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Mikroorganizmi zivijo v naravi v mikrobnih zdruzbah, ki jih poimenujemo
biofilmi. Kljuénega pomena pri vzdrzevanju integritete teh zdruzb so
zunajceli¢ni polimeri (EPS), ki jih v glavnem sestavljajo polisaharidi, proteini
in obcasno tudi nukleinske kisline. V diplomski nalogi smo uporabili tri tekoca
gojisca, ki se bistveno razlikujejo v viru in koli¢ini ogljika: bogato gojisce s
saharozo in kvasom (SYM), minimalno gojis¢e z morfolinpropan sulfonsko
kislino (MSgg) in minimalno gojis¢e z glukozo (Czapek). Preucevali smo
njihov vpliv na razvoj, mikromorfoloske in makromorfoloske lastnosti
plavajocih biofilmov bakterije Bacillus subtilis 3610. Po 24 h gojenja smo
dolocili debelino biofilmov, izolirali EPS iz biofilmov in rabljenih gojis¢ ter
dolo¢ili kemijsko sestavo EPS. S pomocjo visokoloc¢ljivostne tekocinske
kromatografije smo ugotavljali velikostno porazdelitev polimerov v izoliranih
EPS. V bogatem gojis¢u SYM so nastali najdebelejsi in najbolj vzdrzljivi
biofilmi. To gojisce je tudi omogocilo, da v biofilmu in rabljenem gojis¢u
nastane najve¢ biomase in mase EPS. Ugotovili smo, da gojis¢e vpliva na
kemijsko sestavo EPS, saj je v biofilmih SYM najvec¢ polisaharidov, medtem
ko v MSgg najve¢ proteinov. Med SYM polisaharidi prevladujejo fruktani. V
biofilmih vseh treh gojis¢ smo odkrili proteine, ki po molski masi ustrezajo
proteinu TasA. Presenetljivo pa v istem gojis¢u EPS v biofilmu vsebuje manj
polisaharidov in ve¢ polimerov z visokimi molskimi masami v primerjavi z
EPS v rabljenem gojiscu.
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In nature microorganisms live in microbial aggregates called biofilms.
Constituent cells are held together by an extracellular matrix composed mostly
of polysaccharides, proteins and sometimes nucleic acids. In this work
influence of three different liquid media: a rich saccharose yeast extract media
(SYM), a minimal media with morpholinepropane sulfonic acid, glycerol and
glutamate (MSgg) and a minimal media with glucose (Czapek), were tested in
relation to biofilm development and composition of EPS (exstracellular
polymeric substances). Bacillus subtilis 3610 biofilm was used as a model
system and EPS from biofilms and conditioned media bellow the biofilm was
isolated and analysed with the high performance liquid chromatography
analysis. The SYM biofilm was the thickest, had the highest biomass and was
the most stable. Furthermore, the highest EPS mass was obtained in SYM
medium biofilm and condition medium. A chemical composition of EPS was
highly dependent on the growth media used, as the SYM biofilms were rich in
polysaccharides and the MSgg biofilms in proteins. The predominant SYM
polysaccharide was fructan. Furthermore, proteins corresponding to the
molecular mass of TasA protein were detected in all three biofilms.
Surprisingly, EPS in biofilms in all three media contained less polysaccharides
in comparison to EPS in conditioned media.
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(ang. biofilm-rich medium)

goveji serum albumin (ang. bovine serum albumin)

ogljikovi hidrati

gena, ki uravnavata kompetenco in sta odgovorna za izlocanje DNK iz celice
ter za vezavo in sprejem DNK v celico

minimalno gojisce z glukozo

difernencialni interferenéni kontrast (ang. differential interference contrast)
sporulacijsko gojis¢e (ang. Difco sporulation medium)

zunajceli¢ni polimeri (ang. exstracellular polymeric substances)

operon, ki nosi zapis za encime, odgovorne za sintezo polisaharida
zunajceli¢ni polisaharid v stresanih kulturah bakterije Bacillus subtilis FT-3
visokolocljivostna tekocinska kromatografija z velikostno lo¢ljivostno kolono
(SEC)

minimalno gojis¢ée z morfolinpropan slulfonsko kislino, glicerolom in
glutamatom

nukleinske kisline

opti¢na gostota pri 650 nm

fazni kontrast (ang. phase contrast)

proteini

rabljeno gojisce

refrakcijski indeks

regulator stresnega odziva

levansukraza, odgovarna za sintezo levana

levanaza, odgovorna za razgradno levana

antagonist SinR

glavni transkripcijski regulator, ki spodbuja gibljivost in zavre sintezo
zunajceli¢nih polimerov

signalna peptidaza, odgovorna za iznos proteinov TapA (YgxM) in TasA
(ang. Spizizen's minimal salt medium z 0,5 % kazeinskih aminokislin)

operon, ki nosi zapis za encime, odgovorne za sporulacijo

sporulacijski regulator in aktivator proteina Sinl

gojisce s saharozo in kvasnim ekstraktom (ang. saccharose yeast extract
medium)

protein, ki je potreben za nastanek in pritrditev TasA vlaken na celico

protein v zunajcelicnem matriksu biofilma Bacillus subtilis

tankoplastna tekoCinska kromatografija

divji tip

fosfoheksomutaza odgovorna za sintezo nukleotidnih sladkorjev
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YIbF protein, ki pozitivno vpliva na izrazanje operonov epsA-O in ygxM-sipW-tasA
YmcA protein, ki pozitivno vpliva na izrazanje operonov epsA-O in ygxM-sipW-tasA
YqgxM protein, ki je potreben za nastanek in pritrditev amiloidnih vlaken na celico
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1 UvOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Po Gramu pozitivna bakterija Bacillus subtilis 3610 je poleg ustvarjanja biofilmov na
trdnih povrSinah sposobna tvorbe teh tudi na interfazi voda-zrak (Branda in sod., 2001;
Branda in sod., 2004). Ti plavajo¢i biofilmi, ki jih lahko poimenujemo tudi pelikli, imajo
primerih so celice med sabo povezane preko zunajceli¢nih polimernih snovi (EPS), ki jih
proizvedejo same (Branda in sod., 2005). Ta material je v glavnem sestavljen iz
polisaharidov, proteinov in obc¢asno tudi nukleinskih kislin ter ima pomembno vlogo pri

nastanku in vzdrzevanju biofilmov (Branda in sod., 2006; Sutherland, 2001a).

V diplomski nalogi smo uporabili tri popolnoma razli¢na gojisc¢a, ki se med sabo bistveno
lo¢ijo v viru in koli¢ini ogljika. Gojis¢e SYM (ang. saccharose yeast extract medium) je
bogato in vsebuje 20 % saharoze, Czapek 3 % glukoze in MSgg 0,5 % glutamata ter
zasnovali svojo raziskavo. V biofilmih bakterije B. subtilis 3610 zraslih na tekocem gojiscu
MSgg sta najpomembnejsi sestavini EPS protein TasA, velik 31 kDa, in polisaharid
sintetiziran z encimi, ki so zapisani na operonu epsA-0 (Branda in sod., 2006; Stover in
Driks, 1999). Bakterija B. subtilis sev natto (B. subtilis (natto)) v stresanem gojis¢éu SYM
tvori polisaharid levan. Ta polisaharid je fruktan in je sestavljen iz 11 in 1794 kDa velikih
frakcij (Shih in sod., 2005). V gojis¢u Czapek pa so odkrili, da bakterija B. subtilis FT-3 v
stresanih kulturah tvori heteropolisaharid FT-3, katerega molska masa znasa 25-29 kDa
(Morita in sod., 1979). Teh rezultatov ne moremo direktno primerjati, saj se raziskave

razlikujejo v uporabljenih sevih in nacinu gojenja teh sevov.

Poleg omenjenih raziskav, ki so temeljile na preucevanju EPS, pa so nekateri raziskovalci
preucevali tudi morfologijo biofilmov v odvisnosti od gojis¢a. Raziskave osnovane na
vplivu razliénih gojis¢ na nastanek biofilmov in njihovo morfologijo so bile najbolj
pogoste. Najbolj natan¢no je bil preuc¢evan vpliv MSgg na razvoj biofilma seva B. subtilis
3610. Cilj te diplomske naloge je bil ovrednotiti vpliv razliénih rastnih gojis¢ na
morfologijo, Casovni razvoj in debelino biofilma ter na koli¢ino in kemijsko sestavo EPS

tako v biofilmu kot tudi v rabljenem gojis¢u pod biofilmom bakterije B. subtilis 3610. S
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kemijskimi analizami smo dolo¢ili delez polisaharidov, proteinov in nukleinskih kislin. In
s HPSEC analizo ovrednotili velikostne frakcije EPS in njihovo kemijsko sestavo.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

.....

razlikujejo. Te razlike je mogoCe zaznati tudi v dinamiki razvoja in propada
biofilma.
razlikujejo v delezu polisaharidov, proteinov in nukleinskih kislin.

=> V istem gojiscu ni razlik med delezi polisaharidov, proteinov in nukleinskih kislin
v zunajceli¢cnem polimernem materialu (EPS) biofilmov in rabljenih gojis¢ pod

biofilmom.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BIOFILMI

Bakterije so sposobne rasti skoraj na vseh povrsinah, kjer tvorijo strukturno kompleksne
zdruzbe, ki jim re¢emo biofilmi. Ceprav lahko Zivijo kot prosto plavajode celice, je pojav
biofilmskih zdruzb veliko pogostejsi. Mehanizem tvorbe biofilmov se razlikuje med
bakterijami in je velikokrat odvisen od okolja (Lopez in sod., 2010; Branda in sod., 2005).
Skupno vsem je, da njihov razvoj obicajno sprozijo okoljski signali in signali, ki jih
proizvajajo celice v biofilmu in da so te celice med sabo povezane z zunajceli¢nim

polimernim materialom (Branda in sod., 2005; Spoering in Gilmore, 2006).

Biofilmi nudijo za$¢ito mikroorganizmom pred okoljskim stresom in mnogimi plenilci, pri
¢emer igra klju¢no vlogo ravno EPS. Ta Stevilnim okoljskim stresnim dejavnikom, kot so
antibiotiki, dezinfekcijska sredstva in sestavine imunskega sistema, otezuje dostop do celic
(Stewart, 2002; Drenkard in Ausubel, 2002). Posledi¢no so mikrobi v biofilmu bolj
odporni in infekcije, ki jih povzrocajo, tezko ozdravljive (Lemon in sod., 2008; Lopez in
sod., 2010). Poleg tega vpliva na povisano odpornost tudi dejstvo, da so celice v spodnjih
slojih biofilma v dormantnem stanju 0z. imajo sprozene $tevilne stresne odzive (obi¢ajno
odvisne od RpoS), ki jih tudi naredijo bolj rezistentne na antibiotike (Sauer, 2003; Beloin
in Ghigo, 2005). Biofilmi imajo tudi negativne vplive na ljudi, saj jih najdemo med
drugimi v vodovodnih ceveh, na kontaktnih lecah, katetrih in razli¢nih implantatih (Lemon
in sod, 2008; Flemming in Wingedner, 2001b). Po drugi strani pa igrajo v naravi klju¢no
vlogo pri kroZenju elementov in SO pomembni v prehrambeni industriji, farmaciji in
biotehnologiji (Czaczyk in Myszka, 2007; Banik in sod., 2000).

2.1.1 Razvoj biofilmov

Razvoj biofilmov uravnavajo mehanizmi, ki skrbijo za preklop med planktonskim in
sesilnim nacinom Zivljenja (Lemon in sod., 2008). V sploSnem razvoj biofilmov poteka v
vec¢ stopnjah: 1. planktonske celice izlo€ijo proteine, ki se adsorbirajo na povrsino v okolju
in tvorijo proteinski sloj (Czaczyk in Myszka, 2007; Van Houdt in Michiels., 2005); 2.

celice se priblizajo povrsini, pri ¢emer se gibljive priblizajo same s pomocjo bickov,
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negibljive pa k povrsini prinese tok tekoc¢ine; 3. sledi reverzibilno pritrjanje s pomocjo
povrsinskih adhezinov in nastanek enojnega sloja bakterij, ki s pomocjo aktivnega
premikanja tvorijo ve¢slojno mikrokolonijo; 4. ireverzibilno pritrjanje je vezano na aktivno
izloCanje EPS, ki omogoc¢i adhezijo planktonskih celic v okolici. Sinteza EPS se
nepretrgano nadaljuje skozi celoten zivljenjski cikel biofilma. Produkt vseh teh procesov je
zrel biofilm s tridimenzionalno strukturo, v katerem se izguba celic nadomesca s

produkcijo novih (Van Houdt in Michiels, 2005; Lemon in sod., 2008).

