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Metabolicka raznovrsnost bakterija izolovanih iz povrsinskog re¢nog sedimenta
pod uticajem petrohemijskih efluenata: Pseudomonas sp. TN301 kao proizvodac
polihidroksialkanoata

REZIME:

Mono- i1 poliaromati¢na jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjene zagadivace
zivotne sredine. Ova jedinjenja veoma dugo opstaju u datoj sredini, a mnoga od njih
imaju i toksi¢na, kancerogena i mutagena svojstva. Sredine zagadene aromati¢nim
jedinjenjima su najceS¢e kontaminirane 1 teSkim metalima, a odlikuju se i
neravnoteznim odnosom esencijalnih nutrijenata. Sa druge strane, ovakve sredine su
dobar izvor bakterija sa sposobnoS¢u preZivljavanja u izuzetno teskim uslovima. Cilj
ovog rada je bila izolacija robustnih bakterija sa potencijalnom biotehnoloskom
aplikacijom iz sedimenata koji su pod uticajem petrohemijskih efluenata. Upotrebom
dve razliCite strategije izolovanja, toplotnog pretretmana i medijuma za rast i
sporulaciju Actinobacteria, i predobogacivanja uzoraka naftalenom u kombinaciji sa
odabirom brzo rastucih bakterija sa sposobnos¢u rasta na naftalenu kao jedinom izvoru
ugljenika i energije izolovane su 34 Gram-pozitivne i 4 Gram-negativne bakterije.
benzena, bifenila i naftalena pripadali su rodovima Bacillus, Arthrobacter,
Rhodococcus, Gordonia, Streptomyces, Staphylococcus, Actinobacteria, Sinorhizobium
i Pseudomonas. Rhodococcus sp. TN105, Gordonia sp. TN103 i Arthrobacter sp.
TN221 su identifikovani kao novi sojevi. Od 11 izolata sa sposobno$¢u rasta u
prisustvu bar jednog od testiranih teSkih metala (ziva, kadmijum, nikl) u 100 mM
koncentracijama, 8 je imalo sposobnost degradacije 15 razli¢itih aromati¢nih jedinjenja.
Rezistenciju na bar jedan od testiranih antibiotika pokazalo je 60% izolata. Medutim,
nije primecena visoka ucestanost multirezistencije na antibiotike. Tre¢ina izolata je
imala sposobnost da akumulira bar jedan od biopolimera. Dvanaest izolata, uglavhom
pripadnika rodova Bacillus i Arthrobacter su akumulirali polifosfate, 3 Bacillus sp.
izolata su akumulirala polihidroksibutirat (PHB), Pseudomonas sp. TN301 je
akumulirao polihidroksialkanoate srednje duzine niza (mcl-PHA), dok su 4 Gram-
pozitivna izolata akumulirala egzopolisaharide. U ovom radu je po prvi put pokazana
sposobnost pripadnika roda Bacillus da konvertuju toluen u PHB. Pseudomonas sp.

TN301 se istakao zbog svoje sposobnosti da akumulira mcl-PHA do 22% suve cCelijske



mase iz poliaromati¢nog jedinjenja naftalena. Razvijen je metod za dodavanje izrazito
hidrofobnih poliaromati¢nih jedinjenja u kultivacioni medijum. Najveca masa i najvisi
nivo akumuliranog mcl-PHA postignuti su dodavanjem sinteti¢kog surfaktanta Tween-
a 80 (0.5 g I'"). Pokazano je da Pseudomonas sp. TN301 ima sposobnost akumulacije
mcl-PHA iz Sirokog opsega poli- i monoaromati¢nih jedinjenja, kao i njihovih smesa.

Ovaj rad predstavlja prvu sveobuhvatnu studiju metabolicki raznovrsnih, u prvom redu
Gram-pozitivnih  bakterija sa velikim aplikacionim potencijalom u procesu
bioremedijacije sredina zagadenih meSovitim polutantima, ali i sa drugim
biotehnoloskim aplikacijama kao sto je konverzija otpadnog materijala u biopolimere.
U ovom radu je po prvi put pokazana sposobnost bakterijskog soja da konvertuje
razli¢ita poliaromati¢na jedinjenja i njihove smeSe u biodegradabilni polimer (mcl-
PHA). S obzirom na to da ima odlike biodegradabilnog termoelastomera, mcl-PHAsve
viSe dobija na vaznosti, pa je izolacija novih sojeva sa sposobno$c¢u njegove produkcije

od izuzetnog znacaja.
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Metabolic versatility of bacteria isolated from surface river sediment influenced
by petrochemical effluents: The case of Pseudomonas sp. TN301 as

polyhydroxyalkanoate producer
SUMMARY:

Mono- and polyaromatic compounds are among the most prevalent and persistent
pollutants in the environment. They have been reported as toxic, carcinogenic and
mutagenic.  Contaminated sites usually contain complex mixture of aromatic
compounds and heavy metals, and are characterized by essential nutrients imbalance.
On the other hand, polluted sites proved to be valuable sources of bacteria capable of
surviving in these harsh environments. The aim of this study was to obtain robust
bacteria with potential biotechnological application from the river sediments affected
by the proximity of a petrochemical industrial site. Using two different isolation
strategies, heat pretreatment and media for growth and sporulation of Actinobacteria
and naphthalene enrichment combined with the selection of fast growing bacteria
capable of using naphthalene as the sole source of carbon and energy, 34 Gram-positive
and 4 Gram-negative bacterial strains were isolated. Isolates that were able to use 9 or
more common aromatic pollutants, such as benzene, biphenyl, naphthalene etc. as a
sole source of carbon and energy included members of Bacillus, Arthrobacter,
Rhodococcus, Gordonia, Streptomyces, Staphylococcus, Actinobacteria,
Sinorhizobium, and Pseudomonas genus. Rhodococcus sp. TN105, Gordonia sp.
TN103 and Arthrobacter sp. TN221 were identified as novel strains. Out of 11 isolates
able to grow in the presence of one or more metals (mercury, cadmium, nickel) at high
concentration (100 mM), eight could degrade 15 different aromatic compounds.
Antibiotic resistance to at least one of the tested antibiotics was found among 60% of
the isolates. However, high incidence of multiresistance was not observed. One third
of the isolates could accumulate at least one biopolymer. Twelve isolates (mainly
Bacillus sp. and Arthrobacter sp.) accumulated polyphosphate, three Bacillus sp.
accumulated polyhydroxybutyrate (PHB), and Pseudomonas sp. TN301 accumulated
medium chain length polyhydroxyalkanoate (mcl-PHA), while four Gram-positive
isolates could accumulate exopolysaccharides. This study is the first report of a
Bacillus strain capable of converting toluene to PHB. Pseudomonas sp. TN301 was



distinguished by its ability to accumulate mcl-PHA up to 22% of cell dry weight from
the naphthalene. A method of supplying highly hydrophobic polyaromatic
hydrocarbons to a culture medium was developed. The best biomass and mcl-PHA
yields were achieved with the addition of synthetic surfactant Tween 80 (0.5 g I™%). It
was shown that Pseudomonas sp. TN301 can accumulate mcl-PHA from a wide range
of poly- and monoaromatic hydrocarbons, and mixtures thereof.

This is the first comprehensive study on the metabolically diverse, primarily Gram-
positive bacteria with great application potential for mixed pollution bioremediation
studies, as well as in other biotechnological applications such as waste conversion to
biopolymers. Also, this is the first report of the ability of a bacterial strain to convert a
range of polyaromatic hydrocarbon compounds to the biodegradable polymer (mcl-
PHA). Mcl-PHA is gaining importance as a promising biodegradable thermoelastomer

and therefore isolation of new producing strains is highly significant.

KEY WORDS: monoaromatic compounds, polyaromatic  hydrocarbons,
biodegradation, , heavy metals, bioremediation, polyphosphates, exopolysaccharides,

polyhydroxybutyrate, polyhydroxyalkanoate, Pseudomonas
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Skraéenice koriS¢ene u ovom radu:
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1. UvVOD

Kao posledica drasticnog porasta ljudskih aktivnosti (najpre industrijskih i
poljoprivrednih), a u manjoj meri zahvaljujuci i prirodnim procesima, doslo je do
uvodenja velikog broja polutanata u sve ekosisteme. Polutantom se smatra bilo koja
nezeljena supstanca koja je uvedena u datu Zivotnu sredinu, a neki od naj¢escih primera
su ugljovodonici petrohemijskog porekla, pre svega aromati¢ni ugljovodonici i njihovi

halogen- i nitro- suspstituisani derivati.

1.1. Kontaminacija Zivotne sredine aromati¢nim jedinjenjima

Aromati¢na jedinjenja su veoma pogodna za upotrebu u brojnim industrijama zbog toga
§to omogucavaju proizvodnju dugotrajnih i laganih materijala. Na primer, polistiren je
po c¢vrstodi slican Cistom aluminijumu, ali se odlikuje znatno ve¢om fleksibilnos¢u 1
nizom masom. Aromati¢na jedinjenja se koriste za pravljenje proizvoda kao §to su
ode¢a, farmaceutski proizvodi, kozmetika, kompjuteri, boje, komponente prevoznih
sredstava, koji su svakodnevnoj Sirokoj upotrebi (APA, 2005). Najveci broj ovih
jedinjenja se za industrijsku upotrebu dobija iz sirove nafte, dok se manji deo dobija
preradom uglja. Kori$¢enje aromati¢nih ugljovodonika u avio- i industriji automobila,
kao i u industriji gradevinskih i izolacionih materijala predstavlja energetski efikasan
proces (APA, 2005).

Usled sirokog spektra koriscenja, ali i neodgovornog ponaSanja prema nastalom otpadu
i nepostovanja zakonskih regulativa, aromati¢na jedinjenja su veoma rasprostranjena u
prirodi. Njihova Siroka rasprostranjenost u zivotnoj sredini predstavlja veliku ekolosku
opasnost s obzirom da je pokazano da se dugo zadrzavaju u datoj sredini i da imaju
toksi¢na, mutagena i kancerogena svojstva (EPA, 2001; Haritash i Kaushik, 2009).
Kontaminacija aromaticnim jedinjenjima se javlja u naseljenim mestima,
poljoprivrednim povrSinama, u blizini vaznih saobracajnih puteva i u oblastima oko
industrijskih objekata i rafinerija. Glavni izvori ovih toksi¢nih jedinjenja su rafinerije
nafte, petrohemijske i farmaceutske industrije (Mrozik i Piotrowska-Seget, 2010; Seo et

al., 2009), a nalaze se i u brojnim potrosackim proizvodima poput farbi i rastvaraca



(APA, 2005; C&EN, 2005). U Srbiji je detektovana koncentracija aromati¢nih
jedinjenja viSa od prosecne, ali se 1 dalje nalazi u okvirima propisanim od strane

Evropske unije (Dugalic et al., 2010; Pucarevic i Sekulic, 2004).

U grupu najces¢ih zagadivada zemljiSta 1 sedimenata spadaju monocikli¢ni

(monoaromati¢ni) i policikli¢ni (poliaromati¢ni) ugljovodonici.

1.1.1. Monoaromati¢ni ugljovodonici

Medu monoaromati¢nim ugljovodonicima najée$¢i zagadivaci su benzen, etil-benzen,
toluen i p-, o-, i m-ksileni (BTEX, od eng. Benzene, Ethylbenzene, Toluene, Xylene;
Slika 1) (Anderson i Lovley, 1997). Ova organska jedinjenja ¢ine visok procenat
sadrzaja nafte i odlikuju se veoma velikom isparljivos¢éu (Coates et al., 2002).
Smatraju se ozbiljnim zagadiva¢ima zemljiSta 1 voda, s obzirom da spadaju u grupu
najbolje rastvornih aromati¢nih jedinjenja, te se lako transportuju vodom (Chang et al.,
2001). S obzirom na znatan toksi¢ni i kancerogeni potencijal benzenovog prstena
klasifikovani su kao polutanti od prioriteta (EPA, 2001). Benzen i toluen u spoljasnju
sredinu primarno dospevaju procesima vezanim za proizvodnju i transport benzina.
Znacajna emisija ovih jedinjenja je takode posledica ispustanja efluenata metalne,
tekstilne i drvne industrije. Pored izvora u industrijskim procesima, kontaminacije
spoljasnje sredine ksilenima i etil-benzenom su povezane sa proizvodnjom pesticida,

hemikalija, deterdzenata i boja (Chakraborty i Coates, 2004).

Benzen je najmanji i najstabilniji od svih aromati¢nih jedinjenja. Toksian postaje
kada se prevede u neki od reaktivnih intermedijera, i kao takav izaziva aplasti¢nu
anemiju, moze dovesti do hromozomalnih aberacija i pojave kancera (Snyder et al.,

1993).

Etil-benzen se koristi kao razrediva¢ i intermedijer u produkciji stirena u industriji
plastike, gume i nafte. Dugotrajna izloZenost etil-benzenu moze dovesti do problema sa
respiratornim sistemom, pojavom nesvestice i iritacije ociju, ali povezanost sa pojavom

kancera do sada nije pokazana (EPA, 2012).

Toluen ili metil-benzen se nalazi u sastavu nafte i Kkoristi se u proizvodnji

trinitrotoluena (TNT-a) i drugim industrijama u kojima se najceS¢e Kkoristi kao



razredivaC. Toluen je vrlo isparljiv i podleze lako procesima biodegradacije od strane
mikroorganizama tako da ne postoji tendencija da se njegova koncentracija u zivotnoj
sredini povecava tokom vremena. Toluen je manje toksi¢an od benzena, ali izloZenost
velikim koli¢inama moze imati razli¢ite posledice na centralni nervni sistem poput

umora, pospanosti, gubitka svesti (EPA, 2012).

Kada se govori o ksilenu uvek se misli na grupu od tri  strukturna izomera
dimetilbenzena: o- ksilen ,m-ksilen i p- ksilen. Cesto se koristi u industriji kao
razredivaC i to kao zamena benzenu koji je toksi¢niji. Izlaganje veéim koli¢inama
ksilena ima Stetne efekte na nervni sistem i dovodi do pojave glavobolja, nesvestica,

poremecaja u ravnotezi (EPA, 2012).

o O O

benzen toluen etil-benzen
CH 3 CH 3 CH3
©/CH3 @\
CH 3
CHjy
orto-ksilen meta-ksilen para-ksilen

Slika 1. Prikaz strukturnih formula BTEX jedinjenja, najée$¢ih monoaromati¢nih polutanata.

Pored BTEX grupe jedinjenja, stiren se veoma Cesto javlja kao polutant. Koristi se u
hemijskoj industriji kao polazni materijal za sintezu polimera, ali i kao rastvarac
prilikom proizvodnje drugih polimera, te je prisutan u industrijskim efluentima.

Takode se smatra da ima kancerogeni potencijal (EPA, 2012).

U hemijskoj industriji se intenzivno koriste i bifenil, koji ima umereno toksi¢no dejstvo
i halogen-supstituisani monoaromati¢ni ugljovodonici, poput hlorobenzena i

nitrobenzena, koji takode ispoljavaju toksi¢an efekat (EPA, 2012).



1.1.2. Poliaromati¢ni ugljovodonici

Poseban ekoloski problem predstavljaju poliaromati¢ni ugljovodonici s obzirom na to
da su hidrofobni, slabo isparljivi 1 imaju visok afinitet za zemljiste i re¢ni sediment
(McElroy et al., 1989). Karakteristika strukture poliaromata jeste negativna energija
rezonancije $to ih ¢ini termodinamicki veoma stabilnim molekulima (Slika 2). Imaju
visoke tacke topljenja i kljucanja i veoma slabu rastvorljivost u vodi (WHO, 1998).
Dugotrajan opstanak poliaromati¢nih jedinjenja u zivotnoj sredini je posledica njihove
nepolarnosti, slabe rastvorljivosti u vodi i ¢vrste interakcije sa Cesticama zemljiSta. Sa
povecanjem broja prstenova rastu i hidrofobnost, toksi¢nost i otpornost ovih jedinjenja.
Prema izvestaju Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 1998) neki od poliaromata
imaju razliCite Stetne efekte na ljudsko zdravlje: mogu uticati na eritropoezu i pokazano
je da naftalen izaziva anemiju; benzo[a]piren i fluoranten imaju imunotoksi¢ni
potencijal; za mnoge poliaromate je pokazan mutageni efekat i jedini koji sigurno nisu
mutageni su naftalen, fluoren i antracen. Takode, za 17 poliaromati¢nih jedinjenja je
pokazan kancerogeni efekat, 8 je potencijalno kancerogeno, dok se nekancerogenim
smatraju fluoren, antracen, piren, 1l-metilfenantren, trifenilen, perilen, antantren i

benzo[ghi]perilen.

naftalen antracen fenantren l

tetracen krizen

Slika 2. Prikaz strukturnih formula najc¢e$¢ih poliaromati¢nih zagadivaca.

Izvori poliaromata u prirodi mogu biti prirodni (biosintetski i geohemijski) i
antropogeni (Blumer, 1976; Mueller et al., 1996). S obzirom na to da je doprinos
biosintetskih i geohemijskih procesa relativno konstantan i ne tako veliki, ovi procesi se

ne smatraju ekoloski opasnim. Sa druge strane, antropogeni uticaj na povecanje



koncentracije poliaromata u zivotnoj sredini je veoma zabrinjavaju¢. Poliaromati
predstavljaju sastavni deo sirove nafte, uglja, ¢adi i u zivotnu sredinu dospevaju
sagorevanjem fosilnih goriva, automobilskim izduvnim gasovima, spaljivanjem otpada
itd. (Peng et al., 2008).

Naftalen predstavlja najces¢i mikrozagadiva¢ vode za pi¢e. Brojni eksperimenti su
pokazali toksi¢nost ovog jedinjenja. Kovalentno se vezuje za molekule u jetri,
bubrezima i plu¢ima koji pospeSuju njegovu toksicnost. Takode je inhibitor
mitohondrijalnog procesa disanja. Akutno trovanje naftalenom kod coveka moze

dovesti do razvoja anemije (EPA, 2012).

Fenantren je poznat kao blagi alergen i mutagen za bakterije u specijalnim uslovima.
Slab je inducer razmene sestrinskih hromatida i potencijalni inhibitor interéelijske
komunikacije. Krizen spada u grupu policikli¢nih ugljovodonika visoke molekulske
mase, sadrzi Cetiri fuzionisana benzenova prstena i nalazi se na spisku prioritetnih

polutanata sa kancerogenim dejstvom (EPA, 2001).

1.1.3. Kompleksna zagadenja

ZemljiSte 1 rec¢ni sedimenti predstavljaju naj¢es¢e depoe kompleksnih kontaminacija.
Negativni i ireverzibilni efekat kompleksnog zagadenja se ogleda u izmeni fizickih i
hemijskih osobina zemljista, odnosno sedimenta $§to neminovnho vodi poremecaju
funkcije ovih ekosistema (Andreoni i Gianfreda, 2007). Petrohemijski efluenti, kao
primer kompleksnog zagadivaca, pored aromati¢nih ugljovodonika sadrze 1 alifati¢ne
ugljovodonike, visoke koli¢ine fosfora, azota, sumpora, i metala (Botalova, 2010).
Istrazivanja su pokazala da cak 40% mesta za odlaganje hazardnog otpada u SAD su
ko-kontaminirana organskim materijalom i metalima (Sandrin i Maier, 2003). Najcesc¢e
vrste teskih metala koje se mogu nac¢i u ovakvim staniS§tima su arsen, barijum,
kadmijum, hrom, olovo, Ziva, nikl i cink (Ahmed et al., 2011; Conrad et al., 2007;
Sandrin i Maier, 2003). Metali mogu biti prisutni u razli¢itim fizickim i hemijskim
formama: mogu predstavljati zasebnu ¢vrstu fazu, mogu biti adsorbovani za Cestice
zemlje ili se mogu nalaziti u formi jonskih rastvora. Takode, fizicka i hemijska

svojstva samog zemljista, odnosno sedimenta, kao §to su pH, jonska jacina vodene faze,



kao i sadrzaj organske materije i gline uti¢u na fizicka i hemijska svojstva datog metala
(Sandrin i Maier, 2003).

Mnoge sredine zagadene ugljovodonicima se Kkarakterisu i poviSenim ili niskim
temperaturama, pH vredno$éu pomerenom ka kiselim ili alkalnim uslovima i visokim
koncentracijama soli (Margesin i Schinner, 2001a). Promena temperature utice na
povecanje, 0dnosno smanjenje rastvorljivosti alifatiénih i  poliaromati¢nih
ugljovodonika, a samim tim i na distribuciju i stopu difuzije ovih jedinjenja
(Whitehouse, 1984). Neutralna do blago kisela sredina (pH 5-7) pomaze mobilnost
aromati¢nih jedinjenja, dok pomeranje ka kiselijim i alkalnim pH vrednostima dovodi
do smanjenja dostupnosti ovih jedinjenja za degradaciju. Povisene koncentracije soli u
zagadenim sredinama dovode do smanjenja rastvorljivosti aromati¢nih ugljovodonika

(Whitehouse, 1984), pa samim tim i do poveéanja perzistentnosti ovih jedinjenja.

1.2. Bioremedijacija

Kao odgovor na sve duZi spisak polutanata koji naruSavaju prirodne ekosisteme
razvijene su brojne fizicke i hemijske metode za uklanjanje ksenobiotika iz Zivotne
sredine. Ove brojne metode se obi¢no moraju kombinovano koristiti da bi bile §to
efikasnije (Farhadian et al., 2008). Pored toga $to su fizicko-hemijske tehnike
remedijacije veoma skupe, veliki problem predstavlja i to §to njihova upotreba Cesto
polaznih polutanata. Upotreba sposobnosti mikroorganizama da koriste Sirok spektar
jedinjenja kao izvor ugljenika i energije u svrhu preciS¢avanja polutanata se oznacava
kao bioremedijacija i predstavlja obecavajucu, relativno efikasnu i veoma isplativu
tehnologiju (Megharaj et al., 2011). S obzirom na dugacku listu razli¢itih zagadivaca,
ali i u skladu sa postojanjem velikog broja mikroorganizama i njihov diverzitet (Curtis
et al., 2002), postoji stalna potreba za izolacijom novih mikroorganizama sa
sposobnosc¢u degradacije polutanata, kao razumevanjem genetike i biohemije procesa
biodegradacije. Takode, pored potrage za samim organizmima koji bi se mogli koristiti

u bioremedijaciji, napredak u oblasti metagenomike i nastojanje da se sekvencira



Sto veci broj genoma, otvorili su vrata potrazi za samim genima ¢iji produkti imaju

ulogu u degradaciji polutanata (Golyshin et al., 2003; Zhao i Poh, 2008).

Bioremedijacija, ¢ija definicija pored mikroorganizama podrazumeva i upotrebu biljaka
ili njihovih enzima za tretiranje zagadenih stanista ima pored velikog potencijala i neke
ograniCavajuce faktore. Naime, iako najve¢i broj ugljovodonika podleze
biodegradaciji, postoje brojni faktori koji uti¢u na efikasnost degradacije od strane neke
mikrobioloSke populacije. Jedan od tih faktora je dostupnost datog polutanta. Po
ulasku u zemljiste, ugljovodonici interaguju sa Cesticama zemljiSta, sa mineralnim i
organskim komponentama i S§to se dato jedinjenje odlikuje veéim stepenom
hidrofobnosti to je interakcija ¢vr§éa. Stoga, potencijal desorpcije, odnosno otpuStanja
polutanta uti¢e na njegovu podloznost biodegradaciji (Megharaj et al., 2011). Takode,
pored karakteristika samog polutanta, efikasnost procesa bioremedijacije zavisi i od
prisutne mikrobioloske zajednice i uslova koji vladaju u datoj sredini, kao §to su
zasi¢enost kiseonikom, temperatura i vlaznost. Dostupnost nutrijenata, pre svega azota
i fosfora ima veliki znacaj za efikasnost bioremedijacije (Van Hamme et al., 2003).
Problemi u vezi sa efikasnos¢u bioremedijacije se mogu prevazi¢i odabirom
odgovarajuce strategije (Andreoni i Gianfreda, 2007; Farhadian et al., 2008). Naime,
ukoliko u datoj sredini vladaju povoljni uslovi za bioremedijaciju dolazi do prirodne
atenuacije, odnosno procesa bioremedijacije bez spoljasnje intervencije koji se oslanja
na prirodne uslove i1 sposobnosti zemljiSnih mikroorganizama koji ga naseljavaju.
Ukoliko u datoj sredini vladaju uslovi ograniCenosti nutrijenata moze se Koristiti
biostimulacija koja podrazumeva upotrebu autohtonih populacija mikroorganizama uz
dodavanje nutrijenata kako bi se pospeSio rast mikroorganizama.  Treéi tip
bioremedijacije podrazumeva uvodenje egzogenih mikroorganizama, koji nisu
karaktristicni za datu sredinu, ali sa sposobnoS$¢u detoksikacije odredenog zagadivaca.
Ovaj proces se oznaCava kao bioaugmentacija i ponekada podrazumeva upotrebu

geneti¢ki modifikivanih mikroorganizama.

S obzirom na brojne faktore koji utiCu na uspesnost bioremedijacije, prirodna
atenuacija ima ograniCene kapacitete. Zato se CeS¢e pribegava bioaugmetaciji i

biostimulaciji. Da bi se povecala dostupnost nutrijenata i na taj nacin omogucio



bolji rast razgradiva¢ima u zagadenim sredinama mogu se dodavati fertilizatori (Atlas i
Cerniglia, 1995).

Kao jedna od strategija za povecanje biodostupnosti aromati¢nih ugljovodonika koristi
se 1 dodavanje surfaktanata u kontaminirane sredine. Surfaktant deluje tako Sto
smanjuje povrSinsku tenziju, visi solubilizaciju hidrofobnog aromati¢nog jedinjenja i
prevodi jedinjenje iz forme vezane za Cestice zemljista u pseudo-rastvorenu fazu (Laha
et al., 2009).

