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1. UvoD

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) pripadaju grupi Gram-pozitivnih bakterija. Siroko su
rasprostranjene i mogu se pronaci kod biljaka, Zivotinja i ljudi jer naseljavaju usne Supljine te
mukozne povrsSine urogenitalnog i gastroinestinalnog trakta. Osim navedenih stanista, mogu
se nadi i u hrani, stoga imaju i znacajnu tehnolosku ulogu u fermentaciji hrane. BMK su
anaerobni i mikroaerofilni okruglasti ili Stapicasti mikroorganizmi koji nemaju sposobnost
stvaranja spora, a fermentacijom ugljikohidrata proizvode mlijecnu kiselinu. To su katalaza-
negativne bakterije koje imaju nizak sadrzaj G+C parova baza u molekuli DNA i pokazuju
sposobnost rasta u kiselim uvjetima. Brojni rodovi pripadaju skupini BMK, kao Sto su
Lactococcus, Lactobacillus, Streptoccocus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus i
Leuconostoc. Neki bakterijski sojevi iz roda Lactobacillus se koristi kao probiotici i kao takvi
poboljSavaju kvalitetu Zivota jer imaju povoljno djelovanje na domacina, ubrzavaju rast
"dobrih" bakterija i odrzavaju mikrobnu biofloru inestinalnog trakta. Kao starter kulture se
koriste u proizvodnii razliCitih fermentiranih proizvoda ¢ime poboljSavaju nutritivnu vrijednost,
teksturu i okus namirnica. Te "dobre" bakterije pomazu kod probavljanja hrane i apsorpcije
nutrijenata. Osim Sto se koriste u prehrambene i zdravstvene svrhe, BMK predstavljaju i dobre
vektore za proizvodnju terapijskih proteina. Mogucnost prezivljavanja i rast na mnogim
neuobicajenim povrSinama omogucen je posjedovanjem raznih proteina i ostalih komponenti
u njihovoj stani¢noj stijenci. Odredene vrste BMK proizvode egzopolisaharide. To su biopolimeri
koji sluze stvaranju biofilma i za zastitu bakterije, a njihova biosinteza ovisi o uvjetima u kojima
mikroorganizam producent raste (tlak, temperatura, intenzitet svjetla). Prema gradi molekule
dijele se na homopolisaharide i heteropolisaharide te imaju Siroku primjenu u industrijama kao
Sto su farmaceutska ili prehrambena industrija (Dilna i sur., 2015; Lee i sur., 2011). Stoga je
cilj ovog rada bio ispitati sposobnost proizvodnje i koncentraciju proizvedenih egzopolisaharida
kod sojeva Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus brevis ZG1, Lactobacillus brevis SFIB,
Lactobacillus brevis SF15B, Lactobacillus plantarum SFOC, Lactobacillus plantarum SF15C,
Lactobacillus brevis D6, Enterococcus duran D8, Lactobacillus fermentum D12 i Lactobacillus
plantarum D13, uzgojenih na hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima ugljika (glukoza i
saharoza) te izolacija nastalih egzopolisaharida, kao i detekcija formiranog biofilma nakon 2
dana.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. BMK kao probiotici

Brojne bakterijske vrste iz rodova Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus,
Enterococcus, Oenococcus, Streptococcus i Leuconostoc koji pripadaju grupi BMK, koriste se
kao dodaci prehrani ¢ime se postize cilj poboljSanja ljudskog zdravlja. Neki od tih sojeva su
definirani kao probiotici. Izraz probiotici dolazi od grckih rijeci pro (prije) i bios (Zivot), prevodi
se "za zivot", a njihova prvenstvena zadaca je poboljSanje kvalitete zivota. RijeC probiotici prvi
put je upotrijebljena kako bi se opisalo poboljSanje, odnosno obnova zdravstvenog stanja
pothranjenih pacijenata pomocu raznih anorganskih i organskih dodataka u hrani. Hrana
bogata probioticima takoder omogucuje postizanje ravnoteze u organizmu koja je narusena
nekim antibiotickim tretmanima (Vasiljevi¢ i Shah, 2008). Bakterije mlijecne kiseline, osim Sto
doprinose okusu, nutritivnosti i teksturi fermentiranih namirnica, djeluju i kao aditivi jer
inhibiraju rast Stetnih i patogenih bakterija sintetizirajuci razlicite metabolite, a izmedu ostalih
i specificne spojeve bakteriocine. BMK ubrzavaju rast mikrobne flore te imaju povoljan utjecaj
na opcenito zdravstveno stanje ljudi i Zivotinja (Belhadj i sur., 2010; Holzapfel i sur., 2001),
no nuzno ne moraju biti stalno prisutne u intestinalnom traktu (tablica 1) (Gareau i sur., 2010).
Kako bi upotreba odredenih sojeva kao probiotika bila Sto efikasnija, vazno ih je dobro
selektirati. Kod odabira probiotickih kultura koriste se razna in vitro istrazivanja. Tijekom
procesa selekcije, odredivanje taksonomske klasifikacije soja provodi se kao prvi i osnovni
korak Sto je vazno zbog odredivanja podrijetla, stanista i fiziologije mikroorganizma (Morelli,
2007). Kriteriji koje mikroorganizmi moraju zadovoljiti tijekom istrazivanja su prezivljavanje u
kiselim uvjetima (nizak pH u Zeludcu), odnosno nepovoljnim uvjetima u inestinalnom traktu
Sto ukljuCuje liticko djelovanje probavnih enzima, toleranciju na Zucne soli te oksidativni i
hiperosmotski stres u debelom crijevu. Uz to, vazni su joS i stabilnost fenotipa i genotipa,
stabilnost plazmida, moguénost proizvodnje antimikrobnih tvari, antibioticka rezistentnost,
sposobnost inhibicije patogena, imunogenost te sposobnost vezanja (adhezije) na crijevni
epitel Sto je preduvijet za kolonizaciju crijevne sluznice (Tuomola i sur., 2007). Probioticke
kulture moraju imati sposobnost prezivljavanja u uvjetima koji su prisutni na lokacijama gdje
obitavaju. Osim toga, bitno je da su prihvacene od strane imunosustava kako ne bi doslo do
proizvodnje antitijela protiv probiotika, niti ikakvih reakcija i nastalih produkata koji bi imali
negativan utjecaj na probioticku kulturu (Desai, 2008).