Slika 1: Hipoteti¢ni model razvoja biofilma. Prikazane so splosne stopnje razvoja (Van Houdt in Michiels,
2005: 627).

2.1.2 Zunajceli¢ni polimerni material (EPS)

Zunajceli¢ni polimerni material se v biofilmu razlikuje ne le med razli¢nimi vrstami
bakterij ampak lahko tudi med sevi ene vrste (Lopez in sod., 2010). Prav tako je lahko ta
EPS razli¢en od tistega, ki ga proizvajajo planktonske celice (Drenkard in Ausbel, 2002).
Poznamo kapsularni EPS, ki je povezan s celi¢nim povrs$jem, EPS, ki se nahaja v matriksu
biofilma, in prost, ki je izloCen v gojis¢e (Omoike in sod., 2006). V glavnem ga sestavljajo

polisaharidi, proteini in nukleinske kisline, v manj$i meri pa tudi glikoproteini in
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fosfolipidi. Te snovi so nabite, z izjemo polisaharidov, ki so lahko tudi nenabiti (Czaczyk
in Myszka, 2007; Dogsa in sod., 2008).

Nekatere sestavine zunajceli¢nega materiala sluzijo kot signalne molekule, druge delujejo
kot zaloge nutrientov ali energije (Marvasi in sod., 2010). Dejstvo pa je, da obstoj
biofilmov brez EPS sploh ne bi bil mogo¢, saj igra ta klju¢no vlogo pri nastanku in
vzdrzevanju oblike biofilma, njegovi integriteti in, kot ze omenjeno, povecani odpornosti
celic proti okoljskemu stresu (Branda in sod., 2005, Czaczyk in Myszka, 2007; Van Houdt
in Michiels, 2005). Pri tem so bistvene funkcionalne skupine, ki reagirajo z antimikrobnimi
snovmi in tako prepre¢ijo njihovo penetracijo. Poleg tega funkcionalne skupine tvorijo
razlicne vezi, ki omogocajo adhezijo in kohezijo celic (Drenkard in Ausbel, 2002). V
nekaterih primerih pa matriks pripomore tudi k pridobivanju hranil iz okolice (Dunne,
2002).

Najbolje preuceni in zastopani sestavini EPS sloja predstavljajo polisaharidi in proteini,
katerim lahko pripiSemo najvecji prispevek k omejenim funkcijam. Prve delimo na
heteropolisaharide, ki so sestavljeni iz razlicnih monomerov, in homopolisaharide, ki so
sestavljeni izkljuéno iz glukoze ali fruktoze in jih zato tudi imenujemo glukani ali fruktani
(Sutherland, 2001b; Czaczyk in Myszka, 2007). Tip glikozidne vezi med monomeri,
stopnja razvejenosti in naboj dolocata fizikalne lastnosti polisaharidov (Sutherland,
2001b). Zunajceli¢ni proteini so snovi z molsko maso 10-200 kDa in v vecini biofilmov
predstavljajo manjsi delez EPS kot polisaharidi (Liu in Tai, 2001). Splosno gledano
vsebujejo 40-60 % hidrofobnih aminokislin in zelo malo tistih z Zveplom (Lory, 1992;
Czaczyk in Myszka, 2007).

Ne smemo zanemariti niti vloge DNK, katere prisotnost v matriksu ni zgolj posledica
celiéne lize. Vsekakor je za transformacijo pri naravno kompetetnih vrstah v biofilmu
osnova za horizontalne prenose genov (Spoering in Gilmore, 2006), v nekaterih primerih
pa ima Se SirSo vlogo. V biofilmih bakterij Pseudomonas aeruginosa in Streptococcus
mutans predstavlja zunajcelicna DNK vecinski delez matriksa. V prvem primeru
pripomore k ojacenju medceli¢nih povezav (Withchurch in sod., 2002). V drugem primeru
pa je DNK pomembna zunajceli¢na sestavina matriksa in pomembno prispeva k izgradnji

biofilma. Petersen in sod. (2005) so pokazali, da so geni, ki uravnavajo kompetenco za
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transformacijo in so odgovorni za izlo¢anje DNK iz celice ter za vezavo in sprejem DNK
v celico (comGB), potrebni za izgradnjo biofilma. Prisotnosti DNaze zavre razvoj

biofilmov in njihov fenotip je podoben mutanti v comGB.

2.1.3 Vpliv okolja na sintezo EPS v biofilmih

Produkcija zunajceli¢cnih polimerov je odvisna od razpolozljivosti ogljika in duSika v
gojis¢u. Vecina bakterij izkoris¢a vir ogljika (npr. sladkorje) za pridobivanje energije in
biosintezo ter amonijeve soli in aminokisline kot vir dusika (Gandhi in sod., 1997;
Looijesteijn in sod., 1999). Na splosno je produkcija EPS visja, kadar je v gojis¢u na voljo
veliko sladkorja, predvsem glukoze (Flemming in Wingedner, 2001a; Looijesteijn in sod.,
1999). Sintezo polisaharidov sprozijo $e drugi mono- in disaharidi, vendar je od bakterijske
vrste odvisno, kateri je pri tem najuspesnejsi (Sutherland, 2001b; Branda in sod., 2005).
Nizka vsebnost dusika pogosto pripomore k pretvorbi ogljika v zunajceli¢ne polisaharide,
medtem ko njegova visoka razpolozljivost vodi v sintezo proteinov (Sanin in sod., 2003;

Sutherland, 2001b; Lee in sod., 1999).

Prav tako igra pomemben faktor pri sintezi EPS temperatura. Sutherland (2001b) je
pokazal, da zmanjSanje le te za 10 °C pod optimalno vrednost pri nekaterih bakterijskih
vrstah zavre sintezo zunajceli¢nih polisaharidov in sprozi sintezo proteinov (Sutherland,
2001b; Briandet in sod., 1999). V biofilmih bakterije Listeria monocytogenes pa so
dokazali, da spadajo ti proteini, ki so sintetizirani pod optimalno temeraturo, v razred
proteinov hladnega Soka (Briandet in sod., 1999,). Poleg temperature je pomemben tudi
pH. Njegova optimalna vrednost za biosintezo zunajceli¢nih polimerov se giblje med 5,5 in
7,5 (Lee in sod., 1999; Gandhi in sod., 1997). Po drugi strani pa je biosinteza pri pH pod 2
ali nad 10 popolnoma ustavljena (Stredansky in Conti, 1999). Shu in Lung (2004) sta v
svoji $tudiji tudi odkrila, da vpliva pH celo na molsko maso zunajceli¢nih polisaharidov.
Pri kislem pH nastajajo polisaharidi z vi$jo molsko maso, ki se niza z visanjem pH (Shu in

Lung, 2004).
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2.2 BAKTERIJA B. subtilis
2.2.1 Ekologija

Bacillus subtilis je gibljiva in zelo razSirjena bakterija, ki na razliénih povrSinah in
interfazah voda-zrak tvori biofilme oz. pelikle (Chagneau in Saier, 2004). Sposobna je
preziveti v razli¢nih okoljih, od kopenskih do vodnih, najpogostoje pa so jo osamili iz tal.
Najdemo jo tudi v rizosferi, kjer tvori biofilme na povrsju korenine (Bais in sod., 2005) in
pospesi rast rastlin (Cazorla in sod., 2007). Najbolj prepoznavna lastnost predstavnikov
rodu Bacillus je sposobnost tvorbe endospor, v katere se celica diferencira ob pomanjkanju
hranil (Earl in sod., 2008). Nekaj ¢asa so mislili, da je B. subtilis obligatni aerob, vendar so
novejSe raziskave potrdile, da lahko v anaerobnih pogojih fermentira ali izkori$¢a nitrat in
nitrit kot konéni elektronski akceptor (Nakano in Zuber, 1998). S tega vidika ni
presenetljivo, da najdemo te bakterije tudi v prebavilih Zivali, kjer so pogoji anaerobni.
Menijo, da v prebavila vstopijo kot spore, ki tam tudi vzklijejo in rastejo (Tam in sod.,
2006). Prehod bakterije skozi prebavila pa ni brez ufinkov na zival. Tam pomaga
vzdrZevati ravnovesje mikroflore in tako deluje kot probiotik (Casula in Cutting, 2002). B.
subtilis najdemo tudi v komercialno dostopnih fermentiranih produktih kot je soja, ki jo na

Japonskem pridobivajo s pomocjo seva B. subtilis (natto) (Inatsu in sod., 2006).

2.2.2 Nastanek biofilmov bakterije B. subtilis in njihovo uravnavanje

Med razvojem biofilma B. subtilis preklopi iz gibljivega na sesilen nacina zivljenja. Na
sliki 2 je prikazano uravnavanje tega preklopa. Protein SinR je v celicah konstitutivno
izrazen in je glavni transkripcijski regulator, ki uravnava ta preklop (Kearns in sod., 2005).
V gibljivih celicah zavire prepis operonov epsA-O in ygxM-sipW-tasA, ki so odgovorni za
izdelovanje zunajcelicnega polimernega materiala, hkrati pa sprozi celino gibljivost
(Branda in sod., 2006; Kearns in sod., 2005; Chu in sod., 2006). V ta proces se ob ugodnih
pogojih za nastanek biofilmov vmesSa sporulacijski regulator SpoOA, ki v fosforilirani
obliki aktivira izraZzanje proteina Sinl. Ko ta protein preseZze dolo¢eno koncentracijo,
inaktivira delovanje SinR (Bai in sod., 1993), kar vodi v izgubo gibljivosti in produkcijo

matriksa. Znano je tudi, da je Sinl v biofilmih izrazen le v nekaterih celicah, medtem ko je
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SinR v vecini in je prisoten v vi§jih koncentracijah (Branda in sod., 2006; Chai in sod.,
2008).

Poleg Sinl pozitivno vplivata na izrazanje operonov epsA-O in ygxM-sipW-tasA tudi
proteina YIbF in YmcA, vendar njuno delovanje Se ni popolnoma razjasnjeno. Lahko, da
spodbujata sintezo ali stabilnost Sinl. Obstaja pa tudi moznost, da direktno vplivata na

delovanje Sinl ali SinR (Kearns in sod., 2005).
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Slika 2: Uravnavanje preklopa med sesilnim in gibljivim nacdinom Zivljenja pri bakteriji Bacillus
subtilis (Aguilar in sod., 2007: 641).

2.2.3 Diferenciacija celic in parakrino signaliziranje v biofilmu B. subtilis

Zaradi velikih koli¢in zunajcelicnega materiala se predvideva, da je difuzija majhnih
molekul v biofilmu otezena, kar vodi v nastanek razli¢nih gradientov kisika, nutrientov,
vitaminov, kofaktorjev in sprejemnikov elektronov. Zaradi tega se ustvarijo mikronise, na
katere celice odgovorijo z raznolikim izrazanjem genov. Posledi¢no prihaja znotraj

biofilmov do tvorbe razlicnih podpopulacij, ki niso posledica razlicne genske zasnove

lo¢imo med podpopulacijami gibljivih celic, celic, ki proizvajajo EPS (proizvajalke EPS)
in sporami (slika 3) (Lopez in sod., 2009c; Branda in sod., 2001). Delez posamezne
podpopulacije niha glede na fazo razvoja biofilma. V zgodnji fazi prevladujejo gibljive

celice, ki se v zrelem biofilmu diferencirajo v proizvajalke EPS. Kasneje se del teh celic
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razvije v spore, ki se preferencno nahajajo na zra¢nih strukturah (Vlamakis in sod., 2008).
Te konstrukcije se tvorijo na povrSini biofilmov in mo¢no spominjajo na plodna telesa
miksobakterij in jih zato tako tudi poimenujemo (Branda in sod. 2001). Potrebno je Se
omeniti, da proizvajalke delujejo tudi kanibalno, saj proizvajajo toksine, ki povzrocijo lizo
ostalih celic, same pa so nanje rezistentne (Fujita in sod., 2005). Produkcija kanibalnih
toksinov je sprozena istocasno, preko istin molekul in iste genske kaskade kot sinteza
zunajcelinega materiala (Lopez in sod., 2009b). To ima za biofilm Stevilne koristi.
Propadle celice sprostijo nutriente v okolje, od katerih imajo korist druge bakterije, kar
prelozi energijsko potratno sporulacijo na kasnejsi ¢as. Prav tako pa imajo proizvajalke
EPS prednost pred ostalimi, tako da se v biofilmu tvori veliko matriksa, kar omogoca

biofilmu rast in stabilnost (Ellermeier in sod., 2006; Claverys in Havarstein, 2007).

Slika 3: Raznolikost v biofilmu bakterije Bacillus subtilis. Leva slika je slikana od zgoraj navzdol. Z rde¢o
so prikazane proizvajalke EPS, z zeleno gibljive in z sivo vse ostale. Desna slika prikazuje biofilm na plosci
slikan s strani. Agar je na dnu in center biofilma na desni strani. Celice oznacene z modro so gibljive,
sporulirajoée oranzno in vse ostale sivo (Lopez in sod., 2010: 5).