Kao $to je ve¢ pomenuto, u zagadenim sredinama je obi¢no prisutan veci broj razli¢itih
polutanata (odeljak 1.1.3.). Metali, soli, temperatura i pH sredine su faktori koji imaju
znacajan efekat na efikasnost bioremedijacije. Prisustvo teskih metala moze inhibirati
rast bakterija preko interakcije sa brojnim metaboli¢kim procesima (Sandrin i Maier,
2003). Toksi¢ni efekat se najcesce ispoljava kroz interakciju metala sa enzimima bilo
putem kompeticije sa esencijalnim dvovalentnim katjonima koji imaju ulogu kofaktora
ili rekcijom sa sulfhidrilnim grupama iz proteina. Problem inhibitornog efekta metala
na proces bioremedijacije se moze prevazic¢i upotrebom helatiraju¢ih agenasa, poput
EDTA (etilendiamintetrasiréetna kiselina) ili kori§¢enjem organizama koji su
tolerantni, odnosno rezistentni na date metale. lako je pokazano da je bioremedijacija
favorizovana u uslovima neutralnog pH, ona se moZe odigravati 1 u kiselim pH
uslovima. Acidofilne bakterije su posebno vazne za proces bioremedijacije u kiselim
sredinama jer su veoma Cesto rezistentne na teSke metale (Norris i Johnson, 1998).
Upotrebom mikroorganizama sa sposobnoscu rasta u prisustvu povisenih koncentracija
soli je uspesSno transformisan i1 mineralizovan veliki broj organskih zagadivaca

(Margesin i Schinner, 2001b).

1.2.1.  Biodiverzitet bakterija u sredinama kontaminiranim aromati¢nim

ugljovodonicima

S obzirom na broj i rasprostranjenost bakterija, odnosno njihovu biomasu u odnosu na
druge organizme, bakterije predstavljaju dominantne organizme u zagadenim
ekosistemima (Curtis et al., 2002). Stoga nije iznenadujuca intenzivna potraga za

novim pojedinacnim bakterijama, odnosno bakterijskim populacijama upravo u



kontaminiranim sredinama, koje bi mogle biti koris¢ene u bioremedijaciji. Pokazano je
da u zagadenim sredinama dolazi do smanjenja diverziteta bakterijskih populacija, a
istovremeno se desava ,,obogacivanje” date sredine specificnim populacijama (Juck et
al., 2000; Roling et al., 2002). Brojne studije bakterijskog diverziteta u zagadenim i
nezagadenim staniStima su pokazale da u nezagadenim ekosistemima organizmi sa
sposobnoS¢u degradacije petrohemijskih ugljovodonika, poput pripadnika roda
Pseudomonas ¢ine manje od 0.1% populacije bakterija koje se mogu kultivisati, dok u
kontaminiranim staniStima pseudomonade mogu ¢initi i do 100% vijabilne populacije
bakterija (Atlas, 1981). Bakterije koje se na prisustvo polutanata prilagodavaju
intenzivnom proliferacijom, kao $to je slucaj sa pseudomonadama oznacavaju se kao
organizmi sa r-strategijom (povecana reprodukcija). Nasuprot njima se nalaze
organizmi ¢ija je strategija iskoriS¢avanje prisutnog polutanta, poput pripadnika rodova
Rhodococcus i Mycobacterium i oni predstavljaju stabilniju populaciju bakterija u
zagadenoj sredini (Atlas i Bartha, 1998).

Bakterije sa sposobnos$¢u degradacije petrohemijskih ugljovodonika su po prvi put
izolovane pre gotovo jednog veka, i do danas je izolovan i opisan veliki broj
razgradivaca aromati¢nih ugljovodonika koji uglavnom pripadaju rodu Pseudomonas i
njemu sliénim rodovima (Seo et al.,, 2009). U zemljistima kontaminiranim
monoaromati¢nim ugljovodonicima, pre svega BTEX grupom jedinjenja, vecinu
bakterija koje se mogu kultivisati ¢ine Proteobacteria, najve¢im delom Pseudomonas,
Burkholderia, Acinetobacter i Sphingomonas i Actinobacteria (pre svega Rhodococcus
i Arthrobacter) (Cavalca et al., 2004; Hendrickx et al., 2006; Stapleton et al., 2000).
Izgleda da je proliferacija bakterija sa sposobnoS¢u degradacije jedinjenja iz BTEX
grupe glavna karakteristika adaptacije bakterija u zemljistu kontaminiranom ovim
jedinjenjima. U zemljiStima kontaminiranim poliaromati¢nim ugljovodonicima pored
dominantne populacije bakterija iz roda Pseudomonas, selektivno su stimulisane i
Gram-pozitivne Mycobacterium, Arthrobacter i Nocardia (Daane et al., 2001; Kanaly i
Harayama, 2000). Mycobacteria predstavljaju odli¢éne kandidate za bioremedijaciju
zemljiSta kontaminiranog poliaromati¢énim ugljovodonicima s obzirom na to da se
odlikuju lipofilnim povrSinama pogodnim za desorpciju poliaromati¢nog jedinjenja sa
Cestica zemljiSta 1 pokazale su se kao potentni razgradivafi poliaromata sa pet

benzenovih prstenova (Bogan et al., 2003).



Na osnovu metoda direktne kultivacije bakterija iz uzoraka zagadenih stani$ta stie se
uvid da je diverzitet bakterija priliéno ograni¢en. Medutim, zahvaljuc¢i upotrebi
metagenomske analize ovakvih uzoraka doslo se do indikacije da je u njima prisutan
veéi bakterijski diverzitet | da predstavljaju bogat izvor organizama sa sposobnos$cu
degradacije polutanata (de Vasconcellos et al., 2010), posebno u pogledu prisustva
Gram-pozitivnih bakterija koje su zbog svojih fizioloskih karakteristika dobri kandidati

za upotrebu u procesu bioremedijacije (Edlund i Jansson, 2006; Gontang et al., 2007).

1.2.2. Katabolizam mono- i poliaromati¢nih ugljovodonika

Bakterijska degradacija mono- i poliaromati¢nih jedinjenja se moze odvijati i pod
aerobnim i pod anaerobnim uslovima (Chakraborty i Coates, 2004; Gibson i Parales,
2000). U aerobnim uslovima se koristi molekularni kiseonik kako za aktivaciju
aromati¢nog prstena i njegovo otvaranje, tako i kao terminalni akceptor elektrona u
procesu biodegradacije (Andreoni i Gianfreda, 2007). Pri aerobnoj degradaciji
strukturno razli¢ita jedinjenja se razgraduju kroz razliCite kataboli¢ke puteve koji
konvergiraju ka svega nekoliko centralnih intermedijera, poput katehola,
protokatehuata, gentisata, homoprotokatehuata, homogentisata, hidrokvinona, ili
hidroksikvinola koji se dalje kanalisu u centralne metabolicke puteve celije (Slika 3).
Nije redak slucaj da u zagadenim sredinama vladaju anoksi¢ni uslovi. Tada
biodegradaciju vrse striktni ili fakultativni anaerobi, koji koriste alternativne akceptore
elektrona poput nitrata, sulfata, feri soli, ili CO, (Diaz, 2004). Smatra se da je aerobni

proces degradacije aromati¢nih jedinjenja efikasniji (Andreoni i Gianfreda, 2007).
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Slika 3. Shematski prikaz puteva biodegradacije aromati¢nih ugljovodonika (Andreoni i
Gianfreda, 2007).

1.2.2.1. Biodegradacija monoaromatic¢nih jedinjenja

Monoaromati¢na jedinjenja, poput BTEX grupe grupe jedinjenja podlezu direktnom
napadu na aromati¢ni prsten uz uce$¢e enzima mono- ili dioksigenaza (Slika 3).
Okarakterisan je veliki broj oksigenaza koje ucestvuju u inicijalnoj oksidaciji
monoaromati¢nih jedinjenja i pokazano je da ovi enzimi predstavljaju pravu paradigmu
metaboliCkog diverziteta. Na primer, toluen 4-monooksigenaza iz Pseudomonas
mendocina KR1 koja dovodi do konverzije toluena u p-krezol takode katalizuje
epoksidaciju alkena (McClay et al., 2000). Toluen dioksigenaza iz P. putida F1 pored
oksidacije toluena svoje dejstvo ispoljava i na trihloretilen (TCE), veoma perzistentan i
toksican polutant (Liu et al., 2012), dok ksilen monooksigenaza iz P. putida mt-2 pored
oksidacije jedne metil grupe toluena i ksilena vrsi oksidaciju pseudokumena i
odgovarajucih alkohola i aldehida (Buhler et al., 2000).

Delovanjem inicijalnih oksigenaza u slu¢aju monoaromati¢nih jedinjenja nastaju
katehol ili njegovi derivati. Ova intermedijerna jedinjenja su supstrati za enzime koji

vr§e otvaranje aromaticnog prstena uz upotrebu molekularnog kiseonika. Aromati¢ni
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prsten se moze otvarati izmedu dve hidroksilne grupe (orto put degradacije katalizovan
intradiolnim dioksigenazama, odnosno katehol 1,2-dioksigenazom) ili proksimalno u
odnosu na jednu od hidroksilnih grupa (meta put degradacije katalizovan ekstradiolnim
dioksigenazama, odnosno katehol 2,3-dioksigenazom). Katehol dioksigenaze
predstavljaju bakterijske enzime koji sadrze Fe u svom katalitickom centru i njihova
aktivnost u potpunosti zavisi od prisustva ovog metalnog jona (Broderick, 1999).
Intradiolne dioksigenaze u Kkatalitickom centru sadrze Fe®* jon, dok je aktivnost
ekstradiolnih dioksigenaza bazirana na prisustu Fe?* jona. Ova razlika u gradi
katalitickog centra katehol dioksigenaza je odgovorna za razliCitu regioselektivnost

reakcija katalizovanih C120 i C230 enzimima (Broderick, 1999).

OH o)
H O)WY cis,cis-mukonska
OH A2 kiselina
OH
O
0 H . .
katehol (\/\)J\OH 2-hidroksimukonski
(0]

semialdehid

Slika 4. Shematski prikaz aktivnosti enzima katehol 1,2-dioksigenaze (C120, orto put
degradacije) i katehol 2,3-dioksigenaze (C230, meta put degradacije).

U orto putu degradacije nastaje cis,cis-mukonska kiselina, koja se dalje razlaze do
acetil koenzima A (Ac CoA) i sukcinata koji ulaze u Krebsov ciklus (Dagley et al.,
1960). U meta putu degradacije delovanjem katehol 2,3-dioksigenaza nastaje 2-
hidroksimukonski semialdehid koji se konvertuje do piruvata i acetaldehida (Slika 4).

Nastali Ac CoA, odnosno piruvat i acetaldehid se dalje ukljuc¢uju u Krebsov ciklus.

1.2.2.2. Biodegradacija poliaromaticnih jedinjenja

Kada se razmatra biodegradacija poliaromati¢nih jedinjenja moraju se u obzir uzeti
izrazito hidrofobna priroda ovih jedinjenja kao i visok sorpcioni kapacitet. Efikasnost
biodegradacije poliaromati¢nih jedinjenja zavisi 1 od broja kondenzovanih benzenovih
prstenova. Generalno, poliaromati¢na jedinjenja manje molekulske mase se brze
degraduju od slabije rastvorljivih poliaromata sa preko pet prstenova u svojoj strukturi
(Andreoni i Gianfreda, 2007). Bakterijski izolati najc¢eS¢e pokazuju sposobnost

degradacije veoma uskog opsega poliaromati¢nih jedinjenja (Habe i Omori, 2003), i
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kao 1 kod monoaromati¢nih jedinjenja u slucaju prisustva smese poliaromati¢nih
ugljovodonika neophodno je prisustvo Citavog bakterijskog konzorcijuma, odnosno
sojeva sa komplementarnim kapacitetima za degradaciju aromati¢nih jedinjenja
(Bouchez et al., 1995). Bakterijski katabolizam poliaromati¢nih jedinjenja zapocinje
obi¢no inicijalnom ugradnjom molekularnog kiseonika procesom katalizovanim
trokomponentnim dioksigenaznim sistemom, pri ¢emu nastaje cis-dihidrodiol. Ovaj
inicijalni korak karakteristi¢an je za sva poliaromati¢na jedinjenja. Nastali dihidrodiol
podleze procesu rearomatizacije, formiraju se dihidroksilovani intermedijeri poput
katehola, gentisata i protokatehuata (Slika 3) na koje deluju dioksigenaze, dolazi do
otvaranja prstena i formiranja intermedijera koji ulaze u ciklus trikarbonskih kiselina
(Sudip et al., 2002).

Najve¢i deo informacija vezanih za aerobni metabolizam poliaromati¢nih
ugljovodonika je dosao iz analiza katabolickog plazmida NAH7 iz P. putida G7 (Dunn
i Gunsalus, 1973). U ovom dobro okarakterisanom sistemu postoje dva operona koja
kodiraju enzime gornjeg puta (za konverziju naftalena u salicilat) i enzime donjeg puta
(konverzija salicilata u katehol) degradacije naftalena. Regulacija aktivnosti oba
operona je pod kontrolom gena smestenih u treCem operonu koji je indukovan
salicilatom. Prvi enzim koji ucestvuje u degradaciji naftalena je naftalen dioksigenaza,
koja ima sposobnost oksidacije i drugih supstrata, poput fenantrena i antracena (Menn
et al., 1993). Takode, metabolizam naftalena se ne vrsi uvek preko katehola, ve¢ moze
i¢i 1 preko gentisata, kao $to je to slucaj kod Rhodococcus sp. B4 (Grund et al., 1992).
Kod Gram-negativnih bakterija su relativno skoro otkriveni putevi degradacije
poliaromati¢nih ugljovodonika koji uklju¢uju nove intermedijerne metabolite (Nayak et
al., 2011; Samanta et al., 1999).

Interesantan podatak je proizasao iz analize metabolizma aromati¢nih ugljovodonika
kod Sphingomonas aromaticivorans F199. Naime, pokazano je da se mineralizacija

naftalena i toluena povecava ukoliko su oba supstrata istovremeno prisutna (Romine et
al., 1999).
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1.2.2.3. Geni koji kodiraju enzime katabolizma aromati¢nih ugljovodonika i njihova

primena u praéenju bioremedijacije

O genima koji kodiraju centralne enzime katabolizma aromati¢nih jedinjenja se dosta
zna. Filogenetske analize kako aminokiselinskih sekvenci ovih enzima, tako i
odgovarajucih nukleotidnih sekvenci su pokazale da mono- i dioksigenaze ¢ine dve
velike grupe razlicitih familija gena (Eltis i Bolin, 1996). S obzirom na to da je veliki
broj gena za aromati¢ne oksigenaze lociran na plazmidima, njihov stepen
konzervisanosti, odnosno evolucija su pod jakim uticajem selektivnog pritiska, odnosno
prisustva datog polutanta u zivotnoj sredini (Williams et al., 2002). Velike subjedinice
aromati¢nih dioksigenaza sa istom supstratnom specificnoséu generalno pokazuju
srodnost, ali je evidentno postojanje razli¢itih tipova i u ovakvim grupama. Na primer,
poredenje sekvenci konzervisanih regiona gena za toluen monooksigenaze pokazalo je
postojanje barem dva tipa enzima koji se razlikuju prema svojoj aktivnosti: R tip kom
pripadaju monooksigenaze koje vrSe hidroksilaciju aromati¢nog prstena, i T tip kom
pripadaju monooksigenaze koje vrSe hidroksilaciju alkil grupe (Baldwin et al., 2003).
U okviru R tipa toluen monooksigenaza postoje bar tri familije enzima. Katehol
dioksigenaze (C120, C230) takode pokazuju veliku medusobnu raznovrsnost.
Generalno, filogenija gena za C230 je bolje okarakterisana. Poredenjem 35 sekvenci
C230 enzima pokazano je da konzervisani redioni ukljucuju mesto vezivanja metalnog
jona i nekoliko kataliti¢ki esencijalnih rezidua aktivnog mesta (Eltis i Bolin, 1996a.
Evolutivne analize ukazuju na to da je od jednog gena za ekstradiol dioksigenazu kroz
proces duplikacije i rekombinacije nastalo nekoliko familija C230 enzima, od kojih su
neke bazirane na supstratnoj specifi¢nosti (Eltis i Bolin, 1996). Kod nekih C230
enzima domeni pokazuju razliCite filogenetske odnose, $to je indikacija postojanja
rekombinacija gena koji su kodirali razli¢ite dioksigenaze (Eltis i Bolin, 1996). Geni za
katehol dioksigenaze mogu biti locirani na hromozomu i na plazmidima, pri ¢emu je
pokazano da se hromozomalno kodirane katehol dioksigenaze mogu nac¢i kod nekih
sojeva roda Pseudomonas sa sposobnoscu degradacije benzoata i hidroksibenzoata, dok
katehol dioksigenaze kodirane plazmidnim genima ucestvuju u degradaciji halogen

supstituisanih aromati¢nih jedinjenja (Broderick, 1999).
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Sa porastom broja dostupnih sekvenci gena za aromati¢ne dioksigenaze omoguceno je
dizajniranje prajmera pomocu kojih bi se mogla vrsiti procena biodegradacije
polutanata, prosiriti ekoloske studije kontaminiranih sredina i olakSati procena
upotrebljenih tehnologija remedijacije na autohtone mikrobioloske populacije (Baldwin
et al., 2003). Naime, pokazano je da postoji korelacija izmedu prisustva polutanta i
veceg broja kopija gena ¢iji produkti ucestvuju u razgradnji datog polutanta (Mesarch
et al., 2000). Pored moguénosti pracenja efikasnosti bioremedijacije upotreba tehnika
poput gPCR (Real Time PCR) moze pruziti uvid u uloge trenutno poznatih katabolickih

puteva u procesu bioremedijacije na samom mestu desavanja (Baldwin et al., 2003).

1.3. Mikrobioloski polimeri

S obzirom na to da se u zagadenim sredinama nalaze meSoviti polutanti, bakterije koje
ih naseljavaju su se adaptirale na teSke uslove zivota kroz ispoljavanje razli¢itih
metaboli¢kih osobina. Proces bioremedijacije meSovito zagadenih sredina je jedna od
potencijalnih aplikacija bakterija izolovanih iz ovih stanista. U uslovima stresa moze
do¢i do akumulacije biopolimera ¢ija je jedna od uloga adaptacija na stres. S druge
strane, neki od biopolimera mogu imati i vaznu industrijsku primenu, te se na ovaj

nacin dolazi do nove mogucnosti za iskori$¢avanje i uklanjanje polutanata.

1.3.1. Polifosfati

Polifosfati su veoma rasprostranjeni bakterijski polimeri koji su izgradeni od linearnih
lanaca fosfatnih ostataka medusobno povezanih visokoenergetskim fosfoanhidridnim
vezama (Dawes i Senior, 1973). Prva izolovana bakterija sa sposobno$¢u akumulacije
polifosfata bila je Acinetobacter (Fuhs i Chen, 1975), a danas se zna da sve celije
sadrze polifosfate $to ukazuje na njihovu esencijalnu ulogu (Kornberg et al., 1999).
Medutim, uprkos tome Sto veliki broj bakterija ima sposobnost akumulacije ovog
biopolimera, njegova ta¢na uloga nije poznata. Pokazane su brojne fizioloske uloge
polifosfata, poput skladiStenja energije i1 fosfata neophodnih za veliki broj metaboli¢kih
procesa, uloga helatirajuceg agensa dvovalentnih katjona, puferisanje alkalne sredine,

inhibicija degradacije RNK molekula (Mullan et al., 2002). Veoma je vazna uloga
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polifosfata u fizioloskoj adaptaciji bakterijskih ¢elija tokom rasta i1 razvica, kao 1 u
odgovoru na stres prouzrokovan disbalansom nutrijenata, kao i druge sredinske

stresove (Kornberg et al., 1999).

Sojevi sa sposobnos$¢u akumulacije polifosfata imaju biotehnolosku aplikaciju u
uklanjanju fosfata pre svega iz preradenih otpadnih voda (Seviour et al., 2003).
Fabrike za preradu otpadnih voda su glavni izvor drasti¢éno povecanih koncentracija
fosfora (P) i azota (N) u vodenim ekosistemima. Poslednjih 30 godina se radi na
implementaciji i poboljSanju procesa uklanjanja P iz vodenih sredina upotrebom
bakterija sa sposobno$¢u akumulacije polifosfata. Podsticanje akumulacije polifosfata
u znatno vecoj meri od koli¢ine potrebne za odrzavanje normalnih metabolickih
procesa se oznaCava kao pojacano biolosko uklanjanje P (EBPR, eng. Enhanced
Biological Phosphorus Removal) (Seviour et al., 2003). Iako je ve¢ dugo poznat, i
dalje se radi na rasvetljavanju metaboli¢kih osnova ovog procesa kako bi se mogao

efikasnije koristiti.

1.3.2. Egzopolisaharidi

Egzopolisaharidi (EPS) su ekstracelularni bakterijski polimeri izgradeni prvenstveno od
polisaharida, a u odredenom procentu 1 proteina, nukleinskih kiselina 1 lipida. Osnovne
funkcije ovih biopolimera su formiranje biofilmova i zastita ¢elija od sredinskog stresa
i isuSivanja (Vu et al., 2009). Formiranje biofilmova je karakteristicno za veliki broj
bakterija i veoma je vazno za prezivljavanje bakterijskih populacija. Cesto je ova
sposobnost asocirana sa patogenim mikroorganizmima i pokazano je da iako
sposobnost formiranja biofilma nije indikator virulentnosti sam po sebi, biofilmovi
pospesuju prezivljavanje patogena u spoljasnjoj sredini i u domacinu (Hall-Stoodley i
Stoodley, 2005). Zajednicka osobina biofilmova, bez obzira da li se radi o patogenim
ili nepatogenim bakterijama jeste visok sadrzaj EPS-a, koji mogu Ciniti ¢ak 50-90%

organske materije biofilmova (Vu et al., 2009).

Sve veca paznja je usmerena ka izucavanju i proizvodnji EPS-a s obzirom na njihovu
bioaktivnu ulogu 1 Sirok opseg potencijalnih komercijalnih aplikacija kao §to su

upotreba EPS-a kao aditiva hrani (ksantan, alginat, dekstran), zatim kontrola
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viskoznosti, flokulacija (Sutherland, 1982). Potencijalna biotehnoloSka aplikacija
bakterija sa sposobno$¢u proizvodnje biofilmova je i bioremedijacija.  Naime,
pokazano je da je bioremedijacija posredovana organizmima sa sposobnos¢u formiranja
biofilmova efikasnija u odnosu na bioremedijaciju sa planktonskim bakterijama (Vu et
al., 2009). Kao §to je ve¢ receno, biofilmovi omogucavaju bolju adaptaciju na razli¢ite
zivotne sredine, samim tim 1 bolje prezivljavanje organizama. U okviru biofilmova se
odrzavaju optimalni pH, koncentracije soli i nutrijenata, redoks potencijal, $to sve
omogucava bolji proces mineralizacije polutanata (Singh et al., 2006). Veoma vazna
uloga EPS-a je i sposobnost vezivanja metalnih jona iz rastvora, zbog Cega su
organizmi sa sposobno$¢u proizvodnje ovih biopolimera veoma znacajni za

bioremedijaciju sredina kontaminiranih petrohemijskim efluentima.

1.3.3. Polihidroksialkanoati

Polihidroksialkanoati (PHA) su grupa prirodnih poliestara koje bakterije obi¢no
akumuliraju u uslovima nutritivnog stresa kao Sto je suviSak ugljenika (C) i
ograniCenost azota (N) (Chen, 2009). | Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije
imaju sposobnost akumulacije PHA u vidu diskretnih intracelularnih granula (Slika 5a)
(Anderson i Dowes, 1990) ili ekstracelularnih struktura nalik mrezama (Slika 5b)
(Sabirova et al., 2006). Polihidroksialkanoati mogu ¢initi i do 80% suve celijske mase
bakterija, a njihova glavna funkcija je oCuvanje rezervi energije i ugljenika (Madison i
Huisman, 1999). Po ponovnom uspostavljanju normalnih uslova za rast dolazi do
mobilizacije, odnosno degradacije PHA (Anderson i Dowes, 1990; Madison i Huisman,
1999). Granularna forma PHA (Slika 5a) podrazmeva postojanje diskretnih granula
veli¢ine 0.2-0.5 pum, sa jednoslojnom fosfolipidnom membranom na kojoj se nalaze

proteini ukljuéeni u metabolizam PHA (Madison i Huisman, 1999; Zinn i Hany, 2005).

Poslednje dve decenije vlada veliko interesovanje industrije za proizvodnju PHA s
obzirom na to da su po svojim karakteristikama sli¢ni petrohemijskoj plastici, ali da za
razliku od nje poseduju svojstvo biorazgradivosti. Najbolje izu¢ena grupa PHA su
polihidroksibutirati (PHB, odeljak 1.4.2.1.) i za sada jedino ovaj polimer ima
komercijalnu upotrebu u vidu kopolimera (polihidroksibutirat-ko-polihidroksivalerat,
PHBcoPHV) pod nazivom ,,Biopol* (Philip et al., 2007). Medutim, druge grupe PHA,
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poput mcl-PHA iako poseduju veoma interesantna svojstva, jo§ uvek nisu dobila
komercijalnu upotrebu. Danas, koli¢ine proizvedenog mcl-PHA su male a cene duplo
viSe u odnosu na drugu bioplastiku (Frost i Sullivan, 2007), odnosno znatno vise u
poredenju sa konvencionalnom petrohemijskom plastikom (Sun et al., 2007). S
obzirom na brojne dobre osobine mcl-PHA polimera, trenutno se ulazu znatni napori u
smislu smanjenja cene proizvodnje, posebno u pogledu koriS¢enja jeftinih 1 obnovljivih

supstrata.

Slika 5. PHA akumulacija: a) TEM bakterijskih ¢elija sa intracelularno akumuliranim PHA
granulama; b) PHA akumulitani kao ekstracelularni materijal (Sabirova et al., 2006).

