducirajuci reagens
0,759 Tris-a

0,095 g EDTA

2,59 SDS-a

10 mL glicerola

0,005 % bromfenol

25 %-tni B-merkaptoetanol

3.2.3.5. Izolacija i procis¢avanje S-proteina

Supernatant je prokuhan u destiliranoj vodi te potom dijaliziran u Specra/ Por membrani
(10-14 Da) (Spectrum Laboratories, SAD). Dijaliza je provedena u 200-500 puta veéem
volumenu PBS pufera pri 4 °C na magnetnoj mjesalici (New Brunswick Scientific, SAD).
PBS pufer tijekom dijalize mijenjan je svaka 2 sata. Dijalizati su zamrznuti na -80 °C
(New Brunswick Scientific, SAD) te je provedena liofilizacija preko no¢i u uredaju Christ
Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka). Mase su

izvagane u svrhu odredivanja prinosa na analiti¢koj vagi (Scaltec, Njemacka).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. OPTIMIRANJE I1ZOLACIJE EGZOPOLISAHARIDA L. FERMENTUM

Uz prepoznatu ulogu EPS-a koji se dodaju prehrambenim proizvodima za pobolj$ane
teksture, viskoznosti, emulzifikacije i doprinos reoloskim svojstvima hrane, odnosno
smanjenju sinereze i kapaciteta vezanja vode, predlazu se i nove funkcije EPS-a probiotic¢kih
BMK. Egzopolisaharidi Lactobacillus sojeva sadrze razli¢ite funkcionalne grupe, primjerice
hidroksilnu grupu, fosfatnu grupu i karbonilnu grupu koje su vjerojatno znaajne pri
ispoljavanju njihove imunomodulatorne, antimikrobne, antioksidativne te antikancerogene
aktivnosti. Egzopolisaharidi Lactobacillus sojeva mogu se Kkoristiti i kao prehrambeni i
terapeutski agensi za regulaciju imunoloSkog sustava domacina te ¢ija u¢inkovitost doprinosi
terapiji raznih zdrastvenih poremecaja i bolesti, ukljucujuci rak, dijabetes i hipertenziju (Riaz
Rajoka i sur., 2020). EPS sojevi Lactobacillus i Bifidobacterium mogu djelovati kao
povrsinske efektorske makromolekule koje su direktno ukljucene u interakcije bakterija s
razli¢itim stanicama domacina kao i s mikrobnom zajednicom u crijevnom lumenu.
Egzopolisaharidi su primjer Secernih struktura koje su vezane na stani¢nu stijenku ili se
izluuju u vanstaniéni medij. Unutar kolekcije BMK istrazivacke grupe Laboratorija koja
obuhvaca bakterijske izolate mikrobioma majc¢inog mlijeka ispitana je pojavnost tipi¢nog
,fopy* fenotipa, karakteristicnog za biosintezu EPS. Izmedu velikog broja autohtonih BMK,
kod soja L. fermentum MC1 uocene su tipi¢ne blistave bakterijske kolonije koje na dodir
mikrobioloSkom uSicom formiraju filamentozne niti karakteristicne za sojeve producente
EPS-a, nakon prekonoénog uzgoja na MRS hranjivom agaru oboga¢enom ugljikohidratom
glukozom (slika 3).
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Slika 3. Pozitivna indikacija proizvodnje egzopolisaharida soja L. fermentum MC1

I okoli$ni 1 intrinzi¢ni ¢imbenici utjeCu na prinos i molekularnu tezinu polisaharida koje
proizvode BMK. Koli¢ina i molekularna tezina su svojstva Cesto povezana s tehnolosko-

funkcionalnim svojstvima polisaharida u razli¢itim primjenama (Mende i sur., 2016).

Neki od radova koji takoder izvjestavaju o ,,ropy* fenotipu su Butorac i sur. (2021) te Tallon i
sur. (2003). U radu Butorac i sur. (2021) soj producent EPS-a koji pokazuje svojstva ,,ropy*
fenotipa jest L. fermentum D12. U radu Tallon i sur. (2003) ,,ropy* fenotip ispoljava se kod
soja L. plantarum EP56.

U ovom radu ispitane su tri metode za ekstrakciju egzopolisaharida iz soja L. fermentum
MC1. Cilj rada bio je optimirati postupak izolacije EPS-b (egzopolisaharidi vezani na
povrsine stanica) i EPS-r (egzopolisaharidi otpusteni u okolni medij). S obzirom na to da se
proizvodnja EPS-a moze potaknuti viskom specificnog ugljikohidrata u hranjivoj podlozi za
rast, soj L. fermentum MC1 je uzgojen u MRS mediju kojem je dodana glukoza (Tallon i sur.,
2003). Naime, prema Butorac i sur. (2021) upravo povecan udio glukoze u hranjivoj podlozi
za rast soja L. fementum D12, izoliranog iz mikrobioma autohtonog hrvatskog sira, u koli¢ini
od 2 %, rezultirao je najvecim prinosom EPS-a.