Molekuli, ki sta v odgovorni za diferenciacijo v proizvajalke EPS in hkrati v kanibalne
celice, sta signalni molekuli ComX in surfaktin. Zunajcelicni feromon ComX aktivira
sintezo surfaktina (Dubnau, 1991), ta pa sprozi pot SpoOA-P in s tem sintezo EPS.

Zanimivo je, da se le del populacije celic, ki akumulira dovolj SpoOA-P razvije v
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proizvajalke EPS, kar je v skladu z raznolikim izrazanjem genov v populaciji (Lopez in
sod., 2009a; Chai in sod., 2008). Tu gre za primer parakrinega signaliziranja, kjer se celice,
Ki proizvajajo signal (surfaktin), na ta signal ne odzovejo, temve¢ signal zaznajo druge

celice v blizini, ki postanejo proizvajalke EPS (Lopez in sod., 2009c¢).

2.2.4 Morfologija biofilmov bakterije B. subtilis in vpliv okolja

Morfologija biofilmov niha gleda na uporabljen sev in okoljske pogoje. Ze spremembe v
koncentraciji agarja imajo velik vpliv na njihovo arhitekturo (slika 4) (Branda in sod.,
2005; Veening in sod., 2006). Okolje torej pogojuje Stevilne lastnosti biofilma, kot so
poroznost, gostota, vsebnost vode, naboj, adsorpcija, ionsko izmenjevalne lastnosti,

hidrofobnost in mehansko stabilnost (Marvasi in sod., 2010).

1.0% 1.5% 2.0%

Slika 4: Vpliv koncentracije agarja na razvoj biofilmov bakterije Bacillus subtilis na trdnih gojis¢ih
MSgg (Branda in sod., 2005: 21).

Branda in sod. (2001) so opazovali morfologijo biofilmov oz. peliklov divjih tipov
njihovem razvoju. Opazili so, da divji tip bakterije tvori debel, robusten in zelo urejen
pelikel, ki daje videz prepletenosti z venami (slika 5). Prvi znaki razvoja na interfazi voda-
zrak so bili opazni nekje med 12-24 h gojenja. Mikroskopija je pokazala, da celice v

zacetni fazi (po 36 h gojenja) tvorijo dolge filamente, ki so paralelno usmerjeni in med
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sabo povezani (slika 6) (Branda in sod., 2001). Te ugotovitve so se ujemale z rezultati, ki
jih je ze leta 1872 pridobil Cohn (Kearns in sod., 2005). Pri 60 h gojenja so bile opazne ze
prve spore in po 96 h so le te tudi prevladovale. Takrat so bile na povrsSini biofilmov
opazne zra¢ne projekcije oz. plodna telesa, ki so sluzila kot preferenéno mesto sporulacije.
Mikroskopski pregled biofilmov je Se pokazal, da so celice takrat tudi prenehale tvoriti
filamente (slika 6). Prav tako so ugotovili, da imajo biofilmi na trdnih gojisc¢ih v glavnem

enake morfoloSke lastnosti kot pelikli na povrsini tekoc¢ih gojis¢ (Branda in sod., 2001).

Najbolj opazna razlika med njimi je pojav koncentri¢nih krogov, katere opazimo le na
biofilmih na trdnih gojis¢ih (Branda in sod., 2004; Branda in sod., 2001).

Slika 5: Biofilmi bakterije Bacillus subtilis v gojis¢u MSgg po 5 dneh gojenja na 25 °C. Na levi strani je
pelikel na tekocem gojiScu, na sredini biofilm na plosci MSgg in na levi zracne projekcije, ki so se pojavile
po 96 h gojenja (Branda in sod., 2001: 11623).

Slika 6: Mikromorfologija biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 36 in 96 h gojenja v gojis¢u MSgg na
25 °C. Vidno je, kako celice prenehajo tvoriti filamente (Branda in sod., 2001: 11624).
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Za razliko od gojis¢a MSgg pa B. subtilis 3610 v gojis¢u DS (ang. Difco sporulation
medium) ne tvori debelih peliklov ali visoko strukturiranih biofilmov. Da bi odkrili razlog
temu, so se Stevilni znanstveniki lotili raziskav, v katerih so proucevali razlike na nivoju
SpoOA in Sinl ter operona epsA-O. Odkrili so, da se v gojis¢u DS ne tvorijo biofilmi kljub
visoki koncentraciji SpoOA v celicah, ki je, kot prej omenjeno, kljuen za nastanek
biofilmov (Fujita in Losick, 2005, Jiang in sod., 2000). Razlog temu ti¢i v razli¢nem
delovanju regulatorja v teh gojiscih. Visoke koncentracije SpoOA v gojis¢u MSgg
aktivirajo izrazanje gena Sinl in posledi¢no operonov epsA-O ter ygxM-sipW-tasA. Tako je
formacija biofilma podprta. V gojis¢u DS pa visoke koncentracije regulatorja ne aktivirajo
teh genov, temvec tiste zapisane na operonu SpollG, ki so odgovorni za sporulacijo. Da bi
potrdili te ugotovitve so ustvarili mutanto, ki povec¢ano izraza gen sinl in jo gojili na
trdnem gojis¢u DS. Ta mutanta je ustvarila biofilme s podobnimi karakteristikami, kot jih
imajo biofilmi divjega tipa na trdnem gojis¢u MSgg (slika 7). Iz vsega tega so zakljucili,
da gojisc¢e DS podpira proces sporulacije, medtem ko MSgg nastanek biofilma. Torej je
formacija biofilma vsaj v ekstremnem primeru, kjer primerjamo gojis¢e za sporulacijo z

gojisc¢em, ki izrazito podpira tvorbo biofilmov, odvisna od uporabljenega gojisca. Pri tem

prihaja do razlik na nivoju uravnavanja nastanka biofilmov (Chai in sod., 2008; Fujita in
sod., 2005).

Slika 7: Biofilm bakterije Bacillus subtilis 3610 wt gojene na trdnem gojis¢u MSgg (leva slika) in DS
(srednja slika) ter biofilm mutante 3610 s povetanim izraZanjem Sinl na trdem gojis¢u DS (desna
slika) (Chai in sod., 2008: 14).
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Da bi bolje razumeli, kako lahko okolje vpliva na tvorbo biofilmov, je potrebno $e omeniti
Studijo, ki sta jo izvedla Chagneau in Saier (2004). Opazovala sta, kako glukoza vpliva na
rast bakterije B. subtilis JH642. Kljub temu, da nista uporabila sev 3610, lahko iz njunih
rezultatov dobimo klju¢ne podatke, ki so pomembni za nase razumevanje vpliva gojisca na
razvoj biofilmov. Uporabila sta gojis¢e BFM (ang. biofilm-rich medium) in SMS-CAA
(ang. Spizizen's minimal salt medium z 0,5 % kazeinskih aminokislin). Ugotovila sta, da
lahko glukoza zavre ali aktivira tvorbo biofilmov, odvisno od uporabljenega gojisca.
Gojis¢e SMS-CAA z dodanim citratom ne podpira rasti biofilmov, ki pa je ob prisotnosti
glukoze za 2,3-krat pospesena (merili so ODs7g v mikrotiterskih plos¢ah). Zanimivo je tudi
to, da ima glukoza v gojis¢u BFM drugacen ucinek. Kadar poveCamo koncentracijo

glukoze v tem gojiscu za 10-krat, se rast biofilma zmanjsa za 1,3-krat.

2.2.5 Sestavine EPS v biofilmu B. subtilis

EPS, ki ga v kontroliranih laboratorijskih pogojih proizvajajo divji tipi bakterije B. subtilis,
kazejo Sirok razpon v velikosti in kemijskih lastnostih polimerov. Tako poznamo nevtralne
polisaharide, nabite polimere, amfifilne molekule in proteine ( Marvasi in sod, 2010). V
nasSem pregledu zunajcelicnega materiala, ki ga sintetizira B. subtilis bomo predstavili
sestavine EPS, ki imajo najvecji vpliv na nastanek biofilmov, so najbolje preucene ali pa so

.....

diplomski nalogi.

2.2.5.1 Protein TasA in polisaharid (epsA-O)

Branda in sod. (2006) so v biofilmih B. subtilis 3610, gojenih na gojis¢u MSgg,
identificirali protein TasA in polisaharid operona epsA-O kot najpomembnejsi sestavini
zunajcelicnega materiala. Do tega sklepa so jih pripeljala dejstva, da sta polimera najbolj
zastopani sestavini v EPS materialu, da izguba ene izmed njiju povzro¢i nastanek mo¢no
deformiranih biofilmov, odsotnost obeh pa vodi celo v absolutno nezmoznost tvorbe
kakr$nihkoli mnogocelicnih struktur. Presenetljivo pa ja, da njihova sinteza poteka

nemoteno, kadar sta v biofilmu hkrati prisotni mutanti eps in tasA in tako sinteza proteina
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in polisaharida poteka v razli¢nih celicah. To pripelje do sklepa, da TasA in polisaharid
(epsA-O) neodvisno prispevata k nastanku in integriteti biofilma (Branda in sod., 2006).

Omenjeni polisaharid sintetizirajo encimi, ki so zapisani na operonu epsA-O. Ti encimi so
odgovoreni za biosintezo, modifikacijo in iznos polisaharida iz celic (Branda in sod.,
2001). Prekurzorji za polisaharid predstavljajo nukleotidni sladkorji, ki jih sintetizira
fosfoheksomutaza zapisana na genu yhxB (Branda in sod., 2004). Neaktivnost tega encima
ali mutacija v operonu eps imata enake posledice za biofilm, obakrat pride do formacije
nepopolnih biofilmov z zmanjSanim delezem polisaharidov v zunajcelicnem materialu

(Branda in sod., 2001; Branda in sod., 2004).

Protein TasA, katerega velikost znasa 31 kDa, je zapisan na operonu ygxM-sipW-tasA
(Branda in sod., 2004; Stover and Driks, 1999). Do raziskave Branda in sod. (2006) je
veljal le za protein, ki ga izlocajo vegetativne celice v stresanih kulturah in kot pomemben
sestavni del spor (Stover and Driks, 1999). V tej Studiji pa so ugotovili, da je njegova
sinteza tudi neodvisna od procesa sporulacije in da predstavlja velik delez zunajceli¢nega
materiala, ki ni posledica celi¢ne lize, ter da proteina v rabljenem gojis¢u ni. Vse to
nakazuje, da je njegova prisotnost v biofilmu bistvenega pomena. Za nastanek biofilmov
pa v operonu ygxM-sipW-tasA ni potreben le gen za ta protein ampak tudi gena sipW in
ygXM. Njuna delecija povzroc¢i tvorbo nedovrSenih peliklov, ki ne prekrivajo celotne
razpoloZljive povrSine in so sestavljeni iz relativno kratkih filamentov celic. Tak$na
morfologija je posledica neuspesne sinteze TasA (Chu in sod., 2006; Branda in sod., 2004).
Vsak od genov operona ima svojo funkcijo, ki pripomore k celovitosti biofilmov. SipW je
signalna peptidaza, ki je potrebna za razvoj in iznos proteinov YqxM in TasA, pri ¢emer je
protein YgxM odgovoren za pravilno lokacijo TasA v matriksu (Branda in sod., 2006;
Tjalsma, in sod., 2000). NajnovejSe raziskave pa so pokazale, da je YqxM, ki so ga v teh
raziskavah poimenovali TapA, lokaliziran tudi v celi¢ni steni, natan¢neje v peptidoglikanu,
in da je preko njega TasA pritrjen na celico (Driks, 2011). V primeru hiperprodukcije
TasA, kar vodi v tvorbo dolgih amiloidnih vlaken, je TapA vgrajen v ta vlakna in tako
odgovoren tudi za njihovo obliko in integriteto (Romero in sod., 2009, Romero in sod.,
2011).
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2.2.5.2 Levan

Najbolje preucen polisaharid, ki ga sintetizira B. subtilis, je vodotopen levan, ki ima
nevtralen znacaj (Marvasi in sod., 2010; Shih in sod., 2005). Sintetizirajo ga razli¢ne
rastline in mikroorganizmi, med katere spadajo B. subtilis sevi 327UH, 1SS3119, QB112 in
Pseudomonas sp. ter Erwinia herbicola (Marvasi in sod., 2010). V tej sekciji ga
omenjamo, ker smo v diplomski nalogi uporabili gojis¢e SYM z 20 % saharoze, ki mo¢no

favorizira njegovo produkcijo (Shida in sod., 2002; Shih in sod., 2005).