Tablica 1. Mikroorganizmi koji se koriste kao probiotici (Gareau i sur., 2010)

Infekcija bakterijom Kolitis uzrokovan bakterijom

Clostridium difficile Citrobacter rodentium

Kolitis uzrokovan dekstran

natrijevim sulfatom

Stakor s nekrotizirajuéim
= enterokolitisom
Sepsa kod dojencadi
rodenih s vrlo malom =
tjelesnom tezinom
MiSevi oboljeli od kolitisa
Kronova bolest uzrokovanog dekstran
natrijevim sulfatom
Visceralna hiperalgezija i
kolitis uzrokovan bakterijom
Citrobacter rotendium
Dijareja uzrokovana
antibiotikom -
Kolitis uzrokovan
= dinitrobenzen sumpornom

kiselinom

Bakterijske infekcije -

Kolitis uzrokovan bakterijom
C. rotendium, kronicni stres i

stres u ranijoj dobi

w



2.2. Sastav stijenke i proizvodi BMK

Podjela BMK provedena je na temelju biosintetskog puta kojim se odvija fermentacija heksoza.
Homofermentativne bakterije mlijeCne kiseline u anaerobnim uvjetima fermentiraju 1 mol
glukoze iskljucivo u mlijecnu kiselinu. Biosintetski put kojim se provodi ovaj proces zove se
Embden-Meyerhof-Parnasov put odnosno glikoliza. Rodovi homofermentativhih BMK su
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus i Lactobacillus. Znacajnije vrste
laktobacila koje pripadaju ovoj grupi bakterija su L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus i
L. salivarius. Druga klasifikacijska grupa su heterofermentativhe BMK koje koriste pentoza-
fosfatni put ili pentoza fosfoketolazni put u kojem supstrat prevode u laktat ili mlijecnu kiselinu
kao konacne produkte fermentacije heksoza. Predstavnici ove grupe BMK su bakterije iz rodova
Oenococcus, Leuconostoc, Weisella i Lactobacillus od kojih su znacajnije vrste L. brevis, L.
fermentum, L. buchnerite L. reuteri.

Veliku ulogu kod koristenja BMK u tehnoloske, zdravstvene i prehrambene svrhe imaju sastav
i struktura stani¢ne stijenke koji imaju direktan utjecaj na sposobnost adhezije bakterije na
povrsinu stanice domacina. Glavna komponenta stanicne stijenke Gram-pozitivnih bakterija je
peptidoglikan kojeg Cine lanci glikana. Lanci su izgradeni od N-glukozamina povezanog pomocu
B-1,4 veza s N-acetiimuraminskom kiselinom. Osim peptidoglikana, u stijenci se nalazi i
teihonska kiselina koja ukljucuje teihonsku kiselinu stanicne stijenke i lipoteihonsku kiselinu
(Delcour i sur., 1999). Teihonske kiseline sluze kao spremiste iona u blizini stani¢ne stijenke
koji mogu zatrebati enzimima kako bi dobro funkcionirali, odrzavaju morfologiju bakterijskih
stanica, kontroliraju autolizine, u interakciji su s imunoloskim sustavom domacina, imaju
sposobnost prepoznavanja bakteriofaga te sudjeluju u kolonizaciji domacdina (Neuhaus i
Baddiley, 2003). Na slici 1 moZze se vidjeti da se osim navedenih komponenti u stijenci nalaze
i proteini, pili te brojni polisaharidi. Polisaharidi su kod bakterija podijeljeni na kapsularne
polisaharide koji formiraju zastitni omotac oko bakterije, zatim na polisaharide stanicne
stijenke koji se mogu, ali i ne moraju vezati na stanicu te ne Cine bakterijsku kapsulu (Schar-
Zammaretti i Ubbink, 2003). Treca skupina bakterijskih polisaharida su egzopolisaharidi koje
bakterije izluuju izvan stanice u okolna podrucja (Welman i Maddox, 2003; De Vuyst i
Degeest, 1999). BMK osim ekstracelularnih polisaharida proizvode i oligosaharide koji imaju
industrijsku funkciju kao zasladivadi, lijekovi protiv raka crijeva, prebiotici i nutraceutici (Patel
i sur., 2012). Egzopolisaharidi dobivaju najve¢u pozornost i imaju veliku komercijalnu
vrijednost zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava sto omogucuje njihovu Siroku primjenu u

brojnim industrijama.
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Slika 1. Prikaz modela stanicne stijenke bakterije iz roda Lactobacillus, (1) Stanicna
membrana; (2) unutarnji sloj stani¢ne stijenke bogat proteinima; (3) vanjski sloj stani¢ne
stijenke u kojem se nalaze razni polimeri kao Sto su polisaharidi i lipoteihonska kiselina; (4)
egzopolisaharidi i ostali polimeri vezani za stijenku; (5) povrsinski proteini; (6) umrezeni

polimerni sloj koji sadrzi povrSinske proteine izvan sloja (Schar-Zammaretti i Ubbink, 2003)

2.3.  Egzopolisaharidi

Ekstracelularni polisaharidi ili egzopolisaharidi predstavljaju biopolimere sintetizirane od strane
velikog broja bakterija, a njihovu strukturu ¢ine medusobno povezane monosaharidne jedinice
i njihovi derivati. Karakterizira ih velika molekulska masa kao i sposobnost biodegradacije
(Dilna i sur., 2015). Ovisno o mjestu na kojem se nalaze u stanici dijele se na kapsularne
egzopolisaharide (cEPS) koji se vezu na povrSinu bakterijske stanice i na slobodne

egzopolisaharide (fEPS) koji se ispustaju u okolni medij stanice (Fontana i sur., 2015; Wang i


