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Abstract 

Lactic acid bacteria synthesize metabolites that can be used in pharmaceutical, food, water, and dairy 

industries. Hence, in this study, a novel exopolysaccharide was extracted and isolated from the 

probiotic strain L. reuteri B2, assessed on possible application as a biosorbent for removal of heavy 

metals from the contaminated water. Novel exopolysaccharide was characterized using SEM, and 

TGA/DTG analysis. Our hypothesis was that if this EPS can be used as potentinal biomaterial, than 

its application for nickel removal from the contaminated water can be performed. After biosorption 

experiments, the removal efficiency of Ni2+ from the aqueous solution was 92.96%. According to 

these results, this exopolysaccharide can be considered as a very promising biomaterial for 

application in different industries, from pharmacy to treatments of contaminted water. 

Keywords: Exopolysaccharide, L. reuteri B2, Biosorbent, Nickel, Removal efficiency 

Abstrakt 

Bakterije mlečne kiseline sintetišu metabolite koji se mogu koristiti u farmaceutskoj, prehrambenoj, 

vodenoj i mlečnoj industriji. S toga, u ovoj studiji je ekstrahovan i izolovan novi egzopolisaharid iz 

probiotičkog soja L. reuteri B2, koji je testiran za moguću primenu kao biosorbent za uklanjanje 

teških metala iz kontaminirane vode. Novi egzopolisaharid je okarakterisan korišćenjem SEM i 

TGA/DTG analize. Naša hipoteza je bila da ako se ovaj EPS može koristiti kao potencijalni 

biomaterijal, onda se može primeniti za uklanjanje nikla iz kontaminirane vode. Nakon 

eksperimenata biosorpcije, efikasnost uklanjanja Ni2+ jona iz vodenog rastvora bila je 92,96%. 

Prema ovim rezultatima, ovaj egzopolisaharid se može smatrati veoma perspektivnim biomaterijalom 

za primenu u različitim industrijama, od farmacije do tretmana kontaminirane vode. 

Ključne reči: Egzopolisaharid, L. reuteri B2, Biosorbent, Nikl, Efikasnost Uklanjanja 

1. Uvod 

Pojava novih biosorbenata i biosorpcija postaje jedno od najvažnijih istraživanja u svetu poslednjih 

godina, kako bi se izbeglo prisustvo teških metala u otpadnim vodama [1]. Prema hemijskoj strukturi, 

funkcionalnosti i fizičko-hemijskim svojstvima, egzopolisaharidi (EPS) poseduju jedinstvenost koja 

obezbeđuje njihovu široku primenu u različitim komercijalnim oblastima kao što su medicina, 

poljoprivreda i hrana, ambalaža, hemijska industrija, voda, tekstil, kozmetika i farmaceutska 

industrija. 

Nikl (Ni), kao jedan od najprisutnijih teških metala u vodi, poseduje kancerogena dejstva povezana 

sa oksidativnim oštećenjem DNK i proteina, a takođe može izazvati ozbiljne probleme sa plućima i 

bubrezima, plućnu fibrozu i kožni dermatitis [2]. Dakle, sve veće prisustvo nikla (Ni) u otpadnim 

vodama ukazuje da se dalja istraživanja moraju fokusirati na njegovo uklanjanje kako bi se izbegao 

njegov negativan uticaj na zdravlje ljudi. Za uklanjanje Ni2+ jona iz otpadnih voda koriste se skupe 

mailto:*mina.popovic@ihtm.bg.ac.rs
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metode kao što su: precipitacija, flotacija, flokulacija/koagulacija, elektrohemijski tretman, jonska 

flotacija i jonska razmena i filtracija [3,4]. 

Glavna mesta za vezivanje jona metala su karboksilne i hidroksilne grupe prisutne u strukturi EPS-a 

[5]. Prednosti biosorpcija koje koriste EPS, kao biosorbente, su u tome što na njih ne utiče toksičnost, 

deluju kao izmenjivač jona, mogu se ponovo koristiti kao biosorbent, mogu se čuvati dugo vremena 

i imaju jeftiniju radnu cenu od neke adsorpcije kojoj je potrebna liza bakterijske ćelije [6]. Isto tako, 

uklanjanje teških metala iz vodenih rastvora je povezano sa načinom ekstrakcije EPS-a iz bakterijskih 

ćelija. 

