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Izolacija, praæenje dinamike rasta i
identifikacija kofein-degradujuæih
bakterija iz reka Kolubare i
Ljubostinje (Valjevo)

Neki mikroorganizmi imaju sposobnost da razgraðuju kofein i koriste ga

kao jedini izvor ugljenika. Zbog široke upotrebe proizvoda bogatih kofe-

inom, ovakve organizme je moguæe pronaæi u vodotocima u koje kofein

dospeva putem kanalizacionih odvoda. U ovom istra�ivanju su bakterije

koje imaju sposobnost da koriste kofein kao jedini izvor ugljenika izolovane

iz reka Kolubare i Ljubostinje u Valjevu. Uzorkovanje je izvršeno u avgustu

2015. godine. Nakon zasejavanja uzoraka na minimalni medijum sa

kofeinom, odabrano je 7 morfološki razlièitih tipova izraslih kolonija, koje

su korišæene u daljem radu. Praæena je njihova dinamika rasta pri izla-

ganju koncentracijama kofeina u opsegu od 1 g/L do 7 g/L. Analizom sek-

vence gena za 16S rRNK utvrðeno je da su iz Ljubostinje izolovane bak-

terije vrsta Enterobacter aerogenes i Klebsiella pneumoniae, a iz Kolubare

bakterije vrste Escherichia coli. Krivu rasta bakterija izolovanih iz Kolu-

bare karakteriše prisustvo dve eksponencijalne i dve stacionarne faze, što je

moguæe objasniti nezavisnom aktivacijom enzima N-demetilaze i ksantin-

-oksidaze. Vremenski razdvojena aktivacija ova dva enzima direktno utièe

na iskoristljivost kofeina kao izvora energije. Bakterije izolovane iz Lju-

bostinje pokazuju meðusobno sliènu dinamiku rasta. Rana stacionarna faza

je kod jedne vrste uoèljiva nakon 9.5 h, a kod druge nakon 33 h.

Uvod
Kofein (1,3,7-trimetilksantin) je purinski alkaloid koji se nalazi u lišæu

i plodovima više od 60 rodova biljaka poput Coffea, Cola, Paulinia, Camel-

lia i Theobroma (Summers 2011). U nekim istra�ivanjima se kofein navodi
kao toksin koji biljkama koje ga sadr�e slu�i kao odbrana od mikroorga-
nizama (Dash et Gummadi 2010; Nayak et al. 2012). Kofein potencijalno
mo�e da inhibira quorum sensing kod bakterija (Norizan et al. 2013).

Mikroorganizmi, poput bakterija i gljiva roda Pseudomonas, Serratia,
Klebsiella, Rhodococcus, Alcalignes, Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Stemphilium, mogu imati sposobnost da razgraðuju kofein (Summers 2011;
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Nayak et al. 2012). Kao èesto stanište tih mikroorganizama se pominju po-
lja kafe i èaja, zbog visokih koncentracija kofeina (Summers 2011). Usled
široke upotrebe proizvoda bogatih kofeinom, pretpostavlja se da bi ovakvi
organizmi mogli biti naðeni u rekama u koje kofein dospeva putem kana-
lizacionih odvoda.

Rezultat biodegradacije kofeina je urinska kiselina, a glavni metaboliti
ovog procesa kod bakterija jesu teobromin (3,7-dimetilksantin) i para-
ksantin (1,7-dimetilksantin). Biodegradacija se kod bakterija dešava u dve
faze: demetilacija i oksidacija. Demetilaciju kofeina do ksantina vrše en-
zimi N-demetilaze (Ndm). Postoje tri izoforme ovog enzima:
N1-demetilaza (NdmA), N3-demetilaza (NdmB) i N7-demetilaza (NdmC),
u zavisnosti na koju od metil grupa deluju. Pored ovih enzima, u proces su
ukljuèene i reduktaza (NdmD), èija je uloga oksidacija NAD(P)H i prenos
elektrona potrebnih za demetilaciju, na Ndm i pomoæni enzim za N7-dem-
etilaciju (NdmE). Oksidaciju vrše enzimi ksantin-oksidaze, koji oksida-
cijom C8 atoma u molekulu ksantina, grade urinsku kiselinu (Summers
2012).