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%26%23x000e4%3Br-Zammaretti%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14645095
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sur., 2014). Osim bakterija proizvode ih i plijesni, alge te biljke, a najvecu pozornost kao
mikroorganizmi producenti privukle su bakterije mlijecne kiseline zbog GRAS statusa (Generaly
Recognised as Safe). Velik znacaj u industriji imaju egzopolisaharidi proizvedeni upravo od
BMK zbog povoljnog utjecaja na svojstva namirnica u koje su dodani te zbog pozitivnih
posljedica konzumacije na ljudsko zdravlje. Pokazuju antitumorsku i antioksidativnu aktivnost,
stimuliraju aktivnost imunosustava te snizavaju razinu kolesterola u krvi (slika 2) (Giraffa,
2012). Koriste se kao bioflokulatni, bioabsorbensi, kao tvari za uklanjanje teskih metala, a u
prehrambene svrhe koriste se kao dodaci hrani koji poboljSavaju teksturu, nutritivnu vrijednost
i senzorske karakteristike (Zajsek i sur., 2013; Kim i sur., 2010). Veliku ulogu imaju u
fermentiranim mlijecnim proizvodima kao Sto su sir, jogurti, vrhnje te razni deserti na mlije¢noj
bazi jer poboljSavaju teksturu i viskoznost ovih namirnica. Osim spomenutih mlijecnih
proizvoda, zbog istog efekta dodaju se i u povrée te mesne proizvode. Unatoc svim pozitivnim
ucincima i velikom potencijalu u industrijskoj primjeni, egzopolisaharidi pokazuju i negativne
ucinke. Mogu uzrokovati kvarenje hrane, a tijekom fermentacije vina i octa negativno utjecu
na reoloska svojstva proizvoda. Stvaranje biofilma tijekom proizvodnje egzopolisaharida iz BMK
uzrokuje biorazgradnju, a u mlije¢noj industriji tom pojavom lako dolazi do higijenskih i
tehnickih poteskoca (Poulsen, 1999).

anti-hipertenzija

anti-dijabeticko

imuno-modulacija dielovanie

®

snizavanje
kolesterola

modulacija mikrobiota

% Bakterije mlijecne kiseline

?‘ Bioaktivni mikrobni metaboliti

Slika 2. Konzumiranje fermentiranih mlijenih proizvoda bogatih bakterijama mlijene kiseline
koje proizvode egzopolisaharide te njihov povoljan ucinak na zdravlje Covjeka (Giraffa, 2012)



Koli¢ina egzopolisaharida koju ¢e BMK proizvesti ovisi o fizioloSkim svojstvima mikroorganizma
producenta, uvjetima biosinteze te o sastavu hranjive podloge. Uvjeti koji utje€u na konacni
prinos proizvoda su temperatura, pH vrijednost podloge, vrijeme trajanja biosinteze, koli¢ina
dostupnog kisika te agitacija (mijeSanje i aeracija podloge). Za proizvodnju je takoder bitno
osigurati optimalnu koli¢inu minerala, vitamina i faktora rasta u podlozi koja osim navedenog
sadrzi i izvore ugljika te dusSika, a najveci prinos egzopolisaharida omogucuju kompleksne
podloge (Zajsek i sur., 2013). Na slici 3 moze se vidjeti da koncentracija egzopolisaharida raste
tijekom svih stadija ciklusa rasta bakterije Bacillus circulans i postize maksimum kod 96 sati

kultivacije, nakon ¢ega proizvodnja pocinje padati (Vidhyalakshmi i sur., 2016).
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Slika 3. Krivulje koje pokazuju brzinu rasta mikroorganizma Bacillus circulans i koncentraciju
proizvedenih egzopolisaharida u ovisnosti 0 vremenu trajanja inkubacije na podlozi koja je
sadrzavala glukozu, fruktozu, manozu i verbaskozu kao izvore ugljika (Vidhyalakshmi i sur.,
2016)

2.4. Podjela egzopolisaharida

Razgranate molekule egzopolisaharida izgradene su od ponavljajuéih ugljikohidratnih jedinica
i njihovih derivata.
S obzirom na monomerne jedinice od kojih su izgradeni te s obzirom na put biosinteze, izvrSena

je podjela na homopolisaharide i heteropolisaharide (Jolly i sur., 2002).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016301337?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016301337?via%3Dihub#!

2.4.1. Homopolisaharidi (HoPS)

Kao Sto im i naziv govori, homopolisaharidi su gradeni od jedne vrste monosaharidnih
ponavljajucih jedinica. Njihova molekulska masa moze iznositi do 107 Da (Kristo i sur., 2011).
Podijeljeni su na glukane i fruktane, ovisno o tome jesu li gradevne jedinice u formi D-glukoze
ili D-fruktoze. Neki od predstavnika ove skupine egzopolisaharida su dekstran, mutan,
reuteran, pululan, levan, inulin, kurdlan te poligalaktani. Biosinteza zahtjeva specifi¢ni supstrat
kao Sto je saharoza, a ukupni prinos proizvednih polisaharida kod BMK kao proizvodaca je
manji u odnosu na prinose egzopolisaharida proizvedenih iz drugih bakterija. BMK koje
proizvode a-D-glukane kao Sto su dekstran, mutan, alternan i reuteran, uz prisustvo
ekstracelularne glukan sukraze, su Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides,
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Leuconostoc mesenteroides | Lactobacillus reuteri. B-D-glukane proizvode
Pediococcus spp. | Streptococcus spp. Kod proizvodnje fruktana aktivan je enzim fruktan
sukraza pri cemu kao produkti nastaju levan i inulin, a bakterije producenti su Streptococcus
salivarus, Streptococcus mutans, Leuconostoc citreum i Lactobacillus reuteri. Neuobicajeni
homopolisaharidi poligalaktani su pentameri koji sadrze ponavljajuce galaktozne jedinice, a
kao produkti su detektirani kod bakterijskih sojeva Lactococcus lactis subsp. /actis H414 i
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (CRL 406 i 142) (Torino i sur., 2015).