1.4. Biotehnoloska konverzija aromati¢nih ugljovodonika u vrednu

termoplastiku

1.4.1. Polihidroksialkanoati (PHA) - svojstva i aplikacije

PHA produkcija i akumulacija u vidu granula je primec¢ena i opisana jos 1926. godine
(Lemoigne, homopolimer polihidroksibutirata), a tek 60 godina kasnije je De Smet po
prvi put izolovao i okarakterisao PHA poreklom iz Pseudomonas oleovorans (De Smet
et al., 1983). Prema hemijskoj strukturi, molekuli PHA su linearni estri kod kojih je
estarska veza formirana izmedu karboksilne grupe jedne i hidroksilne grupe druge
monomerne jedinice (Slika 6) (Madison i Huisman, 1999). Sve monomerne jedinice
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koje ulaze u sastav PHA su enantiomerno ¢iste i u R-kofiguraciji, §to je posledica

stereospecifi¢nosti enzima ukljuéenih u biosintezu PHA (Ren et al., 2005).

o) R2 o)

fortt et o

(CH)x "0 S(CH)x "0

R1/R2 = alkil grupe C1-C16
x=1234
n =100-30000

Slika 6. Hemijska struktura PHA.

PHA se na osnovu veli¢ine monomernih jedinica koje ulaze u njihov sastav mogu
svrstati u tri grupe:
1. PHA izgradeni od kratkih, alifatiénih monomera sa 3 — 5 atoma ugljenika se
oznacavaju kao scl-PHA (eng. Short Chain Length);
2. PHA izgradeni od monomera sa 6 — 14 ugljenikovih atoma se oznacavaju kao
mcl-PHA (eng. Medium Chain Length);
3. hibridni polimeri, odnosno kopolimeri koji sadrze i scl i mcl monomerne
jedinice, poput kopolimera 3-hidroksibutirata i 3-hidroksiheksanoata (Lu et al.,
2003; Noda et al., 2005).
Fizi¢ka i hemijska svojstva polimera su utvrdena brojem i tipom monomernih jedinica
koje ulaze u njihov sastav (Steinbuchel i Lutke-Eversloh, 2003; Van Der Walle et al.,
2001). Koji ¢e monomeri ¢initi PHA zavisi kako od bakterijskog soja koji ga
akumulira, tako i od izvora ugljenika koji bakterija koristi za rast i akumulaciju PHA
(Rehm i Steinbuchel, 1999; Steinbuchel i Fuchtenbusch, 1998). R grupe monomera
(Slika 6) mogu sadrzati razli¢te funkcionalne grupe (amino-, nitro-, fenil-, nitrozo-,
karboksilne-), sto takode utice na fizicka svojstva polimera (Steinbuchel i Valentin,
1995; Sudesh et al., 2000).

Polihidroksialkanoati poseduju brojne dobre karakteristike, poput netoksi¢nosti,
biorazgradivosti, biokompatibilnosti, termoplasti¢nosti, nepropusnosti za vodu, koje
omogucavaju njihovu aplikaciju u medicini, farmaceutskoj industriji, kao materijal za
pakovanje (Tabela 1) (Chen, 2009). Raspon karakteristika kao $to su rigidnost ili

fleksibilnost, termoplasticnost i/ili  elastomernost, hidrofobnost, netoksi¢nost,
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biokompatibilnost odreden je, dakle sastavom monomera, pozicijom hidroksilne grupe
u odnosu na karboksilnu grupu, i u nekim slucajevima prisustvom supstituenata
(Steinbuchel 1 Lukte-Eversloh, 2003). Generalno, scl-PHA imaju strukturu nalik
kristalima 1 lice na konvencionalnu plastiku, dok su mcl-PHA elastomeri

(Suriyamongkol et al., 2007).

Tabela 1. Razlicite aplikacije PHA.

Aplikacija Polimer Referenca
Folije za pakovanje P3HB, P3HV, P4HB, P4HV, P6HD (van der Walle et al., 2001)
Kese, pakovanja za hranu PHB (Reddy et al., 2003)
Biodegradabilna smola P(3HB-co-3HH) (van der Walle et al., 2001)
Potpora za tkiva P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-3HHx) gﬁ"izg(t)sa;"' 2003; Tesema et
Administracija lekova P(3HB-c0-3HV) (Sendil et al., 1999)
Kardiovaskularna medicina P(4HB), PHO (Sodian et al., 2000)
Ortopedska medicina P(3HE)/hydroxyapatite (Zinn et al., 2001)

P(3HB-co-3HHXx)/hydroxyapatite

1.4.1.1. Biodegradabilnost

Jedno od veoma vaznih svojstava PHA je biodegradabilnost (Lee, 1996), Sto
polihidroksialkanoate Cini odliénom alternativom za petrohemijsku plastiku (Philip et
al., 2007). PHA mogu biti degradovani i u aerobnim i u anaerobnim uslovima, §to ima
daje prednost u odnosu na druge biodegradabilne polimere.  Biodegradacija
podrazumeva set hemijskih reakcija kroz koje se makromolekuli razgraduju do manjih
molekula, uz ucesce razli¢itih mikroorganizama. BioloSka razgradnja PHA je zavisna
od hemijske strukture polimera, a posebno od prisustva funkcionalnih grupa i njihovog
odnosa hidrofilnosti 1 hidrofobnosti, morfoloskih karakteristika 1 kristalnosti
(Mochizuki i Hirami, 1997; Philip et al., 2007). Biodegradabilnosti PHA doprinose i
bakterijska populacija prisutna u datoj sredini i njena temperatura (Tokiwa i Calabia,
2004). Stopa degradacije PHB u anaerobnim uslovima traje nekoliko meseci do par
godina (Slika 7) (Madison i Huisman, 1999).
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Slika 7. Degradacija (PHB/HV) polimera u kanalizacionom mulju u anaerobnim uslovima.

Bocice napravljene od biopolimera (3HB-c0-3HV) su u ovim uslovima inkubirane tokom leta
(prose¢na temperatura 20°C). Progres procesa biodegradacije je demonstriran bo¢icama koje
su bile podvrgnute degradaciji 0, 2, 4, 6, 8 i 10 nedelja (gledano s leva na desno) (Madison i
Huisman, 1999).

UV svetlost ubrzava proces biodegradacije (Shangguan et al., 2006). U prvom koraku
biodegradacije enzimi depolimeraze preferencijalno deluju na amorfni region PHA,
oslobadaju se monomeri, dimeri i oligomeri, kao i smeSe ovoh jedinica, u zavisnosti od
tipa depolimeraze. U slede¢em koraku se di- i oligomeri dalje razlazu pod dejstvom
enzima oligomerhidrolaze (Delafield et al., 1965). Nastale monomerne jedinice
usvajaju i metaboliSu bakterije koje proliferiSu na povrSini polimera (Delafield et al.,
1965). Na kraju procesa PHA su konvertovani u ekoloski pogodne proizvode kao §to
su CO, i voda pri aerobnoj degradaciji, odnosno metan, voda i CO, pri anaerobnoj
degradaciji. PHA se takode mogu razlagati i termickom obradom ili putem enzimske
hidrolize (Philip et al., 2007).

1.4.1.2. Biokompatibilnost

PHA su odli¢ni biokompatibilni materijali s obzirom na to da ne pokazuju toksi¢ne
efekte na humano tkivo (Verlinden et al., 2007). In vivo testovi su pokazali da su ovi
polimeri biokompatibilni sa osteoblastima i epitelijalnim ¢elijama (Nebe et al., 2001).
S obzirom na to da je PHA polimer proizvod ¢elijskog metabolizma i da je proizvod
degradacije PHA, 3-hidroksibutirinska kiselina normalno prisutna u krvi u

koncentracijama izmedu 0.3 i 1.3 mmol I postoji moguénost primene PHA u le¢enju
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rana, kao implanata za inzenjering tkiva i administraciju lekova (Chen i Wu, 2005;
Verlinden et al., 2007; Zinn et al., 2001). Piezoelektri¢na svojstva PHB-a su sli¢na
svojstvima kostiju, Sto ovom tipu biopolimera daje moguénost upotrebe u cilju
stimulacije rasta kostiju (van der Walle et al., 2001). PHA, posebno poli(3-
hidroksibutirat) P(3HB), poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) P(3HB-co-3HV),
poli(4-hidroksibutirat)  P(4HB), poli(3-hidroksioktanoat) P(3HO) i poli(3-
hidroxibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) P(3HB-co-3HHX) se ve¢ koriste u inZenjeringu
tkiva, kao kostane ploce, osteosinteticki materijali i kao hirurski konac (Philip et al.,

2007).

PHA se moze primeniti u administraciji lekova, jer se izmenom sastava PHA moze
kontrolisati stopa biodegradacije (Chen i Wu, 2005), §to daje moguénost primene PHA
u situacijama kada je potrebna spora dostava datog leka (van der Walle et al., 2001,
Zinn et al., 2001). Takode, hiralni aromatic¢ni i alifati¢cni monomeri koji ulaze u sastav
PHA imaju potencijalnu upotrebu kao sintoni za sintezu odredenih bioaktivnih
supstanci (de Roo et al., 2002; Garcia et al., 1999). (R)-3-hidroksialkanske ((R)-3-
hidroksikarboksilne) kiseline su izvor sintona za sintezu farmaceutskih proizvoda,
vitamina, feromona i antibiotika (Lee et al., 1999; Ohashi i Hasegawa, 1992). (R)-3-
hidroksibutirat je koris¢en u sintezi antibiotika tienamicina i leka ,,captopril® koji je

kori$éen za leCenje povisenog krvnog pritiska (Dandagi et al., 2006).

1.4.2. Biosinteza PHA

1.4.2.1. Biosinteza scl-PHA

Najvise proucavan proizvoda¢ PHA je Ralstonia eutropha H16, koja ima sposobnost
akumulacije visokih procenata PHB (i do 90% suve celijske mase) od izvora ugljenika
kao $to su fruktoza i glukonat. Biosinteza PHB obi¢no ukljucuje tri enzimske reakcije

katalizovane sa tri razli¢ita enzima (Slika 8).

U prvoj rekciji dolazi do kondenzovanja dva molekula Ac CoA i nastanka acetoacetil
CoA. Ova reakcija je katalizovana enzimom 3-ketotiolazom (kodirana genom phaA).
Druga reakcija podrazumeva redukciju acetoacetil CoA do (R)-3-hidroksibutiril-CoA

uz uces¢e NADPH zavisne acetoacetil CoA dehidrogenaze (kodirane genom phaB).
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Poslednji korak podrazumeva uc¢e$¢e PHA polimeraze (kodirane genom phaC) koja
katalizuje polimerizaciju (R)-3-hidroksibutiril CoA i nastanak polihidroksibutirata
(Sudesh et al., 2000).

0 acetil-CoA CofSH
Glukoza,----b----b/u\ M
acetat, CO, SCoA

acetil-CoA acetoacetil-CoA

NADPH
NADP”*
CH3 0 COASH

o)\)q; SCoA

poli-(R)-3-hidroksibutiril-CoA (R)-3-hidroksibutiril-CoA

SCoA

Slika 8. Metabolicki put biosinteze i degradacije PHB kod Ralstonia eutropha H16. (1) 3-
ketotiolaza (PhaA); (2) NADPH zavisna acetoacetil-CoA reduktaza (PhaB); (3) PHA
polimeraza (PhaC).

Geni koji kodiraju enzime ukljuéene u biosintezu PHB, phaA, phaB i phaC su
organizovani u jedan operon, phaCAB (Slika 9) (Madison i Huisman, 1999). Analizom
genoma R. eutropha H16 utvrdeno je postojanje joS jednog gena za PHB sintazu,
phaC2, lociranog udaljeno od phaCAB operona, 37 izologa phaA gena koji kodiraju 3-
ketotiolaze sa razliitom supstratnom specifi¢no$éu i 15 phaB izologa. Medutim,
kakav je doprinos ovih gena na PHB akumulaciju nije pokazano (Pohlman et al., 2006;
Reinecke i Steinbuchel, 2009).

//—I pha>| pha}°>| phar>

Slika 9. Organizacija gena uklju¢enih u biosintezu PHB kod R. eutropha H16. Strukturni geni
phaC, phaA i phaB su organizovani u jedan operon. Drugi geni uklju¢eni u PHB metabolizam,

kao $to su phaZl (PHA depolimeraza) i phaP su udaljeni od phaCAB operona.
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1.4.2.2. Biosinteza mcl-PHA

Pojava mcl-PHA je po prvi put primeéena kod Pseudomonas oleovorans GPol (De
Smet et al., 1983). P. oleovorans GPol je soj koji ima sposobnost koriS¢enja alkana
poput oktana za biosintezu mcl-PHA zahvaljujuéi prisustvu OCT plazmida (Huisman et
al., 1989). Gram-negativne fluorescentne pseudomonade su glavni proizvodaci mcl-
PHA (Witholt i Kessler, 1999). Na to koji tip PHA ¢e biti sintetisan, pored PHA
sintaze 1 izvora ugljenika koji se koristi za rast bakterije, utice i metabolicki put.
Sinteza mcl-PHA se oslanja na centralne metaboli¢ke puteve, Krebsov ciklus, f-
oksidaciju masnih kiselina i de novo sintezu masnih kiselina, pa samim tim postoji i

kompeticija za prekursore ovih puteva (Slika 10).
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Slika 10. Glavni metaboli¢ki putevi ukljuéeni u sintezu mcl-PHA kod bakterija iz roda
Pseudomonas (Aldor i Keasling, 2003).
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Klju¢ni enzimi u sintezi PHA su PHA sintaze koje katalizuju polimerizaciju 3-
hidroksiacil-CoA monomera. Ovi enzimi su stereospecificni i mogu da koriste 3-
hidroksiacil-CoA samo u R-konfiguraciji. U odnosu na supstratnu specifi¢nost,
veli¢inu 1 strukturu, PHA sintaze se mogu grupisati u cCetiri klase (Rehm, 2003b;
Solaiman i Ashby, 2005). Sintaze iz klase I i Il se sastoje od jednog tipa subjedinica
(PhaC). Operon klase I sadrzi jedan phaC gen, dok operon klase II sadrzi dva gena,
phaC1 i phaC2. Ove dve klase sintaza se razlikuju i po supstratnoj specificnosti. PhaC
(klasa 1) ima afinitet za (R)-3-hidroksiacil-CoA kratkog lanca, dok PhaCl i PhaC2

pokazuju afinitet za (R)-3-hidroksiacil-CoA srednje duzine lanca.

Klasa PHA sintaza Subjedinice Organizacija operona
PhaC
Klasa | p’ Y
W. eutropha 64kDa &\_) —

phaC phaA phaB

PhaC1

Klasa Il vad >-:>—<3<3—
P. oleovorans gd)) — >-| >_|

62kDa g phaC1 phaZ phaC2 phaD  phaF phal

PhaC2

19
Klasa Il 39kDa |< . ORF4 ORF7
A. vinosum — (—/ : —<

o phaC  phaE phaA phaP phaB

PhakE

PhaC
Klasa IV )
B.ar::gaterium oo Q"ﬁ _<:I-<:'_' >_' >_' >_

22kDa
. }rﬁﬁ phaP  phaQ  phaR phaB phaC

Slika 11. Cetiri klase PHA sintaza i organizacija gena kod tipi¢nih predstavnika. phaC, PHA
sintaza; phaA, 3-ketotiolaza; phaB, (R)-3-ketoacil-CoA reduktaza; phaz, PHA depolimeraza;
(Rehm, 2003a; Solaiman i Ashby, 2005).

Sintaze klase I se mogu naci kod purpurnih ne sumpornih fototrofnih bakterija 1 kod
ve¢ine heterotrofnih bakterija, osim kod pseudomonada koje pripadaju rRNK
homolognoj grupi I, sa tipi¢nim predstavnikom Wautersia eutropha (Steinbuchel i
Hein, 2001). Sintaze koje pripadaju klasi II se mogu na¢i samo kod pseudomonada iz

rRNK homologne grupe I, ¢iji je tipian predstavnik P. oleovorans (Madison i
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Huisman, 1999). Tre¢u klasu ¢ine sintaze sastavljene od dva tipa subjedinica, PhaC i
PhakE. PhaC iz klase Il pokazuje srodnost sa PhaC klasa I i 1l, dok PhaE ne pokazuje
slicnost ni sa jednim poznatim proteinom. Ovakve sintaze se srecu kod fototrofnih
sumpornih bakterija i kod nekih cijanobakterija, a pokazuju specificnost ka (R)-3-
hidroksiacil-CoA kratkog lanca. Cetvrta klasa sintaza se moze naéi kod predstavnika
roda Bacillus i takode pokazuje specificnost ka (R)-3-hidroksiacil-CoA kratkog lanca.
Organizacija PHA biosintetskih gena je prikazana na slici 11 (Rehm, 2003a; Solaiman i
Ashby, 2005).

Geni za sintezu mcl-PHA su kodirani pha klasterom koji je evolutivno konzervisan kod
svih proizvoda¢a mcl-PHA (De Eugenio et al., 2008). Tip organizacije gena koji se
najéesée javlja kod roda Pseudomonas prikazan je na slici 12. Cine ga dve sintaze
(PhaCl1 i PhaC2) ukljuéene u polimerizaciju monomera (Huisman et al., 1991),
depolimeraze (phaZ) odgovorne za mobilizaciju polimera (De Eugenio et al., 2007) i
phaD gena koji kodira transkripcioni regulator (PhaD protein) (Klinke et al., 2000).
PhaCl1 i PhaC2, koje su medusobno odvojene phaZ genom imaju neznatno drugaciju
supstratnu specificnost (Arias et al., 2008; Ren et al., 2009). Proizvodi phal i phaF
gena su verovatno ukljuceni u formiranje struktura PHA granula (Prieto et al., 1999).
Smatra se da PhaF ima i ulogu negativnog regulatora phaC1ZC2D operona i phal gena
(Kessler i Witholt, 2001a; Prieto et al., 1999).

phaCt >1 pha >¢ phaC2>

Slika 12. Organizacija mcl-PHA biosintetskih gena kod P. oleovorans Gpol.

1.4.3. Biotehnoloska konverzija monoaromati¢nih ugljovodonika u mcl-PHA

Kao S§to je ve¢ pomenuto, proizvodnja bioplastike je znatno skuplja u odnosu na
proizvodnju petrohemijske plastike. Do najefikasnije akumulacije mcl-PHA dolazi
kada se kao izvor ugljenika 1 energije koriste supstrati strukturno sli¢ni 3-
hidrokslialkanskim kiselinama, poput oktana, oktanoata i nonanoata (Madison i

Huisman, 1999; Sun et al., 2007). Medutim, problem sa koriS¢enjem ovih supstrata je
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u tome Sto su skupi 1 moraju se koristiti u nizim koncentracijama s obzirom na to da
ispoljavaju toksi¢ni efekat na bakterije. Radena su brojna istrazivanja u cilju
pronalazenja jeftinijih supstrata, poput oleinske kiseline (Huijberts i Eggink, 1996), ili
strukturno razli¢itog glukonata (Huijberts et al., 1992), ali su u svakom slucaju koli¢ine
akumuliranog mcl-PHA bile znatno nize u odnosu na prinos postignut gajenjem na

alkanima, odnosno alifati¢nim karboksilnim kiselinama.

Da bi se Sto viSe smanjila cena procesa proizvodnje mcl-PHA, pored poboljSanja
strategije fermentacije (Madison i Huisman, 1999; Steinbuchel i Hein, 2001b), upotreba
jeftinih pocetnih materijala kao $to su otpadni materijali industrije hrane, poljoprivredni
materijali i industrijski otpad je takode analizirana (Du i Yu, 2002; Koller et al., 2005;
Ward et al., 2005). Ve¢ je pokazana konverzija plasti¢nog otpada, kao $to su polistiren
i polietilenteraftalat (PET) u biodegradabilnu plastiku (Kenny et al., 2008; Ward et al.,
2006). U oba slucaja je sirovina za gajenje bakterija koriS¢en materija dobijen

pirolizom plasti¢nog otpada (Slike 13 i 14).

Slika 13. Konverzija plastike u mcl-PHA. (a) zrna plastike; (b) ulje dobijeno pirolizom
plasti¢nog materijala; (c) PHA polimer dobijem biokonverzijom plastike.

Piroliza, termicka obrada materijala u odsustvu vazduha, se naSiroko koristi u industriji
kao nacin za pripremanje pocetnih materijala za hemijsku, metalursku i industriju
plastike. To je vazan industrijski proces koji se koristi za dobijanje monomera iz
polimera u reciklazi plastike, proizvodnju kerami¢kih materijala, proizvodnju

materijala visoke termicke otpornosti. Pored toga $to se recikliraju materijali, piroliza
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je pogodna i zbog oslobadanja velike koli¢ine toplotne energije (Kaminsky i Kim,
1999).

Pirolizom polistirena nastaje piroliticko ulje koje sadrzi oko 90% stirena (slika 13b),
dok pirolizom PET materijala kao glavni proizvod nastaje tereftalicna kiselina. Ovo
jedinjenje je testirano kao potencijalna sirovina za gajenje bakterija (izolati iz roda
Pseudomonas) sa ciljem konverzije u mcl-PHA biopolimer (Kenny et al., 2008). U
laboratorijskim eksperimentima je pokazana sposobnost tri izolata iz roda
Pseudomonas da akumuliraju mcl-PHA kada je tereftali¢na kiselina koris¢ena kao

jedini izvor ugljenika i energije.

Slika 14. Piroliza plastiénog materijala. a) Laboratorijsko postrojenje za pirolizu plasti¢énog

materijala; b) Postrojenje za laboratorijsku destilaciju pirolitickog ulja.

Takode je uspesno pokazana moguénost konverzije BTEX grupe monoaromati¢nih
ugljovodonika u mcl-PHA (Nikodinovic et al., 2008). lako je poznat veliki broj
bakterija, pre svega iz roda Pseudomonas sa sposobno$¢u rasta na aromati¢nim
supstratima, samo mali broj mozZe da ih konvertuje u polihidroksialkanoate (Abraham et
al., 2001; Ward et al., 2005; Ward i O'Connor, 2005). Biosinteza mcl-PHA iz
monoaromati¢nih ugljovodonika je primeéena kod P. putida F1 (benzene, toluen,
etilbenzen), P. putida mt-2 (toluen, p-ksilen) i P. putida CA-3 (Nikodinovic et al.,

2008). Ovo je verovatno posledica specificnih metabolickih puteva razgradnje
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monoaromati¢nih supstrata, kao i supstratne specifi¢nosti PHA polimeraze (Garcia et
al., 1999; Kessler i Witholt, 2001b).

Ve¢ je pomenuto da BTEX jedinjenja imaju veoma Siroku upotrebu 1 sintetickoj hemiji
kao jeftine petrohemikalije (APA, 2005). Medutim, s obzirom na tako veliku upotrebu
ona predstavljaju i veliki deo otpadnog materijala. Ova petrohemijska jedinjenja
takode ¢ine i znacajan deo pirolitickog ulja nastalog pirolizom mesovitog plasti¢nog
otpada (Kaminsky i Kim, 1999). Stoga je moguc¢nost konvertovanja smeSe

petrohemijskog otpada u ekoloski podoban proizvod veoma znacajna.

Piroliticka ulja kompleksnijih otpadnih materijala, kao i sam petrohemijski materijal
sadrze znaCajnu koli¢inu poliaromati¢nih jedinjenja (odeljak 1.1.). Do danas nije
pokazano da neki bakterijski soj ima sposobnost konverzije poliaromati¢nih

ugljovodonika u mcl-PHA.
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2. CILJEVI

Aromati¢ni ugljovodonici predstavljaju rasprostranjene i perzistentne zagadivace
zivotne sredine, pre svega zemljista i sedimenata. Veliki broj ovih jedinjenja se nalazi
na listi Agencije za zasStitu Zivotne sredine (EPA) kao prioritetni polutanti sa toksi¢nim
1 kancerogenim dejstvom. Razvijen je veliki broj fizickih i hemijskih metoda za
njihovo uklanjanje iz zagadene sredine, ali je veliki nedostatak ovih metoda to Sto su
intermedijerni proizvodi. Bioremedijacija, bioloska metoda koja podrazumeva upotrebu
mikroorganizama u svrhu uklanjanja zagadivaca, mogla bi pedstavljati metodu izbora 1
sa ekonomskog, kao i sa stanoviSta da se najvec¢i broj polutanata na ovaj nacin

kompletno razgraduje.

Sveobuhvatni cilj ovog rada je izolacija, identifikacija i analiza aplikativnog potencijala
novih bakterijskih sojeva sa sposobnos$¢éu degradacije Sirokog spektra aromati¢nih

jedinjenja iz re¢nih sedimenata izlozenih uticaju petrohemijske industrije.

Kako je do danas izolovan i okarakterisan veliki broj, uglavhom Gram-negativnih
bakterija sa sposobno$¢u degradacije aromati¢nih jedinjenja, cilj ovog rada je da se
primene se tehnike koje omogucuju izolaciju pre svega Gram-pozitivnih izolata. S
obzirom na to da su ovakve sredine obi¢no zagadene meSovitim polutantima,
bioremedijacioni potencijal izolata zavisi i od njihove sposobnosti da tolerisu prisustvo
teSkih metala, poviSenih koncentracija soli i pre svega niske temperature, sto ¢e biti
analizirano tokom ove studije. Pored analize bioremedijacione sposobnosti izolata, cilj
je 1 proS$irivanje aplikativnog potencijala izolata na analizu njihove sposobnosti da

akumuliraju industrijski vazne biopolimere, polifosfate i polihidroksialkanoate.
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2.1. Specificni ciljevi rada

uzorkovanje 1 analiza sedimenata kanala za ispustanje preradenih otpadnih
voda iz petrohemijske industrije i sedimenata reka Dunav i Tami$ u blizini

petrohemijske industrije;

izolovanje bakterija sa sposobnos¢u degradacije poliaromati¢nih jedinjenja
iz recnih sedimenata primenom metode preselekcije za izolaciju Gram-
pozitivnih bakterija i predobogacivanja naftalenom za izolaciju Gram-

negativnih bakterija;

selekcija bakterijskih izolata sa sposobnoscu degradacije Sirokog spektra

aromati¢nih jedinjenja;

analiza metabolicke raznovrsnosti Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
izolata u pogledu sposobnosti rasta u prisustvu poviSenih koncentracija
metala, rezistencije na antibiotike, akumulacije polifosfata, akumulacije
egzopolisaharida i akumulacije polihidroksialkanoata;

selekcija izolata sa sposobnos¢u konverzije poliaromati¢nih ugljovodonika u

industrijski vrednu termoplastiku — polihidroksialkanoate;

detaljnija  karakterizacija 1 optimizacija biotehnoloske proizvodnje
polihidroksialkanoata srednje duzine niza (mcl-PHA) iz poliaromati¢nih

ugljovodonika
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje i hemijska analiza re¢nog sedimenta

U ovom radu su kori$¢eni uzorci sedimenta kanala za ispuStanje preraredenih otpadnih
voda iz postrojenja petrohemijske industrije (S1), zatim uzorci sedimenta Dunava 300
m uzvodno (S2) 1 300 m nizvodno (S3) od kanala za ispuStanje preradenih otpadnih
voda, kao 1 sediment reke Tami$ (S4) 500 m od mesta ulivanja u Dunav udaljen 10 km
od mesta uzorkovanja S1. Uzorci su uzimani sa 1-10 cm dubine sedimenta (100 g) i

¢uvani na 4°C do hemijske analize sedimenata i izolacije bakterija.