Cilj ovog istraživanja bio je da se ispita potencijalna upotreba EPS ekstrahovanog iz probiotičkog 

soja L. reuteri B2 [7] kao biosorbeta za uklanjanje Ni2+ jona iz kontaminirane vode. Dobijena 

ekstracelularna supstanca je ekstrahovana iz soja L. reuteri B2 i karakterisana skenirajućom 

elektronskom mikroskopijom (SEM) i termogravimetskom (TG/DTG) analizom. Takođe, ispitana je 

uticaj doze EPS na efikasnost uklanjanja Ni2+ jona iz vodenih sistema, i određena je tačka nultog 

naelektrisanja (PZC).  

2. Materijal i metode 

2.1. Bakterije i uslovi kulture  

Soj L. reuteri B2, iz kolekcije Instituta Torlak, Beograd, Srbija, izolovan je iz fecesa miševa C57BL/6, 

identifikovan je sekvenciranjem 16S rDNK, tabela 1, i ispitan na probiotička svojstva, prema 

prethodnim istraživanjima. od Popovića i dr. 2021, [7]. Ukratko, soj je uzgajan prema standardnim 

procedurama korišćenjem de Man Rogosa Sharpe (MRS) agar ploča (Torlak, Srbija) na 37 ºC 

inkubiranih anaerobno narednih 48 h. Anaerobni uslovi su održavani pomoću vreća za generisanje 

anaerobne atmosfere AnaeroGen (Fluka, St. Louis, MO, SAD) u AnaeroJar posudama (Fisher, 

Hampton, NH, USA). Praćenje nivoa kiseonika (<1%) je vršeno pomoću indikatorskih traka (Fisher, 

Hampton, NH, USA). Matične kulture su pripremljene od uzgojenih kolonija u MRS bujonu sa 50% 

glicerola i čuvane na -80 ºC. Prema rezultatima dobijenim iz prethodne studije [7], ovaj probiotički 

soj je izabran za dalja istraživanja za proizvodnju EPS-a. Hemikalije: Saharoza, K2HPO4, NaCl, Na 

– acetat, MgSO4, MnSO4, Tveen 80 nabavljeni su od Sigma–Aldrich (Sent Luis, MO, SAD), pepton 

i goveđi ekstrakti su dobijeni iz Torlaka (Beograd, Srbija). 

 

Tabela 1. Identifikovani sojevi 16S rDNA sekvenciranjem izolovani iz fecesa miševa C57BL/6 

Strain GenBank accession no. 

Lacotbacillus reuteri B2 CP015408.2 and CP029615.1 

Lactobacillus murinus H10 EU006153.1 and EU006157.1 

Klebsiella oxytoca J7 CP029128.1 and CP033844.1 

2.2. Prečišćavanje i karakterizacija prečišćavanja egzopolisaharida iz soja L. reuteri B2 

Ekstrakcija i prečišćavanje EPS-a iz soja L. reuteri B2 izvedeni su kao što su opisali Bajpai et al., 

2016 [8], uz neke modifikacije. Ukratko, kultura L. reuteri B2 je inokulisana u modifikovanom MRS 

(mMRS) medijumu sa dodatkom 20 g/L saharoze, bez glukoze i ekstrakta kvasca u medijumu, tabela 

2, [9]. Za EPS ekstrakciju, mMRS medijum je inokulisan sa 10% (v/v) aktivne kulture od 16 sati 

(preko noći) i inkubiran na 37°C. Posle centrifugiranja uzgojene kulture na 8000 x g tokom 20 minuta 

na 4°C, supernatant je sakupljen i dodat 2N NaOH, da bi se denaturisao sadržaj proteina. Posle 

homogenizacije u šejkeru (90 obrtaja) u trajanju od 30 minuta, nakon čega je usledilo centrifugiranje 

na 8000 x g tokom 20 minuta na 4°C, ćelije su uklonjene i supernatant je izvučen za EPS ekstrakciju 

u hladnom apsolutnom etanolu 95%, tokom 48 h na 4°C. Nakon toga, EPS je ponovo taložen u ledeno 
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hladnom 95% etanolu, još jednom u naredna 24 h, a zatim dijalizovan u vrećici za dijalizu sa 

graničnom molekulskom težinom od 12-14 kD MVCO Standardni RC kompleti za suvu dijalizu 

Fischer Scientific, 4° C, 48 h u destilovanoj vodi. Da bi se dobio čisti EPS, supernatant je dijalizovan 

protiv (4 °C, 48 h) da bi se uklonile soli i druge komponente iz njega. Liofilizirani EPS je izmeren i 

rastvoren u sterilnoj dejonizovanoj vodi. Prečišćeni egzopolisaharid je čuvan na -80 ºC za dalju 

analizu. 