= Dekstran

Razgranati homopolisaharid dekstran ima veliku vaznost i Siroku primjenu u kemijskoj,
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Osim izvornog oblika dekstrana primjenjuju se i
djelomicno razgradeni dekstrani te njihovi derivati. Njihova primjena u pojedinoj industriji
ovisi 0 podrijetlu i strukturi dekstrana. Leuconostoc mesenteroides je BMK (iji izluCeni
enzim dekstran sukraza katalizira hidrolizu saharoze u dekstran. Glavni lanac molekule
dekstrana Cine monosaharidne jedinice povezane a-1,6-glikozidnim vezama. Stupanj
grananja ovisi o podrijetlu enzima, a gradevne jedinice na mjestima grananja vezane su a-
1,2, a-1,3 i a-1,4-glikozidnim vezama (Robyt, 1995). Zbog dobre topljivosti koja je
omogucéena radi visokog udjela od 95% linearnih veza u strukturi molekule, veliku
zastupljenost u industriji nalazi dekstran proizveden pomocu dekstran sukraze iz bakterije
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F (Purama i Goyal, 2005). Soj Leuconostoc
dextranicum NRRL B-1146 proizvodi razgranati dekstran koji ima poroznu strukturu nalik
mrezi i sluzi kao matriks u kolonama za provodenje kromatografije. U medicini dekstrani

mogu sluziti kao terapeutski agensi, omogucuju laksi protok krvi, poveéavaju razinu Secera



u krvi, imaju ulogu u sintezi dekstran sulfata ¢ime se onemogucuje zgrusavanije krvi, koriste
se i kao osmotski agensi te kod nedostatka Zeljeza za lije¢enje anemije. U prehrambenoj
industriji imaju ulogu stabilizatora hrane i poboljSavaju svojstva tijesta (De Vuyst i sur.,
2001). U industriji se koriste kao dijelovi biosenzora te osiguravaju prevlaku kako ne bi
doslo do oksidacije metalnih nanocestica (Baurista i sur., 2005). Nedostaci primjene
dekstrana zanemarivi su u odnosu na pozitivne ucinke koristenja, no bitno ih je spomenuti,
a to su pluéni i cerebralni edem, anafilaksija, opasnost od zatajenja bubrega te disfunkcija

trombocita.
e Reuteran

Reuteran je glukan cija molekulska masa iznosi do 40 MDa, a zbog dobre topljivosti u
vodi nasao je primjenu u pekarstvu (Arendt i sur., 2007). Proizvode ga sojevi
laktobacila; Lactobacillus reuteri LB 121, Lactobacillus reuteri ATCC 55730 i
Lactobacillus reuteri 35-5 uz pomo¢ enzima reuteran sukraze. Monosahardine jedinice
koja ga izgraduju povezane su a-1,4 vezama, koje su najzastupljenije (udio ovih veza
izosi 70%), te a-1,6-glikozidnim vezama. Na mjestima grananja prisutne su 4,6-
disupstituirane a-glukozilne jedinice, Cija zastupljenost je 16% u odnosu na ukupan

broj veza u strukturi (Kralj i sur., 2005).
e Levan

Levan je fruktan koji nastaje u reakciji prijenosa D-fruktozilnih jedinica iz fruktoze uz
kataliticko djelovanje levan sukraze. Mikroorganizmi producenti su Steptococcus
salivarius, Steptococcus mutans, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F,
Lactobacillus sanfranciscensis LTH 2590 i Lactobacillus reuteriLB 121. Levan pokazuje
antitumorska svojstva, pomaze u sluc¢aju snizavanja kolesterola, koristi se kao ekolosko
sredstvo za adheziju (ljepilo) (De Vuyst i sur., 2001), a u prehrambenoj industriji koristi
se kao biolosko sredstvo za zgusSnjavanje. Ima malu viskoznost i veliku molekulsku
masu. Levan proizveden iz soja Lactobacillus sanfranciscensis LTH 2590 koristi se kao
probiotik (Korakli i sur., 2003).

e Alternan

Ovaj egzopolisaharid nasao je primjenu u industriji zahvaljujuci svojoj strukturi koja
mu omogucuje otpornost prema enzimskoj hidrolizi, dobro je topljiv spoj i male je
viskoznosti. Dodaje se u kozmeticke proizvode, a koristi se i u prehrambenoj industriji
jer obogacuje namirnice. Alternan se moZe depolimerizirati uz djelovanje enzima

alternanaze pri ¢emu nastaju oligosaharidi koji se zatim koriste kao probiotici (Cote,
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2009) i zasladivaci s niskim glikemijskim indeksom (Leathers i sur., 2003). U strukturi
alternana, gradevne jedinice povezane su a-1,3 i a-1,6-glukozilnim vezama, a na
mjestima grananja prisutne su a-1,3 veze. Proizvode ih bakterije Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-1355, L. mesenteroides NRRL B-1501 i L. mesenteroides NRRL
B-1498.

e Inulinski tipovi

Ovaj tip egzopolisaharida proizveden je djelovanjem enzima inulin sukraze, a BMK
Lactobacillus johnsonii NCC 533 za njegovu proizvodnju trosi saharozu. Osim
spomenute bakterijske vrste, ovaj fruktan proizvode i sojevi Streptococcus mutansiC2,
Leuconostoc citreum CW28 i Lactobacillus reuteri 121. Inulinski tip fruktana dodaje se
u hranu jer stabiliziraju i zadrzavaju teksturu namirnica, imaju sposobnost geliranja te
kod ljudi i Zivotinja djeluju kao probiotici. Povoljan u¢inak na organizam imaju i inulinski
tipovi fruktooligosaharida. Oni sintetiziraju butiran koji hrani enterocite, sprjecavaju
prihvacanje patogena na odredene stanice i snizuju pH vrijednost lumena (Sartor,
2004).

