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1. uvOD

Mikrobni egzopolisahardi su vrsta biopolimera koju proizvode mnoge vrste gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija te isto tako i drugi mikroorganzimi kao §to su gljive i
neke vrste algi (Sutherland 1990). Na ovu vrstu polisaharida se sve vi$e obrac¢a pozornost
zbog Sirokog spektra fizikalnih i kemijskih svojstava zbog kojih je moguca njihova primjena u
razli¢itim industrijama kao $to su farmaceutska ili prehrambena industrija i dr. te medicina.
Unato¢ zanimljivim svojstvima i $irokoj primjeni, u nekim sluc¢ajevima proizvodnja i izolacija
mikrobnih egzopolisaharida na industrijskoj razini jo$ uvijek nije ekonomski prihvatljiva
(Freitas i sur. 2012). Ovaj ¢e se rad temeljiti na dosadasnjim saznanjima o proizvodnji,
izolaciji, svojstvima i primjeni pojedinih egzopolisaharida s obzirom da je ovo podruéje

relativno neistrazeno.

2. OPCIDIO

2.1. Mikrobni ezgopolisaharidi (EPS)

Polisaharidi su polimeri ugljikohidrata koji su gradeni od velikog broja monosaharidnih
jedinica povezanih glikozidnim vezama. Mikrobne polisaharide mozemo podijeliti u
intracelularne polisaharide, strukturalne polisaharide i ekstracelularne polisaharide ili
egzopolisaharide s§to ovisi o tome nalaze li se oni unutar ili van stanice. Intracelularni
polisaharidi opskrbljuju stanicu energijom, strukturalni polisaharidi izgraduju stani¢nu
stijenku, a mikrobni egzopolisaharidi sintetiziraju se u mikrobnim stanicama te se izlucuju u
izvanstani¢ni prostor u obliku kapsule ili EPS-a biofilma (Donot i sur. 2012). Mikrobni
egzopolisaharidi imaju razne kemijske strukture i posjeduju velike molekulske mase (10 do
30 kDa) (Kumar i sur. 2007). Egzopolisaharidi se sastoje od ponavljajucih jedinica Secera
pricvrscenih na lipidni nosa¢ i mogu biti povezani s organskim i anorganskim spojevima,
lipidima, proteinima i metalnim ionima (Mishra i Jha 2013), a mozemo ih podijeliti na

homopolisaharide i heteropolisaharide (Donot i sur. 2012).

2.2. Uloga egzopolisaharida

Fizioloska uloga egzoplisaharida ovisi o biotopu na kojem se mikroorganizmi nalaze,
a proizvodnja ovisi 0 razli¢itim ekoloskim uvjetima kao §to su temperatura, intezitet svjetla ili

tlak (Tablica 1) (Dudman 1977; Otero i Vincenzini 2003). Egzopolisaharidi su sastavni dio



glikokaliska koji pomaze mikroorganizmima pri formiranju biofilma (Vu i sur. 2009). Uloge

egzopolisaharida osim formiranja biofilma su i prihvacanje na povrsinu, a vaznu ulogu ima

pri adaptaciji bakterija na razlicite fizicke i kemijske uvjete u okolisu. Sloj egzopolisaharida

koji okruzuje bakteriju posjeduje velik sadrzaj vode $to pridonosi zastiti same bakterije, a

osim toga anionska priroda EPS-a omogucéuje zadrzavanje bitnih minerala i nutrijenata (Donot

I sur. 2012). Odredene bakterije mogu biti otporne na surfaktante i antibiotike zbog utjecaja

biofilma na biocide direktnom inaktivacijom.