Tabela 2. mMRS medijum za produkciju EPS iz L. reuteri B2 

Komponente Količina (g) 

Peptone 10.0 

Ekstrakt govedine 10.0 

Saharoza 20.0 

K2HPO4 2.0 

NaCl 5.0 

Na - acetat 2.5 

MgSO4 1.1 

MnSO4 0.2 

Tween 80 1.0 

mMRS 1 Liter 

2.3. Karakterizacija EPS ekstrahovanog iz soja L. reuteri B2 

2.3.1. SEM mikroskopija 

Izolovani EPS je okarakterisan tehnikom skenirajućeg elektronskog mikroskopa (SEM). Ukratko, 

uzorci EPS (5 mg) su poprskani zlatom od 10 nm i postavljeni na aluminijumski klin, koji je ubačen 

u skenirajući elektronski mikroskop (Tescan Mira3 KSMU FE-SEM) održavanjem ubrzanog napona 

od 10 kV. Slike EPS-a su snimljene u nasumično odabranim poljima.  

2.3.2. Termogravimetrijska analiza (TGA) 

TGA je izvedena u instrumentu SDT K600. Termogram je dobijen u opsegu od 20–450 °C u atmosferi 

azota pri brzini protoka od 100 mL/min, uz linearno zagrevanje počev od brzine od 20 °C/min. 

Liofilizovani EPS uzorak (≈ 8 mg) stavljen je u Al2O3 lončić. Tokom ovog perioda detektovan je 

gubitak težine EPS-a iz L. reuteri B2 soja. 

2.3.3. Određivanje nulte tačke naelektrisanja EPS iz soja L. reuteri B2 

Određivanje nulte tačke naelektrisanja (PZC) procenili su Mustafa i sar. 2002 [10]. Ukratko, PZC 

EPS-a je određen u 0,1 M rastvoru NaNO3 (Sigma Aldrich) na sobnoj temperaturi. 40 mL 0,1 NaNO3 

(Sigma Aldrich) rastvora je uzeto u različite titracione boce. pH vrednosti rastvora je podešen na 2, 

4, 6 8, 10 korišćenjem rastvora HNO3 (Sigma Aldrich) i NaOH (Sigma Aldrich). Početni pH rastvora 

EPS je zabeležen laboratorijskim pH metrom, InoLab 730 preciznim meračem provodljivosti (VTV 

GmbH), sa tačnošću od ± 0,01 pH jedinica. Oko 0,2 g uzorka je dodato u svaki balon i mućkano 24 

h na kupatilu za mešanje. Konačni pH rastvora je zabeležen; razlika između početne i krajnje pH 

vrednosti (∆ pH) je ucrtana u odnosu na početne pH vrednosti. Vrednost PZC je identifikovana na 

pH kada je ∆ pH bio nula, tj. početni pH je jednak konačnom pH. 
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2.4. Studije biosorpcije 

Da bi se procenila sposobnost EPS-a vezivanja Ni2+ jona u vodenim rastvorima, sprovedeni su 

eksperimenti serijske adsorpcije. Različite koncentracije novog EPS-a su kombinovane sa rastvorima 

uzoraka koji sadrže uzorak Ni2+ jona i inkubirani u termostatskom šejkeru sa redovnom brzinom od 

200 o/min do postizanja ravnoteže. Efikasnost adsorpcije je procenjena pri različitim dozama EPS-a. 

Nakon adsorpcije, rastvori uzoraka su filtrirani kroz špric filter sa najlonskom membranom (veličina 

pora 0,22 µm), a količina Ni2+ jona u medijumu je određena pomoću AAS. 

Brzina uklanjanja i kapacitet adsorpcije [11] izračunati su prema jednačinama (1) - (2), kao: 

R=(Ci-Cf) / Ci×100 (1) 

qe=(Ci-Cf) × V/m (2) 

gde Ci- predstavlja početnu koncentraciju Ni2+ jona (mg/L); Cf je konačna koncentracija Ni2+ jona 

(mg/L), a, qe, adsorpcioni kapacitet EPS-a, V, je zapremina upotrebljenog rastvora adsorbata (L), a 

m, masa EPS-a koji se koristi kao adsorbent (g). 