2.4.2. Heteropolisaharidi (HePS)

Grada ove skupine egzopolisaharida neSto je sloZenija od grade homopolisaharida.
Molekule heteropolisaharida, koje mogu biti linearne i razgranate, nacinjene su od
ponavljaju¢ih monomernih jedinica razlicitih struktura. Molekulska masa krece se u rasponu
od 10*do 10° Da (De Vuyst i Degeest, 1999), Sto je znatno manje od molekulske mase
homopolisaharida. Strukturu moze tvoriti od tri do osam ponavljajucih jedinica, a taj slijed
sadrzi dvije ili viSe vrsta monosaharida (Ryan i sur., 2015). NajéeS¢e monosaharidne
jedinice koje se pojavljuju u strukturi su D-glukoza, D-galaktoza i L-ramnoza. Proizvedeni
heteropolisaharidi dolaze u krutom obliku ili nalik na sluz, a vrsta i koli¢ina proizvedenih
heteropolisaharida ovisi 0 uvjetima biosinteze. Sastav strukture i vrstu veza u molekuli
diktiraju sastav hranjive podloge, uvjeti kultivacije i soj mikroorganizma producenta.
Proizvode ih razliite vrste mezofilnih i termofilnih BMK (tablica 2) (Bajpai i sur., 2016).
Prinosi heteropolisaharida pri optimalnim uvjetima biosinteze iznose od 0,15 do 0,6 g/L
HePS (Cerning i Marshall, 1999). Najvedi prinosi proizvoda zabiljezeni su kod proizvodnje
s bakterijama Lactobacillus rhamnosus RW-9595 (2275 mg/L) i Lactobacillus
kefiranofaciens WT-2B (2500 mg/L). Predstavnici heteropolisaharida su ksantan, kefiran i
gelan (Ruas-Madiedo i sur., 2002).
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e Kefiran

Molekule kefirana Cine glukozne i galaktozne jedinice u jednakom omjeru (Micheli i sur., 1999).
Dobro je topljiv u vodi, a proizvode ga Lactobacillus kefiranofaciens, L. kefirgranum, L.
parakefir, L. kefiri L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Ima antimikrobno djelovanje, pomaze u
zacjeljivanju rana, snizava krvni tlak i razinu kolesterola, usporava rast tumora, odrzava
homeostazu u inestinalnom traktu, povecava razinu imunoglobulina (IgA), a oslobadanjem

citokina u krv povoljno utjece na imunost (Piermaria i sur., 2009).

Tablica 2. Prikaz termofilnih i mezofilnih vrsta BMK koje proizvode heteropolisaharide (Bajpai
i sur., 2016)

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lactococcus lactis subsp. /actis
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus helveticus Lactococcus lactis subsp. cremoris
Streptococcus thermophilus Lactobacillus sakei
Lactobacillus caser

2.5.  Proces proizvodnje egzopolisaharida

Biosinteza homopolisaharida i heteropolisaharida razlikuje se po tome Sto je proces nastanka
heteropolisaharida nesto slozeniji, no oba puta biosinteze zahtijevaju velik broj enzima i
molekule potrebne za regulaciju procesa (Patel i sur., 2012). Biosintezu egzopolisaharida koju
provode BMK se moze rastaviti na 4 koraka:
1) prijenos Secera u citoplazmu
2) sinteza Setera s vezanom fosfathom grupom na prvom ugljikovom atomu u molekuli
3) povezivanje ponavljajucih gradevnih jedinica - polimerizacija

4) transport produkta izvan stanice (Becker, 2015).

Kod procesa sinteze homopolisaharida, enzim glikan sukraza kao supstrat koristi saharozu.
Nakon reakcije povezivanja D-glukopiranozil jedinica na akceptor nastaju glikozidne veze, a
reakcije provode enzimi glukoziltransferaze i fruktoziltransferaze. Provodenjem ovih reakcija
ne dolazi do aktivhog transporta tvari, ne postoji potreba za biosintezom ekstracelularnih
enzima i ne dolazi do potrosnje energije. To nije slucaj pri odvijanju reakcija sinteze
heteropolisaharida (Juvonen i sur., 2015). koja zahtjeva energiju pri cemu se trose 3 molekule
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ATP; za konverziju molekule Se¢era u molekulu Secera s vezanim fosfatom, zatim za sintezu
svake nukleotidne jedinice koja gradi lanac te za fosforilaciju nosaca lipida (Madhuri i
Prabhakar, 2014; Harutoshi, 2013).
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3. MATERIJALI I METODE RADA

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

SOJEVI:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Lactobacillus helveticus M92
Lactobacillus brevis ZG1
Lactobacillus brevis SFOB
Lactobacillus brevis SF15B
Lactobacillus plantarum SFOC
Lactobacillus plantarum SF15C
Lactobacillus brevis D6
Enterococcus durans D8

Lactobacillus fermentum D12

10) Lactobacillus plantarum D13

3.1.2. Hranjive podloge

U radu je koriStena hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj bakterije mlijecne kiseline

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/| destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvasCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H.O 0,1;
MnSO4x7H,0 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a
sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.