3.1.1. Mikroanaliza uzoraka re¢nog sedimenta

Od ukupne koli¢ine svakog uzorka alikvot od 5 g je u potpunosti osusen (100°C, 60
min) i uradena je standardna mikroanaliza (Vario EL III; C,H,N,S/O Elemental
Analyzer, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau-Germany; Fakultet za hemiju,
Univerzitet u Beogradu). Mikroanaliza se zasniva na modifikaciji klasi¢nog Pregl —
Dumas metoda (Patterson, 1973). Alikvot osusenog uzorka (1 mg) je automatizovanim
procesom ubacivan u kapsulu koja je potom prenoSena u vertikalnu kvarcnu tubu za
sagorevanje, pri ¢emu je sistem odrzavan na temperaturi od 1020°C, sa konstantnim
protokom helijuma. Po ubacivanju uzorka u vertikalnu kvarcnu tubu helijum je
povremeno obogacivan cistim kiseonikom. U prisustvu kiseonika i reagenasa za
sagorevanje uzorak je u potpunosti sagorevan i redukovan do osnovnih gasova: CO,,
H,O, N, i SO,. Proizvodi sagorevanja su potom propustani kroz takozvanu zonu
kontrole gasa u kojoj je dolazilo do njithovog meSanja. Odnos gasova je odrzavan pri
konstantnom pritisku, zapremini i temperaturi. Nakon ove homogenizacije gasovi su
razdvajani frontalnom hromatografijom, eluirani i mereni uz pomo¢ detektora termalne

provodljivosti. Sva merenja su radena u duplikatu.
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3.1.2. Odredivanje prisustva teSkih metala u uzorcima sedimenata

Za utvrdivanje koncentracije metala osuseni uzorci re¢nog sedimenta (1 g) su digerirani
u Milestone Ethos One (Bergamo, Italija; Fakultet za hemiju, Univerzitet u Beogradu)
mikrotalasnoj pecnici, u zatvorenim PTFE sudovima. Za ekstrakciju metala je
koriS¢ena smeSa azotne (HNO3) i hlorvodoni¢ne (HCI) kiseline u odnosu 1:3 (v/v), pri
cemu je za alikvot uzorka (500 mg) koris¢eno 12 ml ove kiselinske smesSe. Zatim su
uzorci tretirani toplotom koriS¢enjem sledeceg programa pecenja: 165°C 10 min,
podizanje temperature do 175°C u trajanju od 3 min, 175°C 10 min. Nakon toga su
uzorci ohladeni, razblazeni do zapremine od 100 ml i prebaceni u volumetrijske
sudove. Determinacija koncentracije metala (Zn, Hg, Ni, Pb 1 Cd) je radena uz pomo¢
indukujuc¢eg kuplovanog plazma/optickog emisionog spektrometra (eng. inductively
coupled plasma/optical emission spectrometer - ICP/OES). Kao eksterni standardi su
koris¢eni rastvori metala (koncentracija rastvora je 1000 mg I"). Da bi se smanjio
efekat interference razlicitih metala, pripreman je kalibracioni standard koji je sadrzao
smesu metala u odnosu koji odgovara odnosu metala u uzorku. I standardi i blank su
pripremani u istom matriksu u kom je vrSena ekstrakcija metala, ¢ime se umanjuje
efekat matriksa i omogucava korekcija pozadinskog Suma. Sva merenja su radena u

duplikatu.

3.2. Izolovanje i gajenje bakterija iz uzoraka re¢nog sedimenta

3.2.1. Reagensi

Benzene, toluen, fenol, bifenil, stiren, naftalen 1 druga aromati¢na jedinjenja koja su
koriS¢ena u ovom radu bila su analiti¢ke Cistoce 1 kupljene su od kompanije ,,Sigma-
Aldrich* (St Louis, MO, USA). Soli, kao $to su CdSO4, NiCl,, HgCl,, CuSOy i FeCls,
kao i antibiotici (ampicilin, nalidiksinska kiselina, eritromicin, kanamicin, rifampicin i
tetraciklin), boje ,,Congo Red“, ,,Comassie Brilliant Blue“, ,,Malachite Green* i
cikloheksimid su bili najviSe Cisto¢e 1 takode su kupljeni od kompanije ,,Sigma-
Aldrich* (St Louis, MO, USA). ,,Tryptone soy broth®, skrob, kazein, bakterioloski agar
i druge komponente za medijume su kupljeni od kompanije ,,Becton Dickinson*

(Sparks, MD, USA). ,KAPA Robust 2G Hotstart Ready Mix“ je kupljen od
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»KAPA Biosystems* (Woburn, Massachusetts, USA). Oligonukleotidi (prajmeri) su
kupljeni od kompanije ,Invitrogen (Darmstadt, Germany). ,,QIAEX II gel
purification” i ,,QIAquick PCR purification” kitovi su kupljeni od kompanije
»QIAGEN* (Hilden, Germany). Restrikcioni enzimi kori$¢eni u ovom radu su kupljeni

od kompanije ,,Fermentas* (Burlington, Kanada)

3.2.2. Podloge za gajenje bakterija

Za izolaciju bakterija metodom direktne kultivacije (odeljak 3.2.3.) koris¢en je SCA
medijum (od eng. Starch Casein Agar); 1 | medijuma sadrzao je 10 g skroba, 1 g
kazeina, 0.5 g KH,PO4, 5 g MgSO, i 3 g NaCl.

Za odrzavanje kultura na Petri Soljama 1 pripremanje stokova za dugorocno Cuvanje,
kao i za testiranje rasta u prisustvu soli (odeljak 3.5.2.) kori§¢en je TSB medijum (engl.
Tryptic Soy Broth; Becton, Dickinson and Company, USA); 30 g TSB i 1 | vode. TSB
agar je sadrzao i 15 g agara na 1 1 vode. Sojevi su pripremani za dugoro¢no ¢uvanje
tako $to su prekonoéne kulture bakterija gajenih u tecnom TSB medijumu (600 pl)

mesane sa sterilnim glicerolom (400 pl). Stokovi su ¢uvani na -80°C.

Minimalni medijum MSM (od eng. Mineral Salts Medium) je kori$¢en za izolaciju
bakterija iz re¢nog sedimenta metodom pretretmana uzoraka naftalenom (odeljak
3.2.2.); za testiranje rasta izolata na aromati¢nim ugljovodonicima (odeljak 3.3.1.), za
analizu akumulacije biopolimera (odeljci 3.3.5. 1 3.3.7.), kao i za testiranje proizvodnje
egzopolisaharida (odeljak 3.3.6). MSM je na 1 1 sadrzao: 9 g NayHPO4%x12H,0, 1.5 g
KH,PO,, 0.2 g MgSO4x7H,0, 0.002 g CaCly; 1 ml Trace element solution (Schlegel et
al., 1961) i 1.5 g bakterioloskog agara. Cvrsta MSM podloga je pravljena dodavanjem
15 g agarana 1 | podloge.

MTM (eng. Metal Toxicity Medium,) je kori$¢en za ispitivanje tolerancije izolata na
prisustvo teskih metala (odeljak 3.3.3.) (Sani et al., 2001). Ovaj medijum je na 1 |
sadrzao 5.1 g Na-laktata, 2.13 g Na,SO,4, 0.06 g anhidrovanog CaCl,, 1 g NH4Cl, 1 g
MgSQ,, 0.05 g ekstrakta kvasca, 0.5 g triptona i 10.93 g 1,4-piperazindietansulfonska
kiselina (PIPES).
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Za identifikaciju izolata sa sposobnos$¢u proizvodnje egzopolisaharida koris¢en je

tripton-agar (TA) medijum: 10 g triptona i 10 g agara na 1 | podloge.

Hranljivi medijum NB (od eng. Nutrient Broth) je koris¢en za kvantifikaciju
egzopolisaharida (odeljak 3.3.6.); 1 1 je sadrzao 2 g mesnog ekstrakta, 2 g ekstrakta
kvasca, 5 g bakto-peptona i 4 g NaCl.

LB (eng. Luria Broth) hranljiva podloga je koriS¢ena za gajenje E. coli DH5a i
transformanata; sadrzala 10 g bakto-triptona, 10 g NaCl, 5 g kvascevog ekstraktana 1 1
destilovane vode. Za ¢vrste podloge (eng. Luria Agar, LA) dodavano je 15 g agara na
litar podloge. Selekcija transformanata je vrSena dodavanjem ampicilina (100 pug mi™),
X-gal (5-bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid, 40 pug ml™) i IPTG (izopropil
B-D-1-tiogalaktopiranozid).

3.2.3. Podloge za biohemijske testove

Biohemijski testovi za identifikaciju izolata (odeljak 3.5.2.) su radeni na slede¢im

podlogama:

Podloga za lipaza test: 10 g peptona, 5 g NaCl, 0,1 g CaCl,, 20 g agara i 0.5 g Tween
80 na 1 I destilovane vode. Podloga se steriliSe u autoklavu u trajanju od 30 minuta na

110°C;

Podloga za testiranje redukcije nitrata: 0.2 g KNO3, 5 g peptona na 1 | destilovane

vode;

Podloga za testiranje koris¢enja citrata izolati su gajeni na Simonsovom citratnom
agaru; 0.2 g MgSO,4-7H,0, 1 g NH4H,PO4, 1 g KH,PO,, 2 g natrijum citrata, 5 g NaCl,

0.08 g “Bromothymol blue” boje 1 15 g agara na 1 1 destilovane vode;

Podloga za proizvodnja indola: 20 g peptona i 5 g NaCl na 1 | destilovane vode.
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3.2.4. lIzolovanje bakterija iz uzoraka refnog sedimenta metodom direktne

kultivacije i metodom predobogaéivanja uzorka naftalenom

Uzorci sedimenata su ¢uvani na 4°C 48 h. Bakterije su iz uzoraka izolovane na dva
naCina: upotrebom toplotnog pretretmana (odeljak 3.2.3.1.) i predobogacéivanjem
uzorka naftalenom (odeljak 3.2.3.2.). Za procenu broja vijabilnih bakterija u uzorcima
sedimenta bakterije su zasejavane i direktno na LA medijum i nakon 48 h rasta na 30°C
prebrojane su izrasle kolonije. Broj bakterijskih ¢elija po gramu zemljista je odredivan

na sledec¢i nacin:

br. ¢el. g zemljista™ = br. poraslih kolonija x razblaZenje™ x 100

3.2.4.1. Selektivna izolacija Gram-pozitivnih bakterija

Deo uzorka re¢nog sedimenta (10 g) je susen sedam dana u prisustvu CaCO3 (10%,
w/w) na 40°C, a zatim, pod asepti¢nim uslovima, prosejan kroz sito do Cestica veli¢ine
otprilike 3 mm. OsuSenom uzorku je dodavan sterilni fosfatni pufer (1 g uzorka se
mesa sa 9 ml 50 mM fosfatnog pufera pH 7.4) 1 suspenzija je meSana vorteksovanjem 5
min. Pravljena su serijska razblazenja suspenzije (107, 10, 10®) i zasejavana (po 300
ul) na SCA medijum u koji je prethodno dodato 75 mg 1" cikloheksimida. Ovako

propremljene Petri Solje su inkubirane 7 dana na 30°C.

3.2.4.2. Selektivna izolacija Gram-negativnih bakterija

Za 1zolaciju brzo rastu¢th Gram-negativnih bakterija sa sposobno$¢u degradacije
naftalena koriS¢ena je metoda predobogacivanja uzorka. Deo svakog od uzoraka (1 g)
je u erlenmajeru od 250 ml pomesan sa 50 ml MSM medijuma i suspenziji je dodat
fungicid cikloheksimid
(75 mg 1), kao i par kristala naftalena (1-2 mg). Nakon 5 dana inkubacije na 30°C uz
aeraciju od 150 obrt min™ pravljena su serijska razblazenja (10, 10, 10°) i suspenzija
(100 pl) je zasejavana na MSM agar sa ~5 mg naftalena kao jedinog izvora ugljenika i
energije smesStenog na poklopac Petri Solje. Petri Solje su inkubirane 72 h na 30°C.

Bakterije koje su najbrze rasle u toku ovog perioda su odabrane za dalju analizu.
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3.3. Karakterizacija bakterija izolovanih iz uzoraka recnog sedimenta

3.3.1. Sposobnost degradacije aromati¢nih jedinjenja

Da bi ispitali sposobnost izolata da koriste razliCite aromati¢ne ugljovodonike kao
jedine izvore ugljenika i energije, sojevi su presejani na MSM medijum. Aromati¢na
jedinjenja kao izvor ugljenika su dodavana kroz gasovitu fazu dodavanjem sterilnog
,Eppendorf nastavka sa 75 pl jedinjenja u poklopac Petri Solje. U slucaju jedinjenja
koja su u ¢vrstom stanju (poput naftalena, bifenila i sl.) par kristala (do 5 mg) je
dodavano na poklopac Petri Solje. Izolati su sa aromati¢nim jedinjenjima inkubirani na
30°C 5 dana. Rast je uporedivan sa kontrolnim kulturama koje su inkubirane bez

supstrata, odnosno sa kulturama kojima je izvor ugljenika bila glukoza (20 mM).

3.3.2. Rast bakterija na razli¢itim temperaturama

Da bi utvrdili opseg temperatura rasta, izolati su gajeni na bogatom LB medijumu
(odeljak 3.2.2.) na slede¢im temperaturama: 5°C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 24 °C, 28 °C, 30
°C, 32°C, 37°Ci42°C.

3.3.3. Rast bakterija u prisustvu teSkih metala

Da bi se ispitala sposobnost rasta izolata u prisustvu teskih metala kori§¢en je medijum
za utvrdivanje toksicnosti metala (MTM, odeljak 3.2.2.). Ispitivana je toksicnost
slede¢ih metalnih jona: Cd**, Ni**, Hg?*, Cu®*, Fe** i Zn**. Koris¢ene koncentracije su
preracunate u odnosu na koncentracije dozvoljene Pravilnikom Ministarstva za zastitu
zivotne sredine (EPA/Serbia, 1994) i bile su 20 puta vece od dozvoljenih: (CdSOs,
111.3 mg I'; NiCl,, 2.3 g I''; HgCl,, 73 mg I'Y; CuSQ4, 5 mg I™'; FeCls, 114 mg I i
ZnCl,, 12.6 g I'"). Takode, testiran je rast u prisustvu visih koncentracija istih soli, koje
odgovaraju 100 mM koncentraciji odgovarajuéih metalnih jona (CdSO4, 20.9 g 17;
NiCl,, 12.9 g I'; HgCl,, 27 g I'; CuSO,, 15.9 g I i FeCls, 16.2 g I'Y). Kulture su
inkubirane 48 h na 30°C.

Sposobnost rasta izolata u prisustvu teskih metala 1 sposobnost degradacije aromata

potvrdena je zamenom laktata u MTM medijumu toluenom, kao predstavnikom
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monoaromati¢nih ugljovodonika, odnosno naftalenom, predstavnikom poliaromati¢nih

ugljovodonika.

3.3.4. Rast bakterija u prisustvu antibiotika

Rast bakterija u prisustvu antibiotika utvrdivan je zasejavanjem izolata sa LB agara na
LB agar (odeljak 3.2.2.) koji je sadrzao antibiotik: ampicilin (100 pg ml'l),
nalidiksinsku kiselinu (40 pg ml'l), eritromicin (30 pg ml'l), kanamicin (100 pg ml‘l),
rifampicin (20 pg ml™) ili tetraciklin (30 pg m1™). Kulture su gajene 48 h na 30°C.

3.3.5. Analiza akumulacije polifosfata

Za analizu sposobnosti akumulacije polifosfata kori$¢ena je modifikovana procedura
opisana kod McGrath-a i Quinn-a (McGrath i Quinn, 2000). Izolati su gajeni pet dana
na 30°C u tetnom MSM medijumu (50 ml) sa glukozom (20 mM) kao izvorom
ugljenika i energije. Zatim su kulture centrifugirane (15 min, 5000 x g, 4 °C,
Eppendorf Centrifuge 5804R) i dva puta su oprane u puferu za pranje ¢elija (4 ml; 1.5
M NaCl, 0.01 M EDTA, 1 mM KF). Celijski pelet je potom resuspendovan u puferu za
pranje Celija (4 ml) 1 sonifikovan na ledu (Soniprep 150 MSE; Beckenham, UK; dva
pulsa od po 10 s na 20 kHz, sa intervalima od 2 minuta). Dobijeni homogenat je potom
centrifugiran (1 min, 20000 x g, 4 °C, Eppendorf Centrifuge 5417R). Polifosfati su
precipitirani na sobnoj temperaturi iz dobijenog supernatanta dodavanjem jednake
zapremine rastvora za precipitaciju (0.5 M Tris-HCI pH 8; 0.25 M EDTA pH 8; 2.5%
CTAB; 025 M NaCl, i 50% BaCly). Precipitirani polifosfat je sakupljen
centrifugiranjem (10 min, 20000 x g, 4°C, Eppendorf Centrifuge 5417R). Dobijeni
pelet je opran dva puta u puferu za pranje polifosfata (4 ml, 50 mM CH3;COONa i 1
mM KF u C,HsOH). Potom je pelet resuspendovan u 0.154 M NaCl (2 ml) i inkubiran
24 h na 28°C. Da bi se utvrdila koncentracija izolovanih polifosfata u ekstrakt je
dodatvana koncentrovana HCI (200 pl), nakon ¢ega je smeSa inkubirana 45 min na
100°C. Dalje je koncentracija polifosfata utvrdivana prema ve¢ opisanom protokolu
(Carter i Karl, 1982). Nakon hidrolize polifosfata u 1 ml uzorka je dodata smesa HCI i
Na-molibdata (0.7 ml; 2N HCI : 0.1M Na,MoO,4 = 4V : 3V) i rastvor boje “Malachite
Green” u polivinil alkoholu (0.3 ml; 0.042% (w/v) boje “Malachite Green” u
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1% (w/v) polivinil alkoholu). SmeSa je homogenizovana invertovanjem i inkubirana 2
min na sobnoj temperaturi. Potom je dodavana H,SO4 (2 ml; 7.8% (v/v)) i smesa je
inkubirana 1h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je merena apsorbanca na 625 nm
(Ae2s; Ultrospec 3300, Amersham Biosciences).  Koncentracija polifosfata je
utvrdivana na osnovu standardne krive koja sadrzi Agps za razliCite koncentracije
KH,POy, i izrazavana kao nmol neorganskog fosfata (Pi) mg™ ukupne koncentracije

proteina u Celiji.

3.3.6. Analiza proizvodnje egzopolisaharida

Da bi se utvrdilo da li izolati imaju sposobnost proizvodnje egzopolisaharida bakterije
su gajene na TA medijumu (odeljak 3.2.2.) suplementiranom bojama ,,Congo red* (40
mg mlI™) i ,,Coomassie brilliant blue* (20 mg ml™), kao §to je ranije opisano (Arciola et
al., 2005). Kulture su gajene 4-7 dana na 30°C.

Izolacija egzopolisaharida i njihova kvantifikacija je radena prema prethodno opisanoj
proceduri (Fett et al., 1995). Sojevi su gajeni u MSM medijumu (25 ml) sa glukozom
kao izvorom ugljenika i u NB medijumu (25 ml). Nakon 4 dana inkubacije na 30°C uz
aeraciju od 200 obrt min™ ¢éelije su uklanjane centrifugiranjem (30 min, 9000 x g, 4°C,
Sorvall SS34, RC-5B Super Speed Centrifuge; Du Pont Instruments). Egzopolisaharidi
su precipitirani iz bistrog supernatanta dodavanjem rastvora KCI (25%; w/v) do finalne
koncentracije od 1% (w/v) i tri zapremine metanola. Posle inkubacije od 16 h na 4°C
egzopolisaharidi su prikupljani centrifugiranjem (30 min, 10000 x g, 4°C, Sorvall
SS34, RC-5B Super Speed Centrifuge; Du Pont Instruments) i pelet je resuspendovan u

destilovanoj vodi (2 ml), osusen i meren na analitickoj vagi.

3.3.7. Analiza akumulacije polihidroksialkanoata (PHA)

Da bi se utvrdila sposobnost izolata da akumuliraju polihidroksialkanoate koriscen je
MSM medijum (odeljak 3.2.2.) sa smanjenom koncentracijom azota (0.25 g I NH,CI).
Kao izvor ugljenika su koris¢eni glukoza (20 mM), monoaromati¢na ili poliaromati¢na
jedinjenja. Kulture (50 ml) su gajene 48 h do 60 h u inkubatoru na 30°C, 200 obrt

4

min™. Celije su sakupljane centrifugiranjem (10 min , 5000 x g, 4°C, Eppendorf
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Centrifuge 5804R), oprane dva puta u fosfatnom puferu (2 ml, 50 mM, pH 7.4) i potom
zamrznute (-80°C) i osuSene (FreeZone Plus 6 Liter Cascade Freeze Dry Systems,
Labconco, Missouri, SAD).

3.3.7.1. Akumulacija PHA iz monoaromati¢nih jedinjenja

Monoaromati¢ni ugljovodonici su uglavnom u te¢nom stanju, hidrofobni su i slabo se
mesaju sa vodom. Zbog toga su monoaromati¢ni supstrati u MSM medijum dostavljani
tako §to je 350 ul supstrata sipano u centralni stakleni sud (pre¢nika 10 mm, visine
60 mm), kao S§to je prethodno opisano (Ward et al., 2005). Iz centralnog suda
zakacenog za grlo erlenmajera supstrat je isparavao i kroz paru dospevao do medijuma.

Izolati su na monoaromati¢nim supstratima gajeni 48 h.

U slucaju gajenja izolata na smesama (ksileni, benzen i njegovi derivati, ili benzen,
toluen, etilbenzen i ksilen, eng. BTEX od Benzene, Toluene, Ethylbenzene, Xylene)
koriS¢ene su ekvimolarne koli¢ine monoaromati¢nih jedinjenja takode sipane u

centralni stakleni sud u ukupnoj zapremini od 350 pl.

3.3.7.2. Akumulacija PHA iz poliaromati¢nih jedinjenja

Poliaromati¢ni ugljovodonici pokazuju jo§ vec¢i stepen hidrofobnosti u odnosu na
monoaromati¢ne ugljovodonike i najceS¢e su u formi kristala. Ispitivan je uticaj
razli¢itih rastvaraca (etanola, benzena, acetona i 1-pentanona) i sintetickog surfaktanta
Tween-a 80 na rastvorljivost poliaromaticnih supstrata u medijumu za rast izolata.
Studije optimizacije dodavanja poliaromata u medijum su radene sa naftalenom kao
model supstratom. KoriS¢ena je minimalna koli¢ina rastvaraca u kojoj se moglo
rastvoriti 96 mg naftalena (koli¢ina koja odgovara koli¢ini od 1.8 g ugljenika 1™):
1500 pl metanola, 250 ul benzena, 200 ul acetona i 200 ul 1-pentanona. Ovako
rastvoren naftalen je dodavan u tri vremenske tacke: jedna Cetvrtina smese je dodavana
pri inokulaciji, polovina nakon 24 h kultivacije, i poslednja Cetvrtina nakon 48 h
kultivacije. Za analizu efekta surfaktanta na rastvorljivost poliaromata Tween 80
(0.5 g I'Y) je dodavan direktno u medijum pre inokulacije, dok su kristali naftalena
(96 mg) dodavani u tri vremenske tacke (pri inokulaciji, nakon 24 h i 48 h kultivacije).

Kulture su inkubirane ukupno 60 h.
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Nakon utvrdivanja najbolje strategije za gajenje izolata u prisustvu poliaromata — MSM
medijum sa smanjenom koli¢inom azota u koji je dodavan Tween 80 (0.5 g I,
proveravana je akumulacija PHA iz ostalih poliaromati¢nih jedinjenja. Osim naftalena,
testirani su fenantren (11 mM, odnosno 95 mg na 50 ml medijuma), krizen (8.3 mM,
odnosno 95 mg na 50 ml medijuma), 1-etilnaftalen (12.5 mM, odnosno 98 mg na 50 ml
medijuma), 2-metilnaftalen (13.6 mM, odnosno 97 mg na 50 ml medijuma), i
dimetilnaftalen (12.5 mM, odnosno 99 mg na 50 ml medijuma). Kada su izolati gajeni
na smeSama poliaromati¢nih jedinjenja ukupna koli¢ina jedinjenja je bila tolika da
odgovara koli¢ini od 1.8 g ugljenika 1*. Smesa naftalena i fenantrena sadrzala je
7.5 mM naftalen (48 mg na 50 ml medijuma) i 5.5 mM fenantren (48 mg na 50 ml
medijuma); smeSa naftalena i krizena je sadrzala 7.5 mM naftalen (48 mg na 50 ml
medijuma) i 4.2 mM krizen (48 mg na 50 ml medijuma); smesa fenantrena i krizena je
sadrzala 5.5 mM fenantren (48 mg na 50 ml medijuma) i 4.2 mM krizen (48 mg na
50 ml medijuma); smeSa naftalena, fenantrena i krizena je sadrzala 5 mM naftalen
(32 mg na 50 ml medijuma), 3.6 mM fenantren (32 mg na 50 ml medijuma) i 2.8 mM
krizen (32 mg na 50 ml medijuma).