Tablica 1. Optimalni uvjeti proizvodnje EPS-a (Preuzeto iz Donot i sur. 2012)

Mikrooganizam | Egzopolisaharid | Soj bakterije Substrat Koncentracija | Uvjeti rasta
EPS (g/L)
Kvasceve Pululan Aureobasidium | Saharoza 1,3-52,5 pH=4-4,5;
gljivice pullulans 30°C; 100h
Bakterija Celuloza Acetobacter Fruktoza/glukoza | 7-23,6 pH=4-5;
xylinum 30°C; 40h
Bakterija Celuloza Acinetobacter | Etanol/dizel 4,7 pH=7;30°C;1
sp. bar
Bakterija Alginat Pseudomonas | Ksiloza 0,4 30-37°C; 1
aerugina bar; 72h
Bakterija Alginat Azobacter sp. Fruktoza/glukoza | 1,1-7,5 pH=7; 35°C,
1 bar; 72h
Bakterija Dekstran i Leuconostoc Saharoza 8,17 pH=5,5;
derivati sp. 35°C; 1 bar
kurdlana
Bakterija Dekstran i Agrobacterium | Glukoza/saharoza | 5,02-76 pH=7,5;
derivati 30°C;5d
kurdlana
Bakterija Gelan Alcaligenes Glukoza 30-72 pH=7,5:
faecalis 30°C; 120h
Bakterija Gelan Shingomonas | Skrob 13,2-35,7 pH=7-7,5;
30-32°C
Bakterija Hijaluronska Streptococcus | Glukoza 5-10 pH=7;37°C
kiselina sp.
Bakterija Ksantan guma | Xanthomonas | Melasa 53 pH=7; 28°C;
campestris 1 bar; 24h
Bakterija Levan Erwinia sp. Saharoza 15
Bakterija Levan Bacilius spp. Glukoza/saharoza | 0,32-86,3 pH=5,6-5,8;
37°C; 1 bar;
3d
Bakterija Levan Zymonas Saharoza 22-50 30°C; 120h
mobilis




2.3. Homopolisaharidi

Homopolisaharidi su izgradeni od jedne vrste monosaharida. Dekstran, kurdlan,

pululan i levan pripadaju takvoj vrsti polisaharida.

2.3.1. Levan

Levan je visoko razgranati homopolisaharid fruktoze. Sinteza i polimerizacija levana
odvija se izvan stanice bakterije preko izlucenih enzima koji pretvaraju supstrat u polimer u
izvanstani¢énom okruzenju (Rehm 2009). Enzim levansaharaza katalizira reakciju hidrolize
saharoze u levan. Levansaharaza je izvanstanic¢ni enzim kojeg sintetiziraju gram-pozitivne
bakterije Bacilius sp. i gram-negativne bakterije Erwinia sp. i Zymomonas mobilis
(Panagiotopoulos i sur. 2001). Levansaharaza se prije izlu¢ivanja nakuplja u periplazmi gdje
ujedno poprima i zavr$nu konformaciju (Donot i sur. 2012). Sinteza levansaharoze odvija se u
kiseloj okolini, a temperatura pri kojoj se sinteza odvija ovisi 0 soju bakterije. Inhibicija
sinteze levansaharoze moze biti potaknuta prisustvom glukoze i visoke temperature (Tablica
1.). Levan se sastoji od D-fruktofuranoznih jedinica povezanih [3-(2-6) vezom i na mjestu
grananja -(2-1) vezom (Mishra i Jha 2013) (Slika 1).
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Slika 1. Kemijska struktura levana (Donot i sur. 2011)