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

3.1.3. Kemikalije

Agar, ,Merck", Njemacka

Amonijev oksalat, , Sigma-Aldrich”, SAD
Destilirana voda

Etanol (95%), ,Kemika", Hrvatska
Natrijev klorid, ,Kemika", Hrvatska
Glicerol, ,Alkaloid", Makedonija
Glukoza, ,Kemika", Hrvatska
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Kristal violet, ,Sigma-Aldrich”, SAD

Kvascev ekstrakt, ,Difco", SAD

Magnezijev sulfat, , Alkaloid", Makedonija
Mesni ekstrakt, ,Biolife", Malazija

~Nuclease free" voda, ,Nalgene", SAD
Natrijev acetat, ,Kemika", Hrvatska

Natrijev klorid, ,,Kemika", Hrvatska

Octena kiselina 33% (v/v), ,J.T. Baker", Njemacka
Pepton, ,Biolife", Malazija

Saharoza, ,Kemika", Hrvatska

Trikloroctena kiselina, ,,Fisher Scientific", SAD
Tween 80, ,Sigma", SAD

3.1.4. Aparatura i pribor

Analiticka vaga, ,Scaltec®, Njemacka

Autoklav, ,Sutjeska"™, Jugoslavija

Automatske pipete, ,Eppendorf*, SAD

Centifuga s hladenjem J-21B, ,Beckman Coulter", Njemacka

Centrifuga Centric, ,Tehtnica®, Slovenija

Centrifuga s hladenjem 5804R, ,Eppendorf*, SAD

Centrifuga s hladenjem 6K 15, ,Sigma"“, SAD

Cita¢ mikrotitarskih plocica BioTeK Synergy H1 Hybrid, ,BioTek Instruments Inc.",
USA

Eppendorf kivete (1,51 2 ml)

Epruvete

Hladnjak, ,Gorenje", Slovenija

Kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 mil, 500 mi

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

Magnetska mjesalica, ,IKA-Werke GmbH & Co", Njemacka

Mikrobioloske usice

Mikrotitarske ploCice, ,Sarstedt”, Njemacka

Petrijeve zdjelice
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e Pinceta

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

e Stalci za epruvete (15 i 50 ml)

e Termostat, ,Instrumentarija", Hrvatska

e Ultrazvucna kupelj Elmasonic S 60 H, ,Elma"“, Njemacka

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

e Vaga, ,Sartorius", Njemacka

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

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

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje i Cuvanje mikroorganizama

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

temperaturi rasta (37°C), odnosno pri 30°C prilikom sinteze egzopolisaharida.

3.2.2. Detekcija sojeva producenata egzopolisaharida (EPOL)

Prisutnost egzopolisaharida (EPOL-a) ispitana je kod raznovrsnih autohtonih vrsta
bakterija mlijecne kiseline (BMK) izoliranih iz razlicitih izvora, kao Sto su: fermentirano mlijeko
(L. helveticus M92), svijezi sir (L. brevis ZG1), kiseli kupus (L. brevis SFOB, L. brevis SF15B, L.
plantarum SFOC, L. plantarum SF15C) i dimljeni sir (L. brevis D6, E. durans D8, L. fermentum
D12, L. plantarum D13). Prema Cerning (1990) potencijalna prisutnost EPOL-a ispitana je
doticanjem kolonija poraslih preko noéi na MRS agaru sterilnom mikrobioloSkom uSicom.
Ukoliko prilikom doticanja kolonija dolazi do formiranja dugih rastezljivih niti, to je pozitivna
indikacija proizvodnje egzopolisaharida.

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

Prekonocna kultura soja L. fermentum D12 uzgojena je propagacijom u 400 ml tekuce

MRS hranjive podloge suplementirane s 2% izvora ugljika (glukoze i saharoze) pri 30°C. Nakon
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inkubacije, suspenzije stanica i supernatanta odvojene su centrifugiranjem 15 min pri 7500 g
(4°C).

Slika 4. Prikaz porasle kulture L. fermentum D12 nakon dvodnevne inkubacije pri 30°C u

400 ml MRS bujona uz dodatak razlicitih izvora ugljika (2% w/v glukoze i saharoze)

3.2.4. Izolacija i prociS¢avanje egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica (EPOL-b) i
egzopolisaharida otpustenih u medij (EPOL-r)

Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica i onih otpustenih u medij, prilagodena
je prema Tallon i sur. (2003) i Toba i sur. (1991).

3.2.4.1. Izolacija i procis¢avanje egzopolisaharida otpustenih u medij (EPOL-r)

Supernatant dobiven centrifugiranjem tretiran je trikloroctenom kiselinom (Fisher
Scientific, SAD) u konacnoj koncentraciji 20%, te inkubiran 2 sata na 4°C uz lagano mijeSanje
na magnetnoj mijesalici (New Brunswick Scientific, SAD). Nakon inkubacije provedeno je
centrifugiranje 45 min pri 8000 g (4°C) s ciliem uklanjanja istalozenih proteina. Dobiveni
supernatant tretiran je dodatkom 4 volumena hladnog etanola (95%) s ciljem uklanjanja lipida,
te inkubiran tijekom noéi na -20°C pri ¢emu dolazi do poticanja taloZzenja egzopolisaharida.
Nakon prekonocne inkubacije supernatant je centrifugiran 30 minuta pri 6000 g (4°C) nakon
¢ega je dobiveni talog resuspendiran u 2 ml destilirane vode. Provedena je dijaliza suspenzije
EPOL-a otopljenog u destiliranoj vodi u Spectra/Por membrani (10-14 kDa) (Spectrum
Laboratories, SAD) 1 dan uz 4 promjene 0,1 M otopine NaCl-a i tijekom 2 dana uz Ceste

16



promjene dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize uzorak je liofiliziran u uredaju

Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH".