Za raziskave je zanimiv iz Stevilnih razlogov. Ima antitumorno delovanje, v rastlinah
deluje kot zaloga hrane, v rizosferi pSenice pa skrbi za oblikovanje talnih agregatov
(Calazans in sod., 2000; Ebskamp in sod., 1994; Bezzate in sod., 2000). Ker je naraven in
varen polisaharid ponuja tudi Stevilne aplikacije na podroé¢jih kozmetike, prehrane in
farmacije (Han, 1990, cit. po Shih in sod., 2005).

Obstajata dva tipa levana, Ki sta sestavljena iz D-fruktoz, povezanih z 3-2,6 vezjo. Razlika
med njima je ta, da se pri prvem tipu konec verige zaklju¢i s fruktozo in je zato
reducirajo¢. Pri drugem pa je na terminalno fruktozo z a-glikozidno vezjo vezana glukoza,
tako da nima redukcijske moéi. Za sintezo obeh tipov je odgovoren encim levansukraza
(sacB), medtem ko je levanaza (sacC) odgovarna za njuno degradacijo. Levansukraza je
zunajceliCna transferaza, katere sinteza je mocno podprta, kadar je v gojis¢u prisotna
saharoza. Ta encim prenese fruktozo iz disaharida na levan in tako omogoca njegovo
polimerizacijo (Shida in sod., 2002). Levanaza pa je odgovorna za degradacijo polimera in

je sprozena, kadar v gojis¢u primanjkuje fruktoze (slika 8) (Wanker in sod., 1995).

Molska masa levana znaSa 11 oz. 1794 kDa. Na zacetku inkubacije prevladuje frakcija z
vi§jo molsko maso, kar je posledica delovanja levansukraze in neaktivnosti levanaze. Dlje
Casa kot inkubiramo, manj je fruktoze v gojiS€u, bolj se to razmerje zaradi delovanja

levanaze previsi v prid manjse frakcije (Shih in sod., 2005).
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Slika 8: Sinteza levana tipa 1 in 2 (Shida in sod., 2002: 1555).

2.2.5.3 FT-3 polisaharid

FT-3 polisaharid so izolirali iz biofilmov B. subtilis FT-3, gojenih na gojis¢u Czapek.
Sestavljen je iz glukoze, galaktoze, fukoze, glukoronske kisline in O-acetilnih skupin v
razmerju 2:2:1:1:1,5, kjer fukoza predstavlja reducirajo¢i konec. Razen galaktoze, ki
povzroca razvejenost polisaharida, so vse molekule med sabo povezane linearno. Pri tem
pa ostaja nejasno, kako so na strukturo pripete O-acetilne skupine (Morita in sod., 1979).
To pa ni edina neznanka, saj poleg tega ne poznamo funkcije polisaharida niti genov, ki
nosijo zapis za encime, ki so potrebni za njegovo sintezo (Marvasi in sod., 2010), niti ali je

ta polisaharid prisoten pri obeh sevih B. subtilis.

Polisaharid je velik 25-29 kDa in je topen v vodi le v nizkih koncentracijah. Njegova
bistvena lastnost je, da 1 % raztopina tega polisaharida, kadar jo segrejemo in nato spet
ohladimo na sobno temperaturo, tvori gel, ki je podoben agarju. Moc¢ gela FT-3 ne dosega
moci agarja, ampak ko v gojis¢e dodamo 1-2 % agarja in 1 % polisaharida FT-3, je rast
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tipicnih mikroorganizmov, kot so plesni, kvasovke in bakterije, obiajna. Zaradi tega je

zanimiv za nadaljnje raziskave, saj kaze potencialno uporabo kot zelirno sredstvo (Morita
in sod., 1979).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski sev

Uporabili smo bakterijski sev Bacillus subtilis 3610 wt, ki smo ga vzdrzevali na plos¢ah
LB pri 28 °C.

3.1.2 Gaojisca

Uporabili smo naslednja tekoc¢a gojisca:

SYM (Shida in sod., 2002): K;HPO, 70 mM; KH,PO4 30 mM; pH 7,0; (NH4)2SO4
25 mM; MgS0,40,5 mM; MnSO, 0,01 mM; amonijev zelezov citrat 22 mg/1; kvasni
ekstrakt 2 % (w/v) in saharoza 20 % (w/v). Priprava za 100 mL gojiSc¢a: Posebej
pripravimo mes$anico 75 mL (K;HPO,4 1,22 g; KH,PO,4 0,41 g; (NH4).SO,4 0,33g;
3,1 ul 5% (w/v) MnSOQOy; kvasnega ekstrakta 2 g, ki jo damo v avtoklav na 121 °C.
Potem asepti¢no dodamo 120 ul 5 % (w/v) MgSOg4; 220 ul 1 % (w/v) zelezov
amonijev citrat (oba avtoklavirana lo¢eno). Nazadnje Se dodamo 25mL 80 % (w/v)

saharoze, ki smo jo predhodno sterilizirali v avtoklavu na 110 °C.

Gojis¢e Czapek (Morita in sod., 1979): glukoza 3 % (w/v); NaNO3 0,3 % (w/v);
kvasni ekstrakt 0,01 % (w/v); K;HPO4 0,05 % (w/v); MgS04-7H20 0,05 % (w/v);
FeS04-7H,0 0,001 % (w/v) in MnSO4-nH,0 0,0005 % (w/v); pH priblizno 7,6.
Glukoza, 5 % (w/v) MgSO47H,0, 1 % (w/v) FeSO4 7H,0 se avtoklavirajo lo¢eno.

Za avtoklaviranje uporabimo temperaturo 110 °C.

MSgg gojis€¢e (Branda in sod., 2001): MOPS (morfolinpropan sulfonska kislina)
100 mM; glicerol 0,5 % (w/v); glutamat 0,5 % (w/v); KsPO45 mM; triptofan 50
pg/ml; fenilalanin 50 ug/ml; MgCl, 2 mM; CaCl, 700 uM; FeClz 50 uM; MnCl, 50
uM; ZnCl; 1 pM; tiamin 2uM. Vse, razen tiamin, se skupaj avtoklavira pri
temperaturi 110°C. Tiamin steriliziramo s filtracijo in ga dodamo v meSanico po

avtoklaviranju.
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3.1.3 Reagenti

e PBS pufer: NaCl 8 g/I; KCI 0,20 g/I; Na,HPO4 1,44 g/l; KH,PO,4 0,24 g/l; pH 7,4.
e Detektorska raztopina za tankoplastnko kromatografijo (TLC): 0,2 ml 100 % (w/v)

anilins, 0,2 g difenilamins, 20 ml acetons in 2 ml 85 % fosforne Kisline.

3.1.4 Pogoji rasti

Prekonocne kulture smo vzgojili v LB tekofem gojiscu pri 28 °C pri 200 obr./min.
Inkubacija je potekala priblizno 13,5 h. Takrat so kulture dosegle ODgso ~ 5 a.u. Po tem
smo jih inokulirali v vsa tekoc¢a gojis¢a s konénim ODgsp = 0.03 a.u. Inkubacija je potekala
pri 37 °C 24 h za biofilme vzgojene v petrijevkah oz. 8 dni za tiste v mikrotiterskih
ploscah. Inkubacija v mikrotiterskih ploS¢ah je potekala dlje casa, ker smo v njih spremljali
razvoj biofilmov po ¢asu, ki je moral biti dovolj dolg, da so se pokazale razlike med

biofilmi.

3.2 METODE
3.2.1 Biofilmi gojeni v mikrotiterskih plos¢ah
3.2.1.1 Casovno spremljanje razvoja biofilmov

Biofilme smo gojili pri 37 °C v mikrotiterskih plo$¢ah, pri ¢emer smo pazili, da je bilo
razmerje med povrSino biofilma in volumnom gojis¢a enako kot pri tistih, gojenih v
petrijevkah. V razliénih Casovnih intervalith smo pomerili absorbcijo stojec¢ih kultur
(biofilm in spodaj lezeCe gojisce) z opticnim cCitalcem Multiscan spectrum, Thermo
electron corporation pri 650 nm, z digitalnim fotoaparatom Nikon D40 smo pod lupo
poslikali biofilme in odvzeli vzorce za preverjanje prisotnosti spor 0z. za opazovanje
morfologije s pomocjo invertnega mikroskopa Zeiss Axio Observer Z1, kjer smo
uporabljali PC (ang. phase contrast) in DIC (ang. differential interference contrast)
mikroskopijo (Hitchins in sod., 1968). Namen opazovanja razvoja biofilma je bil dolo¢iti

primerno dolZino inkubacije za izolacijo zunajceli¢nega polimernega materiala.
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Pri opazovanju sporulacije smo morali paziti, da nismo spor zamenjali s celico, ki je le
navpi¢no orientirana, tako da se vidi njen zgornji del. Tako postavljena celica daje videz
spore. Da smo se izognili tej napaki, smo ob prvih pojavih morebitnih spor, z gibanjem po
njeni globini, preverjali ali morda ne gre le za navpicno orientirano bakterijo. Tako je bila
razlika med njima opazna, saj so celice bistveno daljSe. Tej napaki smo se izognili tudi s
pogostimi intervali opazovanja in iskanjem tipi¢nih primerov zacetka sporulacije, kjer je

celica Se prisotna, spora pa je vidna v njeni notranjosti.

3.2.2 Biofilmi gojeni v petrijevkah

Biofilme smo gojili v petrijevkah v 55 ml tekoc¢ega gojis¢a na 37 °C.

biofilm tekoce gojisce

SYM ali Czapek
ali MSgg

Slika 9: Petrijevka s teko¢im gojis¢éem SYM ali Czapek ali MSgg, na vrhu katerega je plavajo¢ biofilm.

3.2.2.1 Dolocanje debeline biofilmov po konc¢ani 24 h inkubaciji

Koscek biofilma smo polozili na objektno steklo in ga pokrili s krovnim steklom. Pred tem
smo med obe stekli ob robovih nanesli sloj silikona, da ne bi priSlo do poskodbe biofilma
0z. da se ne bi splos¢il. Nato smo dolocili debelino s pomoc¢jo invertnega mikroskopa, ki
ima moznost merjenja razdalj v z-osi. To smo storili tako, da smo s premikanjem po
globini biofilma nasli njegovo povrs$ino in s pomoc¢jo mikroskopa to tocko fiksirali. Potem
smo se pocasi gibali do dna biofilma. Na zaslonu smo lahko od¢itali razdaljo od prve tocke
oz. povrsine biofilma do dna, kar nam je predstavljalo njegovo debelino. V primeru, da je
bil biofilm predebel za merjenje z mikroskopom, smo uporabili alternativno metodo, pri
kateri smo ocenili debelino biofilmov s primerjanjem debeline krovnih stekel, za katere

vemo, da so debela 0,17 mm.
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3.2.2.2 Dolocanje biomase in izolacija EPS iz biofilmov ter rabljenih gojis¢ po koncani
24 h inkubaciji
Pri izolaciji zunajceli¢nega polimernega materiala smo se zgledovali po metodah, ki so jih
uporabljali Shih in sod. (2010), Morita in sod. (1982) ter Li in sod. (2002). Slednji so
izolirali EPS z EDTA in 0,1 M NaOH z ali brez pomoci izmeni¢ni toka. Glede na
predhodne raziskave, ki so pokazale, da izolacija z NaOH da ve¢ EPS kot z EDTA in da
izmenic¢ni tok pri izolaciji z NaOH nima posebno velikega vpliv, smo se odlo¢ili, da bomo
izvedli izolacijo prav z 0,1 M NaOH. Skrajsali smo cas inkubacije z NaOH, da bi preprecili
morebitno poSkodbo celic. Prav tako je potrebno omeniti, da smo preverili metodo
izolacije, ki so jo izvedli Oliveira in sod. (1999), kjer so izolirali EPS s TCA ali z
uravnavanjem pH z NaOH in HCI. Ugotovili smo, da dobimo s pomo¢jo 0,1 M NaOH v
primerjavi s TCA vecje koli¢ine izoliranega EPS, kar je ponovno potrdilo naso izbiro

metode.