3.4. Molekularno bioloske metode

3.4.1. 1zolovanje ukupne DNK iz bakterijskih izolata

Za izolaciju ukupne DNK iz izolata koris¢ena je metoda razvijena najpre za bakterije
roda Streptomyces (Nikodinovic et al., 2003), ali se pokazala i kao veoma efikasna za

izolaciju DNK iz drugih bakterija.

Celije su gajene u TSB medijumu (30 ml; odeljak 3.2.2.) preko noéi na 30°C uz
aeraciju od 200 obrt min™. Nakon inkubacije ¢elije su sakupljane centrifugiranjem
(5 min, 4000 x g, Eppendorf Centrifuge 5804R) i resuspendovane u rastvoru za lizu.
Rastvor za lizu je sadrzao 0.3 M saharozu, 25 mM EDTA i 25 mM Tris-HCI (pH 7.5) i
2U RNaze A (Fermentas, Burlington, Kanada). Suspenziji je dodavan lizozim u
koncentraciji od 1 mg ml™ i suspenzija je potom inkubirana 30 min na 35-37°C. Potom
je dodavana 1/10 zapremine 10% (w/v) SDS-a i 0.5 mg ml™ Proteinaze K i nastavljena

je inkubacija 1.5 h na 55°C uz povremeno mesanje inverzijom. Na kraju je dodavana
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1/3 zapremine 5M NaCl i 1 zapremina hloroforma nakon ¢ega je uzorak inkubiran
30 min na 25°C uz Cestu inverziju. Nakon centrifugiranja (20 min, 5000 x g,
Eppendorf Centrifuge 5804R) gornja, vodena faza je prebacivana pipetom sa Sirokim
vrhom u ¢istu epruvetu i dodavana je jednaka zapremina izopropanola. DNK je
namotavana na zatopljenu Pasterovu pipetu, prebacivana u ¢istu eppendorf epruvetu i
prana 70% (v/v) etanolom. Nakon pranja i suSenja taloga, DNK je rastvarana u 10%

TE puferu (10 mM Tris-HCIl pH 7.51 1 mM EDTA).

Kvalitet i kvantitet izolovane DNK utvrdivani su spektroskopski ocitavanjem A 260/280

(NanoVue, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

3.4.2. Sinteza DNK u reakciji lan¢ane polimerizacije

Reakcija lan¢ane polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) zasniva se na
tri procesa koji se sukcesivno ponavljaju: in vitro denaturacija dvolan¢ane DNK
matrice, hibridizacija (aniling od eng. annealing) prajmera sa matricom na osnovu

komplementarnosti baza i ekstenzija prajmera DNK polimerazom (White, 1997).

Tokom ove studije za sintezu DNK u reakciji lanfane polimerizacije koris¢en je
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, USA), slede¢i prajmeri (Tabela 2) i
programi (Tabela 3).
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Tabela 2. Sekvence prajmera koriséenih u ovom radu.

Naziv Sekvenca (5’ - 3°) Referenca

27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Lane, 1991)
1492r CGGCTACCTTGTTACGACTT (Lane, 1991)
C120f GARTGGCCNYTNTTYYTNGAYGTN (Anetal., 2001)
C120r NARRTGNARRTGNGCNGGNCCCA (Anetal., 2001)
C230f AAGAGGCATGGGGGCGCACCGGTTCGATCA (Sei et al., 1999)
C230r CCAGCAAACACCTCGTTGCGGTTGCC (Sei et al., 1999)
phaG_EcoRlI CTCTTAGGAGAATTCAGGCCAGAAATCGCTGTA ovajrad
phaG_Notl TTATTATTAGCGGCCGCTCAGATGGCCAATGC ovaj rad
phaA_BamHI ACTTACGGATCCGAGTAACAAGAACAACGATGA ovajrad
phaA_Hindlll ACTTACAAGCTTTCAACGCTCGTGAACGTAGG ovaj rad
phaC_BamHI ACTTACGGATCCGACAGACAAACCGCCCAAAGG ovajrad
phaC_Hindlll ACTTACAAGCTTTCATCGGGTCAGCACGTAGG ovaj rad

M13 forward GTAAAACGACGGCCAGTG (Yanisch-Perron
(-20) et al., 1985)
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Tabela 3. Programi kori$c¢eni za PCR.

Temperatura Vreme  Faza reakcije Broj ciklusa

S o 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
S © « 95°C 15s
X *
=N Z 60°C 15s Umnozavanje DNK 35
S E=  72°C 155
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1
& 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
= 95°C 1 min
% 61°C 30s UmnoZavanje DNK 10
s 5 72°C 30s
N @ 95°C 1 min 15
g agJJ 59°C 30s Umnozavanje DNK

(%)
P 72°C 30s
S © 95°C 1 min
E 57°C 30s UmnoZzavanje DNK 15
=3 72°C 30s
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1
o 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
N 95°C 1 min Umnozavanje DNK
2 59°C 30s 10
IS 5 72°C 30s
N 95°C 1 min Umnozavanje DNK 15
e 5 57°C 30
o 8 °
s S 72°C 30s
e ° 95°C 1 min Umnozavanje DNK
X
= 55°C 30s 15
g 72°C 30s
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1

“Pod umnozavanjem DNK se podrazumeva denaturacija DNK, aniling prajmera i elongacija.
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Tabela 3. Programi kori$¢eni za PCR, nastavak.

Temperatura Vreme  Faza reakcije Broj ciklusa
< 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
g g 95°C 405 ) |
E 0 62°C 1 min Umnozavanje DNK 35
g < 72°C 1 min
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1
< 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
g g 95°C 405 |
= % 60°C 1 min Umnozavanje DNK 35
=3 < 72°C 1 min
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1
< 95°C 5 min Denaturacija DNK 1
g § 95°C 40s
= O 62°C 1 min Umnozavanje DNK 35
2 ‘;;_ 72°C 1 min
< 72°C 10 min  Finalna elongacija 1

“Pod umnozavanjem DNK se podrazumeva denaturacija DNK, aniling prajmera i elongacija.

3.4.2.1. UmnoZavanje gena za 16S rRNK

U cilju identifikacije izolata raden je ,,colony“ PCR uz pomo¢ KAPA2G Robust
HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Boston, SAD) po uputstvu proizvodaca. Ovaj
kit je specificno dizajniran za umnoZzavanje fragmenata duzih od 1000 bp 1 sa razli¢itim
GC sastavom (25-85%). Za umnozavanje 16S rDNK fragmenta koris¢eni su
univerzalni bakterijski prajmeri 27f i 1492r (Lane, 1991) prikazani u tabeli 1 i program

prikazan u tabeli 3.

3.4.2.2. UmnoZavanje gena za katehol dioksigenaze

Upotrebom degenerisanih prajmera C120f/C120r i C230f/C230r (Tabela 2)
umnozavan je centralni konzervisani region gena za katehol 1,2-dioksigenazu, odnosno
gena za katehol 2,3-dioksigenazu. Reakcije su pripremane na slede¢i nacin: svaki od
prajmera bio je u koncentraciji od 1 pmol pl™*. PCR reakciona smesa sadrzala je jos i
1.25 U IMMOLASE polimeraze (Bioline, UK), 1 x IMMOLASE pufer, dNTP smesu
(Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, SAD) u finalnoj koncentraciji od 2 mM,
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2.5 mM MgCl; i 3% DMSO. S obzirom da su kori$¢eni prajmeri sa visokim stepenom

izrodenosti koris¢en je ,,step down* PCR program (Tabela 3) (Roux i Hecker, 1997).

3.4.2.3. UmnoZavanje gena za PHA ketotiolazu (phaA), polimerazu (phaC) i
transacilazu (phaG)

Upotrebom prajmera navedenih u tabeli 1 umnozavani su geni za PHA 3-ketotiolazu
(phaA, 1800 bp), PHA polimerazu (phaC, 1700 bp) i PHA transacilazu (phaG, 900 bp).
Reakcije su pripremanea na isti nacin kao 1 reakcije za umnozavanje katehol
dioksigenaza (odeljak 3.4.2.3.), a programi koriS¢eni za umnozavanje ovih gena su

prikazani u tabeli 2.

3.4.3. Agarozna gel elektroforeza

Rezultati izolacije DNK, reakcije lancane polimerizacije i secCenja restrikcionim
enzimima analizirani su horizontalnom elektroforezom na 1% (w/v) agaroznim
gelovima pripremanim u TBE puferu (TBE od Tris, Borna kiselina, EDTA; 10.9 g
TRIS-a, 5.56 g borne kiseline i 0.93 g EDTA na 1 | destilovane vode). Etidijum bromid
je dodavan u gel za elektroforezu u finalnoj koncentraciji od 0.5 pg ml™.
Elektroforetsko razdvajanje vrSeno je pri konstantnom naponu elektricnog polja od 8 V

po duznom centimetru gela.

Velicina DNK fragmenata je odredivana poredenjem njihove elektroforetske
pokretljivosti sa pokretljivos¢u standarda poznate molekulske mase. Kao marker
molekulskih veli¢ina koris¢en su A DNA — EcoRI/HindlIll (564, 831, 947, 1375, 1584,
1904, 2027, 3503, 4268, 4973, 5248, 21226 bp), O’RangeRuler ™ 100 bp DNK marker
(100-1500 bp; Fermentas, Burlington, Kanada) i O’GeneRuler™ 100 bp DNK marker
(100 — 3000 bp; Fermentas UAB, Lithuania).

Razdvajanje uzoraka praceno je kretanjem fronta indikatorske boje (bromfenol plavo ili
oranz G), a detekcija uzoraka na gelu vrSena je osvetljavanjem gela ultraljubi¢astom

svetloS¢u talasne duzine 260 nm (BioDoc Analyze, Biometra, Germany).
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3.4.4. Ligiranje DNK fragmenata

Za ligiranje DNK molekula kori$¢en je pGEM-T Easy vektor sistem (Promega, SAD)
prilagoden za direktno kloniranje PCR proizvoda dobijenih upotrebom polimeraza koje
nemaju egzonukleaznu aktivnost, te ostavljaju A repi¢e na krajevima PCR proizvoda
(White, 1997). Ligaciona smeSa je pripremana prema uputstvu proizvodaca i
inakubirana je sat vremena na sobnoj temperaturi, a potom preko noc¢i na 4°C.
Rekombinantni plazmidi generisani na ovaj nacin su proveravani restrikcionom

analizom i sekvenciranjem (Tabela 4).

Tabela 4. 1zvor i relevantne karakteristike plazmida kori$¢enih u ovom radu.

Plazmid Relevantne karakteristike Referenca

PGEM-T Easy  Vektor za kloniranje PCR proizvoda, Amp" Promega, SAD
pGEM-phaA 1800 bp phaA kloniran u pGEM-T Easy Ovaj rad
pGEM-phaC 1700 bp phaC kloniran u pGEM-T Easy Ovaj rad
pGEM-phaG 900 bp phaG kloniran u pGEM-T Easy Ovaj rad

3.4.5. Priprema i transformacija E. coli kompetentnih ¢elija

Kompetentne E. coli DH5a (F", Alac, U169 (@80 lacZ AM15), supE44, hsdR17, recAl,
gyrA96, endAl, thi-1, relAl) celije su pripremane tako $to su gajene u LB medijumu na
37°C uz snaznu aeraciju, do opti¢ke gustine kulture od 0.5 na 600 nm (Hanahan, 1983).
Nakon toga celijski rast je zaustavljen hladenjem kulture (10 min, 4°C). Ohladena
kultura je talozena (10 min, 3000 x g, 4°C, Sorvall SS34, RC-5B Super Speed
Centrifuge; Du Pont Instruments), éelije iz taloga su resuspendovane u istoj zapremini
hladnog 0.1 M CaCl; i inkubirane 15 minuta na ledu. Nakon inkubacije, ¢elije su
centrifugirane (10 min, 6 000 3000 x g, 4°C, Sorvall SS34, RC-5B Super Speed
Centrifuge; Du Pont Instruments), resuspendovane u 12.5 puta manjoj zapremini
hladnog RF2 pufera (10 mM MOPS, pH 6.8; 10 mM RbCI; 75 mM CaCl,; 15%
glicerol) 1 inkubirane 15 min, 4°C. Po zavrSenoj inkubaciji, suspenzija Celija je
podeljena u alikvote od po 0.2 ml koji su trenutno zamrzavani u te¢nom azotu i cuvani

na - 80°C do korisc¢enja.
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Za proces transformacije zamrznute kompetentne ¢elije su otapane na 4°C. Suspenziji
kompetentnih ¢elija dodavana je ligaciona smesa (1-2 pl, odeljak 3.4.4.) 1 suspenzija je
inkubirana 15 min, 4°C. Nakon inkubacije ¢elije su izlagane termi¢kom stresu: 2 min
na 42°C i 5 min na 4°C. Celije su posttransformaciono ozivljavane dodavanjem 0.8 ml
neselektivnog bogatog medijuma i inkubiranjem uz intenzivnu aeraciju od 60 minuta.
Celije su zatim zasejavane na selektivne podloge (LB agar, ampicilin (100 pg ml'l),
IPTG (1 mM), X-gal (40 pg ml™)) i inkubirane na 37°C do pojave transformanata.
Efikasnost transformacije bila je od 10° - 10’ transformanata po pg DNK.

3.4.6. lzolacija i restrikciona analiza plazmida

Kolonije dobijene nakon transformacije su gajene preko no¢i (37°C, 180 obrt min™) u
hranljivom LB medijumu sa dodatkom ampicilina (100 pg ml™. Izolacija plazmida je
radena pomocu QIAprep Spin Miniprep kita (QIAGEN) prema uputstvu proizvodaca.
Za restrikcionu analizu su koris¢eni komercijalni enzimi i odgovaraju¢i puferi, a
koli¢ina enzima, pufera i temperatura inkubacije su odredivani prema savetu

proizvodaca.

3.4.7. Sekvenciranje DNK

PCR proizvodi ili restrikciono provereni plazmidi su sekvencirani na aparatu Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Foster City, SAD), uz upotrebu komercijalnog kita
za sekvenciranje BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
USA).

Reakciona smeSa za sekvenciranje (8 pl) sadrzala je: ,,Ready Reaction Mix*“ (3 pl),
prajmer kojim je vrSeno sekvenciranje (3.2 pmol) i DNK koja se sekvencira (1-2 ng na
100 bp ukoliko se sekvencira PCR proizvod, odnosno 150 - 300 ng plazmida). Prvi
korak sekvenciranja raden je na PCR aparatu (GeneAmp PCR System 2700, Applied
Biosystems, USA ) koriS¢enjem sledeceg programa: (1) jedan ciklus inicijalne
denaturacije (1 min na 96°C), (2) 25 ciklusa denaturacije (96°C, 10 s), anilinga
prajmera (55°C, 5 s) i elongacija (60°C, 4 min).

Nevezani obelezeni nukleotidi su uklanjani dodavanjem 40 pl rastvora A (1.2 ml 3M

CH3COONa, pH 5.2; 25 ml etanola; 5.8 ml destilovane vode) i centrifugiranjem
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(10 min, 10000 x g, Eppendorf Centrifuge 5415 D). Nakon odlivanja supernatanta
talog je ispiran 70% etanolom (200 pl) i centrifugiran (10 min, 10000 x g). Po
odlivanju supernatanta korak ispiranja ponovljen je jo$ jednom. Talog je osuSen i

rastvoren u HiDi formamidu (25 pl).

Analiza sekvenci radena je na aparatu Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer

programom SegAnalyzer.

3.5. Taksonomska identifikacija bakterija

3.5.1. Bojenje po Gramu

Bojenje bakterija radeno je po proceduri koju je opisao Gram i zasniva se na razlikama
u gradi Celijskog zida Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Bartholomew i
Finkelstein, 1958). Kap bakterijske prekono¢ne kulture je razmazana na mikroskopsku
plocicu i nakon suSenja na vazduhu razmaz je fiksiran na plamenu. Preparat je bojen
,Crystal violet* bojom (inkubacija 2 min; stok boje 20% w/v ,,Crystal violet boje u
etanolu, radni rastvor: 1 ml stoka boje je meSan sa 10 ml vode i 40 ml rastvora oksalata
(1% w/v)), nakon Cega je boja ispirana vodom. Potom je preparat inkubiran 2 min sa
Lugolovim rastvorom (0.3% w/v J,, 0.7% w/v KJ, 1% w/v NaHCO3). Visak lugola je
odlivan, a preparat je inkubiran sa rastvorom etanola i acetona (30 s; aceton:96%
etanol=v:v). Nakon odbojavanja preparata rastvorom etanola i acetona dodavana je
boja ,,Safranin* (inkubacija 30 s; stok rastvora boje 2.5% ,,Safranin“ u etanolu, radni
rastvor je pripreman meSanjem 1 ml stoka boje i 5 ml vode). Po isteku inkubacije
preparat je ispiran vodom i suSen uz pomo¢ filter papira. Preparati su posmatrani pod

svetlosnim mikroskopom (Olympus, U-RFLT-T, GmbH, Germany).

3.5.2. Standardni biohemijski testovi za identifikaciju bakterija

Za fenotipsku karakterizaciju bakterijskih sojeva koristi se set standardnih biohemijskih

testova opisanih u knjizi ,,Methods for general and molecular microbiology” (Tindall et

al., 2007).
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Lipaza test: Prisustvo lipaze moze se utvrdivati testiranjem sposobnost bakterija da
hidrolizuju Tween 80 na oleinsku kiselinu i sorbitol. Bakterije se zasejavaju na
specificnu podlogu sa Tween-om 80, inkubiraju 24 h na 30°C i ukoliko je reakcija

pozitivna oko kolonija se stvaraju zone prosvetljenja.

Redukcija nitrata. Ovim Dbiohemijskim testom dokazuje se sposobnost
mikroorganizama da redukuju nitrate u nitrite. Nakon zasejavanja, ispitivane kulture su
inkubirane 96 h na 30°C. Nakon inkubacionog perioda u epruvete je dodat rastvor A
(100 ul; 0.8% w/v sulfanilna kiselina u glacijalnoj siréetnoj kiselini), potom i rastvor B
(100 ul; 0.5% w/v alfanaftilamin u glacijalnoj siréetnoj kiselini). Pojava crvene boje je

znak pozitivne reakcije.

Koris¢enje razli¢itih izvora ugljenika. Sposobnost bakterija da koriste razlicite
izvore ugljenika (fruktoza, glukoza, ksiloza, saharoza, maltoza, glicerol i manitol)
testirana je u MSM te¢nom medijumu uz dodatak supstrata (1% w/v) kao jedinog

izvora ugljenika. Kulture su gajene 48 h na 30°C uz aeraciju od 200 obrt min™.

Rast na razlic¢itim koncentracijama NaCl. Ispitivani sojevi su zasejavani u 10 ml
TSB medijuma sa rastu¢im koncentracijama NaCl, od 1% - 10% (w/v) i inkubirani na
30°C

(250 obrt min™, Sejker sa horizontalnom platformom). Rast mikroorganizama pracen je

7 dana.

Hidroliza eskulina. lzolati su gajeni u 5 ml eskulin bujona (Torlak, Srbija) 48 h na
30°C. Detekcija je vrsena dodavanjem nekoliko kapi 10% (w/v) FeCls;. Crna boja

predstavlja indikaciju da soj razlaze eskulin.

Koriséenje citrata. Ispitivani mikroorganizmi su zasejavani na ,,Simson citrate agar®
(Torlak, Srbija) podloge i inkubirani 48 h na 30°C. Promene boje podloge iz zelene u

plavu ukazuje da ispitivani soj koristi citrate kao izvor energije.

Ispitivanje prisustva katalaze. Ezom je zahvatana velika koli¢ina ¢elija sa Cvrste
podloge koje su potom nanoSene na sterilnu Petri Solju. Na ¢elije je sipano 1-2 kapi 3%
(w/v) vodonik peroksida. Ukoliko ispitivani soj poseduje enzim katalazu dolazi do

burne reakcije uz oslobadanje mehurica kiseonika.
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Hidroliza uree. ,,Christensen urea agar* (Torlak, Srbija) je nakon sterilizacije razlivan
u iskoSene epruvete. Podloga razlivena u epruvete je ostavljana da se stegne, nakon
cega je podloga postala zute boje. Zasejavanje je vrSeno po kosini, a zasejana podloga
je inkubirana 24-72 h na 30°C. Ukoliko mikroorganizam razlaze ureu pojavljuje se

crvena boja.

Proizvodnja indola. Bakterije su zasejavane u bujon (odeljak 3.2.2.) i inkubirane 24 h
na 30°C, nakon c¢ega je dodavan reagens po Ehrlich-u (1 ml; 8 ¢
p-dimetilaminobenzaldehida, 760 ml 96% etanola i 160 ml koncentrovane HCI).

Pojava crvenog prstena oznacava da mikroorganizam proizvodi indol.

Hemoliza. Za ispitivanje hemoliti¢ke sposobnosti izolata kori§¢ena je komercijalna
podloga “Columbia blood agar” (Neogen Corporation, Scotland, UK) koja je
suplementirana ov¢ijom krvi. Izolati su na ovom medijumu gajeni preko no¢i na 37°C.
Ukoliko bakterije stvaraju hemolizine, oko bakterijskih kolonija se pojavljuju
prosvetljenja tj. zone hemolize u kojima je doslo do liziranja eritrocita. Na osnovu
izgleda zone hemolize razlikuju se a i f-hemoliza. B-hemoliza se odlikuje kompletnom
lizom eritrocita i dekolorizacijom hemoglobina zbog ¢ega je zona hemolize potpuno
svetla, dok a—hemoliza podrazumeva delimic¢nu lizu eritrocita 1 redukciju hemoglobina

u methemoglobin zbog ¢ega je zona zelenkaste boje.

3.5.3. Umnozavanje i sekvenciranje gena za 16S rRNK

Upotrebom univerzalnih bakterijskih prajmera (odeljak 3.4.2., Tabela 2) umnozavani su
geni za 16S rRNK. Dobijeni proizvodi su sekvencirani (odeljak 3.4.7.), a dobijene
sekvence su analizirane i preklapane u DNA Star SeqMan Pro softveru (DNASTAR
Inc., USA) i identifikovane pomo¢u BLASTN algoritma (Altschul et al., 1997). Za
pretrazivanje slicnih sekvenci deponovanih u GenBank bazi podataka koriS¢en je

BLASTN program na NCBI serveru.

Sekvence 16S rDNK fragmenata bakterija izolovanih u ovoj studiji su deponovane u
GenBank bazi podataka sa pristupnim brojevima: JN800323-JN800358, JN118576 i
JN118577.
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3.5.4. Filogenetska analiza bakterija

Dobijene sekvence 16S rRNK gena izolata su koriS¢ene za pronalazenje sli¢nih
sekvenci u okviru Ribosomal Database Project-Il Release 10 (RDP;
http://rdp.cme.msu.edu; (Cole et al., 2009)). Nakon skrac¢ivanja svih sekvenci do
jednake duzine radeno je poredenje sekvenci izolata sa sekvencama tipskih sojeva
preuzetih iz RDP baze uz pomo¢ CLUSTALW algoritma (Thompson et al., 1994).
Filogenetska stabla su konstruisana koris¢enjem ,,maximum-likelihood“ (ML)
algoritma sa Jukes-Cantor korekcijom udaljenosti (oba algoritma su ukljuena u
PHYLIP programski paket: http://bioweb2.pasteur.fr/; (Felsenstein, 1989)).

Filogenetsko stablo Gram-pozitivnih izolata je ukorenjeno koris¢enjem sekvence gena
za 16S rRNK Pseudomonas putida DSM 2917, a filogenetsko stablo Gram-negativnih
izolata je wukorenjeno koris¢enjem sekvence gena za 16S rRNK Geobacter

toluenoxydans TMJ".

3.6. Analiticke metode

3.6.1. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je metodom po Bradford-u (Bradford, 1976), koja se
zasniva na upotrebi bojenog reagensa tj. kiselog rastvora boje CBB G-250 (BioRad
Protein Assay, BioRad Laboratories, USA). Za odredivanje koncentracije proteina u
rastvor proteina nepoznate koncentracije (0.8 ml) dodavano je 0.2 ml bojenog reagensa.
Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi merena je apsorbancija na 595
nm (Asgs, Ultrospec 3300, Amersham Biosciences). Koncentracija proteina je
odredivana na osnovu strandardne krive koja predstavlja odnos poznatih koncentracija
proteinskog standarda (BSA, eng. Bovin Serum Albumine) i odgovaraju¢ih Asgsnm

vrednosti.