Geni koji kodiraju enzime potrebne za demetilaciju (NdmABCDE) se
nalaze na jednom operonu (Quandt et al. 2013), što znaèi da se N-demeti-
laze aktiviraju istovremeno, a oksidaze nezavisno od njih.

Znaèaj bioremedijacije kofeina se ogleda u tome što bi se mezokarp
kafe ili ostaci biljaka koji u sebi, pored kofeina, sadr�e ugljene hidrate, pro-
teine i druge nutrijente nakon procesa degradacije mogli koristiti kao hrana
za �ivotinje ili kao ðubriva (Mazzafera 2002). Metilksantini takoðe imaju
primenu u medicini, kozmetièkoj i farmaceutskoj industriji, pa bi se kao
metaboliti procesa degradacije kofeina mogli izolovati i koristiti (Summers
2011). U pojedinim vodenim ekosistemima kofein se sreæe u koncentra-
cijama daleko višim od praga toksiènosti za neke grupe organizama. Iako za
sada nije prepoznat kao velika pretnja po �ivi svet, ispitivanje akutne i hro-
niène toksiènosti ove supstance tek dolazi u istra�ivaèki fokus (Bruton et al.
2010).

Cilj ovog istra�ivanja su izolacija i identifikacija bakterija iz reka Ko-
lubare i Ljubostinje koje imaju sposobnost da koriste kofein kao izvor
ugljenika i upoznavanje dinamike rasta izolovanih sojeva u medijumima sa
razlièitim koncentracijama kofeina. Izolovani sojevi potencijalno mogu da
budu iskorišæeni za preèišæavanje otpadnih voda od kofeina i bioremedi-
jaciju.

Materijal i metode
Uzorci su prikupljeni u delovima tokova reka Kolubare i Ljubostinje

neposredno ispred njihovog ušæa. Uzorci su zasejani na minimalni medijum
sa kofeinom, pomoæu kog su izolovane bakterije sposobne da koriste kofein
kao jedini izvor ugljenika. Izabrano je 7 morfološki razlièitih tipova kolo-
nija, koje su korišæene za konstruisanje krivâ rasta u minimalnom medi-
jumu sa koncentracijama kofeina od 1 do 7 g/L. Krive rasta su konstruisane
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na osnovu vrednosti optièke gustine medijuma, u koji su inokulisane bakte-
rijske suspenzije, izmerene na 600 nm. Izolovana je DNK iz 7 pretpostav-
ljenih bakterijskih sojeva, koji su formirali morfološki razlièite kolonije, i
poslata je na analizu sekvence gena za 16S rRNK.

Izolacija kofein-degradujuæih bakterija. Uzorkovanje vode
izvršeno je na rekama Kolubari (44°16�12 40. �� SGŠ 19°55�1710. �� IGD, 170 m
n. v.) i Ljubostinji (44°16�38 90. �� SGŠ 19°55�38 40. �� IGD, 169 m n. v.). U
sterilnim uslovima su filtracijom razdvojeni mulj i voda. Pripremljena je
Caffeine agar (CA) podloga (Na2HPO4, 6 g/L; KH2PO4, 3 g/L; NaCl, 0.5
g/L; NH4Cl, 1 g/L; 2.5 g/L kofein; 1.5% agra) (Sumitha i Sivakumar 2013).
Na podloge je zasejano 100 μL uzoraka vode sa svakog lokaliteta i njihovih
razreðenja od 10–1 i 10–2. Uzorci su inkubirani 24 h na 37°C, nakon èega je
nastavljena inkubacija na sobnoj temperaturi tokom dodatna 72 h. Izabrano
je 7 morfološki razlièitih kolonija, koje su presejane u LB medijum. Nakon
inkubacije u trajanju od 12 h, metodom iscrpljivanja na Plate Count Agar
podlozi (PCA, HIMEDIA) dobijene su pojedinaène kolonije. Ovaj
postupak je ponovljen još jednom u cilju izolovanja èiste kulture.