Slika 5. Prikaz dijalize suspenzije egzopolisaharida otopljene u destiliranoj vodi, izoliranih iz
supernatanta prekonoc¢ne kulture L. fermentum D12 uzgojene u MRS podlozi uz dodatak
razlicitih izvora ugljika (2% w/v glukoze i saharoze)

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

Talog dobiven centrifugiranjem suspenzije stanica resuspendiran je u 250 ml sterilne
fizioloSke otopine nakon cega je provedeno centrifugiranje 30 min pri 6000 o/min (4°C).
Dobiveni talog resuspendiran je u 50 ml sterilnog 1 M NaCl-a. S ciljem odvajanja potencijalnih
EPOL-a vezanih na povrSinu stanica, suspenzija je sonificirana 1 min pri 550 W (20°C) u
ultrazvucnoj kupelji EImasonic S 60 H, ,Elma". Netopljivi stanicni materijali uklonjeni su
centrifugiranjem 30 min pri 6000 g (4°C). Egzopolisaharidi iz supernatanta istalozeni su
dodatkom 4 volumena hladnog etanola, nakon ¢ega je uslijedila prekonoc¢na inkubacija pri 4°C.
Nakon centrifugiranja, 30 min pri 6000 g (4°C), talog je resuspendiran u 2 ml destilirane vode.
Provedena je dijaliza suspenzije EPOL-a otopljenog u destiliranoj vodi u Spectra/Por membrani
(10-14 kDa) (Spectrum Laboratories, SAD) 1 dan uz 4 promjene 0,1 M otopine NaCl-a i tijekom
2 dana uz Ceste promjene dijalizata odnosno destilirane vode. Nakon dijalize uzorak je
liofiliziran u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH".
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Slika 6. Prikaz dijalize suspenzije egzopolisaharida otopljene u destiliranoj vodi, izoliranih s
povrsine stanica prekonoéne kulture L. fermentum D12 uzgojene u MRS podlozi uz dodatak

razlicitih izvora ugljika (2% w/v glukoze i saharoze)

3.2.5. Odredivanje mase proizvedenih egzopolisaharida i odredivanje Cisto¢e UV/VIS

spektrofotometrijom

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

suplementiranoj s razlic¢itim izvorima ugljika (2% w/v glukoze i saharoze).

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

od 190 do 350 nm, pri ¢emu je kao slijepa proba koristena samo ,,Nuclease free" voda.
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3.2.6. Detekcija formiranja biofilma soja Lactobacillus fermentum D12

Prekonoéna kultura soja L. fermentum D12 razrijedena je u MRS tekucoj hranjivoj
podlozi u omjeru 1:10 i 1:20, nakon cega je izmjerena apsorbancija na Citacu mikrotitarskih
plocica BioTeK Synergy H1 Hybrid (BioTek Instruments Inc., SAD) pri 600 nm (MRS bujon je
koristen kao slijepa proba). Iz dobivenih rezultata izracunato je razrjedenje koje odgovara
apsorbanciji od 0,013 odnosno koncentraciji bakterija od 10% CFU/ml. 200 uL pripremljene
otopine koncentracije 10°® CFU/ml, odnosno apsorbancije od 0,013, naneSeno je u jazice 2
mikrotitarske plocice u 8 paralela, te je kao kontrola koriSten MRS bujon. Pratio se indeks
formiranja biofilma tijekom 1 i 2 dana, tako da je jedna mikrotitarska plocica inkubirana 24 h,
a druga tijekom 48 h pri 30°C. Nakon 24 sata izmjerena je apsorbancija bakterija jedne
mikrotitarske plocice pri 590 nm, nakon ¢ega je medij s planktonskim bakterijama, odnosno s
bakterijama koje nisu vezane na povrsinu, zajedno s MRS bujonom uklonjen s mikrotitarske
plocice. Jazice su isprane 3 puta s 300 pL fizioloSke otopine. Mikrotitarska plocica je zatim
inkubirana tijekom 1 h pri 60°C, s ciliem dodatnog pricvrséivanja adheziranih bakterija na
povrsinu jazica. Adhezirane stanice su zatim obojane dodatkom 250 L otopine kristal violeta
(1,5%) (Sigma-Aldrich, SAD) otopljenog u etanolu i destiliranoj vodi (1:5) uz dodatak
amonijevog oksalata (0,8% m/v) (Sigma-Aldrich, SAD) u svaku jaZicu, te je ploCica ostavljena
u mraku tijekom 15 min. Otopina kristal violeta (1,5%) uklonjena je ispiranjem destiliranom
vodom, a plocica je ostavljena okrenuta naopacke, preko noéi na sobnoj temperaturi.
Dodatkom 300 WL octene kiseline (33%) (J.T. Baker, Njemacka) dolazi do uklanjanja kristal
violeta (1,5%) koji se vezao na adhezirane stanice, a intezitet obojenja nakon inkubacije od

15 min u mraku je izmjeren pri 570 nm.

Isti postupak je ponovljen s mikrotarskom plocicom kojoj je pracen indeks formiranja biofilma

nakon 48 sati.

Indeks biofilma je izracunat prema dolje navedenoj formuli:

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

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

4.1. Detekcija sojeva producenata egzopolisaharida (EPOL)

Ovim radom provedeno je ispitivanje mogucnosti sinteze egzopolisaharida kod odredenih
sojeva bakterija mlijecne kiseline izoliranih iz fermentiranih proizvoda kao Sto su kiseli kupus,
fermentirano mlijeko te svjezi i dimljeni sir. Ispitivanjem potencijalne sposobnosti proizvodnje
egzopolisaharida (EPOL-a) prema Cerning (1990), jedini soj koji je dao pozitivan rezultat
odnosno kod kojeg je doslo do formiranja dugih rastezljivih niti prilikom doticanja kolonija
sterilnom mikrobioloSkom usicom, bio je soj L. fermentum D12. Prikaz pozitivnog rezultata,

odnosno sluzavih rastezljivih niti kolonija soja D12 prikazan je na slici 7.

Slika 7. Prikaz sluzavih, rastezljivih kolonija soja Lactobacillus fermentum D12
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4.2. Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrsinu stanica (EPOL-b) i egzopolisaharida
otpustenih u medij (EPOL-r)

Porasle kolonije uzgajane su na MRS podlogama koje su sadrzavale 2% glukoze i saharoze
kao izvor ugljika. Nakon inkubacije odvojene su suspenzije stanica i supernatanta metodom
centrifugiranja u trajanju od 15 minuta. Dodatkom odredenih agenasa i dodatnim
centrifugiranjem uklonjeni su lipidi i proteini. Provedena je dijaliza egzopolisaharida koji su
izolirani iz supernatanta i s povrsine stanica prekonoéne kulture L. fermentum D12, a potom

je izvrsena liofilizacija uzoraka.