2.3.2. Kurdlan

Kurdlan je linearni homopolisaharid koji se sastoji od glukoznih jedinica povezanih -
(1-3) glikozidnim vezama (Mclntosh i sur. 2005) (Slika 2). Bakterije iz kojih se kurdlan
dobiva su iz roda Agrobacterium koje posjeduju transportere za glukozu, galaktozu, fruktozu i
laktozu. Transporteri se sastoje od tri komponente: periplazmatski protein koji se veze na
Secer, transmembranski proteina i ATP vezuéi protein koji pokrece prijenos Secera (Cornish i
sur. 1988; Kemner i sur. 1997). Sinteza kurdlana zapoc¢inje ulaskom glukoze pomocu aktivnih
transportera u stanicu te dolazi do fosforilacije glukoze u glukoza-6-fosfat pomocu enzima
heksokinaza. Nakon toga se glukoza-6-fosfat prevodi u glukoza-1-fosfat pomocu enzima
fosfoglukomutaza. Tada enzim UDP-glukoza fosforilaza katalizira pretvorbu glukoze-1-fosfat
i uridin trifosfata u UDP-glukozu koja je glavni prekursor kurdlana. Zavrsni korak je
prevodenje UDP-glukoze u lipid-P-glukozu pomoc¢u enzima UDP-galaktoza-4-epimeraza te
polimerizacija lipid-P-glukoze pomocu B-(1-4)-galaktoziltransferaze u kurdlan (Donot i sur.
2011) (Slika 3).

Najpovoljniji uvjeti pri kojima bakterije iz roda Agrobacterium proizvode najvise
kurdlana su: optimalna koli¢ina nutrijenata fosfata i nitrata, pH vrijednostod 4 do 5 i
temperatura 30°C (Kim i sur. 2001). Kurdlan je netopljiv u vodi, alkoholu i ve¢ini organskih
otapala, ali je topljiv u dimetilsulfoksidu, formijatnoj kiselini, dimetilacetilamidu i aproti¢nim
otapalima ('Yotsuzuka 2001).

CH,OH
0
HO
: OH
m\H 0
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Slika 2. Kemijska struktura kurdlana (Donot i sur. 2012)
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Slika 3. Put sinteze kurdlana (Donot i sur. 2011)

2.3.3. Pululan

Pululan je linearni polisaharid koji se sastoji od maltotrioznih jedinica povezanih a-(1-
4) glikozidnim vezama, a maltotrioza je trisaharid ¢ije su sastavne jedinice molekule glukoze
(Chi i sur. 2009). Pululan proizvode gljivice Aureobasidium pullulans koje nalikuju
kvas¢evim gljivicama U aerobnim uvjetima (Wang i sur. 2015). Aureobasidium pullulans su

sve prisutne gljivice izolirane iz okolisa koje su patogene za biljke (Cooke 1959). Pululan se



sintetizira u citosolu stanice te se zatim izlucuje u izvanstani¢no okruzenje, ali enzimi koji

kataliziraju polimerizaciju i izlu¢ivanje jo§ nisu poznati (Donot i sur. 2012).

Optimalni uvijeti za sintezu pululana su: pH u vrijednosti od 4 do 5 (Madi i sur. 1996),

raspon temperatura ovisno o soju mikroorganizma varira od 24°C do 30°C (Cheng i sur.

2011). Osim toga na sintezu utjece i prisutnost odredenih vitamina i minerala poput tiamina

(Bender i sur. 1959), biotina, Zeljezovog klorida, magnezijevog klorida i cinkovog klorida
(West i Reed-Hamer 1992; West i Strohfus 1997). Najucinkovitiji supstrat za sintezu je

saharoza, a pospjesuje ju i dodatak NaNOz u medij u kojem se kultura razvija (Ravella i

sur. 2010). Visak supstrata koji je ujedno i izvor ugljika negativno utjecu na sintezu

pululana (Kim i sur. 2000).
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Slika 4. Kemijska struktura pululana (Izvor: web 1)

2.4. Heteropolisaharidi

Heteropolisaharidi su izgradeni od viSe vrsta monosaharida i imaju kompleksnu gradu.

Ksantan i gelan guma pripadaju heteropolisaharidima. Sinteza heteropolisaharida zapocinje



nakupljanjem jednostavnih Secera pa sastavljanjem pentasaharidnih podjedinica pri¢vrs¢enih

na lipidni nosac i zatim slijedi polimerizaija i izlu¢ivanje polisaharida (Whitfield i sur. 1993).