2.4.1 Analiza jona nikla 

Vodeni rastvori Ni2+ jona pripremljeni su u laboratorijskim uslovima. Osnovni rastvor je pripremljen 

od standardnog nikla AA, 1000 µg ml-1 (Accustandard) u dvostruko destilovanoj (dd) H2O. Radni 

rastvori su pripremljeni razblaživanjem osnovnih rastvora do željene koncentracije Ni2+ jona, dok 

podešavanje pH je postignuto sa 0,1 M NaOH i 0,1 M HNO3 (Sigma Aldrich). U svakoj studiji 

biosorpcije korišćeni su sveži rastvori metala. Koncentracije Ni2+ jona u vodenim rastvorima mereni 

su atomskom apsorpcionom spektrometrijom (AAS), korišćenjem uređaja Perkin Elmer PinAAcle 

900T, SAD. 

2.4.2. Uticaj doze biosorbenta 

Ispitivan je uticaj doziranja EPS-a na sposobnost vezivanja metala prema Ni2+. Takođe, ispitivane su 

različite koncentracije EPS-a za uklanjanje Ni2+ jona iz vodenih rastvora (0, 10, 30, 65, 135, 170 i 

200 mg/L). 

3. Rezultati i diskusija 

3.1. Ekstrakcija i prečišćavanje EPS-a iz L. reuteri B2 

Na šemi 1. je prikazan proces ekstrakcije i prečišćavanja EPS-a iz L. reuteri B2, koji se sastojao od 

sledećih koraka: rast bakterija, fermentacije i ekstrakcije EPS-a. Ukratko, ćelijske kulture su uzgajane 

anaerobno, na 37°C. Uzgajana kultura (inokulum) je dalje korišćena za fermentaciju u mMRS sa 

saharozom, preko noći na 37°C. Posle centrifugiranja (8000 k g tokom 20 min, 4°C), supernatant je 

sakupljen, i 2N NaOH je dodat u sadržaj da bi denaturisao proteina u smeši. Posle još jednog koraka 

centrifugiranja u istim uslovima, ovaj supernatant je korišćen za ESP ekstrakciju u hladnom 

apsolutnom etanolu 95%, tokom 48h na 4°C. Konačno, nakon dijalize i liofilizacije, dobija se čist 

liofilizovan EPS. Prinos EPS-a je bio 1,084 g po gramu bakterijskih ćelija (suve mase) [12]. Ovi 

rezultati sugerišu da je L. reuteri B2 kao probiotički soj potencijalni izvor EPS-a. 
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Slika 1. Šema izolacije i ekstrakcije EPS iz L. reuteri B2 soja 

3.2. SEM analiza 

Skenirajući elektronski mikroskop (SEM) se koristio za karakterizaciju površine i strukture EPS. 

Mikrostruktura ovog EPS-a pri dva različita uvećanja (× 30,0 k i × 50,0 k), predstavljena je na Slici 

2. Stabilna trodimenzionalna porozna i hrapava površina može doprineti povećanju specifične 

površine EPS-a [13]. Isto tako, na Slici 2. b), na uvećanju od 50,0 kk, ovaj EPS može da napravi 

plastificirani film, što ukazuje na interakciju između molekula vode [14] i hidroksilnih grupa iz EPS-

a iz L. reuteri B2 [15]. Shodno tome, može se reći da su mikrostruktura i morfologija EPS-a zavisile 

od načina ekstrakcije i prečišćavanja EPS-a izolovanog iz soja L. reuteri B2 [16]. 

 

 

Slika 2. Skenirajući elektronski mikroskopski snimci probiotičkih ćelija L. reuteri B2 i EPS iz L. 

reuteri B2 snimljeni su pri dva različita uvećanja od 30,0 kk (a); i × 50,0 kk (b), respektivno 
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3.3. Termogravimetrijska analiza (TG/DTG) 

Na TG/DTG dijagramu je prikazana Slika 3., gde je gubitak mase EPS-a iz L. reuteri B2 bio u opsegu 

od 20-450 °C. Termička degradacija EPS-a obavljena je u dve faze. U početku je došlo do gubitka 

težine od 3,68% na temperaturi do 44,0 °C, što bi moglo biti povezano sa gubitkom masene težine 

adsorbovane i vezane vode u EPS-u. U drugoj fazi razgradnje egzopolisaharida povećanje 

temperature dovodi do depolimerizacije EPS-a, zbog prisustva karboksilnih grupa u strukturi EPS-a 