Po 24 urah inkubacije smo iz petrijevk s pipeto pazljivo odstranili gojis¢e in nato Se
biofilm ter ju tako lo€ili. V eksperiment smo vkljucili tudi sterilno gojis¢e kot kontrolo.
Tako smo za vsako gojis¢e imeli 3 tipe vzorcev, biofilm, rabljeno gojis¢e in kontrolo.
Vzorce smo prenesli v predhodno posusene in stehtane centrifugirke, jim dodali pufer PBS
do razmerja PBS:vzorec = 1:1 ter nato rahlo premesSali in jih razdelili po 1 ml v
mikrocentrifugirke. Sledilo je 5 sekund soniciranja s 15 mikronsko amplitudo z MSE 150
vatnim ultrazvo¢nim dezintegratorjem Mk2 z eksponentno konico. Nato smo vzorce
ponovno zdruzili. Z porazdelitvijo vzorca smo dosegli, da so bili vsi vzorci, kljub razli¢nim
volumnom, pri tem koraku tretirani pod enakimi pogoji. S pomocjo mikroskopa smo
ugotovili, da pri sonikaciji, katere namen je bil razbiti biofilm, ni prislo do zmanj$anja
Stevila celic, kar se ujema z dognanji Branda in sod. (2006). Poleg prostega EPS pa smo
zeleli pridobiti tudi celicno vezanega, zato smo vzorcem dodali NaOH do 0,1 M
koncentracije. Nato smo jih mo¢no mesali z vibracijskim meSalnikom in inkubirali 5 minut
na sobni temperaturi. Ta postopek smo ponovili Se enkrat, s tem da je inkubacija tokrat
potekala na ledu, s ¢imer smo vzorce pred dodatkom HCI primerno ohladili. Nato smo jih
meSali z vibracijskim meSalnikom 10 s, s ¢imer smo s celic dokonéno sprali EPS. Po tem
postopku je bilo potrebno uravnati pH, zato smo v treh korakih dodali ohlajeno HCI do 0,1

M koncentracije. Taksna raztopina NaOH in HCI nam da priblizno 0,5 % raztopino NaCl,
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ki omogoca boljSe obarjanje nabitih polimerov (Morita in sod., 1982). Sledilo je 10 min
centrifugiranja 10.400 x g pri 4°C s centrifugo Sigma 3K30. Tako smo odstranili biomaso,
v supernatantu nam je ostal EPS, ki smo ga oborili s pocasnim dodajanjem v 3-kraten
volumen ohlajenega 96 % etanola (Shih in sod., 2010). To meSanico smo inkubirali
priblizno 20 h pri 4 °C, medtem ko smo biomaso susili pri 55 °C vsaj do naslednjega dne

0z. dokler ni bila suha ter jo takrat stehtali.

Naslednji dan smo vzorce, supernatant v etanolu, centrifugirali 10 min pri 10.400 x g pri 4
°C in tako dosegli, da se je oborjeni EPS posedel ter ga nato resuspendirali v desetkratnem
volumnu destilirane vode. S tem smo ga ocistili ostankov gojis€a in ga hkrati
skoncentrirali, kar je omogocilo boljSe naslednje obarjanje. K tej raztopini smo dodali
NaCl do koncentracije 0,5 % in EPS spet oborili v trikratnem volumnu ohlajenega 96 %
etanola ter pustili stati pri 4 °C priblizno 20 h. Centrifugirke, v katerih smo obarjali, so bile

posusene in stehtane.

Po 20 h inkubacije smo vzorce ponovno centrifugirali pri enakih pogojih kot do sedaj,
supernatant smo zavrgli, oborek (EPS) stehtali in susili na 55 °C. Posuseni EPS, smo
ponovno stehtali in tako dolocili njegovo maso. Za nadaljnje analize smo ga raztopili v

destilirani vodi in tako pripravili zaloZne raztopine.

3.2.2.3 Kemijska analiza EPS

Delali smo z zaloZznimi raztopinami EPS, vendar je bila njegova topnost v vodi slaba, zato
smo ga poskusali raztopiti z nizanjem pH. Predpostavili smo, da je v glavnem sestavljen iz

treh sestavin, polisaharidov, nukleinskih kislin in proteinov.

3.2.2.3.1 Zaznavanje vsebnosti proteinov z Bradfordovim reagentom

Vzorcem EPS smo dodali NaOH do 0,1 M koncentracije, tako da se je zagotovo raztopil.
Prav tako smo si v 0,1 M NaOH vedno sproti pripravili umeritveno krivuljo z raztopinami
govejega serumskega albumina (BSA, ang. bovine serum albumin) v koncentracijah od 0

do 1 mg/ml. Bradfordov reagent vsebuje Brilliant Blue G barvilo, ki je v reagentu v



23

Brloznik M. Vpliv gojis¢a na morfologijo biofilmov in sestavo zunajceli¢nih polimerov (EPS) bakterije Bacillus subtilis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

protonirani obliki. Takrat absorbira svetlobo pri valovni dolzini 465 nm. Ko se barvilo

veze na protein, se absorbcijski maksimum pomakne k 595 nm.

V mikrotitersko plos¢o smo prenesli po 10 pl zaloznih raztopin EPS in raztopin BSA.
Bradfordov reagent smo premesali ter ogreli na sobno temperaturo in ga Sele nato 0,25 ml
dodali k vzorcem. Potem smo to meSanico inkubirali 15 min na sobni temperaturi.
Koncentracijo smo doloCili z merjenjem absorbance z opticnim Ccitalcem Multiscan

spectrum, Thermo electron corporation pri 595 nm.

3.2.2.3.2 Merjenje koncentracije nukleinskih Kislin

Tokrat smo zaloznim raztopinam zaradi slabe topnosti EPS dodali NaOH do 0,05 M
koncentracije. Tako so bili rezultati o koli¢ini nukleinski kislin, pridobljeni s
spektrofotometrom Thermo Scientific Nanodrop 1000, primerljivi s tistimi od HPSEC
analize, kjer je raztopina 0,05 M NaOH predstavljala mobilno fazo. Zaradi viSjega pH v tej
raztopini so absorbcijske lastnosti nukleinskih kislin in proteinov druga¢ne kot v destilirani
vodi. Zato smo pripravili raztopine BSA do koncentracije 3 mg/ml in raztopine lososove
DNK do koncentracije 1 mg/ml in z njimi pripravili umeritvene krivulje absorbcij pri 260
in 280 nm. Tako smo pridobili koeficiente za nukleinske kisline in proteine pri teh dveh
valovnih dolzinah (Kprot. 260; Knk,260; Kprot.280; Knk,280), Ki nam podajo razmerje med jakostjo
absorbcije pri 260 0z. 280 nm (A0, Azgo) in koncentracijo nukleinskih Kislin oz. proteinov
(CNks Cprot).. Pri analizi EPS smo upostevali le absorbceiji pri 260 in 280 nm, h katerima
poleg nukleinskih kislin prispevajo tudi proteini. Njihovo koncentracijo (Cprot.) smo dolo¢ili
z Bradfordovim reagentom. Z vsemi temi podatki smo lahko izracunali koncentracijo

nukleinskih kislin s pomoc¢jo enacbe (1) ali (2).
Az60=Kprot. 260 X Cprot. +Knk 260 X Cnk (D)

A280=Kprot. 280 X Cprot. +Knk 280 X Cnk ..(2)
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3.2.2.3.3 Dolocanje vsebnosti celokupnih sladkorjev z metodo celokupnih sladkorjev

Uporabili smo metodo, ki so jo opisali Cuesta in sod. (2003). Z njo smo dolocili delez
polisaharidov v EPS. Delali smo z zaloznimi raztopinami, kjer ni bilo pomembno ali je
EPS dobro raztopljen, saj se je zagotovo raztopil v koncentrirani H,SO,4, ki smo jo
uporabili v tej metodi. Raztopine smo morali le ustrezno redciti, ker je zgornji prag te

metode 0,5 mM sladkorjev.

Vedno smo si sproti do koncentracije 0,5 mM pripravili dve umeritveni krivulji, eno z
raztopino glukoze in drugo z raztopino fruktoze. Slednjo smo potrebovali, ker je znano, da
v gojis¢u SYM nastaja levan, ki je polimer fruktoz (Shida in sod., 2002). Ta pa v tej
reakciji bolj prispeva h konéni absorbciji. S segrevanjem pri kislem pH smo hidrolizirali
polisaharid do monomerov. Te smo nato obdelali s koncentrirano H,SO4, pri ¢emer je
prislo do dehidracije in nastanka hidroksi metil furfurala, ki je reagiral s fenolom in tvoril

obarvan produkt.

Reakcijo smo izvedli v bor-silikatnih vialah s teflonskimi zamaski. Potrebovali smo 0,3 ml
vzorca, ki smo mu dodali 0,15 ml fenola in nato mesali z vibracijskim mesalnikom. Po tem
smo dodali $e 0,75 ml koncentrirane H,SO,4 in spet na kratko mesali z vibracijskim
mesalnikom ter takoj vzorce v vodni kopeli ohladili na sobno temperaturo. Ta korak je
kriti¢en, saj moramo tu vsem vzorcem dodati kislino enako hitro, pri ¢emer temperatura
naglo naraste, kar moc¢no vpliva na kon¢ni rezultat. Hlajenje je pa pomembno, ker s tem
zmanj$amo razlike v intervalih ohlajanja med posameznimi vzorci. Nato smo vse vzorce
skupaj z umeritvenimi krivuljami zavili v alu folijo in naredili par luknjic. S tem smo pri
naslednjem koraku, kjer smo jih kuhali 20 minut pri 100 °C, ustvarili enake pogoje
reakcije pri vseh vzorcih. Po tem smo vse hkrati ohladili v vodni kopeli in v mikrotiterski

plos¢i izmerili njihovo absorbanco z opti¢nim ¢italcem pri 490 nm.
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3.2.2.4 Analiza EPS z visokolocljivostno tekoc¢insko kromatografijo HPSEC
Uporabili smo kromatografsko tehniko s tremi zaporedno vezanimi kolonami, kjer smo
sestavine vzorcev EPS lo¢ili na podlagi velikosti.

Kolone:

e PSS Suprema Analytical 10.000 A°, ki lo¢uje molekule velikosti 10-10° Da.
e PSS Suprema Analytical 1.000 A°, ki lo¢uje molekule velikosti 100-10° Da.
e PSS Suprema Analytical 100 A°, ki louje molekule velikosti 100- 10° Da.

Karakteristike kolon:

e Stacionarna faza: polihidroksi metakrilatni polimer
e pH:15-13

e Temperatura: do 80 °C
Kromatografski pogoji:

e Pretok: 1 ml/min

e Temperatura: 35 °C

e Cas meritev: 40 minut

e Mobilna faza: 0,05 M NaOH (pH ~ 12,7)

e Injicirani volumen: 20 pl
Detektorji:

e Smartline RI detektor 2300/2400, KNAUER, advanced scientific instruments
e UV detektor K-2501, KNAUER, advanced scientific instruments

Pripravili smo umeritveno krivuljo raztopine dekstrana, razli¢nih molskih mas, ki nam je

podala ¢asovno odvisnost elucije od velikosti.
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3.2.2.5 Analiza sestave kromatografskih vrhov

Tudi tukaj smo predpostavili, da EPS v glavnem sestavljajo le polisaharidi, nukleinske
kisline in proteini. Pripravili smo umeritvene krivulje iz raztopin nukleinskih kislin, BSA
in dekstrana, razlicnih koncentracij, ki so nam podale odvisnost povrSine vrha od
koncentracije snovi (KricHo, Krink, le,prot., K260,cHo, Ka260,NK; kzeo,prot., Kago,cHo, Kasonk
Kago,prot.). Uporabili smo podatke iz dveh detektorjev, RI in UV, kjer smo merili absorbanco
pri valovnih dolzinah 280 in 260 nm. Sladkorji veliko slabse absorbirajo UV pri teh dveh
valovnih dolzinah kot proteini in nukleinske kisline, medtem ko spreminjajo signal RI
(ang. refractive index) vse tri sestavine priblizno enako. Sestavo posameznega vrha smo

dolo¢ili s pomocjo resevanja treh linearnih enacéb (3), (4) in (5) s tremi neznankami (Ccno,

CNK; Cprot.)-

RI=KRri,cHo % ccrotKrink X eNkFKRIprot. X Cprot. ...(3)
Az60=Kzso,cHo % ccrotKasonk X CNK"'kzeo,prot. X Cprot. .4
Azg0=Kogo,cHo % ccrotKasonk X CNK"'kzso,prot. X Cprot. ..(5)

3.2.2.6 Tankoplastna tekocinska kromatografija (TLC)

Tankoplastno tekocinsko kromatografijo (TLC) smo izvedli, da bi izvedeli iz katerih

monosaharidov so sestavljeni polisaharidi v EPS.