EPS frakcije sojeva izolirane su iz stani¢ne biomase sakupljene s agar-MRS ploca. Protokol

izolacije egzopolisaharida vezanih na povrsini stanica (EPS-b) u kojem su koristene tri
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metode ekstrakcije prilagoden je prema Tallon i sur. (2003), Ruas-Madiedo i sur. (2006) te
Wang i sur. (2014). Rezultati izolacije egzopolisaharida otpustenih u medij (EPS-r) i vezanih
na povrsini bakterijske stanice producenta (EPS-b), nakon uzgoja L. fermentum MC1 u
tekucoj i krutoj MRS hranjivoj podlozi, prikazani su u tablici 6. U prvoj metodi suspenzija
bakterijskih stanica tretirana je s 1 M NaOH te je ostvaren prinos EPS-a od 544,12 mg/L. U
drugoj metodi bakterijske stanice su izloZene utjecaju 0,5 % fenola te je ostvaren prinos od
403,23 mg/L. U tre€oj metodi su stanice tretirane 0,05 M EDTA te je ostvaren prinos od
419,35 mg/L. S obzirom da je maksimalan prinos EPS-b izoliranih sa stanica soja L.
fermentum MC1 uzgojenih na MRS plo¢ama dobiven metodom ekstrakcije pomo¢u NaOH,
za izolaciju EPS-b sa stanica soja L. fermentum MC1 uzgojenih u MRS bujonu takoder je
koriStena metoda NaOH (slika 4). 1zolacijom EPS-b metodom NaOH sa stanica uzgojenih u
MRS bujonu ostvaren je prinos od 38,6 mg/L. l1zolacija EPS-r (egzopolisaharidi otpusSteni u
medij) provedena je prema Tallon i sur. (2003). Za izolaciju egzopolisaharida otpustenih u
medij (EPS-r), supernatant je tretiran s TCA, s ciljem procis¢avanja i izdvajanja proteina, te
je dobiven prinos egzopolisaharida od 611,11 mg/L. Prinos EPS-r dobiven ekstrakcijom sa
stanica soja L. fermentum MC1 uzgojenih u teku¢em mediju, ujedno je i maksimalni prinos
dobiven u odnosu na sve ostale kori$tene metode.

Prema Adebayo-tayo i sur. (2008), aktivni proizvodaci EPS-a su oni sojevi Ciji je prinos
proizvodnje EPS-a iznad 40 mg/L. Svi prinosi, izuzevsi prinos Ygps= 38,6 mg/L, bili su iznad

40 mg/L, sto L. fermentum MC1 ¢ini aktivnim proizvodacem EPS-a.

Rezultati su u skladu s onima Tallon i sur. (2003) te Wang i sur. (2014) prema kojima su
sojevi Lactobacillus vrste ucinkoviti proizvoda¢i EPS-a. Prema Tallon i sur. (2003),
egzopolisaharidi vezani na povrSine stanica (EPS-b) su iz soja Lactobacillus plantarum
EPES56 izolirani primjenom 1M NaCl te 0,05 M EDTA. Egzopolisaharidi otpusteni u medij
(EPS-r) takoder su izolirani uz primjenu TCA (trikloroctena kiselina) u koncentraciji od 20
%, za denaturaciju proteina. Ukupna koli¢ina EPS-a (zbroj stani¢no vezanih i otpusStenih
frakcija EPS-a) je povecan s povecanjem broja stanica te je dosegut maksimum od 126,4
mg/L u stacionarnoj fazi. Koli¢ina EPS-b na pocetku stacionarne faze (od 0 do 25 h) iznosila
je 73,6 mg/L, nakon Cega je uslijedio pad koncentracije, kako se fermentacija privodila kraju
(od 25 h do kraja fermentacije), do 44,6 mg/L. Za razliku od EPS-b, koli¢ina EPS-r rasla je
kako se fermentacija privodila kraju do koncentracije od 79,3 mg/L. Prema Wang i sur.