3.6.2. PHA esej

Utvrdivanje sadrzaja i koli¢ine polimera se zasniva na metanolizi PHA iz ¢elija (Brandl

et al., 1988; Lageveen et al., 1988), prema sledec¢oj reakciji:
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f CHR - CH, - COO },+ CH:OH 2% ,CHOHR - CH, - COOCH,

Ova reakcija se odigrava u prisustvu hloroforma koji omogucava solubilizaciju PHA i
dobijenih proizvoda. Veoma bitan korak je potpuno uklanjanje vode iz uzoraka kako
ne bi bilo kompeticije izmedu reakcija hidrolize 1 metanolize. Nakon suSenja celija
(odeljak 3.3.7.), 5 — 10 mg suve celijske mase (CDW od eng. Cell Dry Weight)
materijala je prebacivano u ,,Pyrex* epruvete (zapremina 20 ml) i dodavana je smesa
sumporne kiseline i metanola (2 ml; H,SO,4 : CH30H = 15% : 85%). Potom je dodavan
unutras$nji standard (2 ml; 10 mM metilbenzoat u hloroformu). Rastvor je meSan
invertovanjem i inkubiran 2 h u uljanom kupatilu na 100°C. Potom je rastvor hladen
(5 min, 4°C), nakon ¢ega je dodavan 1 ml dH,O. Smesa je centrifugirana (5 min, 4000
X g, Eppendorf Centrifuge 5804R). Ovim korakom je uklanjan veéi deo celijskog
materijala. Nakon centrifugiranja sakupljana je donja, hloroformska faza i filtrirana
kroz kolonice sa pamuc¢nom vatom. Dobijeni 3-hidroksialkanski metil estri su
analizirani na gasnom hromatografu (Hewlett Packard HP6890 hromatograf opremljen
BP-20 kapilarnom kolonom; 30 m X 0.25 mm, 0.25 mm debljine filma; J & W
Scientific i detektorom sa jonizacionim plamenom (,,flame-ionization* detector, FID)).
Koris¢en je slede¢i temperaturni program: 60°C 3 min; povecanje temperature do
200°C u inkrementima od 5°C min™, 200°C 1 min. Gasni hromatograt omogucava
razdvajanje 3-hidroksialkanskih metil estara. Rezultuju¢i hromatogram omogucava
determinaciju kako ukupnog sadrzaja PHA (izrazava se kao procenat CDW) tako i
sastava PHA. Koli¢ina i odnos monomera je utvrdivan na osnovu relativnih visina
pikova u odnosu na unutra$nji standard i PHA standard. PovrSine ispod pikova
predstavljale su ukupnu detektovanu koli€¢inu PHA. U kombinaciji sa podatkom o

koli¢ini CDW racunat je PHA sadrzaj Celije.

3.6.3. Esej za utvrdivanje koncentracije azota

Koncentracija azota u medijumu je utvrdivana metodom koja se zasniva na
kolorimetrijskoj reakciji NHs ili NH," (nastaju biohemijskom razgradnjom jedinjenja sa
azotom) sa fenolom i alkalnim hipohloritnim reagensom, usled cega se razvija plava
boja (Scheiner, 1976). Za spektrofotometrijsko utvrdivanje koncentracije azota

kori¢eno je serijsko razblaZenje (107) supernatanta bakterijske kulture (1 ml).
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Razblazenju supernatanta je dodat fenol-nitroprusidni pufer (400 pl; 1.3% NazPO4, 3%
trobaznog Na-citrata, 0.3% EDTA, 6% fenol, 0.02% Na-nitroprusid, pH 12) i sadrzaj je
mesan. Nakon fenol-nitroprusid pufera dodat je alkalni hipohloritni reagens (600 pl;
40 ml 1M NaOH dodavano 2.5 ml rastvora Na-hipohlorita (sadrzi 4% raspolozivog
hlora) i dopunjavano Millipore dH,O do 100 ml) i sadrZaj je meSan invertovanjem

kivete.

Po dodavanju oba reagensa reakcija se inkubira 45 min na sobnoj temperaturi, u mraku
da bi se razvila plava boja. Po isteku inkubacije ocitana je apsorbanca na 635 nm (Agss,
Ultrospec 3300, Amersham Biosciences), a koncentracija azota je utvrdivana na osnovu

standardne krive koja je sadrzala Agss za razliite poznate koncentracije NH4CI.
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4. REZULTATI

4.1. Fizi¢ko-hemijske karakteristike uzoraka re¢nog sedimenta

Petrohemijska industrija predstavlja jedan od glavnih izvora zagadenja zemljista i
re¢nog sedimenta aromati¢nim ugljovodonicima. Ovakvi uslovi Zivotne sredine su
veoma nepovoljni s obzirom na to da naruSavaju osnovne procese u zemljistu, a samim
tim 1 funkcionisanje zemljiSnog ekosistema. Sa druge strane, oCekuje se da se u ovako
zagadenoj sredini mogu nacéi bakterije koje su prilagodene Zivotu u prisustvu
polutanata, kao i bakterije sa sposobno$¢u koris¢enja polutanata kao jedinog izvora
hrane. Zato su uzorci koris¢eni u ovoj studiji uzimani u neposrednoj blizini
petrohemijske industrije. Uzorci re€nih sedimenata su uzeti sa Cetiri lokacije, kao $to je
opisano u odeljku 3.1. Uzorak oznafen sa S1 je sediment kanala za ispuStanje
preradenih otpadnih voda iz petrohemijske industrije. Uzorci S2 1 S3 su sedimenti reke
Dunav uzeti u relativnoj blizini mesta ulivanja kanala u Dunav, pa je o¢ekivano da
postoji izvestan uticaj efluenata petrohemijske industrije kako na fizicko-hemijski
sastav ovih uzoraka tako 1 na prisutnu mikrobioloSku zajednicu. Mesto uzimanja
cetvrtog uzorka (sediment TamiSa, S4) oko 5 km uzvodno od ulivanja reke Tami$ u

Dunav, a u krugu od 10 km udaljenosti od mesta uzorkovanja S1.

Najpre je uradena hemijska analiza uzoraka koja je podrazumevala merenje pH,
elementalnu analizu 1 analizu prisustva teSkih metala. pH vrednost svih uzoraka je bila

u opsegu 6.5 do 7.2.

Sastav osnovnih elemenata uzoraka, odnosno ukupne koli¢ine ugljenika, azota,
vodonika i sumpora su odredivane prema protokolu opisanom u odeljku 3.1.1.
Pokazano je da je u uzorku S1 (sediment kanala za ispuStanje preradenih otpadnih
voda) bilo 6.3 do 9.5 puta vise ukupnog ugljenika nego u preostala tri uzorka (Tabela
5). U ovom uzorku su takode znacajno bile povisene koli¢ine azota (od 6.2 do 9 puta) i
vodonika (od 2.7 do 4.4 puta) u odnosu na druge uzorke. Sumpor je detektovan jedino
u uzorku S1 (Tabela 5).
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Metodom opisanom u odeljku 3.1.2 radena je kvalitativna 1 kvantitativna procena teskih

metala u uzorcima recnog sedimenta. U sva Cetiri uzorka su detektovani Cd, Hg, Ni,

Pb i Zn, s tim §to je u uzorku S1 bilo od 20 do 56.3 puta vise Hg, od 2.3 do 4.2 puta

viSe Ni i od 4.4 do 6.1 puta Zn u odnosu na ostala tri uzorka (Tabela 5). U uzorku S1 je

nadena i1 poviSena koncentracija Cd od 2.4 puta u odnosu na S2, odnosno 2.1 put u

odnosu na S3 uzorak. Najveca koncentracija Pb je detektovana u u zorku S4, i bila je

od 1.2 do 2.3 puta visa u odnosu na ostale uzorke (Tabela 5).

Tabela 5. Mikro- i analiza prisustva teskih metala u uzorcima sedimenata

kanala za ispust preradenih otpadnih voda (S1), Dunava uzvodno od mesta

ulivanja kanala (S2), Dunava nizvodno od mesta ulivanja kanala (S3) i

Tamiga (S4).
Uzorak refnog sedimenta
S1 S2 S3 S4
C 190.1 20.6 30.2 20.9
©
N
© N 9.4 <1 1.4 15
C o
S x
RS H 20.3 4.6 5.3 7.6
2 *
S 5.9 nd nd nd
Cd 1.7 0.7 0.8 1.3
E’ Hg 90.1 1.6 2.0 45
(@))
E Ni 40.7 9.6 11.5 17.5
T
o Pb 3.1 1.6 1.9 3.8
>
Zn 302.8 49.3 58.5 68.4

“nd — nije detektovano
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4.2. Izolacija bakterija iz re¢nog sedimenta

Jedan od ciljeva ove teze bio je izolacija robustnih bakterija iz uzoraka potencijalno
kontaminiranih petrohemijskim efluentima. Da bi se procenio broj vijabilnih bakterija
u uzorcima sedimenata uzorci su prvo zasejeni na LA medijum (odeljak 3.2.2.) i nakon
48 h rasta prebrojan je broj kolonija. Na osnovu formule za izraCunavanje broja celija
po gramu uzorka (CFU, eng. Colony Forming Unit; odeljak 3.2.4.) vidi se da je u sva
Cetiri uzorka broj vijabilnih bakterija istog reda veliCine, s tim §to je u uzorku S1 bilo

od 1.1 do 1.4 puta vise bakterija u odnosu na ostala tri uzorka (Tabela 6.).

Tabela 6. Procena broja ¢elija u uzorcima sedimenta kanala za ispuStanje

preradenih otpadnih voda (S1), reke Dunav (S2 i S3) i reke Tamis (S4).

Uzorak reénog sedimenta

medijum s1 S2 S3 sS4
S e LA 34x10°  25x107  29x10°  3.1x10
O Tf SCA 24x10°  9x10° 1.2 x 10° 1.4 x 10°
= MsM” 1.6x10°  7x10* 1.1x10° 1.3x10°

*strategija predobogacivanja uzorka uz kori$¢enje naftalena kao jedinog izvora ugljenika.

Za izolaciju bakterija iz uzoraka sedimenata koriS¢ene su dve strategije: za selekciju
Gram-pozitivnih bakterija i1 selekciju Gram-negativnih izolata sa sposobnoscu

degradacije poliaromati¢nih ugljovodonika, opisane u poglavlju 3.2.4.

4.2.1. Selektivna izolacija Gram-pozitivnih bakterija

Prva strategija selektivne kultivacije je podrazumevala upotrebu toplotnog pretretmana
uzorka (isuSivanje) i medijuma koji stimuliSe rast i sporulaciju Gram-pozitivnih
Actinobacteria (Hopwood et al., 1985). Nakon 7 dana inkubacije prebrojane su
kolonije i izraCunate su CFU vrednosti (Tabela 6). U uzorku S1 je dobijen najveci broj
bakterija kultivisanih ovim pristupom: 2.7 puta vise nego u uzorku S2, 2 puta vise nego
u S3 1 1.7 put viSe nego u S4. Selektuju¢i karakteristike kolonija, kao $to su
sporulacija, koricasta morfologija za dalji rad je odabrano 218 morfoloski razlicitih

bakterija izolovanih na SCA medijumu.
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4.2.2. Selektivna izolacija bakterija koriS¢enjem pretretmana naftalenom

Druga strategija izolovanja je podrazumevala upotrebu naftalena kao selektivnog
pritiska za izolaciju bakterija sa sposobnoS¢u koriS¢enja ovog poliaromaticnog
jedinjenja kao jedinog izvora ugljenika (Long et al., 2009). Nakon 96 h rasta
prebrojane su pojedinac¢ne kolonije i odreden je CFU za svaki uzorak (Tabela 6). |
ovim pristupom je dobijena najvisa CFU vrednost za uzorak S1 1 bila je 2.3, 1.5,

odnosno 1.2 puta visa u odnosu na CFU vrednosti za uzorke S2, S3, odnosno S4.

Da bi se obezbedila Sto veca raznovrsnost izolata, nakon kultivacije bakterija ovim
pristupom odabrano je 7 morfoloski razli¢itih sojeva koji su najbrze rasli u toku 24 h na
MSM medijumu sa naftalenom kao jedinim izvorom ugljenika i energije (odeljak
3.24).

Za dalji rad je odabrano ukupno 225 morfoloski razli¢itih izolata poreklom iz sva Cetiri

uzorka i dobijenih koris¢enjem obe strategije izolacije.

4.3. Katabolicki potencijal za razgradnju aromati¢nih ugljovodonika i

identifikacija izolovanih bakterija

4.3.1. Sposobnost izolata da degraduju aromati¢na jedinjenja

Svi izolati su testirani za sposobnost rasta na 15 razli¢itih aromati¢nih ugljovodonika
koji su Cesto prisutni u industrijskim efluentima (Slika 16). Inicijalno testiranje je
radeno na minimalnim ¢vrstim podlogama sa dodatkom aromati¢nog jedinjenja kao
jedinog izvora ugljenika i energije. Od ukupno 225 izolata 88 (39%) nije moglo da
koristi ni jedan od testiranih jedinjenja kao jedini izvor ugljenika, dok je 61% izolata
moglo da koristi barem jedan od ponudenih supstrata. Najveci broj izolata (56) je
mogao da koristi do tri aromati¢na supstrata, 43 izolata su imala sposobnost kori§¢enja
od 4 do 8 razlic¢itih jedinjenja, 20 je koristilo 9-14, dok je 18 izolata imalo sposobnost
koris¢enja svih 15 testiranih jedinjenja (Slika 15). Poslednje dve grupe izolata sa

sposobnos§cu rasta na vise od 9 aromati¢nih jedinjenja, ukupno njih 38 predstavljale su
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bakterije sa sposobnos$c¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja i odabrane

su za dalje analize (Slika 16).

Slika 15. Sposobnost izolata da degraduju aromati¢na jedinjenja (M- O jedinjenja; ® - 1-3
jedinjenja;

@ - 4-8 jedinjenja; ® - 9-14 jedinjenja, ®@ - 15 jedinjenja).

Od 38 izolata sa sposobnoScu rasta na 9 1 viSe aromati¢nih jedinjenja ¢ak 61% je bilo
poreklom iz sedimenta kanala za ispuStanje preradenih otpadnih voda (S1). Medu
izolatima sa sposobnos¢u rasta na svih 15 jedinjenja (18 izolata) ¢ak 13 je bilo
poreklom iz uzorka S1 (Slika 16). Medu izolatima sa sposobnos¢u degradacije 9 i vise
aromati¢nih jedinjenja 13% je bilo poreklom iz sedimenta Dunava uzvodno od mesta
ulivanja kanala (S2), 18% iz sedimenta Dunava nizvodno od mesta ulivanja kanala i

8% poreklom iz sedimenta Tamisa (S4).

Svih 38 izolata je imalo sposobnost kori$é¢enja toluena i Br-benzena kao jedinih izvora
ugljenika i energije. Sa druge strane, najslabije kori$ceni supstrati bili su o-nitrofenol

(moglo je da ga koristiti 25 izolata) i p-ksilen (supstrat za 22 izolata) (Slika 16).

59



09

N 9D
N S, HOA DO N M NN & N\ > B ~0
OIS 2T ESANNANSKNRN AL D o 'bgq"bQ N fli"\q’%'b{ﬂ‘bq’ EXNAN

4 \"'f\(&'{bgfb'i\q')/\Qq')'\q?%\'i\b:‘Q@b\@\q{'b@
Br-BENZEN
m-KSILEN
TOLUEN
STIREN
o0-KSILEN
BIFENIL
BENZEN
FENOL
CI-BENZEN
NAFTALEN
GVAJAKOL
NITROBENZEN

]
ETIL BENZEN HEEEEN [ |
p-KSILEN H B BEEEEEEEN
Bl B B

o-NITROFENOL

Slika 16. Rast bakterija izolovanih iz zagadenog povrSinskog re¢nog sedimenta na aromati¢nim ugljovodonicima. Izolati su gajeni na ¢vrstom

MSM medijumu sa aromati¢nim jedinjenjem kao jedinim izvorom ugljenika i energije (B - rast i O - odsustvo rasta u prisustvu datog supstrata).



4.3.2. ldentifikacija izolata na osnovu sekvence gena za 16S rRNK i filogenetska

analiza

Svih 38 izolata sa sposobnos¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja je
identifikovano na osnovu sekvenciranja gena za 16S rRNK. Cak 34 izolata je pripadalo
grupi Gram-pozitivnih bakterija: 16 bakterija je na osnovu 16S rDNK sekvence
svrstano u rod Bacillus, 7 u rod Rhodococcus, 6 u rod Arthrobacter, dve bakterije
pripadaju rodu Streptomyces (TN10 i TN121), dve rodu Gordonia (TN103 i TN108) i
jedna bakterija rodu Staphylococcus (TN104). Preostala Cetiri izolata bili su Gram-
negativni  Sinorhizobium sp. (TN21 i TN321), Acinetobacter sp. (TN302) i
Pseudomonas sp. (TN301). Pristupni brojevi sekvenci u NCBI bazi podataka su
JN800323-JN800358, IN118576 i JN118577.

Da bi se utvrdio filogenetski odnos izolovanih sojeva sa ve¢ opisanim bakterijskim
vrstama konstruisana su filogenetska stable za Gram-pozitivne (Slika 17) i Gram-
negativne izolate (Slika 18). Filogenetsko stablo Gram-pozitivnih izolata sastavljeno je
od dve nezavisne klade: Actinomycetales (Gordonia, Arthrobacter, Rhodococcus i
Streptomyces) i Bacillales (Bacillus i Staphylococcus) (Slika 17). Svi izolati su
pokazivali od 93% do 100% homologije sekvenci sa najsrodnijim sekvencama
deponovanim u GenBank. Izolati TN105, TN221 i TN103 identifikovani kao
Rhodococcus sp. TN105, Arthrobacter sp. TN221 i Gordonia sp. TN103 su u
filogenetskoj analizi pokazali 93%, 94% i 95% sli¢nosti u sekvenci sa najsrodnijim
vrstama. Na filogenetskom stablu ovi izolati su smeSteni na duzim granama u odnosu
na najsrodnije vrste §to ukazuje na vecu gensku distancu. Nizak procenat slicnosti u
16S rDNK sekvenci kao i pozicija ovih sojeva na filogenetskom stablu u odnosu na
najsrodnije vrste ukazuje da su Rhodococcus sp. TN105, Arthrobacter sp. TN221 i
Gordonia sp. TN103 novi bakterijski sojevi. Na filogenetskom stablu Gram-negativnih
bakterija se mogu uociti dve nezavisne klade: Rhizobiales (Sinhorizobium TN21 i
TN321) i Pseudomonadales (Pseudomonas sp. TN301 i Acinetobacter sp. TN302). Svi
Gram-negativni izolati su pokazivali 99% sli¢nosti u sekvenci gena za 16S rRNK sa

najsrodnijim GenBank sekvencama (Slika 18).
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69— Rhodococcus sp. TN101(JN800327)
Rhodococcus sp. TN105 (JN800331)
52 |Rhodococcus sp. TN127

Rhodococcus sp. TN111 (JN800337)

85| 70 Rhodococcus erythropolys DSM 430667 (X79289)
Rhodococcus sp. TN113 (JN800339)

Rhodococcus sp. TN112 (JN800338)

Rhodococcus gingshengii djl-67 (DQ090961)
Rhodococcus globerulus DSM 439547 (X80619)
Rhodococcus opacus DSM 43205T (X80630)

94— Rhodococcus imtechensis RKJ300" (AY525785)

Rhodococcus wratislaviensis NCIMB 130827 (Z37138)
Rhodococcus sp. TN401 (JN800358)

100 Gordonia rubripertincta DSM 431977 (X80632)
Gordonia amicalis IEGMT (AF101418)
68 75 Gordonia sp. TN108 _s_JN800334
1 92 Gordonia sp.

N103 (JN800329)
731 Arthrobacter scleromae YH-2001T (AF330629)
99

Arthrobacter sp. TN110 (JN800336)
Arthrobacter sp. TN201 (JN800349)
Arthrobacter defluvii 4C1-aT(AF330692)
93 Arthrobacter sp. TN323 (JN800357)
Arthrobacter sp. TN30 (JN800326)
Arthrobacter sp. TN222 (JN800351)
Arthrobacter sp. TN221 (JN800350)
Arthrobacter ramosus DSM 205467 (X80742)
95! Arthrobacter pascens DSM 205457 (X807740)
100r— Streptomyces omiyaensis NRRL B-15877 (EF178697)
Streptomyces sp. TN121 (JN800340)
Streptomyces griseorubens NBRC 127807 (AB184139)
100 [— Streptomyces longispororuber NBRC 134887 (AB184440)
Streptomyces sp. TN10 (JN800323)
Streptomyces viridodiastaticus NBRC 131067 (AY999852)
100 [ Staphylococcus epidermidis ATCC 149907 (D83363)
—ritaphylococcus sp. TN104 (JN800330)
Staphylococcus caprae ATCC 35538 (AB009935)

70— Bacillus sp. TN102 (JN800328)
100 Bacillus sp. TN124 (JN800342)
Bacillus sp. TN125 (JN800343)
100

Bacillus macauensis ZFHKF-1T (AY373018)
88— Bacillus aryabhattai BBW22T (EF114313)
Bacillus sp. TN322 (JN800356)

Bacillus sp. TN41 (JN118576)
Bacillus sp. TN107 (JN800333)
Bacillus sp. TN128 (JN800347)
Bacillus sp. TN130 (JN800348)
Bacillus megaterium |1AM 134187 (D16273)
Bacillus sp. TN122 (JN800341)

Bacillus flexus NBRC 157157 (AB021185)

Bacillus sp. TN22 (JN800325)

152 1900 Bacillus sp. TN106 (JN800332)

Bacillus cereus ATCC 145797 (AE016877)

Bacillus altitudinis 41KF2bT (AJ831842)

Bacillus sp. TN42 (JN118577)

100y~ Bacillus subtilis DSM 10T (AJ276351)
Bacillus sp. TN109 (JN800335)

Bacillus marisflavi TF-11T (AF483624)

Bacillus aquimaris TF-12 T (AF483625)

Bacillus sp. TN303 (JN800354)

Bacillus sp. TN126.2 (JN800345)

99 Bacillus sp. TN126.1 (JN800344)

Pseudomonas putida DSM 2917 (D84020)
0.02
—_

87

100

99

87

99

100

o

Slika 17. Filogenetsko stablo Gram-pozitivnih izolata konstruisano na osnovu sekvenci gena za
16S rRNK. Bakterije izolovane u ovom radu su prikazane podebljanim slovima.
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73Pseudomonas monteilii CIP 1048837 (AF064458)

Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751 T (EU1030629)
> Pseudomonas fulva IAM 15297 (AB046999)
Pseudomonas oryzihabitans IAM 15687 (D84004)
100 Pseudomonas sp. TN301 (JN800352)
Pseudomonas putida DSM2917 (D84020)

Acinetobacter gyllenbergii RUH 4227 (AJ293694)

100 ’;

Acinetobacter sp. TN302 (JN800353)
Acinetobacter johnsonii ATCC 179097 (293440)
75 Acinetobacter beijerinckii LUH 47597 (AJ626712)
90l Acinetobacter haemolyticus DSM 69627 (X81662)

5‘j|{:7 Sinorhizobium sp. TN21 (JN800324)

65 = Sinorhizobium sp. TN321 (JN800355)
100 | - Ensifer adherens LMG 202167 (AM181733)
82 Ensifer saheli LMG 7837 (X68390)
48 Ensifer fredii LMG 62177 (X67231)
Sinorhizobium americanum CFNEI 156" (AF506513)
Geobacter toluenoxydans TMJ1T (EU711072)

0.02

Slika 18. Filogenetsko stablo Gram-negativnih izolata konstrisano na osnovu sekvenci gena za
16S rRNK. Gram-negativne bakterije izolovane u ovom radu su prikazane podebljanim

slovima.

Medu Gram-pozitivnim bakterijama njih 16 je imalo sposobnost rasta na svih 15
testiranih jedinjenja. U ovoj grupi izolata sa mogucénoséu degaradacije Sirokog spektra
aromati¢nih jedinjenja nalaze se 6 sojeva koji pripadaju rodu Rhodococcus (TN101,
TN105, TN111, TN112, TN113 i TN401), 5 Bacillus-a (TN102, TN106, TN107,
TN109 i TN301), dva izolata koja pripadaju rodu Gordonia (TN103 i TNZ108),
Arthrobacter sp. TN110 i TN201, kao i Staphylococcus sp. TN104. Izolati
Pseudomonas sp. TN301 i Acinetobacter sp. TN302 su takode mogli da koriste svih 15

aromati¢nih supstrata.

4.3.3. Prisustvo gena za katehol 1,2- i katehol 2,3-dioksigenazu kod izabranih

izolata

Aerobna degradacija najveceg broja aromati¢nih jedinjenja se vrsi preko katehola ili
njegovih derivata. Katehol 1,2- i katehol 2,3-dioksigenaza su enzimi koji uéestvuju u
otvaranju aromati¢nog prstena katehola i predstavljaju centralne enzime katabolizma

najveceg broja aromati¢nih jedinjenja (Hendrickx et al., 2006).
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Upotrebom degenerisanih prajmera (odeljak 3.4.2.2.) umnozeni su centralni
konzervisani regioni gena za katehol 1,2-dioksigenazu i katehol 2,3-dioksigenazu
(Slika 19). Kod 8 izolata je umnoZen fragment gena za katehol 1,2-dioksigenazu
(C120) ocekivane duzine od 280 bp (Slika 19a), ali je nakon sekvenciranja PCR
proizvoda potvrdeno prisustvo gena za C120 samo kod izolata Pseudomonas sp.
TN301 (Prilog 1). Najvecu sli¢nost i na nukleotidnom (95%) i na aminokiselinskom
nivou (98%) sekvenca centralnog konzervisanog regiona C120 gena ovog izolata
pokazivala je sa catA genom P. putida F1.

Slika 19. Analiza PCR proizvoda dobijenih umnoZavanjem konzervisanog regiona gena za a)
katehol 1,2-dioksigenazu (C120, 280 bp) i b) katehol 2,3-dioksigenazu (C230, 380 bp). M-

Gene Ruler (Fermentas); strelice pokazuju na ocekivanu veli¢inu fragmenta.

Od ukupno 10 izolata kod kojih je umnoZen fragment odgovarajué¢e duzine (380 bp;
Slika 19b), nakon sekvenciranja je potvrdeno prisustvo gena za katehol 2,3-
dioksigenazu (C230) kod tri izolata Bacillus sp. TN124, Bacillus sp. TN125 i Bacillus
sp. TN126.2 (Prilog 2). Sekvenca centralnog regiona C230 gena sva tri izolata je
pokazivao 100% sli¢nosti sa deponovanim parcijalnim sekvencama C230 gena
nekultivisanih bakterija u NCBI bazi podataka. Ova tri izolata su pokazivala razliCit
katabolicki potencijal: izolati TN125 i TN126.2 su mogli da rastu na po 13 testiranih
jedinjenja, ali su se razlikovali po tome §to TN125 nije imao sposobnost degradacije o-
nitrofenola i bifenila, dok TN126.2 nije imao sposobnost degradacije o- ksilena i
gvajakola. Izolat TN124 je imao sposobnost rasta na svega 9 testiranih jedinjenja
(Slika 16). Medutim, konzervisani regioni gena njihovih centralnih katabolickih

enzima medusobno su pokazivali 99% sli¢nosti u nukleotidnoj sekvenci.
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4.4. Metaboli¢ka raznovrsnost Gram-pozitivnih izolata

S obzirom na to da su Gram-pozitivne bakterije relativno malo izuc¢avane u pogledu
njihove sposobnosti da degraduju aromaticna jedinjenja kao jedan od ciljeva ovog rada
postavljena je izolacija i identifikacija Gram-pozitivnih bakterija koje mogu da opstaju
U sredini zagadenoj meSovitim polutantima i koje bi mogle imati primenu u

bioremedijaciji.