Uporabili smo standardno raztopino meSanice sladkorjev glukoze, laktoze, fruktoze,
ramnoze in saharoze. Vsak od njih je imel koncentracijo 20 mg/ml. Hidrolizo vzorcev
EPS, katerih koncentracija je znasala 0,5-1,5 mg/ml, odvisno od vsebnosti sladkorja, smo
opravili s 3 % (v/v) TCA (triklorocetno kislino). VVzorce s kislino smo segrevali 15 min pri
55 °C in jih nato nevtralizirali z 1 M NaOH (Muro in sod., 1999). Enak postopek smo
uporabili pri raztopini standarda, levan (0,5 mg/ml) bakterije Erwinia herbicola (Sigma-
Aldrich). Nato smo vzorce, standard in standardno raztopino mesanice sladkorjev nanesli
na plos¢o TLC Silica gel 60 RP-18 Fj545 (Merck). Kromatografijo smo izvedli v sistemu
topil iz acetona in mili Q vode v razmerju 9:1. Monosaharide smo detektirali s pomocjo

detektorske raztopine opisane pri materialih in metodah. Raztopino smo poskropili po
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plosci in nato plosco segrevali 20 min pri 120 °C. Sladkorje smo zaznali kot lise razlicnih

barv.
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4 REZULTATI
4.1 RAZVOJ BIOFILMOV

Razvoj biofilmov smo spremljali, da bi dolocili primeren Cas trajanja inkubacije za
izolacijo EPS iz biofilmov oz. rabljenih gojis¢. V ta namen smo jih gojili v mikrotiterskih
ploscah pri 37 °C. Opti¢no gostoto smo merili pri valovni dolzini 650 nm, kjer je na

kon¢no vrednost vplivala gostota biofilma in motnost spodaj lezeCega rabljenega gojisca.

1z slike 10 je razvidno, da vzorci, gojeni v gojis¢u SYM, dosegajo najvisje vrednosti
ODegsp in tisti v gojis¢u MSgg najnizje. Prav tako lahko opazimo, da gostota pri vseh treh
tipith vzorcev po 24 h ne nara$¢a ve¢, ampak se umiri in zacne v vzorcih MSgg in Czapek

celo pocasi padati.

HH

—1
.H‘--._. ;‘ T ¢— Czapek
.

= S - oo.ooMSgg
‘Tooo--oo.oo-o.... ececcccccce *SYM

40 60 80
¢as inkubacije [h]

Slika 10: Opti¢na gostota stojecih kultur bakterije Bacillus subtilis, gojenih v razli¢nih gojis¢ih. Opti¢na
gostota je izmerjena pri valovni dolzini 650 nm. Inkubacija je potekala v mikrotiterskih plo§¢ah pri 37 °C.
Krivulja iz polne érte pripada vzorcem SYM, krivulja iz ¢rtic in pik pripada vzorcem Czapek in krivulja iz
pik pripada vzorcem MSgg. Prikazane so povpreéne vrednosti optiéne gostote in standardni odkloni ob
dolo¢enem ¢asu inkubacije.

Makroskopsko spremljanje razvoja biofilmov (slika 11) je potekalo v razli¢nih ¢asovnih
intervalih. Uspelo nam je ujeti prve znake razvoja biofilmov v gojis¢u SYM in propad

tistih v gojiscu Czapek. V najbolj bogatem gojis¢éu SYM, se prvi znaki razvoja biofilmov

.....
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biofilme med 5. do 23. uro gojenja, ¢eprav vmesnih stopenj razvoja v tem obdobju nismo
do drugega dne gojenja. To je razvidno iz slik, ki so bile odvzete pri 46 h, kjer vidimo, da
biofilmi Czapek niso ve¢ enakomerno razporejeni po luknjici, ampak so na sredini
zgoS€eni in tanjS$i ob robovih. Z nadaljnjo inkubacijo tak$en trend preoblikovanja le
napreduje ter do 97 h gojenja vodi do popolnega propada. Prav tako tisti v gojis¢u MSgg
pokazejo Ze prve znake razpadanja med 23 in 46 urami gojenja, saj pride do lokalnega
kopicenja biomase, tako da dajejo pikcast videz. Po 4 dneh gojenja so ti, za razliko od
tistth v gojisc¢u Czapek, Se vedno prisotni in plavajo¢i. V tem obdobju opazovanja pa
biofilmi SYM niso pokazali kakr$nihkoli znakov propadanja. Ti izstopajo tudi po tem, da
se z dolzino inkubacije njihova struktura in tekstura spreminjata, tako da postaja povrSina
vedno bolj hrapava in nagubana, medtem ko ostaja pri biofilmih Czapek povrSina vseskozi

gladka, pri MSgg pa hrapava.
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Slika 11: Makromorfoloski razvoj biofilmov bakterije Bacillus subtilis, gojenih v razli¢nih gojis¢ih.
Slikali smo po 5, 23, 46, 75, 97 h gojenja. Slike v levemu stolpcu pripadajo biofilmom SYM, v srednjem
Czapek in v desnem MSgg.
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.....

primere spor (slika 12), katerim je sledila popolna sporulacija po 75 h (Czapek) in po 46 h
(MSgg) gojenja (priloga A). V gojis¢u SYM je sporulacija nastopila bistveno kasneje, saj

po 4 dneh Se ni bilo prisotnih spor, po 8 dneh pa so spore predstavljale ze znaten delez.
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SYM 8 dni
Czapek 46 h
10um
MSgg 29 h
10 pm
Slika 12: Mikroskopske slike biofilmov bakterije Bacillus subtilis, gojenih v razliénih goji§¢ih ob

pojavu spor. Tipi¢ni primeri endospor, locirani v celicah, so oznaceni z rdeCo. Slika biofilmov, gojenih v
gojis¢u MSgg in Czapek, je zajeta ob pojavu prvih spor, po 46 in 29 h gojenja. Pri biofilmih v SYM pa je
slika zajeta po 8 dneh, ko so celice vec¢inoma ze sporulirale. Inkubacija je potekala pri 37 °C. Slike so
posnete pri 100-kratni povecavi.
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4.2 MAKROSKOPIA IN MIKROSKOPIJA PO 24 h INKUBACUI

Na sliki 12 so prikazani biofilmi bakterije Bacillus subtilis. Razvidno je, da se med sabo
razlikujejo v barvi in teksturi. Biofilm SYM ima rjavo barvo, Czapek belo in MSgg rahlo
rumeno. Slednji je edini, ki ima po 24 h gojenja nagubano in hrapavo povrsino, tako da

daje videz prepletenosti z venami. Pri tem biofilmu ostane spodaj lezece rabljeno gojisce

.....

SYM Czapek

MSgg

Slika 13: Makroskopske slike biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih gojisc¢ih.

Czapku in spodaj v gojis¢u MSgg.
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Razlike so opazne tudi na mikroskopskem nivoju (slika 13). Celice v biofilmih SYM in
MSgg tvorijo dolge verige, ki so med sabo povezane v filamente in paralelno usmerjene. V
biofilmih Czapek pa se celice ne povezujejo v verige in so krajse od tistih v ostalih dveh
biofilmih. V kasnejsih fazah, ob vstopu v sporulacijo, celice v biofilmih MSgg ne tvorijo
ve¢ vzporedno urejenih filamentov in se za¢nejo krajsati, kar je opazno Ze po 29 h gojenja

(priloga B). Prav tako celice v SYM po daljSem Casu gojenja prenehajo rasti filamentozno.

MSgg

.....

pri 100-kratni povecavi.
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4.3 DEBELINA BIOFILMOV PO 24 h INKUBACUI

Ugotovili smo, da so biofilmi v SYM najdebelejsi, v MSgg 3 krat tanjsi, v gojis¢u Czapek

pa celo 30-krat tanjsi.
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biofilmov Czapek je izmerjena z mikroskopom, medtem ko je pri ostalih dveh biofilmih ocenjena s pomocjo
krovnih stekel. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.

4.4 VSEBNOST BIOMASE V BIOFILMU IN RABLJENEM GOJISCU PO 24 h
INKUBACJI

Vsebnost biomase (slika 16) v biofilmih SYM in MSgg se ne razlikuje, kljub temu da je

suha biomasa (priloga D) prvih vi§ja. To je posledica razlicnih volumnov biofilmov, ki

VR

.....

e
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Slika 16: Vsebnost biomase v biofilmih bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih gojiscih.
Izracunana je iz celotne suhe biomase biofilma in njegovega volumna, ki je izracunan s pomocjo debeline.
Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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Slika 17: Vsebnost biomase v rabljenih gojis¢ih (rab.g.) biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 h
gojenja v razli¢nih gojis¢ih. Izracunana je iz celotne suhe biomase biofilma in njegovega volumna.
Prikazane so povprecne vrednosti in standardni odkloni.
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Prav tako prihaja do razlik v razmerju med suho biomaso celic v biofilmu in rabljenem
gojiscu (slika 18). Glede na to, da je biomasa rabljenega gojis¢a v vzorcih MSgg nizka in v
biofilmu relativno visoka, je to razmerje tukaj signifikantno visje od ostalih dveh. V
vzorcih Czapek je razmerje celo nizje od ena. Na prvi pogled se zdi ta trditev napacna,
vendar je potrebno omeniti, da do razmerij nismo prisli preprosto z delitvijo vsebnosti
biomase v biofilmu in gojis¢u, ampak smo jih izracunali iz suhih biomas celotnega
biofilma in gojisc¢a. Tako dobimo tukaj, kljub nizji biomasi v gojis¢u, nizko razmerje, saj

znaSa volumen biofilmov priblizno 0,13 ml, gojiS¢ pa kar 55 ml.
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Slika 18: Razmerje med suho biomaso v biofilmu in rabljenem gojis¢u v vzorcih bakterije Bacillus
subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih gojis¢ih. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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4.5 KONCENTRACIJA IN SESTAVA EPS V BIOFILMU PO 24 h INKUBACHI
45.1 Produkcija EPS v biofilmih

Z namenom, da bi ocenili EPS produktivnost celic v biofilmu, smo doloc¢ili koncentracijo
EPS (slika 19) ter razmerje med maso EPS in celi¢no biomaso (slika 20). Rezultati kazejo,
da vzorci SYM izstopajo, saj sta koncentracija in razmerje signifikantno visja kot pri

ostalih dveh.
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Slika 19: Koncentracija EPS v biofilmih bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih gojis¢ih.
Izracunana je iz suhe mase EPS v celotnem biofilmu in njegovega volumna, ki smo ga dolocili s pomocjo
debeline. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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Slika 20: Razmerje med suho maso EPS in suho biomaso v biofilmih bakerije Bacillus subtilis po 24 h
gojenja v razli¢nih gojis¢ih. Razmerje prikazuje EPS produkcijo celic v biofilmu. Prikazane so povpre¢ne
vrednosti in standardni odkloni.

45.2 Kemijska analiza EPS iz biofilmov

S kemijsko analizo vzorcev zunajcelicnega polimernega materiala (EPS), izoliranega iz
biofilmov, smo Zeleli ugotoviti, ali ima gojisce vpliv tudi na kemijsko sestavo EPS. Slika
21 prikazuje deleze proteinov, nukleinskih kislin in polisaharidov. Vidimo lahko, da je v
vseh vzorcih najmanj nukleinskih kislin. Zunajceli¢ni polimerni material v biofilmih SYM
je v glavnem sestavljen iz sladkorjev. Nasprotno, je v MSgg teh najmanj, prevladujejo pa
proteini. Tudi EPS iz biofilmov Czapek je poseben, saj ga sestavljajo proteini in

polisaharidi v razmerju 1:1.
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h. Prikazani so delez polisaharidov (svetlo siva), proteinov (temno siva) in nukleinskih kislin (¢rna). Na delez
polisaharidov, ki je dolo¢en z metodo celokupnih sladkorjev, vplivajo s sladkorno sestavino tudi nukleinske
kisline, katerih delez smo odsteli. Prikazane so srednje vrednosti in standardni odkloni.

45.3 HPSEC analiza EPS iz biofilmov

.....

nekoliko drugacno razporeditev vrhov, kar je v skladu s predpostavko, da je molekularna

sestava EPS v teh biofilmih razli¢na.

Za posamezen kromatografski vrh smo tudi izracunali povpre¢no molsko maso, Mw (ang.
weight average molar mass), po formuli IN;M;%/ZN;M;, kjer M; predstavlja molsko maso
i-te sestavine in N; Stevilo molekul z maso M;. N; je sorazmeren z razmerjem med vi$ino
RI signala in M;. Na podlagi teh vrednosti smo kromatografske vrhove razporedili v $tiri
velikostna obmogja: 3-30, 31-300, 301-3000 in nad 6 x 10°kDa, in jim na podlagi signalov

RI in UV pri valovni dolzini 260 nm in 280 nm dolo¢ili kemijsko sestavo (slika 23).