Nakon liofilizacije dobiven je uzorak nalik pamuku (fluffy, white, cotton-like) (slika 8).

Slika 8. Prikaz uzoraka egzopolisaharida dobivenih nakon liofilizacije
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4.3. Odredivanje mase proizvedenih egzopolisaharida i odredivanje Cistoce UV-

spektrofotometrijom

Liofilizacijom uzoraka dobivene su mase egzopolisaharida koji su ostali vezani na stanice te

onih koji su izlu¢eni u okolni medij.

Tablica 3. Prikaz masa proizvedenih egzopolisaharida prilikom uzgoja u MRS hranjivoj podlozi
(suplementiranoj s glukozom i saharozom kao izvorima ugljika), koji se nalaze na povrsini

stanica i onih otpustenih u medij, izracunata nakon procesa liofilizacije

EPS na povrsini stanica EPS izluceni u medij
Uzorak Masa Masa
egzopolisaharida Uzorak egzopolisaharida
(mg) (mg)
Glukoza 0,9 Glukoza 80,1
Saharoza 2,2 Saharoza 67
a) b)

37 3

2,5 \ 25
2

2

o\ \
N/ N\ RN
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Slika 9. Prikaz izmjerene apsorbancije pomocu UV-spektrofotometra, pri valnim duljinama od
190 do 350 nm, uzoraka egzopolisaharida izoliranih s povrsine stanica tijekom uzgoja soja L.
fermentum D12 u MRS hranjivoj podlozi suplementiranoj sa razli¢itim izvorima ugljika; a)

glukoza i b) saharoza.
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Slika 10. Prikaz izmjerene apsorbancije pomocu UV-spektrofotometra, pri valnim duljinama
od 190 do 350 nm, uzoraka egzopolisaharida izoliranih iz medija tijekom uzgoja L. fermentum
D12 u MRS hranjivoj podlozi suplementiranoj sa razlicitim izvorima ugljika; a) glukoza i b)

saharoza.

Rezultati pokazuju da je veta masa egzopolisaharida koji se nalaze u okolnom mediju od
egzopolisaharida vezanih na stanice. Masa nastalih polisaharida u podlozi s glukozom iznosila
je 80,1 mg, dok je u podlozi sa saharozom kao izvorom ugljika u okolni medij izlu¢eno 67 mg
egzopolisaharida. Razlog tome je i efektivan ucinak centrifugiranja prilikom ¢ega dolazi do
brzeg pucanja interakcija izmedu egzopolisaharida i stanica s obzirom da se radi o
elektrostatskim silama, a ne o kovalentnim vezama. Do istog zakljucka moze se dodi
usporedivanjem rezultata dobivenih kod istrazivanja koje su proveli Tallon i suradnici (2003)
tijekom izolacije i prociS¢avanja egzopolisaharida proizvedenih od soja Lactobacillus plantarum
EP56. Na koli¢inu proizvedenih egzopolisaharida utjece i izvor ugljika u podlozi. Kao i kod Tallon
i sur., u ovom istrazivanju rezultati odredivanja mase nastalih polisaharida ukazuju na glukozu

kao bolji izvor ugljika kod egzopolisaharida izlucenih u okolni medij.

Kako bi se odredila Cistoca uzoraka, odnosno prisutnost proteina u uzorcima, provedena je
spektrofotometrijska analiza. Odredivanjem cisto¢e, mjerenjem UV-spektrofotometrije, vidljiva
je prisutnost proteina (,peak" od oko 260 nm) kod uzoraka egzopolisaharida izoliranih s
povrsine stanica i kod onih otpustenih u medij. S obzirom da je “peak” izrazeniji kod uzorka
izoliranog s povrsine stanica, odnosno veca je koncentracija proteina, jasno je da je uzorak

egzopolisaharida koji je izoliran iz okolnog medija efikasnije prociséen.
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4.4. Detekcija formiranja biofilma

S obzirom da kod veéine sojeva producenata egzopolisaharida, egzopolisaharidi imaju klju¢nu
ulogu u formiranju biofilma, ispitana je sposobnost formiranja biofilma soja producenta
egzopolisaharida L. fermentum D12. Prema Naves i sur. (2008) ukoliko je vrijednost indeksa
formiranja biofilma manja od 0,35, soj nema sposobnost formiranja biofilma, Sto je slu¢aj kod
ispitivanog soja L. fermentum D12 gdje su vrijednosti formiranja biofilma nakon dva dana
0,02824.

Indeks biofilma mikrotitarske plocice koja je bila na inkubaciji 2 dana

0,1129 - 0,0735
1,7394 - 0, 3441

biofilm index =

biofilm indeks = 0,02824
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5. ZAKLJUCCI

1. Nakon uzgoja bakterija iz roda Lactobacillus, pojavom rastezljivih niti dodirivanjem
poraslih kultura dokazana je proizvodnja egzopolisaharida kod soja Lactobacillus
fermentum D12.

2. Rezultati pokazuju da je veca masa egzopolisaharida izlu¢enih u okolni medij, nego
onih koji su ostali vezani na stanicama. Uzgojem kulture na podlozi s glukozom nastalo
je viSe egzopolisaharida koji su izluceni van stanice u odnosu na uzgojenu kulturu na
podlozi koja je sadrzavala saharozu kao izvor ugljika.

3. “Peakovi” vidljivi oko 260 nm ukazuju na vecu koncentraciju proteina u uzorcima
izoliranih s povrSine stanica pa mozemo zakljuiti da je veéa Cistoéa uzoraka
egzopolisaharida koji su izluceni u okolni medij.

4. Indeks formiranog biofilma izraCunat je nakon inkubacije mikrotitarske plocice s
adheziranim bakterijama koja je trajala 48 sati. Prema navedenoj formuli dobiveni

rezultat za indeks biofilma iznosi 0,02824.
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