[17]. Nakon depolimerizacije EPS uzorka usledio je raspad hemijskih veza u strukturi šećernog 

prstena kidanjem C-C i C-O veza u jedinicama prstena što je rezultiralo formiranjem CO, CO2 i H2O 

[18]. Na 375,3°C ostalo je 42,91% čvrstog ostatka. DTG kriva na slici 3., koja ima pik na temperaturi 

degradacije EPS-a, od 320,8°C, je bila viša od dekstrana iz literature u soju Lactobacillus reuteri 

SK24.003 (292,6°C) [18]. Prema ovoj analizi, EPS ima relativno visoku temperaturu degradacije i 

ovo termičko svojstvo se može primeniti u različitim industrijama za poboljšanje toplotne tolerancije 

proizvoda [17]. 

 

Slika 3.Termička analiza EPS-a iz L. reuteri B2 sa istovremenim TG i DTG krivinama 

3.4. Određivanje nulte tačke (PZC) i efikasnost uklanjanja Ni 2+ jona iz vodenih rastvora EPS 

izolovanog iz L. reuteri B2 

Tačka koja određuje pH vrednost na kojoj površina adsorbenta ima električnu neutralnost, gde ni 

kisele ni bazne funkcionalne grupe više ne doprinose rastvoru je tačka nultog naelektrisanja (PZC) 

[19]. Izmerena vrednost PZC EPS-a, koja je presekla ∆pH u odnosu na pH, na grafikonu, je 8,03, 

prikazana na Slici 4 a). Iznad ove pH vrednosti, površinsko naelektrisanje adsorbenta je negativno, 

tako da je ovaj pH pogodan za vezivanje pozitivnih jona. Dakle, svi eksperimenti serije su 

pripremljeni na pH 8,72, da bi se uklonili Ni2+ joni iz vodenih rastvora. Slika 4 a). 

Maksimalno dozvoljena koncentracija (MAC) za Ni2+ jone u vodi je 0,1 mg/L s obzirom na njen 

štetni uticaj na životnu sredinu i zdravlje ljudi [20]. Uticaj količine biosorbenta EPS na uklanjanje 

Ni2+ jona proučavan je korišćenjem početnih koncentracija rastvora Ni2+ jona od 10 mg/L. Na slici 4 

b). prikazan je uticaj količine EPS na efikasnost uklanjanja Ni2+ jona, pri čemu je maksimalna 

vrednost efikasnosti uklanjanja iznosila 92,96 %, na koncentraciji 65 mg/L EPS. Isto tako, pri 

koncentraciji od 135 mg/L EPS efikasnost uklanjanja ostaje nepromenjena. Shodno tome, rezultati su 

pokazali da mala količina EPS-a izolovanog iz L. reuteri B2, može ukloniti visoke koncentracije Ni2+ 

jona iz kontaminirane vode. Ova činjenica ukazuje da se ovaj EPS može koristiti kao potencijalni 

biosorbent, što potvrđuju i rezultati SEM i TG/DTA koji ukazuju na stabilnost ovog EPS-a. 
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Slika 4. Nulta tačka naelektrisanja (PZC) EPS-a iz L. reuteri B2, a); efikasnost uklanjanja EPS-a 

za biosorpciju Ni2+ jona pri pH 8,72; pri početnim koncentracijama Ci (Ni)= 10 mg/L, T = 25 ˚C, t 

= 60 min, b) 

4. Zaključak 

U ovoj studiji, EPS izolovan iz L. reuteri B2 soja, okarakterisan je SEM, TGA/DTG analizom. Ovaj 

biopolimer poseduje stabilnu poroznu strukturu, koja povećava površinu EPS-a izolovanog iz L. 

reuteri B2. Takođe, na većim uvećanjima primećuje se pojava plastificiranog filma, što ukazuje na 

njegovu potencijalnu upotrebu za industriju isporuke lekova. Zatim, u studijama biosorpcije, vrednost 

efikasnosti uklanjanja Ni2+ jona iz vodenih rastvora iznosila je 92,96%, što ukazuje na njegovu 

moguću upotrebu kao biosorbenta za vodu kontaminiranu teskim metalima. 
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