EPS se med posamezni biofilmi razlikuje v Stevilu vrhov in njihovih povpre¢nih molskih
masah. Vrhovi z Mw okoli 6 x 10° kDa (SYM) in nad 15 x 10° kDa (Czapek, MSgg)
spadajo v najvisje velikostno obmocje in so sestavljeni v glavnem iz polisaharidov ter

nekaj proteinov. Na podlagi njihovih povrSin vidimo, da predstavljajo manjsi delez v
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zunajceli¢nem materialu. Vrhovi z nizjim Mw, ki spadajo v prvi dve velikostni obmo¢ji, 3-
30 in 31-300 kDa, se med sabo bolj razlikujejo in predstavljajo vecinski delez EPS. Tu
najdemo pri SYM in Czapek samo en vrh v prvem oz. drugem velikostnem obmocju. Iz
slike 23 vidimo, da je pri SYM ta vrh sestavljen izklju¢no iz polisaharidov, medtem ko pri
vzorcih Czapek najdemo Se enak delez proteinov. Pri MSgg se v vsakemu od prvih dveh
velikostnih obmocjih pojavi po en vrh sestavljen vecinoma iz proteinov. Prvi vrh iz MSgg,
z nizjim Mw, na kromatogramu sovpada z vrhom iz SYM, medtem ko drugi vrh iz MSgg,
z vi§jim Mw, sovpada z vrhom Czapek (slika 22). Potrebno pa je izpostaviti, da se ta

vrhova iz MSgg razlikujeta od vrhov iz SYM in Czapek po kemijski sestavi (slika 23).



Brloznik M. Vpliv gojis¢a na morfologijo biofilmov in sestavo zunajceli¢nih polimerov (EPS) bakterije Bacillus subtilis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

42

R AK

e ety
300 3.000 30.000
M[kDa]
——SYM =--=Czapek <-+++ MSgg

Slika 22: HPSEC kromatogrami vzorcev EPS, izoliranih iz biofilmov bakterije Bacillus subtilis,

krivulja iz ¢rtic in pik vzorcem Czapek. Prikazani so reprezentativni kromatogrami od 3 kDa naprej.

Mw [kDa] 3-30 31-300 | 301-3000 | >6x10°
SYM
Czapek
MSgg

Slika 23: Analiza sestave posameznih kromatografskih vrhov, pridobljenih z analizo HPSEC vzorcev
EPS, izoliranih iz biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih gojis¢ih. Prikazani so
povprecni delezi polisaharidov (svetlo siva), nukleinskih kislin (rna) in proteinov (temno siva) v dolo¢enih
vrhovih, ki so razvr§¢eni v velikostne razrede.



43

Brloznik M. Vpliv gojis¢a na morfologijo biofilmov in sestavo zunajceli¢nih polimerov (EPS) bakterije Bacillus subtilis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

4.6 KONCENTRACIJA IN SESTAVA EPS V RABLJENIH GOJISCIH
4.6.1 Produkcija EPS v rabljenih gojis¢ih

Kot v biofilmu nas je tudi v gojis¢u zanimala produkcija EPS, o kateri smo lahko sklepali s
pomocjo njegove koncentracije v gojiScu ter razmerja med suho maso EPS in suho

biomaso v rabljenem gojiscu.

Opazimo lahko, da je koncentracija EPS (slika 24) v rabljenem gojis¢u SYM najvisja in da
ja v gojis¢u Czapek skoraj 700-krat ter MSgg okoli 300-krat nizja. Razmerje med maso
EPS in biomaso (slika 25) je $e vedno najviSje v vzorcu SYM, vendar je tudi pri MSgg
glede na samo maso EPS (priloga G) relativno visoko, kar je posledica nizke biomase v

rabljenem gojiscu.
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Slika 24: Koncentracija EPS v rabljenih gojis¢ih pod biofilmi bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja

.....

povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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rabljenem gojis¢u. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.

4.6.2 Kemijska analiza EPS iz rabljenih gojis¢

.....

polimernem materialu prevladujejo polisaharidi. DeleZi nukleinskih kislin, proteinov in
polisaharidov so si podobni v vzorcih Czapek in MSgg, SYM pa edini ne vsebuje

proteinov in zelo malo nukleinskih kislin.
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Slika 26: Kemijska analiza EPS iz rabljenih goji§¢ pod biofilmi bakterije Bacillus subtilis, gojenih v
razli¢nih gojiscih 24 h. Prikazani so delez polisaharidov (svetlo siva), proteinov (temno siva) in nukleinskih
kislin (¢rna). Na delez polisaharidov, ki je dolo¢en z metodo celokupnih sladkorjev, vplivajo s sladkorno
sestavino tudi nukleinske kisline, katerih delez smo odsteli. Prikazane so srednje vrednosti in standardni
odkloni.

4.6.3 HPSEC analiza EPS iz rabljenih gojis¢

Tudi tu smo kromatografskim vrhovom (slika 27) izraCunali Mw in jih na podlagi teh
vrednosti razporedili v primerno velikostno obmocje ter jim dolocili kemijsko sestavo

(slika 28).

Kromatogrami vzorcev EPS rabljenih gojis¢ (slika 27) se, kot tisti iz biofilmov, med sabo
razlikujejo. Kromatogram SYM vsebuje en vrh z Mw 9 kDa, ki je sestavljena le iz
polisaharidov, medtem ko vrha MSgg in Czapek spadata v velikostni razred 31-300 kDa in
sta v ve€ini sestavljena iz polisaharidov in proteinov. Ta vrh je v vzorcih Czapek edini
izrazitej$i, medtem ko se v vzorcih MSgg pojavi Se dodaten manjsi vrh velikostnega

razreda 3-30 kDa, ki je sestavljen le iz proteinov.
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Slika 27: HPSEC kromatogrami vzorcev EPS, izoliranih iz rabljenih gojis¢ pod biofilmi bakterije
Bacillus subtilis, gojenih v razli¢nih gojis¢ih 24 h. Krivulja iz polne ¢rte pripada vzorcem SYM, krivulja iz
pik MSgg ter krivulja ¢rtic in pik vzorcem Czapek. Prikazani so reprezentativni kromatogrami od 3 kDa
naprej.

Mw [kDa] 3-30 31-300 301-3000 | >6x10°
SYM
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Slika 28: Analiza sestave posameznih kromatografskih vrhov, pridobljenih z analizo HPSEC vzorcev
EPS, izoliranih iz rabljenih gojis¢ pod biofilmi bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih
gojisc¢ih. Prikazani so povprecni delezi polisaharidov (svetlo siva), nukleinskih kislin (¢rna) in proteinov
(temno siva) v dolo¢enih vrhovih, ki so razvrs¢eni v velikostne razrede.
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4.7 TANKOPLASTNA TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA

Fruktoza se na plos¢i TLC obarva rjavo. V skladu s tem je standard levana, za katerega
vemo, da je polimer fruktoz, obarvan rjavo. S TLC smo pokazali, da je polisaharid v EPS
iz SYM biofilmov fruktan.

TLC vzorcev MSgg in Czapek ni uspel, ker se EPS s 3 % TCA ni hidroliziral, kar kaze na
prisotnost druga¢nih polisaharidov, kot smo jih dolo¢ili v SYM biofilmu (priloga H).

a 8o |8 c [ d [ e B8 £ [ o |8

Slika 29: Tankoplastna teko¢inska kromatografija EPS iz biofilmov bakterije Bacillus subtilis, gojenih
v gojis¢u SYM. Prikazana je plos¢a TLC. a: standardna raztopina meSanice sladkorjev; b-f: standard levana
razliénih koncentracij; g,h: EPS iz biofilmov SYM. Sladkorji standarda na plos¢i si od zgoraj navzdol sledijo:
ramnoza, fruktoza, glukoza, laktoza in saharoza.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo Zeleli pokazati, da sestava gojiS¢a vpliva na morfoloske
karakteristike in razvoj biofilmov ter na kemijsko sestavo EPS. Glede na to, da smo
uporabili tri popolnoma razli¢na gojis¢a, smo predvidevali, da razvoj biofilmov ne bo
casovno usklajen. Zato smo ob pric¢etku raziskovanja za izolacijo EPS iz biofilmov in
rabljenih gojis¢ dolo¢ili najprimernejsi ¢as trajanja inkubacije. Biofilme smo Zeleli ujeti v
razviti, kar je bil prvi indikator, da je 24 h primeren ¢as za odvzem vzorcev. Prav tako je

takrat celi¢na gostota vseh vzorcev, izmerjena z ODgso, dosegla maksimum.

Pri opazovanju morfologije (slika 12) smo ugotovili, da se vsi trije tipi biofilmov (biofilmi
SYM, Czapek in MSgg) med sabo popolnoma razlikujejo v barvi, teksturi in debelini. Na
mikroskopskem nivoju so bile te razlike manjSe. V biofilmih SYM in MSgg smo opazili,
da celice tvorijo filamente, ki so paralelno usmerjeni, kar se ujema z dognanji Branda in
sod. (2001). Ti so prav tako opazili, da se ob pojavu sporulacije celice bistveno skraj$ajo in
niso ve¢ vzporedno usmerjene. Mi smo ta dogodek opazili bolj zgodaj in sicer v biofilmih
MSgg v skladu s pojavom prvih spor, pri SYM pa veliko prej in popolnoma neodvisno od
sporulacije. To nakazuje, da celice samo v mladih biofilmih tvorijo filamente, ki se kasneje
skrajSajo in tesneje pakirajo. Zanimivo pa bakterije v biofilmih Czapek sploh ne tvorijo
filamentov. Glede na to, da imajo ti biofilmi najkraj$o zivljenjsko dobo, se procesi v njih
verjetno hitreje odvijajo. Mozno pa je, da smo filamente spregledali, ker biofilmov nismo

opazovali kontinuirano.

Pri spremljanju razvoja biofilmov (slika 10) smo opazili, da se prvi znaki razvoja pokazejo
najhitreje v gojis¢u SYM. Biofilmi, ki so zrastli v tem gojis¢u, S0 tudi najbolj vzdrzljivi,
saj ni bilo opaznih znakov propadanja niti po 4 dneh gojenja. K temu je najverjetneje
prispevala obilica hranil, predvsem ogromne koliine saharoze. Vsebnost celokupnega
ogljika (TC) v tem gojis¢u znasSa 85 g/l in celokupnega dusika (TN) 2,5 g/1, kar je bistveno
nestabilni in Ze po 97 h gojenja popolnoma propadejo. To je zanimivo, Ker je to gojisce v

primerjavi z MSgg relativno bogato, saj vsebuje 12 g/l TC in 0,5 g/l TN, medtem ko
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znasajo te vrednosti v gojis¢u MSgg 4 in 0,5 g/. Biofilmi v gojis¢u Czapek so tudi
najtanjsi in posledi¢no najbolj krhki med tremi primerjanimi in v skladu s tem najhitreje
propadejo. Na drugi strani imajo najdebelejsi biofilmi, torej SYM, najdaljSo Zivljenjsko
dobo. Tu nastopi sporulacija najkasneje, v biofilmih MSgg pa celo hitreje kot Czapek. To
lahko razlozimo z nizjo vsebnostjo sladkorjev v MSgg gojis¢u. Shih in Labbé (1994) sta
dokazala, da Ze zelo nizka vsebnost glukoze v gojis¢u zavre sporulacijo in da Stevilo spor
pada z viSanjem koncentracije katerega koli sladkorja v gojiscu. Tako ni presenetljivo, da v
gojis¢u SYM, ki vsebuje kar 20 % saharoze, ki s pomocjo levansukraze v gojis¢u razpada
na glukozo in fruktozo (Shida in sod., 2002), biofilmi sporulirajo najkasneje. Po drugi
strani biofilmi MSgg sporulirajo najhitreje, saj to gojisée sploh ne vsebuje sladkorja

temvec so vir C glicerol in aminokisline.

Biofilmi SYM vsebujejo tudi najve¢ suhe biomase (priloga D), vendar je njena vsebnost
(slika 16) relativno nizka v primerjavi z biofilmi Czapek, ki vsebujejo najmanjso, toda
najbolj skoncentrirano biomaso. Celice v biofilmih SYM so najproduktivnejSe in
proizvedejo najve¢ EPS, saj je njegova koncentracija (slika 18) in tudi suha masa (priloga
F) v primerjavi z ostalima dvema biofilmoma najvi§ja. Prav tako je razmerje med suho
maso EPS in suho biomaso samo v primeru biofilma SYM v prid EPS. To se sklada z
ugotovitvami, da je EPS produkcija visja, kadar je v gojis¢u na voljo ve¢ sladkorja
(Flemming in Wingedner, 2001a; Looijesteijn in sod., 1999). Tako medceli¢ni prostor v
SYM biofilmu zapolnjuje zunajcelicni material in posledi¢no celice niso tako tesno
pakirane. Poleg tega tudi ti rezultati pojasnjujejo, zakaj so ti biofilmi najdebelejsi in najbolj
vzdrzljivi, saj ima EPS, kot omenjeno, klju¢no vlogo pri vzdrZevanju oblike biofilma,
njegove integritete in pri povecani odpornosti celic proti okoljskemu stresu (Branda in
sod., 2005; Czaczyk in Myszka, 2007; Van Houdt in Michiels, 2005).