2.4.1. Ksantan

Ksantan je prvi industrijski sintetiziran polimer koji je ujedno i najbolje istrazen
(Rosalam i England 2006). Sastoji se od glukozne okosnice na koju je vezan trisaharid koji
sadrzi glukonsku kiselinu, manozu, piruvat i acetilne ostatke, a sintetiziran je 1 izlucen iz
bakterija roda Xanthomonas (Freitas i sur. 2011). Sinteza ponavljajuéih jedinica pocinje
prijenosom glukozil-1-fosfata iz UDP-glukoze u poliizoprenofosfat kao lipidni transporter $to
je popraceno izluc¢ivanjem raznih ostataka Secera kako bi se formirala cijela ponavljajuca
jedinica (Becker i sur. 1998). Ostaci acetila i piruvata su tada povezani u lipidno povezani
pentasaharid. Za svaki od ovih koraka nuzan je supstrat poput glukoze i manoze, a uz njega i
odgovarajuci enzimi polimeraza i transferaza koji su karakteristi¢ni za sintezu ksantana
(Leigh i Coplin 1992). U sluc¢aju da izostane bilo supstrat potreban za odredeni korak bilo
enzim, sinteza se obustavlja.

Optimalni uvjeti za sintezu ksantana su temperatura koja varira izmedu 30°C 1 33°C,
neutralan pH u vrijednosti od 6 do 8, a kao izvor ugljika koristi se glukoza ili saharoza s
dodatkom nitrata u formi glutamata (Garcia-Ochoa i sur. 2000). Za sintezu ksantana potrebna

je dodatna aeracija (Rehm 2009).
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Slika 5. Kemijska struktura ksantana (Izvor: web 2)



2.5. Metode ekstrakcije

Jedan od postupaka kojim se vr$i ekstrakcija polisaharida iz tekuce kulture (bujona) je
uklanjanje mikroorganizama pomoc¢u centrifugiranja i filtracije. Drugi postupak je taloZenje
polimera iz supernatanta dodavanjem taloznih sredstava (metanol, etanol, izopropanol,
aceton) u kojima se polimer moze otopiti 1 tre¢i postupak obuhvaca isuSivanje istalozenog
polimera (Freitas i sur. 2012). Problem pri ekstrakciji je pojava spojeva niske molekulske
mase koji nastaju ili se dodaju za vrijeme ekstrakcije, a na kraju zavrSavaju kao necistoce
(ostaci stanica, soli i proteini) (Kumar i sur. 2007). Upravo zbog pojave ne€isto¢a polimer je
potrebno podvrgnuti ponovnom talozenju iz razrijedene vodene otopine u kojoj se polimer
nalazi, kemijskoj deprotonizaciji (Ayala-Herna ndez i sur. 2008) ili enzimatskim metodama.
Metode, iako pravilno provedene u nekim slu¢ajevima mogu uzrokovati promjenu kemijske

strukture polimera i time nastetiti krajnjem produktu (Freitas i sur. 2012).

2.6. Primjena egzopolisaharida
2.6.1. Levan

Levan ima Siroku primjenu te se koristi u kozmetic¢koj, prehrambenoj 1 farmaceutskoj
industriji. Prah je bijele boje, bez mirisa i okusa, nehigroskopan, slabo topljiv u vodi. U
prehrambenoj industriji se koristi kao dodatak prehrani jer poti¢e obnovu crijevne mikroflore.
U kozmeti¢koj industriji sluzi kao dodatak kozmetickim preparatima koji Smanjuju iritaciju i
vlaze kozu, a potice i obnovu stanica koze. Levan se moze primjeniti kao materijal za izradu

ovojnice pri izradi lijekova (Rehm 2009).