(2014) tri poznate metode za ekstrakciju EPS-b primijenjene su na stanice soja Lactobacillus
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plantarum 70810. Nakon ultrazvu¢nog tretmana uzorka ekstrakta odreden je najveci prinos
EPS-b od 64,17 mg/L u usporedbi s druga dva ekstrakcijska protokola, tj. tretmanom 0,05 M
EDTA (18,42 mg/L) i tretmanom 0,5 % fenolom (10,65 mg/L). Koli¢ina ukupnog EPS-a
(EPS-b i EPS-r) poveéana je nakon produzenog vremena fermentacije i dosegnula je
maksimum od 581,03 mg/L u stacionarnoj fazi. Prinos EPS-b dosegnuo maksimalnu
koncentraciju od 66,86 mg/L u 22. satu. Prinos EPS-r dosegnuo koncentraciju od 523,24
mg/L u 48. satu.

U usporedbi s rezultatima naSeg rada, izolacija EPS-b metodom EDTA rezultirala je ve¢im
prinosom (Ygps= 419,35 mg/L) u usporedbi s prinosima EPS-a izoliranih metodom EDTA
kod Tallon i sur. (2003) (Yeps= 44,6 mg/L) i Wang i sur. (2014) (Yeps= 18,42 mg/L). Takoder,
u nasem radu dobiven je veci prinos EPS-b (Ygps= 403,23 mg/L) izoliranih pomoéu fenola
nego li je dobiveno kod Wang i sur. (2014) (Ygps= 10,65 mg/L).

Tablica 6. Prinosi egzopolisaharida (Ygps) otpustenih u medij (EPS-r) i vezanih na
bakterijske stanice (EPS-b) nakon uzgoja L. fermentum MC1 u tekucoj i krutoj MRS

hranjivoj podlozi uz dodatak 2 % glukoze

UZORAK Yeps (MQ/L)
EPS-b (MRS ploc¢a); fenol 403,23
EPS-b (MRS ploca); EDTA 419,35
EPS-b (MRS plo¢a); NaOH 544,12
EPS-r (MRS bujon); TCA 611,11
EPS-b (MRS bujon); NaOH 38,6
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Slika 4. Liofilizirani uzorak EPS-b soja L. fermentum MC1 nakon ekstrakcije primjenom

natrijeva hidroksida s povrsinskih poraslih bakterijskih kolonija na MRS agaru

4.2. EKSTRAKCIJA S-PROTEINA

Povrsinski S-sloj su strukture stani¢ne ovojnice koje su sveprisutne kod gram-pozitivnih i
gram-negativnih bakterija, kao i kod arheja (Vilen i sur., 2009). S-slojevi su stani¢ne strukture
s dvodimenzionalnim nizovima koje su izgradene od identicnih proteinskih ili
glikoproteinskih podjedinica, te su molekulske mase od 40 do 200 kDa (Mobarak Qamsari i
sur., 2016). Predlozene su razlicite funkcije za S-slojeve, poput djelovanja kao molekularnih
sita, zaStitnih slojeva te promotora za povrsinsko prepoznavanje i stani¢nu adheziju (Sleytr i
sur., 2014). Stani¢ne stijenke mnogih bakterija, ukljucuju¢i mnoge vrste iz roda Lactobacillus

prekrivene su parakristalnom strukturom povrsinskog sloja (S-sloj) (Hynonen i Palva, 2013).

S ciljem ekstrahiranja S-proteina bakterijske stanice L. brevis su tretirane s 5 M gvanidin
hidrokloridom (GHCI). Nakon ekstrakcije GHCIl-a provedena je dijaliza supernatanta za
purifikaciju S-proteini. Nakon dijalize uzorci ekstrahiranih proteina su analizirani SDS-

PAGE-om s ciljem detekcije proteina i procjene molekulske mase (slika 5). Kao standard su
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koristeni proteini poznate molekulske mase u rasponu koji odgovara oc¢ekivanoj molekulskoj
masi S-proteina. Na slici 5 su jasno vidljive proteinske vrpce velic¢ine u rasponu od 42 kDa do
55 kDa kod svih ispitanih sojeva §to nam upucuje da svi ispitani sojevi L.brevis eksprimiraju
S-proteine. Jakava-Viljanen i sur. (2007), izvjeStavaju o eksprimiranim S-proteinima u 8
izolata sojeva vrste Lactobacillus. Prema njihovim podacima SDS-PAGE-a, dominantne
proteinske vrpce su u rasponu molekulskih masa od 45 do 62 kDa sto je u skladu s nasim
rezultatima. Prema Mobarak Qamsari i sur. (2016) dva soja pokazala su iste dominantne
proteinske trake priblizno oko 48 kDa. Prema izvjestaju Wasko i sur. (2013), proteini S-sloja
iz mlije¢nih sojeva L. helveticus imali su male molekularne mase u rasponu od 42 do 43,8
kDa. Navedeni rezultati u skladu su sa izvjestajima Garrote i sur. (2004) i Kos i sur. (2003)
koji navode da su tipi¢ne znacajke proteina S-sloja iz laktobacila visok sadrZaj pozitivno
nabijenih ostataka, $to ih ¢ini visoko bazi¢nim proteinima s izoelektricnim to¢kama u rasponu
od 9,35 do 10,4 te relativno malom molekularnom masom (u rasponu od 25 kDa do 71 kDa).
Varijacije u molekularnoj masi proteina S-sloja medu razli¢itim vrstama laktobacila
potvrdene su studijama drugih autora (Mobili i sur., 2009; Kos i sur., 2003; Yasui i sur.,1995).