Praæenje krive rasta u medijumima sa razlièitim koncentracijama
kofeina. Bakterijska kriva rasta predstavlja grafièki prikazanu dinamiku
rasta bakterijske kolonije u toku vremena, odreðenu na osnovu optièke
gustine medijuma u kom se kolonija nalazi. Kriva rasta izolovanih bakterija
je konstruisana na osnovu vrednosti apsorbanci izmerenih na Thermo
Multiscan EX èitaèu na talasnoj du�ini 600 nm. Merenje je tokom 6 h
vršeno na svakih 30 min, a nakon toga na svakih 60 min tokom ukupne
inkubacije u trajanju od 45 h. Bakterije su gajene u medijumu (Na2HPO4, 6
g/L; KH2PO4, 3 g/L; NaCl, 0.5 g/L; NH4Cl, 1 g/L) koji je sadr�ao kofein
kao jedini izvor ugljenika u rasponu koncentracija od 1 g/L do 7 g/L.
Inkubacija je vršena na sobnoj temperaturi, a tokom noæi je rast zaustavljan
èuvanjem kultura na 4°C. Eksperiment je postavljen u mikrotitar ploèama u
triplikatu.

Izolacija DNK. U cilju odabira optimalnog protokola za izolaciju
DNK iz izolovanih bakterijskih kultura, izvršena je njihova karakterizacija
bojenjem po Gramu (Kne�eviæ-Vukèeviæ i Simiæ 1997). Kao referentni
sojevi korišæene su prekonoæne kulture Escherichia coli i Staphylococcus

aureus. DNK je izolovana iz 7 sojeva pomoæu Peqlab kita za izolaciju
bakterijske DNK prema uputstvu proizvoðaèa. Izolovana DNK je poslata
na analizu sekvence gena za 16S rRNK (Macrogen Inc. Netherlands) radi
identifikacije.

Rezultati i diskusija

Izolacija kofein-degradujuæih bakterija. Nakon 48 h od zasejavanja
primeæeno je formiranje brojnih kolonija na CA na kome su zasejani uzorci
vode iz Ljubostinje, dok je na podlogama sa uzorcima iz Kolubare formiran
manji broj kolonija. To ukazuje na potencijalno manji broj bakterija koje
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mogu da koriste kofein kao jedini izvor ugljenika u Kolubari. Kolonije su
bile okrugle, sitne, �uto-smeðe ili belo-�ute boje.

Praæenje krive rasta izolovanih bakterija pri razlièitim koncentra-
cijama kofeina. Sekvenciranjem gena 16S rRNK pokazano je da kolonije
iz Ljubostinje pripadaju vrstama Enterobacter aerogenes i Klebsiella

pneumoniae, dok je iz Kolubare izolovana bakterija Escherichia coli.
Identifikacija izolovanih bakterija je izvršena do nivoa vrste, pa se zabe-
le�ene razlike u obrascu rasta kod predstavnika iste vrste mogu objasniti
pretpostavkom da su u pitanju razlièiti sojevi.

Rana stacionarna faza kod bakterije Enterobacter aerogenes poèinje
nakon 9.5 h inkubacije, a faza odumiranja nakon 35 h (slika 1). Na krivi
rasta bakterije Klebsiella pneumoniae (slika 2) nakon 33 h uoèava se rana
stacionarna faza. Kolonije E. coli, izolovane iz reke Kolubare, takoðe po-
kazuju meðusobno sliène obrasce rasta (slika 3). Ove krive su specifiène po
tome što imaju dve eksponencijalne i dve stacionarne faze. Ta pojava bi
mogla biti objašnjena aktivacijom N-demetilaza i ksantin-oksidaza u razli-
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Slika 1. Krive rasta Enterobacter aerogenes pri koncentracijama kofeina od 1 g/L do 7 g/L

Figure 1. Enterobacter aerogenes growth curves in media containing 1–7 g/L of caffeine



èitom stadijumu degradacije kofeina, što direktno utièe na iskoristljivost
kofeina kao izvora ugljenika tokom vremena. Geni koji kodiraju Ndm
nalaze se na istom operonu, stoga se sve Ndm aktiviraju istovremeno, dok
njihova aktivacija ne indukuje aktivaciju ksantin-oksidaze (Quandt et al.
2013). Ovu pretpostavku bi trebalo dodatno eksperimentalno ispitati, jer
nije poznato da su ovakvi sluèajevi zabele�eni u literaturi. Kolonije izolo-
vane iz reke Kolubare rastu sporije od ostalih.