Vpliv gojiséa je ociten tudi na nivoju razmerja med biomaso biofilma in rabljenim
gojis¢em. Gojisc¢e SYM podpira tvorbo biofilmov in rast planktonskih celic, MSgg moc¢no
favorizira le tvorbo biofilmov in v gojisc¢u Czapek tvorba biofilmov ni tako dobro podprta,

tako da se bakterije raje zadrzujejo v gojis¢u, zato so tu biofilmi tanki in krhki.

S pomocjo kemijskih analiz smo primerjali kemijsko sestavo izoliranega EPS iz biofilmov

(slika 21) in rabljenih gojis¢ (slika 26). V EPS iz biofilmov so v vseh primerih najmanj
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zastopane nukleinske kisline. V biofilmu SYM in MSgg izrazito prevladuje ena sestavina,
polisaharidi (SYM) oz. proteini (MSgg), v biofilmih Czapek pa sta ti dve sestavini
zastopani v razmerju 1:1. Analiza HPSEC (slika 22 in 23) je potrdila razlike med EPS
razli¢nih biofilmov. Ti se med sabo v glavnem razlikujejo v polimerih z nizjim Mw, 3-300

kDa. Skupno vsem pa je, da polimere z visokim Mw, nad 6 x 10° kDa, predstavljajo

.....

.....

.....

.....

velikostna razreda in se med sabo razlikujejo po kemijski identiteti in molski masi. Tako

smo s kemijskimi analizami in analizo HPSEC pokazali, da gojisce vpliva na sintezo EPS

.....

.....

.....

si v biofilmu in rabljenem gojis¢u podobni. Poleg tega v rabljenem gojis¢u v splosnem

prevladujejo zunajceli¢ni polisaharidi, kar za biofilme ne moremo trditi.

Rezultati HPSEC analize zunajceli¢nega materiala v biofilmu (slika 22) so primerljivi s
kemijskimi (slika 20). V obeh analizah EPS v biofilmih SYM sestavljajo pretezno
polisaharidi. Ce gledamo analizo sestave posameznih vrhov kromatogramov (slika 22),
vidimo, da je ta v biofilmih MSgg sestavljen v glavnem iz proteinov, kar nam poda tudi
kemijska analiza. Tu lahko prav tako opazimo, da tretji vrh predstavljajo polisaharidi,
vendar je ta frakcija proti prvima proteinskima relativno majhna. Podobno velja tudi za
vzorec EPS iz biofilmov Czapek, tretja frakcija polisaharidov je relativno majhna proti
ostalima. Po kemijskih analizah je ta material v glavnem sestavljen iz proteinov in
polisaharidov v razmerju 1:1 ter nekaj nukleinskih kislin. S HPSEC analizo smo zaznali le
proteine in polisaharide. Odstopanja lahko razlozimo z dejstvom, da smo v HPSEC analizi
upostevali le polimerne molekule (Mw > 3kDa) in nukleinske kisline, ki smo jih zaznali s

metodo HPSEC, niso zadoscale temu pogoju. Prav tako je pri vzorcih EPS iz rabljenih
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20ji8¢ HPSEC analiza (slika 27) v grobem skladna s kemijsko (slika 25). Obakrat je vzorec
SYM sestavljen v glavnem le iz polisaharidov, ostala dva vzorca pa poleg teh sestavljajo
tudi proteini. Tudi tu se v vzorcih MSgg in Czapek s HPSEC analizo ne pokaZzejo

nukleinske kisline.

Na podlagi objavljenih rezultatov in nasih rezultatov HPSEC in TLC je mogoce sklepati o
kemic¢ni sestavi EPS. Znano je, da v stresanem gojis¢u SYM nekateri sevi bakterije B.
subtilis proizvajajo levan z molsko maso 11 in 1794 kDa (Shih in sod., 2005). Pri¢akujemo
lahko, da to velja tudi za sev B. subtilis 3610, saj ima v svojem genomu zapis za encima
polisaharid z Mw 11 oz. 9 kDa, kar v grobem ustreza manjsi frakciji levana iz raziskave
Shih in sod. (2005). Analiza TLC je pokazala, da je ta polisaharid sestavljen izklju¢no iz
fruktoze, kar potrjuje hipotezo, da gre najverjetneje za levan. TLC analiza EPS iz vzorcev
Czapek in MSgg ni uspela, saj hidroliza polisaharidov s 3 % TCA ni potekla. 1z tega lahko
zaklju¢imo, da je v EPS iz vzorcev Czapek in MSgg drugacen polisaharid kot v vzorcih
SYM. V raziskavah opravljenih na plavajo¢ih biofilmih bakterije B. subtilis 3610, v
gojiséu MSgg ugotavljajo, da je protein TasA (31 kDa), poleg polisaharidov, ki jih
sintetizirajo encimi, zapisani na operonu epsA-O, glavna sestavina biofilmov (Branda in
sod., 2006; Stover in Driks, 1999). Za TasA je tudi znacilno, da ga v rabljenem gojiscu ne
najdemo (Branda in sod., 2006). V nasi raziskavi smo pokazali, da matriks biofilma MSgg
vsebuje v glavnem le proteine z Mp (ang. peak molecular weight) okoli 30 kDa ter zelo
malo polisaharidov (Mw nad 15 x 10° kDa), pri Gemer je delez prvih v rabljenem gojiscu
bistveno nizji, kar je skladno z ugotovitvam raziskave Branda in sod. (2006). Na osnovi
kemijske analize EPS izoliranega iz biofilmov in rabljenih gojis¢ gojis¢a Czapek lahko
pridemo do podobnih zaklju¢kov kot pri vzorcih MSgg. V biofilmu se polisaharidi in
proteini nahajajo v razmerju 1:1, v rabljenem gojis¢u pa je manj zunajceli¢nih proteinov in
ve¢ polisaharidov. Prav tako kot v biofilmih MSgg tudi v bifilmih Czapek analiza EPS s
HPSEC pokaze, da frakcijo proteinov sestavljajo proteini z Mp okoli 30 kDa, kar kaze na
prisotnost TasA. Podobno frakcijo zasledimo tudi v biofilmih SYM. Celokupna masa EPS
v biofilmu SYM (priloga F) je 100-400 krat vi§ja kot v biofilmu Czapek in MSgg. Ce

deleze proteinov preracunamo v mase vidimo, da je le teh v biofilmu SYM priblizno enako
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kot v ostalih dveh biofilmih, le da so zasenceni zaradi velikih koli¢in polisaharidov. V

.....

Ugotovitev Branda in sod. (2006), da sta najbolj zastopani sestavini EPS v biofilmu B.
subtilis protein TasA in polisaharid, sintetiziran s strani encimov, zapisanih na operonu
epsA-O, ne velja univerzalno. V biofilmih SYM je najbolj zastopana sestavina fruktan, v

biofilmih Czapek pa imajo nukleinske kisline, sicer manjsi, a Se vedno znaten delez.
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5.2 SKLEPI

e Gojisce vpliva na morfologijo biofilmov in na kemijsko sestavo EPS v

.....

pigmentaciji ter debelini. Tako smo potrdili del prve in drugo hipotezo.

e Gojisce vpliva na dinamiko razvoja in propad biofilmov, s ¢imer smo potrdili
ostali del prve hipoteze.

e V nasprotju s tretjo hipotezo pa je v istem gojis¢u delez polisaharidov v EPS
biofilmov nizji kot v EPS spodaj leze¢ih rabljenih gojisc.

e V bogatem gojis¢u SYM, ki vsebuje najvisje vrednosti TC in TN v primerjavi z

.....

.....

fruktan, ki je najverjetneje polisaharid levan.

e V biofilmih vseh treh gojis¢ najdemo proteine, ki po velikosti ustrezajo proteinu
TasA.

e Ugotovitev Branda in sod. (2006), da sta najbolj zastopani sestavini EPS v
biofilmu TasA in polisaharid, zapisan na operonu epsA-O, ne velja v splosnem

za vse biofilme.
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6 POVZETEK

Vecina bakterij tvori mnogoceli¢ne kompleksne strukture poimenovane biofilmi. Tvorijo
jih na trdnih povrsinah, sluznicah in na interfazi voda-zrak. Bistvenega pomena za
nastanek in integriteto teh struktur je EPS, ki omogoca adhezijo celic na povrSine in

njihovo kohezijo.

V diplomski nalogi smo preucevali vpliv gojis¢a na morfologijo biofilmov in kemijsko
sestavo EPS bakterije Bacillus subtilis 3610. Da bi bil ta ¢im bolj opazen, smo biofilme
bistveno razlikujejo v koli¢ini in vrsti vira ogljika ter vsebnosti drugih hranil. Med tremi

predstavlja gojis¢e SYM najbogatejSe in MSgg najrevnejse gojisce.

Spremljali smo razvoj in morfologijo biofilmov ter dolocili deleze polisaharidov,
nukleinskih kislin in proteinov v materialu EPS, izoliranem iz biofilmov in rabljenih
20jis¢. Po 24 h gojenja so stojee kulture (biofilm in spodaj leZece rabljeno gojisce)
dosegle maksimalno celi¢no gostoto in biofilmi so bili Zze popolnoma razviti, zato Smo
takrat inkubacijo prekinili in izolirali EPS. Ugotovili smo, da imajo biofilmi razli¢no
morfologijo, ki se pokaze na makroskopskem in mikroskopskem nivoju. Prav tako smo
ugotovili, da biofilmi SYM najbolj izstopajo, saj so najdebelejsi, najbolj vzdrZljivi, v njih
se celice najbolj namnoZzijo in proizvedejo najveC zunajcelicnega materiala. Poleg razli¢ne
morfologije smo opazili v biofilmih tudi razli¢no sestavo EPS. V biofilmu SYM v EPS
prevladuje polisaharidna frakcija, ki predstavlja, glede na rezultate metode TLC, po vsej
verjetnosti levan. V biofilmu MSgg prevladuje protein, za katerega, glede na njegovo
velikost in predhodne raziskave predvidevamo, da je TasA. V biofilmu Czapek so
polisaharidi in proteini prisotni v medsebojnem razmerjem 1:1. V nasprotju z nasimi
rabljenih gojis¢ razlikuje, saj slednji vsebuje ve¢ polisaharidov. In sicer se EPS razlikuje
po kemijski sestavi ter Stevilu, velikosti in poziciji vrhov, ki jih zaznamo z HPSEC analizo.

.....

10°kDa.
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PRILOGE

SYM 8 dni
Czapek 75h
MSgg 46 h

Priloga A: Mikroskopske slike biofilmov bakterije Bacillus subtilis v razli¢nih gojis¢ih odvzete, ko je
velina celic Ze sporulirala.
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24 h 29 h

SYM

10 pm

Czapek

MSgg

Priloga B: Mikroskopske slike biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 0z. 29 h gojenja v razli¢nih
gojiscih. Prikazujejo, kako se je v relativno kratkem ¢asu morfologija celic pri SYM in MSgg spremenila.
Vidimo lahko, da po 29 h pri nobenem vzorcu ni ve¢ filamentozne rasti.

Priloga C: Volumni biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih goji§¢ih. Izracunani
so s pomocjo njihove debeline. Prikazane so povprecen vrednosti in standardni odkloni.

SYM Czapek MSgg
V [ml] 3,8 0,13 1,3
SD [ml] 0,6 0,02 0,3
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Priloga D: Suha biomasa celic v biofilmih bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih
gojiscih. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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Priloga E: Suha biomasa celic v rabljenih goejis¢ih pod biofilmi bakterije Bacillus subtilis po 24 h
gojenja v razli¢nih gojiscih. Prikazane so povprecne vrednosti in standardni odkloni.
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Priloga F: Suha masa EPS, izoliranega iz biofilmov bakterije Bacillus subtilis po 24 h gojenja v
razli¢nih gojiscih. Prikazane so povprecne vrednosti in standardni odkloni.
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Priloga G: Suha masa EPS izoliranega iz 55 ml rabljenega gojis¢a pod biofilmi bakterije Baciilus
subtilis po 24 h gojenja v razli¢nih goji$¢ih. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardni odkloni.
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Priloga H: Tankoplastna teko¢inska kromatografija EPS iz biofilmov bakterije Bacillus subtilis,
gojenih v gojiS¢u Czapek in MSgg. Prikazana je plos¢a TLC. a: standardna raztopina meSanice sladkorjev;
b: EPS iz biofilma Czapek hidroliziran s 3 % TCA,; c: EPS iz biofilma MSgg Czapek hidroliziran s 3 %
TCA; e-g: EPS iz biofilma Czapek in MSgg hidrolizirana z drugo metodo. Sladkorji standarda na plos¢i si od
zgoraj navzdol sledijo: ramnoza, fruktoza, glukoza, laktoza in saharoza.