kDa S MB1 MB2 MB13 MB20

315
140

95
72

S5

42

26

17
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Slika 5. SDS-PAGE povrsinskih proteina L. brevis sojeva nakon ekstrakcije s 5 M GHCI-om

Koncentracija ukupnih povrSinskih proteina sojeva L.brevis MB1, MB2, MB13, MB20,
ekstrahiranih s povrSine bakterijske stanica pomocu gvanidin hidroklorida, odredena je
metodom po Bradfordu. Mjerenje koncentracije proteina metodom po Bradfordu temelji se na
¢injenici da se spoj Coomasie Blue G 250 veze za arginilne 1 lizinske ostatke proteina, ali ne i
za slobodne aminokiseline. Nakon mjerenja apsorbacije (Asgs) pripremljenih standarda
(raspon koncentracije govedeg serumskog albumina (BSA)) te uzoraka s nepoznatom
koncentracijom proteina, konstruiran je bazdarni dijagram iz kojeg je izraCunata
koncentracija proteina (Bradford, 1976). Odredene koncentracije proteina prikazane su u
tablici 7. Najveca koncentracija S-proteina odredena je kod soja L .brevis MB20 te iznosi
27,286 pg/mL, dok je najniza koncentracija odredena u uzorku eksrakta proteina soja
L.brevis MB13 koja iznosi 4,429 pg/mL.

U usporedbi s dobivenim koncentracijama ekstrahiranih S-proteina u ovom radu, pomo¢u SM
GHCl-a, ve¢i prinos ostvaren je prema Eslami i sur. (2013) ¢ija ekstrakcija S-proteina je
provedena pomo¢u 4M GHCI-a. Prema izvjesStaju Eslami i sur. (2013), koncentracija
ekstrahiranih S-proteina s povrSina stanica soja Lactobacillus acidophilus ATCC4356
upotrebom 4M gvanidin hidroklorida (GHCI), kretala se u rasponu od 0,512 do 1,15 mg/mL.
Prema izvjeStaju Eslami i sur. (2013), takoder su dobivene vece koncentracije S-proteina
ekstrakcijom pomocu uree i litijevog klorida (LiCl). Nakon ekstrakcije S-proteina pomocu
uree odredene su koncentracije u rasponu vrijednosti od 0,227 do 0,354 mg/mL, dok je

koncentracija S-proteina pomoc¢u LiCl bila u rasponu od 0,088 do 0,182 mg/mL.

Tablica 7. Izracunate koncentracije S-proteina za sojeve L.brevis MB1, MB2, MB13, MB20

Bakterijski soj Koncentracija proteina (ng/mL)
L. brevis MB1 24,429
L. brevis MB2 25,857
L. brevis MB13 4,429
L. brevis MB20 27,286
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Slika 6. Liofilizirani uzorci ekstrahiranih S-proteina sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13,
MB20
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. ZAKLJUCCI

Prisutnost rastezljivih filamentoznih niti dodirivanjem bakterijskih kultura poraslih na
krutoj hranjivoj podlozi upuéuje da je soj Limosilactobacillus fermentum MC1
producent egzopolisaharida..

. Znacajan ¢imbenik koji utjee na prinos EPS-a Limosilactobacillus fermentum MC1
je sastav hranjive podloga za uzgoj te eksperimentalni postupak ekstrakcije.
Optimalni prinos EPS i deproteinizacija postignuta je ekstrakcijom s TCA, nakon
kultivacije stanica producenta uzgojenih u teku¢em MRS bujonu.

. Gvanidin hidrokloridom su izolirani S-proteini s povrsine bakterijskih stanica soja
Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13, MB20.
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Izjava o0 izvornosti

Ja Belma Karamehmedovié izjavljujem da je ovaj zavrsni rad

izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim

onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