Zakljuèak
Prisustvo kofein-degradujuæih bakterija potvrðeno je u obe reke obuh-

vaæene ovim istra�ivanjem. Uoèena su dva obrasca rasta. Krive rasta sojeva
izolovanih iz Ljubostinje (slike 1 i 2) meðusobno su sliène i na njima se
uoèavaju po jedna eksponencijalna i jedna stacionarna faza. Sojevi izo-
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Slika 2. Krive rasta Klebsiella
pneumoniae pri koncentracijama
kofeina od 1 g/L do 7 g/L

Figure 2. Klebsiella pneumoniae
growth curves in media containing
1–7 g/L of caffeine

Slika 3. Krive rasta Escherichia coli pri koncentracijama kofeina od 1 g/L do 7 g/L

Figure 3. Escherichia coli growth curves in media containing 1–7 g/L of caffeine



lovani iz Kolubare pokazuju specifièan obrazac rasta (slika 3) sa po dve
eksponencijalne i stacionarne faze, što je potrebno dodatno ispitati. Izolo-
vane bakterije pripadaju vrstama Klebsiella pneumoniae, Enterobacter ae-

rogenes i Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae je u prethodnim
istra�ivanjima opisana kao bakterijski soj sposoban da degraduje kofein
(Summers 2011). U ovom istra�ivanju je Enterobacter aerogenes tolerisala
koncentracije do 5 g/L kofeina u medijumu, dok ranija istra�ivanja navode
koncentraciju od 1.2 g/L kofeina kao inhibitornu za ovu bakteriju (Dash i
Gummadi 2008). Nije od ranije poznato da Escherichia coli mo�e da koristi
kofein kao jedini izvor ugljenika, ali se koristi kao organizam za transfor-
maciju pomoæu plazmida iz kofein-degradujuæih bakterija (Dash i Gum-
madi 2008). Kod ove vrste se pojavljuju dve eksponencijalne i dve
stacionarne faze na krivi rasta. Pretpostavka je da je razlog tome nezavisna
aktivacija enzima N-demetilaze i ksantin-oksidaze u razlièitom trenutku,
što direktno utièe na iskoristljivost kofeina kao izvora ugljenika u toku vre-
mena. Izolovani bakterijski sojevi mogu naæi primenu u bioremedijaciji
vodotoka kontaminiranih kofeinom.
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Dunja Pavloviæ

Isolation, Monitoring of Growth Dynamics and Identifi-
cation of Caffeine Degrading Bacteria from Rivers
Kolubara and Ljubostinja (Valjevo, Serbia)

Certain microorganisms are able to metabolize caffeine and use it as
their only source of carbon. Due to the wide use of caffeine rich products, it
is possible to find these organisms in aquatic ecosystems, polluted by caf-
feine from waste waters. In this research, bacteria that have the ability to use
caffeine as the sole source of carbon were isolated from rivers Kolubara and
Ljubostinja in Valjevo. Sampling was performed in August 2015. Seven
morphologically different types of bacterial colonies isolated from water
samples and grown on minimal medium with caffeine were used in further
research. Dynamics of growth of selected bacterial strains was monitored at
various concentrations of caffeine in minimal medium, from 1 g/L to 7 g/L.
Analysis of gene sequence for 16S rRNA showed that bacteria isolated
from Ljubostinja river are Enterobacter aerogenes and Klebsiella pneu-

moniae, and bacteria isolated from Kolubara is Escherichia coli. Growth
curve of E. coli is characterized by two exponential and stationary phases,
which can be explained by independent activation of N-demethylase and
xanthine-oxidase. Independent activation of those two enzymes directly af-
fects utilization of caffeine over time. All bacteria isolated from Ljubostinja
show similar patterns of growth dynamics. The early exponential phase is
noticeable after 9.5 h for one group and after 33 h for the other.
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