4.4.1. Rast Gram-pozitivnih izolata na razli¢itim temperaturama i pri poviSenim

koncentracijama soli

Ispitivana je sposobnost Gram-pozitivnih izolata da rastu u opsegu temperatura od 5°C
do 42°C. 0Od 34 Gram-pozitivna izolata polovina je mogla da raste optimalno na
temperaturama od 28°C do 32°C u laboratorijskim uslovima. Bacillus sp. TN42,
Rhodococcus sp. TN401 su pokazali sposobnost rasta na bogatom medijumu u Sirokom
opsegu temperatura (5°C-42°C), dok izolati TN30 i TN113 nisu mogli da rastu na
temperaturama preko 32°C. Ukupno 13 izolata je moglo da raste na viSim
temperaturama, ukljucujué¢i 42°C (TN10, TN22, TN41l, TN105, TN106, TN107,
TN109, TN122, TN125, TN128, TN130, TN222, TN322), ali ne i na temperaturama
ispod 15°C. lzolat Rhodococcus sp. TN401 je dakle imao sposobnost rasta na svim

testiranim jedinjenjima i u Sirokom opsegu temperatura.

Takode je ispitivana sposobnost izolata da toleriSu povisene koncentracije soli. Od svih
Gram-pozitivnih izolata samo dva su pokazivala dobar rast na bogatom medijumu u
prisustvu 10% NaCl na 30°C i to su bili Bacillus sp. TN122 i Bacillus sp. TN128.

4.4.2. Rast Gram-pozitivnih izolata u prisustvu poviSenih koncentracija teSkih
metala

S obzirom na to da je kombinovano zagadenje Zivotne sredine aromati¢nim
ugljovodonicima i metalima veoma cesto (Deeb i Altalhi, 2009; Pepi et al., 2009), kao i

da je opisan inhibitorni efekat teSkih metala na aktivnost bakterijskih enzima ukljucenih
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u katabolizam aromati¢nih jedinjenja (Pepi et al., 2008) testirana je tolerancija Gram-

pozitivnih izolata na prisustvo visokih koncentracija teskih metala (odeljak 3.3.3).

Za testiranje su odabrani sledeé¢i metali: Cd**, Ni**, Hg®*, Cu®*, Fe*" i Zn®**. Kada su
upotrebljene koncentracije metala 20 puta vece u odnosu na maksimalne koncentracije
dozvoljene Pravilnikom o Stetnim materijama Ministarstva zivotne sredine, rudarstva i
prostornog planiranja 31 soj je pokazao rast u prisustvu 17 pM Ni?*, 16 u prisustvu 535
uM Cd?, pet u prisustvu 270 uM Hg®*, tri u prisustvu 892 pM Fe** i 6 u prisustvu 31.5
mM Cu®. Nijedan od sojeva nije rastao u prisustvu 92.5 mM Zn**. Kada su
upotrebljene koncentracije koje odgovaraju 100 mM koncentraciji metalnog jona broj
sojeva koji su mogli tolerisati ove metale je znac¢ajno redukovan. Svega dva soja su
mogla da rastu u prisustvu 100 mM Ni%, jedan u prisustvu Cd**, tri u prisustvu Hg?",
dva u prisustvu Fe®" i pet izolata u prisustvu Cu®** (Tabela 7). Medu svim bakterijama
izdvojio se izolat Bacillus sp. TN303 koji je pokazivao rast u prisustvu izuzetno visoke

koncentracije tri teSka metala (Hg2+, Cu2+, Feg+).

Da bi se ispitao potencijalni efekat teskih metala na rast sojeva u prisustvu aromati¢nih
jedinjenja kao jedinih izvora ugljenika i energije testirana je sposobnost koriS¢enja
toluena, odnosno naftalena kao supstrata a u prisustvu metala. Pokazano je da su sojevi
koji su ispoljili toleranciju na visoke koncentracije teskih metala u prisustvu laktata kao
izvora ugljenika zadrzali tu sposobnost kada je laktat zamenjen toluenom, odnosno
naftalenom. Dakle, sposobnost degradacije aromati¢nih jedinjenja kod ovih izolata nije

naru$ena prisustvom teskih metala.

4.4.3. Rast Gram-pozitivnih izolata u prisustvu antibiotika

Takode je ispitivan rast izolata u prisustvu Sest razliitih antibiotika (Tabela 7).
Najrasprostranjenija je bila rezistencija na ampicilin (13 sojeva), dok je rezistenciju na
tetraciklin pokazao samo Bacillus sp. TN107. Interesantno je da Bacillus sp. TN303
koji je imao sposobnost degradacije svih 15 testiranih aromati¢nih jedinjenja, tolerisao
100 mM koncentracije tri metala takode ispoljavao rezistenciju na Cetiri od Sest

testiranih antibiotika (ampicilin, nalidiksinska kiselina, eritromicin i kanamicin).
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Tabela 7. 1Izolati sa sposobnos¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih

ugljovodonika i njihov rast na teskim metalima i antibioticima

Metal? Antibiotik®

(100 mM) Am® NA Er Km Rf Te

TN303 Cu®*, Hg*", Fe*" + + + +
TN112 Cd**, Fe** +
TN221 Cu?*, Ni?*

TN113 Cu* + + +
TN101 Hg* +
TN102 Cu* +

TN127 Ni**
TN401 Cu?*
TN107
TN125
TN104
TN105
TN106
TN201 +

TN30 +

TN41 +
TN42 +
TN10 +

TN111 +
TN122 +

Izolat

+

+ + + + +
+

# Izolati su gajeni na ¢vrstom MT medijumu sa laktatom kao izvorom ugljenika i solima metala
(NiCl,, CdSQ,4, HgCl,, FeCl; and CuSO,) u koncentracijama koje odgovaraju 100 mM
metalnom jonu. ° Am — ampicilin, 100 pg ml™; NA — nalidiksinska kiselina, 40 pg ml™;
Er — eritromicin, 30 pg ml™; Km — kanamicin, 100 pg ml™; Rf — rifampicin, 20 pg ml™;
Te — tetraciklin 30 pg ml™.

67



4.4.4. Analiza akumulacije polifosfata kod Gram-pozitivnih izolata

Polifosfati se nalaze medu najces¢e akumuliranim biopolimerima i pokazano je da stres
poput neuravnoteZenosti nutrijenata u zivotnoj sredini moze pokrenuti akumulaciju
polifosfata kod bakterija (Rao et al., 1998). S obzirom na to da su sedimenti iz kojih su
izolovane bakterije izlozeni uticaju petrohemijskih efluenata i da postoji
neuravnotezeni odnos nutrijenata (Tabela 5), izolati su analizirani za sposobnost

akumulacije polifosfata.

Neorganski polifosfat (polyPi) je detektovan kod 12 od 34 Gram-pozitivnih izolata: pet
izolata iz roda Bacillus, cetiri izolata iz roda Arthrobacter, Rhodococcus sp. TN101 i
TN111 i Streptomyces sp. TN21 (Slika 20). Najveca koli¢ina polifosfata detektovana je
kod Bacillus sp. TN322 i iznosila je 70 nmol Pi po mg ukupnih proteina $to je 2.4 do
5.6 puta vise u odnosu na detektovane koli¢ine polifosfata kod ostalih Bacillus-a. Sva
Cetiri soja koja pripadaju rodu Arthrobacter su akumulirala ujednacen nivo ovog
polimera (od 35 do 43 nmol Pi po mg ukupnih proteina). Najnizi nivo akumulacije

polyPi uocen je kog Rhodococcus sp. TN101

80 -

Polifosfati
(nmol Pi mg™ prot)

20 1
10 1
o

fﬂf‘}@r@éfﬂ"\m
®e§§§®®@@@&§

Sojevi

Slika 20. Akumulacija neorganskog fosfata (PolyPi) kod bakterija izolovanih u ovom radu.
Bakterije su gajene pet dana u MSM medijumu sa glukozom (0.1% w/v) kao izvorom
ugljenika. Rezultati predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz tri nezavisna eksperimenta.

(m Bacillus, @ Arthrobacter, | Rhodococcus, B Streptomyces).
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4.4.5. Analiza proizvodnje egzopolisaharida kod Gram-pozitivnih izolata

Egzopolisaharidi su jo§ jedan vazan biopolimer koji je ukljuen u zaStitu
mikroorganizama od sredinskog stresa i dehidratacije (Vu et al., 2009). Za detekciju
egzopolisaharida je koris¢ena boja “Congo red” (odeljak 3.3.6) za koju je pokazano da
se vezuje za ekstracelularne polisaharide (Arciola et al., 2005). Na ovaj nacin su
detektovani egzopolisaharidi kod pet Gram-pozitivnih izolata: Bacillus sp. TN43,
TN124, TN125, and TN128, i Rhodococcus TN105 (Slika 21). Sojevi koji su imali
sposobnost proizvodnje egzopolisaharida su se bojili tamnije crveno u odnosu na ostale
izolate. Takode, u sluCaju sojeva koji su proizvodili egzopolisaharide boja se
ravnomerno rasporedivala po kolonijama, dok je u slucaju sojeva koji nisu imali tu

sposobnost boja bila ograni¢ena na centar kolonije (Slika 21).

-
b 8

Slika 21. Proizvodnja egzopolisaharida. a) Bacillus sp. TN124, b) Bacillus sp. TN125, c)

Bacillus sp. TN128, d) Rhodococcus sp. TN105 nakon bojenja “Congo red” bojom.

Kvantifikacija egzopolisaharida je uradena kod cetiri soja kod kojih je gajenjem na
medijumu sa ,,Congo red“ bojom detektovana produkcija egzopolisaharida (odeljak
3.3.6., slika 22). S obzirom na to da se i egzopolisaharidi proizvode u odgovoru na
stres pracena je produkcija ovih bioloskih polimera u minimalnom medijumu (MSM) i
u hranljivom medijumu. Svi izolati su ujednaceno rasli u oba medijuma, ali je postojala
razlika u koli¢ini sintetisanog polimera kako izmedu izolata, tako 1 u zavisnosti od
medijuma u kom su izolati gajeni. Egzopolisaharidi su tokom gajenja u hranljivom
medijumu detektovani samo kod Rhodococcus sp. TN105 i Bacillus sp. TN128,
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pri  Cemu je proizvodnja egzopolisaharida bila 2.6 puta veta kod
Rhodococcus sp. TN105. Kada su izolati gajeni u MSM medijumu egzopolisaharidi su
detektovani kod sva cetiri izolata. Medutim, najveca koli¢ina egzopolisaharida je
detektovana kod Rhodococcus sp. TN105 i bila je 3.9, 1.9, odnosno 1.4 puta visa u
odnosu na nivo egzopolisaharida proizvedenih od strane Bacillus sp. TN124,
Bacillus sp. TN125 i Bacillus sp. TN128 (Slika 22).

100+

0]
o

EPS (ug mg-'CDW)
(@]
o

401
20 -
0 - . v v
Rhodococcus sp.  Bacillus sp. Bacillus sp. Bacillus sp.
TN105 TN128 TN125 TN124

Slika 22. Koli¢ina egzopolisaharida akumulirana kada su izolati gajeni u MSM medijumu sa

glukozom kao izvorom ugljenika (m) i bogatom NB medijumu (O).

Ni jedan od sojeva koji su imali sposobnost proizvodnje egzopolisaharida nije mogao
da raste na MTM medijumu sa 100 mM koncentracijama testiranih metala (odeljak
4.4.2.). Medutim, Bacillus sp. TN128 i Rhodococcus sp. TN105 su mogli da rastu u
prisustvu 20 puta povisenih koncentracija Ni?* (17 pM) i Cd** (535 uM). Takode,
Rhodococcus sp. TN105 je mogao da razgraduje svih petnaest jedinjenja, dok je
Bacillus sp. TN128 rastao na 12 od 15 testiranih aromati¢nih ugljovodonika (Slika 16).
Oba izolata su pokazala rezistenciju na ampicilin i nisu akumulirali polifosfate (Tabela
7 i slika 20).

4.4.6. Akumulacija polihidroksialkanoata kod Gram-pozitivnih izolata

Polihidroksialkanoati su jo§ jedan tip biopolimera koji se obi¢no akumuliraju u
uslovima stresa, kao Sto je limitiranost nekog od esencijalnih nutrijenata poput azota, a
u suvisku ugljenika (Chen, 2009). S obzirom na to da je prilikom elementalne analize

uzoraka sedimenata pokazano da postoji visok odnos ukupnog ugljenika i azota
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(C/N odnos), Gram-pozitivni izolati su testirani i za proizvodnju ovog biopolimera, i to

kada su glukoza ili toluen kori$¢eni kao izvor ugljenika.

Od 34 Gram-pozitivna izolata sa sposobno$¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih
ugljovodonika tri izolata iz roda Bacillus (TN22, TN128 i TN122) su akumulirala
polihidroksialkanoate kada je glukoza koris¢ena kao izvor ugljenika. Sva tri izolata su
akumulirala polihidroksialkanoate sa monomernim jedinicama kratkih lanaca, scl-PHA
(odeljak 1.4.1.), sastavljene od 3-hidroksibutirata kao monomerne jedinice
(polihidroksibutirat, PHB), pri ¢emu je najveca koli¢ina PHB bila detektovana kod
Bacillus sp. TN22 i bila je 2.5, odnosno 2.1 puta visa u odnosu na nivo PHB kod
Bacillus sp. TN122 i TN128 (Slika 23). Sva tri izolata su akumulirala PHB i kada su
gajena na toluenu kao jedinom izvoru ugljenika i energije. Nivo akumuliranog
polimera je bio slican kada su sojevi gajeni na glukozi i toluenu (Slika 23). Ponovo je
najvisi nivo polimera detektovan kod izolata TN22 (12%). Bacillus sp. TN122 i
Bacillus sp. TN128 su akumulirali oko 2.5 i 2 puta manju koli¢inu PHB u odnosu na soj
TN22.

14 4
124

10 1

PHB (% CDW)

TN22 TN128 TN122
|zolati

Slika 23. Akumulacija polihidroksibutirata (PHB) kod Gram-pozitivnih izolata kada su izolati
gajeni na glukozi (20 mM, O) i toluenu (150 pl, m).
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4.5. Metaboli¢ka raznovrsnost Gram-negativnih izolata

Nakon pretretmana uzoraka naftalenom za dalji rad je odabrano 7 morfoloski razlicitih
izolata koji su najbrze rasli nakon 24 h inkubacije. Na osnovu analize sekvenci gena za
16S rRNK Cetiri od sedam izolata su identifikovani kao Gram-negativni
Sinhorizobium sp. TN21, Pseudomonas sp. TN301, Acinetobacter sp. TN302 i
Sinhorizobium sp. TN321. U daljem radu su analizirane njihove metabolicke

sposobnosti.

4.5.1. Sposobnost rasta Gram-negativnih izolata na poli- i monoaromati¢nim

ugljovodonicima

Proveravan je rast Gram-negativnih izolata na 11 monoaromati¢nih i 9 poliaromati¢nih
jedinjenja u teénom MSM medijumu. Nalin gajenja u tecnom medijumu sa
monoaromati¢nim supstratima je opisan u odeljku 3.3.7.1. Kristalna poliaromati¢na
jedinjenja su dodavana direktno u medijum (oko 10 mg), dok je su te¢na poliaromati¢na
jedinjenja dodavana na isti nacin kao i monoaromati¢na. Jedino je Pseudomonas sp.
TN301 mogao da raste na svim testiranim monoaromati¢nim supstratima u te¢noj
kulturi, dok ni jedan soj nije mogao da degraduje sva testirana poliaromati¢na

jedinjenja (Tabela 8).

Generalno, svi izolati su bolje rasli na monoaromati¢nim jedinjenjima u poredenju sa
rastom na poliaromati¢nim jedinjenjima. Od 11 testiranith monoaromati¢nih supstrata
svi izolati su mogli da koriste 6, ukljuuju¢i benzen, toluen, m-ksilen, metil- i
butilbenzen i bifenil (Tabela 8). Najslabije koris¢en supstrat bio je p-ksilen koji su
mogla da koriste dva izolata. Od poliaromati¢nih jedinjenja samo naftalen su mogla da
koriste sva Cetiri Gram-negativna izolata, dok acenaften, fluoranten i piren ni jedan
izolat nije mogao da koristi kao jedini izvor ugljenika i energije. Pseudomonas sp.
TN301 se pokazao kao metabolicki najraznovrsniji s obzirom da je mogao da koristi 17

testiranih aromati¢nih supstrata.
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Tabela 8. Sposobnost sojeva izolovanih strategijom predobogacivanja uzorka

naftalenom da degraduju aromati¢na jedinjenja.

Rast izolata?

Supstrat
TN21 TN301 TN302 TN321
Benzen +° + + n
'S5 Toluen ++ ++ + +
§ Etilbenzen + + ++ ++
% p-ksilen ++ + - -
S o-ksilen + + + _
£ m-ksilen + ++ + +
E  Stiren - + + +
§ Metilstiren - + + +
§ Metilbenzen + + + +
S Butilbenzen + ++ + +
Bifenil ++ ++ + +
T Naftalen ++ ++ ++ ++
£  1-Metilnaftalen + - +
é 2-Methylnaphthalene + + - +
=  Dimetilnaftalen - + - +
é Acenaften - - . )
'i;f Fluoranten - - -
g Piren - - - -
% Fenantren + + + .
" Krizen - + 4 _

& Rast je pracen u teénom MSM medijumu

b+ = rast nakon 48 h inkubacije; ++ = rast nakon 24 h inkubacije; - = odsustvo rasta

4.5.2. Rast Gram-negativnih izolata u nepovoljnim sredinskim uslovima

Kao i kod Gram-pozitivnih, proveravana je sposobnost Gram-negativnih izolata da
rastu u opsegu temperatura od 5°C do 42°C, u prisustvu visokih koncentracija soli,

teSkih metala 1 antibiotika.

Od cetiri Gram-negativna izolata samo Sinorhizobium sp. TN21 je mogao da raste u
Citavom testiranom opsegu temperatura, dok su izolati Pseudomonas sp. TN301 i
Acinetobacter sp. TN302 pokazivali rast na niskim temperaturama (do 5°C), dok nisu
mogli da rastu na temperaturama iznad 37°C.
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Samo jedan izolat, Pseudomonas sp. TN301 je tolerisao visoke koncentracije soli (10%

NaCl), a preostala tri soja su rasla u prisustvu 3% NaCl.

Svi Gram-negativni izolati su rasli u prisustvu 20 puta vi$ih koncentracija metala od
koncentracija propisanih pravilnikom (17 uM Ni**, 535 uM Cd**, 270 uM Hg*,
892 uM Fe** i 31.5 mM Cu®") (EPA/Serbia, 1994). Ni jedan od Gram-negativnih

izolata nije rastao na 92.5 mM koncentraciji Zn**. Samo Pseudomonas sp. TN301 i

Acinetobacter sp. TN302 su rasli na 100 mM koncentraciji Cd**, odnosno Hg*".

Dva od cetiri Gram-negativna izolata su pokazala rezistenciju na neke od testiranih
antibiotika. Sinorhizobium sp. TN21 je bio rezistentan na ampicilin i rifampicin, a

Pseudomonas sp. TN301 na ampicilin, nalidiksinsku kiselinu i eritromicin.

4.5.3. Akumulacija polifosfata kod Gram-negativnih izolata

Od Gram-negativnih izolata samo kod dva izolata, Pseudomonas sp. TN301 i
Sinorhizobium sp. TN21 je tokom gajenja u MSM medijumu sa 35 mM koncentracijom
neorganskih fosfata detektovana i kvantifikovana akumulacija polifosfata. P. putida
TN301 je akumulirao 60 nmol Pi po mg proteina, §to je bilo svega oko 1.2 puta manje
od Bacillus sp. TN322 koji je bio najproduktivniji u pogledu akumulacije biopolimera u
grupi Gram-pozitivnih izolata. Sinorhizobium sp. TN21 je akumulirao 6.7 puta manju

koli¢inu polifosfata od Pseudomonas sp. TN301.

4.5.4. Akumulacija polihidroksialkanoata kod Gram-negativnih izolata

Sva cetiri Gram-negativna izolata su analizirana za sposobnost akumulacije
polihidroksialkanoata kada su glukoza ili naftalen koris¢eni kao supstrati (Slika 24). U
svrhu ove analize koriS¢ena je 10 mM glukoza, dok su kristali naftalena (12 mg)
dodavani direktno u medijum. S obzirom na nizak stepen rastvorljivosti naftalena u
vodi i toksi¢nost ovog supstrata (Pumphrey i Madsen, 2007) za ovaj eksperiment je
koriS¢ena koli¢ina naftalena koja odgovara 2 mM koncentraciji ukoliko bi supstrat u
potpunosti bio rastvoren. Tri Gram-negativna izolata, Sinorhizobium sp. TN21 i
TN321 i Acinetobacter sp. TN302 su imala sposobnost akumulacije

polihidroksialkanoata kada je glukoza koriS¢ena kao supstrat, dok ovaj biopolimer nije
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detektovan tokom njihovog gajenja na naftalenu (Slika 24). Jedino je Pseudomonas sp.
TN301 mogao da akumulira polihidroksialkanoate u slucaju oba kori§¢ena supstrata, i
to 40% CDW kada je koriSéena glukoza i 10% kada je koriSéen naftalen kao izvor

ugljenika i energije (Slika 24).

(a) 451

10
5
0-

r T T T 1

TN301 TN21 TN321 TN302
lzolat

Slika 24. Akumulacija PHA (a) i rast izolata (b) kada su kao supstrati koris¢eni glukoza (M) i

naftalen (O).

Kada je kao supstrat koriS¢ena glukoza sva Cetiri izolata su rasla ujednaceno i1 dostizali
su biomasu od 042 do 051 g I* (Slika 24b), dok je nivo akumuliranih
polihidroksialkanoata varirao od 12% (kod izolata TN302) do 40% (izolat TN301) suve
¢elijske mase. GC-MS analiza akumuliranog polihidroksialkanoata kod izolata

Pseudomonas sp. TN301 pokazala je da se ovaj biopolimer sastoji od monomera
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3-hidroksiheksanoata (C6), 3-hidroksioktanoata (C8), 3-hidroksidekanoata (C10) i 3-
hidroksidodekanoata (C12) u slede¢em odnosu C6:C8:C10:C12=2: 19 : 72 : 7, dok je
polimer ostalih izolata (TN21, TN321 i TN302) bio polihidroksibutirat (PHB) koji se
sastojao samo iz 3-hidroksibutirat monomera (C4). Najvisi nivo akumuliranog PHB
detektovan je kod Sinorhizobium sp. TN21 i bio je 1.5 i 1.7 puta veéi u odnosu na
koli¢ine polimera akumuliranih kod Sinorhizobium sp. TN321 i Acinetobacter sp.
TN302 (Slika 24a). Takode, nivo PHB polimera kod ova tri Gram-negativna izolata je
bio od 1.2 do 5 puta visi nego kod Gram-pozitivnih izolata (Slike 23 i 24).

Kada je kao izvor ugljenika i energije koris¢en naftalen najbolji rast je pokazao izolat
Pseudomonas sp. TN301. Biomasa koju je postigao izolat TN301 bila je od 1.6 do 2
puta veca u odnosu na biomasu koju su dostigli drugi sojevi tokom rasta u minimalnom
medijumu sa naftalenom kao supstratom. Takode, jedino u slucaju izolata TN301 je
detektovana akumulacija polihidroksialkanoata tokom rasta na naftalenu. Sastav
polimera akumuliranog tokom rasta na naftalenu bio je C6:C8:C10:C12 =4 : 27 : 60 :
9. Predominantan monomer bio je C10 kako tokom rasta na naftalenu tako i tokom
rasta na glukozi. Kada je izolat TN301 gajen na glukozi bilo je 1.2 puta vise C10
monomera u sastavu biopolimera nego kada je izolat gajen na naftalenu. Medutim,
kada je izolat gajen na naftalenu sadrzaj ostalih monomera, C6, C8 i C12 bio je 2, 1.4 i

1.3 puta visi u odnosu na polimer dobijen gajenjem na glukozi.
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4.6. Pseudomonas sp. TN301 — karakterizacija i potencijal u biotehnoloskoj

primeni proizvodnje biopolimera

S obzirom na to da je u prethodnim analizama izolat Pseudomonas sp. TN301 pokazao
sposobnost rasta na Sirokom spektru monoaromati¢nih jedinjenja (Slika 16), rast na
poliaromati¢nim ugljovodonicima (Tabela 8), zatim sposobnost akumulacije mcl-PHA
kada je gajen na glukozi, kao i sposobnost konverzije naftalena u mcl-PHA uradena je
njegova detaljnija karakterizacija.

4.6.1. Osnovne biohemijske karakteristike izolata Pseudomonas sp. TN301

Pored toga §to je pokazano je izolat TN301 Gram-negativna aerobna bakterija (odeljak
4.3.2.) sa sposobno$¢u rasta na temperaturama u opsegu od 5°C to 37°C, da tolerise
prisustvo 10% NaCl tokom rasta u bogatom medijumu, kao i prisustvo jona Cd** u
koncentracijama do 100 mM (odeljak 4.5.2.), uraden je i standardni set biohemijskih
testova za identifikaciju bakterija. Pseudomonas sp. TN301 je mogao da Koristi
glukozu, glicerol, i citrat, ali ne i laktozu kao izvor ugljenika (Tabela 9). Ovaj izolat je

bio katalaza pozitivan, dok nije pokazivao sposobnost hidrolize eskulina i uree.