2.6.2. Pululan

Pululan se u prehrambenoj industriji koristi u proizvodnji biorazgradivih slojeva, zamjena
za Skrob u dijetalnoj prehrani i dodatak u prehrani kao prebiotic¢ko sredstvo. U slojeve
nacinjene od pululana mogu se dodati razne boje, okusi pa ¢ak i lizozimi zbog kojih film ima
antimikrobno djelovanje (Cheng i sur. 2011; Kandemir i sur. 2005; Oku i sur. 1979; Yuen
1974). U farmaceutskoj industriji pululan ima Siroku primjenu u proizvodnji kapsula jer nema

mutagena ni kancerogena svojstva (Kimoto i sur. 1997). Takoder se koristi i kao zamjena



krvne plazme jer su znanstvenici uspjeli razviti anionsku modifikaciju pululana (Shingel i
Petrov 2002). Sojevi bakterija koje proizvode pululan mogu se koristiti u remedijaciji okolisa

jer uklanjaju teSke metale (Cheng i sur. 2011)

Slika 6. Kapsula od pululana (Izvor: web 3)
2.6.3. Kurdlan

Kurdlan je polisaharid bez boje, okusa i mirisa. U prehrambenoj industriji koristi se kao
sredstvo za zeliranje i kao prirodni zgusnjivac (Slika 7.). Zanimljivo svojstvo kurdlana je to
$to moze s obzirom na razli¢ite uvjete zagrijavanja te koncetracije dodanog kurdlana
poprimiti i razli¢ita fizikalna svojstva gela kojeg formira. Upravo zbog svojih odli¢nih
fizikalnih svojstava u formi gela koja mu omogucuju kontrolirano otpuStanje aktivnih

supstanci lijekova nasao je svoju upotrebu i u farmaceutskoj industriji (MclIntosh i sur. 2005).

Slika 7. Kurdlan u formi gela (Izvor: web 4)



2.6.4. Ksantan

Europska unija je 1980. godine odobrila koristenje ksantana u prehrambenoj industriji
pod brojem E415. Otopine niske koncentracije ksantana jako su viskozne. Ksantan je
termostabilan i podnosi velike razlike u pH (Kierulf i Sutherland 1988). Zbog tih svojstava
izrazito je stabilan pa se koristi kao stabilizator, emulgator i zgusnjiva¢ u prehrambenoj
industriji, ali isto tako i drugim industrijama u proizvodnji boja, pesticida, detergenata te u

kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji (Becker i sur. 1998).

Slika 8. Ksantan u obliku praha (lzvor: web 5)

10



3. ZAKLJUCAK

Mikrobni egzopolisahardi su vrsta biopolimera koju proizvode mnoge vrste gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija te isto tako i drugi mikroorganzimi kao §to su gljive i
neke vrste algi. Vrsta su biopolimera koji su zbog svojih rasponom velikih fizikalnih i
kemijskih svojstava nasli Siroku primjenu u razli¢itim industrijama poput farmaceutske,
prehrambene, kozmeticke i drugih te medicine. Znanstvenici pokuSavaju optimizirati
proizvodnju EPS-a odabirom soja bakterije te djelovanjem na razne uvjete kao $to su
temperatura, tlak, pH i odabir supstrata kako bi u kra¢em vremenu proizveli Sto viSe
egzopolisaharida. Najvaznije uloge egzopolisaharida za mikroorganizme su formiranje
biofilma i zastita bakterije. Dijelimo ih na homopolisaharide (kurdlan, pululan i levan) i
heteropolisaharide (ksantan i gelan). Ekstrakcija polisaharida iz tekuce kulture bujona moze
se vrsiti pomocu centrifugiranja i filtracije, talozenjem polimera iz supernatana dodavanjem
taloZznih sredstava ili pomocu isuSivanja istaloZenog polimera. Proizvodnja vecine
egzopolisaharida jo$ uvijek nije dovedena na industrijsku razinu jer su metode proizvodnje i
ekstrakcije jos uvijek skupe, ali zbog Siroke primjene ezgopolisaharida znanstvenici sve vise

provode istrazivanja na tom podrucju.
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