Sekvenca gena za 16S rRNK izolata Pseudomonas sp. TN301 duzine 1405 bp je u
BLAST analizi pokazala najveci stepen slicnosti sa Pseudomonas putida F1 (99%
homologije sa 99% pokrivenosti) i P. putida GB-1 (99% homologije sa 99%
pokrivenosti). Prilikom konstrukcije filogenetskog stabla za Gram-negativne izolate

Pseudomonas sp. TN301 se grupisao sa Pseudomonas putida DSM2917 (Slika 18).
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Tabela 9. Biohemijske karakteristike izolata Pseudomonas sp. TN301.

Biohemijski test Prisustvo
karakteristike
o Fruktoza -
§ Glukoza +
E ‘xg Ksiloza -
g S, Saharoza -
2 9 Maltoza +
3 Glicerol +
= Na-citrat +
Ureaza -
Lipaza
Katalaza +

Hemoliti¢ki enzimi -
Hidroliza eskulina -

Prisustvo
enzima

S 1% +
>

R 2z 6% +
o 10% +

Produkcija indola
Redukcija nitrata -

= rast; - = odsustvo rasta

4.6.2. Analiza sekvenci gena za akumulaciju mcl-PHA kod Pseudomonas sp.
TN301

Da bi se §to bolje okarakterisao izolat sa sposobno$¢u konverzije poliaromaticnog
jedinjenja naftalena u mcl-PHA uradeno je kloniranje gena Pseudomonas sp. TN301
¢iji proizvodi ucestvuju u akumulaciji mcl-PHA. Klonirani su geni za ketotiolazu
(phaA) koja ucestvuje u kondenzaciji dva acetil-koenzim A molekula u acetoacetil-
koenzim A, polihidroksialkanoat polimerazu (phaC) koja ucestvuje u polimerizaciji R-
(3)-hidroksibutiril-koenzim A monomernih jedinica i transacilazu (phaG). Nakon
restrikcione provere klonova ovi geni su sekvencirani i analizirani pomo¢u BLASTN

algoritma (Prilog 2).

Na nukleotidnom nivou phaA i phaC su pokazivali visok stepen sli¢nosti (99% - 100%

sa 99% pokrivenosti) sa deponovanim sekvencama ovih gena poreklom iz
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Pseudomonas putida F1 i P. putida KT2440. Gen za transacilazu je pokazivao 98%

sli¢nosti sa phaG genima iz P. putida F1 i P. putida CA-3.

4.6.3. Sposobnost Pseudomonas sp. TN301 da akumulira mcl-PHA iz

monoaromati¢nih ugljovodonika

Pseudomonas sp. TN301 je testiran za konverziju monoaromati¢nih ugljovodonika, za
koje je prethodno pokazano da su supstrati za rast ovog izolata, u mcl-PHA.
Analizirana je akumulacija mcl-PHA kada su kori$é¢ena pojedina¢na monoaromati¢na
jedinjenja i njihove smese kao izvor ugljenika i energije. Najnizi nivo akumuliranog
biopolimera detektovan je kada je stiren koriS¢en kao supstrat (5% CDW), dok je
najveca koli¢ina mcl-PHA akumulirana kada je koris¢ena smesa ekvimolarnih koli¢ina

benzena, toluena, etilbenzena i o-ksilena (BTEX) i dostizala je 25% CDW.

Pseudomonas sp. TN301 je tokom rasta na razli¢itim monoaromati¢nim
ugljovodonicima postizao ujednaenu biomasu, ali se nivo akumuliranog biopolimera
znacajno razlikovao (Tabela 10). Najveca koli¢ina mcl-PHA je akumulirana kada je
izolat rastao na o-ksilenu (19.2%), odnosno na 3-metilbenzenu (19.2%), i bila je 38.4
puta viSa od koli¢ine polimera akumulirane tokom rasta na stirenu (0.5%). Takode,
sam rast Pseudomonas sp. TN301 je bio najslabiji na stirenu, sa postignutom biomasom
od svega 0.2 g I"* (Tabela 10).

Ukupno gledano, najbolji rast Pseudomonas sp. TN301 je bio kada je kori§¢ena smesa
ksilena (ekvimolarne koli¢ine o-ksilena, m-ksilena i p-ksilena) kao izvor ugljenika.
Postignuta biomasa je bila 1.2 do 1.9 puta veéa u odnosu na biomasu dobijenu rastom
na drugim pojedina¢nim supstratima 1 smeSama. Produktivnost akumulacije PHA je
bila slicna kada su koriS¢ene smeSe ksilena i smeSe benzena i njegovih derivata
(ekvimolarne koli¢ine benzena, etilbenzena, 3-metilbenzena i butilbenzena) i bila je 2.4

puta niza u odnosu na produktivnost akumulacije PHA iz BTEX smese (Tabela 10).
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Tabela 10. Rast izolata Pseudomonas sp. TN301 na monoaromati¢nim

ugljovodonicima i akumulacija mcl-PHA.

PHA
Supstrat CDXV PH_f‘ produktivnost % mc?nom-era
(gl (g1 (mg gCDW™) C6:C8:C10:C12
Benzen 0.26+0.05 0.024+0.001 76+0.5 0:16:65:19
Toluen 0.27+0.05 0.04+0.002 148+3 3:19:72:6
Etilbenzen 0.24+0.01 0.02+0.005 83+0.9 2:16:72:10
p-ksilen 0.24+0.04 0.02+0.003 83+0.9 2:15:72:11
o-ksilen 0.26+0.02 0.05+0.004 192+5 2:15:73:10
Stiren 0.20+0.05 0.01+0.001 5+0.2 0:9:63:28
Metilbenzen 0.26+0.05 0.05+0.003 192+6 2:18:72:8
Butilbenzen 0.324+0.07 0.06+0.002 188+4 2:18:72:8
Bifenil 0.27+0.02 0.04+0.001 17343 2:18:72:8
BTEX 0.28+0.03 0.07+0.003 250+6 0:16:76:8
Ksileni 0.38+0.01 0.04+0.004 105+4 0:16:75:9
Benzeni 0.34+0.01 0.04+0.006 105+5 0:16:70:14

Predominantni monomer u mcl-PHA akumuliranom iz svih testiranih supstrata bio je
C10 sa molarnim procentom od 63% kada je supstrat bio stiren do 76% kada je supstrat
bila BTEX smesa (Tabela 10). Udeo ostalih monomera je varirao od 0% do 3% za C6,
9% do 19% za C8 1 6% do 28% za C12. Najvisi udeo C12 monomera u mcl-PHA

polimeru postignut je tokom rasta izolata TN301 na stirenu (Tabela 10).

4.6.4. Sposobnost Pseudomonas sp. TN301 da akumulira mcl-PHA iz

poliaromati¢nih ugljovodonika

Tokom  inicijalnih  eksperimenata  utvrdivanja  sposobnosti  akumulacije
polihidroksialkanoata iz naftalena (odeljak 4.5.4.) primecéena je slaba biodostupnost i
rastvorljivost naftalena u medijumu. Stoga su uradene analize sa ciljem poboljSanja
biodostupnosti poliaromati¢nih supstrata, a samim tim 1 povecanja produktivnosti

akumulacije mcl-PHA.
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4.6.4.1. Uticaj razlicitih rastvaraca i surfaktanta Tween-a 80 na rast Pseudomonas

sp. TN301 i akumulaciju mcl-PHA na naftalenu kao model supstratu

Poliaromati¢ni ugljovodonici su izuzetno hidrofobni, te je bilo neophodno pronaci
odgovaraju¢i metod dostavljanja ovih supstrata u te¢ni medijum za gajenje
Pseudomonas sp. TN301. Naftalen je koris¢en kao model jedinjenje za testiranje
uticaja razli¢itih organskih rastvaraca na rastvorljivost poliaromata u MSM medijumu
(Slika 25). Praceni su rast i akumulacija mcl-PHA izolata TN301 kada su koris¢eni
metanol, benzen, aceton i 1-pentanon kao rastvaraci za koje je prethodno pokazano da
povecéavaju rastvorljivost poliaromati¢nih jedinjenja u vodi (Dickhut et al., 1989).
Takode je analiziran efekat sintetiCkog surfaktanta Tween-a 80, s obzirom da je u
ranijim istraZzivanjima predlozeno da bi mogao imati pozitivan uticaj na biodostupnost
poliaromati¢nih jedinjenja (Hickey et al., 2007). U eksperiment su ukljuéene i
odgovarajuc¢e kontrole: naftalen bez rastvaraca, odnosno surfaktanta, i rastvaraci i
surfaktanti kao supstrati bez naftalena (Slika 25b). Za inicijalno testiranje produkcije
biopolimera iz naftalena kori§¢ena je 2 mM koncentracija supstrata (Slika 24), dok je za
optimizaciju gajenja i akumulacije mcl-PHA Pseudomonas sp. TN301 koris¢en 15 mM
naftalen kako bi se postigla koncentracija ugljenika u suvisku, koja odgovara
koncentraciji ugljenika od 1.8 g I"* (Slika 25). Primeéeno je da se sa obe koriéene
koncentracije supstrata dostizu sli¢éne biomase, dok je mcl-PHA detektovan samo u
prvom slucaju (Slika 24). Ovaj rezultat ukazuje na toksi¢nost viSih inicijalnih

koncentracija naftalena.
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Slika 25. Rast (<) i akumulacija mcl-PHA (@) izolata Pseudomonas sp. TN301 u te¢nom
MSM medijumu sa razli¢itim rastvara¢ima. Rast i akumulacija mcl-PHA kada je (a) naftalen
dodavan rastvoren u razliitim rastvara¢ima ili sa Tween-om 80, (b) izolat gajen sa
rastvarat¢ima, odnosno Tween-om 80 kao jedinim izvorom ugljenika i energije. (S1 — metanol,
S2 — benzen, S3 — aceton, S4 — 1-pentanon, M — kristali naftalena dodavani direktno u

medijum).

Najbolji rast izolata Pseudomonas sp. TN301 je primecen kada je naftalen dodavan u
medijum zajedno sa Tween-om 80. Nakon 60 h inkubacije izolat je postigao biomasu
koja je bila od 1.2 do 2.8 puta veca od biomasa postignutih kada su primenjivane druge
metode gajenja (Slika 25a). lzolat Pseudomonas sp. TN301 je rastao u mineralnom
medijumu kada je Tween 80 dodavan kao jedini izvor ugljenika i enegije, medutim
biomasa postignuta na ovaj nacin bila je 5.8 puta manja u odnosu na rast kada je
koriS¢ena kombinacija naftalena i surfaktanta. Takode, tokom gajenja izolata samo u

prisustvu Tween-a 80 nije detektovana akumulacija mcl-PHA (Slika 25b), pa se moze
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zakljuciti da je dodavanjem sintetickog surfaktanta Tween-a 80 kulturi postignut bolji

rast izolata (2.6 puta veca biomasa) i akumulacija 0.1 g I"mcl-PHA.

Kada je naftalen rastvaran u metanolu, acetonu i 1-pentanonu primeéen je poboljsan
rast izolata, odnosno postignuta biomasa je bila 2.3, 1.4 1 1.2 puta veca kada je koris¢en
svaki od navedenih rastvaraa u odnosu na biomasu postignutu kada su kristali
naftalena dodavani direktno u medijum (Slika 25). Medutim, Pseudomonas sp. TN301
je mogao da raste na metanolu kao jedinom izvoru ugljenika i energije sa biomasom 2.5
puta manjom u odnosu na biomasu postignutu kada je koris¢ena kombinacija metanola
I naftalena, tako da je ukupno povecanje iskoriS¢enosti naftalena kada je metanol
upotrebljavan kao rastvara¢ bilo je samo 1.4 puta. Takode, Pseudomonas sp. TN301 je
akumulirao niske nivoe mcl-PHA kada je metanol koris¢en kao jedini izvor ugljenika i
energije (Slika 25b).

Pseudomonas sp. TN301 je slabo rastao na acetonu i 1-pentanonu kao jedinim izvorima
ugljenika i energije, i ni u jednom slucaju nije detektovan mcl-PHA. Kada je koris¢en
naftalen rastvoren u acetonu, odnosno 1-pentanonu detektovane su niske koli¢ine mcl-
PHA uz slabo poboljsanje rasta u odnosu na rast na samom naftalenu (Slika 25). U
sluc¢aju kada je ukupna koli¢ina benzena od 200 pl dodavana u tri vremenska intervala
direktno u medijum primeceno je da izolat TN301 akumulira 2.5 puta vise mcl-PHA
nego kada je benzen tokom gajenja isparavao iz centralne kolone (Tabela 10), dok je
postignuta biomasa bila slicna. Kada je kao supstrat koriS¢en naftalen rastvoren u
benzenu doslo je do smanjenja i biomase i1 akumuliranog biopolimera u odnosu na to
kada je sam benzen koris¢en iz centralne kolone (Tabela 10), dok je biomasa u slu¢aju
koriS¢enja smeSe naftalena 1 benzena bila sli¢na biomasi postignutoj kada je izolat

gajen samo na naftalenu (Slika 25).

4.6.4.2. Rast Pseudomonas sp. TN301 na drugim poliaromaticnim jedinjenjima i

njihovim smeSama i akumulacija mcl-PHA

S obzirom na to da se metoda dodavanja naftalena u medijum u prisustvu Tween-a 80
pokazala kao najefikasnija, dalje su praceni rast i akumulacija mcl-PHA kada su ostala

poliaromati¢na jedinjenja na kojima je Pseudomonas sp. TN301 rastao pri inicijalnom
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testiranju, kao i njihove ekvimolarne smese koriS¢eni kao supstrat uz dodatak Tween-a
80 (Tabela 11). Izolat je rastao na svim testiranim poliaromati¢nim jedinjenjima u
tecnom MSM medijumu, pri ¢emu je najbolji rast bio kada je naftalen koris¢en kao
suspstrat sa biomasom od 2.4 do 1.5 put ve¢om u odnosu na biomasu postignutu rastom
na drugim supstratima. U ovim eksperimentalnim uslovima mcl-PHA nije detektovan
kada je izolat gajen na 1-etilnaftalenu, 2-metilnaftalenu, dimetilnaftalenu i na smesi
naftalena i fenantrena (Tabela 11). U slucaju 1-etilnaftalena, 2-metilnaftalena i
dimetilnaftalena postignuta biomasa je bila od 0.2-0.3 g I}, §to je sli¢no biomasi

postignutoj tokom gajenja na monoaromati¢nim ugljovodonicima (Tabele 101 11).

Kada je izolat gajen na naftalenu, fenantrenu ili krizenu detektovano je 22.9%, 3.5%,
odnosno 5% mcl-PHA u odnosu na suvu celijsku masu. Iako je biomasa postignuta
gajenjem na naftalenu bila 1.5 i 2 puta niza u odnosu na fenantren i1 krizen
produktivnost akumulacije mcl-PHA na ovim supstratima je bila 6.5 i 4.6 puta niZza o
odnosu na naftalen (Tabela 10). U slucaju sva tri supstrata dominantni monomer u
akumuliranom polimeru je bio C10, dok je C6 monomer detektovan samo u slucaju

gajenja na naftalenu (Tabela 11).

Tabela 11. Rast i akumulacija mcl-PHA kod Pseudomonas sp. TN301 kada su

poliaromati¢ni ugljovodonici dodavani u MSM medijum sa Tween-om 80 (0.5 g I'").

. PHA PHA % sadriaj
Supstrat CDW (g I") (% CDW) produktlvnqlst monomera
(mg gCDW™) C6:C8:C10:C12
Naftalen 0.48+0.04 23+3 229+5 4:27:60:9
Fenantren 0.31+0.03 3.5+0.3 3543 0:14:70:16
Krizen 0.26+0.05 5.1+£0.6 50+4 0:18:74:5
1-etilnaftalen 0.294+0.03 ND
2-metilnaftalen 0.20+0.03 ND
Dimetilnaftalen 0.224+0.04 ND
Naftalen /fenantren 0.27+£0.04 ND
Naftalen / krizen 0.23+0.05 1.3+0.1 13+£5 0:10:72:18
Fenantren / krizen 0.25+0.03 4.8+0.3 4845 0:14:72:14
Naftalen /fenantren/ krizen 0.27+0.04 1.240.1 1142 0:16:70:14
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Biomasa postignuta kada su smese poliaromaticnih jedinjenja koriS¢ene kao izvor
ugljenika bila je od 1.8 do 2.1 put manja nego kada je samo naftalen bio izvor ugljenika
i energije. U slucaju smeSe naftalena i fenantrena biopolimer uopste nije detektovan,
dok je za druge kombinacije nivo polimera bio 4.8 do 20.8 puta nizi u odnosu na
polimer akumuliran kada je kao supstrat kori§¢en samo naftalen (Tabela 11). Sastav i
koli¢ina monomernih jedinica u polimeru akumuliranom iz smeSa poliaromati¢nih
ugljovodonika bio je slican sadrzaju monomera kada su koriS¢eni pojedinacni

aromaticni supstrati.

4.6.5. Poredenje dinamike akumulacije mcl-PHA iz glukoze i naftalena kod

Pseudomonas sp. TN301

Da bi se detaljnije proucile karakteristike akumulacije mcl-PHA iz naftalena i glukoze
kod izolata Pseudomonas sp. TN301 praceni su povecanje biomase, akumulacija PHA i
smanjenje azota u medijumu tokom perioda od 60 h (Slika 26). Nije prime¢eno da
postoji bitna razlika u rastu izolata TN301 kada su kao supstrat koris¢eni glukoza,
odnosno naftalen. Kulture gajene na glukozi su ostvarile 1.4 puta ve¢u krajnju biomasu
nego kulture gajene na naftalenu (Slika 26). Oba supstrata su koris¢ena u koli¢inama
koje odgovaraju 1.8 g ugljenika I™.

Tokom eksponencijalne faze rasta izolat Pseudomonas sp. TN301 je imao stopu rasta
0.013 g I* h™, §to je bilo dvostruko vecéa stopa rasta od one dostignute gajenjem na
naftalenu. Mala koli¢ina mcl-PHA (5% CDW) je izmerena nakon 12 h rasta u
medijumu sa glukozom, $to je koincidiralo sa smanjenjem koncentracije azota u
medijumu (Slika 26a). U slucaju celija koje su rasle u medijumu sa glukozom
biopolimer se linearno akumulirao tokom perioda od 12-48 h inkubacije sa finalnom
koli¢inom od 35% CDW. U poredenju sa ¢elijama raslim na glukozi, ¢elije rasle na
naftalenu su akumulirale nizi nivo mcl-PHA tokom perioda rasta od 60 h i finalni nivo
akumuliranog polimera bio je 20% (Slika 26b). Bez obzira na razlike u koli¢ini
akumuliranog polimera patern akumulacije je bio slican tokom gajenja na oba supstrata,
sa poCetkom akumulacije po smanjenju koncentracije azota u medijumu (limitiranost
esencijalnog nutrijenta) i linearnom akumulacijom polimera u periodu od 6-36 h

inkubacije. S obzirom na to da su Celije gajene na glukozi postigle viSu biomasu i
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akumulirale viSe polimera, ukupna produktivnost akumulacije mcl-PHA kod celija

gajenih na naftalenu (0.004 g I h™%) bila je 1.3 puta niZa od produktivnosti akumulacije

mcl-PHA iz glukoze.

CDW (g 1)
Azot (gl

PHA (% CDW)

Vreme (h)

Slika 26. Rast (——) i akumulacija mcl-PHA (—&—) izolata Pseudomonas sp. TN301 na (a) 20

mM glukozi i (b) 15 mM naftalenu dodavanom sa Tween-om 80 (0.5 g | ). Koncentracija

azota (—e—) pracena tokom perioda od 60 h.
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5. DISKUSIJA

5.1. Izolacija bakterija iz zagadenog re¢nog sedimenta

Aromati¢na jedinjenja su najrasprostranjeniji polutanti 1 s obzirom na njihovu
perzistentnost u zivotnoj sredini i toksi¢nost predstavljaju opasnost po zdravlje.
Petrohemijski efluenti koji sadrze visoke koli¢ine fosfora, azota, sumpora, alifati¢nih i
mono- i poliromati¢nih ugljovodonika i metala se vrlo ¢esto nekontrolisano ispustaju u
spoljasnju vodenu sredinu stvaraju¢i kompleksno zagadenu zivotnu sredinu (Botalova,
2010). Poseban problem predstavljaju poliaromati¢ni ugljovodonici s obzirom na to da
su hidrofobni, slabo isparljivi i imaju visok afinitet za re¢ni sediment (McElroy et al.,
1989). Poznato je da se najveci deo ukupnog metabolizma ugljenika u teku¢im vodama
odvija u sedimentu (Winterbourn, 1986). Bakterije koje naseljavaju sedimente imaju
veoma vaznu ulogu u kruzenju ugljenika i samim tim uti¢u na sve aspekte hemije i
biologije re¢nih ekosistema (Pusch et al., 1998). Bakterijska transformacija mono- i
poliaromati¢nih ugljovodonika se smatra jednim od najznacajnijih procesa za
uklanjanje ovih polutanata iz akvati¢nih sredina i sedimenata (Andreoni i Gianfreda,
2007). Ocekivano je da zagadeni recni sedimenti, iako predstavljaju izuzetno
nepovoljnu Zivotnu sredinu predstavljaju bogat izvor bakterija sa sposobno$¢u

koriS¢enja polutanata kao hrane.

5.1.1. Mikroanaliza re¢nog sedimenta i prisustvo teSkih metala

U ovoj studiji su za izolaciju bakterija sa specifi¢nim karakteristikama kori§¢ena Cetiri
uzorka re¢nog sedimenta sakupljena na lokacijama u blizini petrohemijske industrije
(odeljak 4.1.). Fizicko-hemijske analize ovih uzoraka su obuhvatale elementalnu
analizu i analizu prisustva teskih metala (Tabela 5). Mikroanaliza je pokazala da se u
uzorku S1 nalazilo 190.1 g ugljenika kg™, §to je od 6.3 do 9.5 puta vise u odnosu na
preostala tri uzorka. Ukupni ugljenik u uzorku sedimenta ¢ine tri osnovne forme:
elementalni ugljenik (grafit, ugalj, ¢ad), neorganski ugljenik (rastvoreni CO, i soli
H,CO3) 1 organski ugljenik (nastao dekompozicijom materijala biljnog i Zivotinjskog

porekla). Organsku komponentu totalnog ugljenika moze Ciniti i ugljenik poreklom iz
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organskih polutanata ¢ijim nekontrolisanim izlivanjem u spoljas$nju sredinu dolazi do
drasti¢nog povecanja ukupne koli¢ine ugljenika (Schumacher, 2004). Odnos ugljenika
prema azotu (C/N) u sva Cetiri analizirana uzoraka je bio veoma visok. U uzorcima S1,
S2 iS4 je bio 20/1, dok je u zorku S3 detektovana ¢ak 30 puta veca koli¢ina ugljenika u
odnosu na azot. Visoka koli¢ina ugljenika, pre svega u uzorku S1, kao i visok C/N
odnos bi mogli ukazivati na postojanje kontaminacije ugljovodonicima. Detektovana
koli¢ina ukupnog ugljenika u uzorku S1 bila je do 2 puta manja u odnosu na koli¢inu
ugljenika u sedimentu reke Haihe (Qi et al., 2011). Ova reka prima 33 400 miliona
tona otpadnih voda na godi$njem nivou, te se smatra sredinom visoko zagadenom
poliaromati¢nim ugljovodonicima.  Analizama razli¢itih zemljista i sedimenata
kontaminiranih petrohemijskim efluentima pokazano je da doprinos aromati¢nih
ugljovodonika ukupnoj koli¢ini ugljenika u ovim sredinama iznosi oko 4 mg kg™ za
poliaromati¢na i 10 mg kg za monoaromati¢na jedinjenja (Bradley et al., 1994;
Farhadian et al., 2008; Megharaj et al., 2000). S obzirom na to da su u uzorcima
sedimenata uocene poviSene koli¢ine ukupnog ugljenika, izrazene u jedinicama za tri
reda veli¢ina ve¢im od koncentracija aromati¢nih ugljovodonika oznacenim kao
zagadujuce, kao 1 na neposrednu blizinu petrohemijske industrije, moZe se pretpostaviti

da postoji kontaminacija analiziranih uzoraka aromati¢nim jedinjenjima.

S obzirom na to da je kokontaminacija aromati¢nim ugljovodonicima i teSkim metalima
veoma Cesta (Pepi et al., 2009; Sandrin i Maier, 2003) uzorci sedimenta su analizirani
za prisustvo teskih metala. U svim uzorcima je detektovano prisustvo Cd, Pb, Hg, Ni i
Zn, ali osim Hg koja je bila znacajno poviSena u uzorcima S1 i S4 svi ostali metali su
bili u koncentracijama ispod maksimalnih koncentracija dozvoljenih Pravilnikom o
dozvoljenim koli¢inama opasnih i Stetnih materija u zemljistu i vodi (EPA/Serbia,
1994). Medutim, i blago poviSene koncentracije metala u sedimentima mogu imati
Stetne posledice po ekosistem (NRC, 1989). Nivo Hg u uzorku S1 bio ¢ak 20 do 56.3
puta vi$i u odnosu na ostale uzorke i 45 puta poviSen u odnosu na maksimalnu
koncentraciju dozvoljenu Pravilnikom. U re¢nim sedimentima reke Idrijce koja protice
pored rudnika Hg detektovano je prosecno 87 mg Hg po kg uzorka (Gosar, 2008), te se
koncentracija ovog metala u uzorku S1 ipak moZe smatrati prili€no visokom.
Koncentracija Zn u uzorku S1 je takode bila znacajno poviSena, na gornjoj granici

dozvoljene koncentracije i ¢ak 10 puta visa od koli¢ine Zn detektovane u sedimentu

88



reke Shinji, koju su Ahmed i saradnici oznacili kao umereno zagadujuc¢u (Ahmed et al.,
2011). Medutim, iako koncentracije nekih metala u analiziranim uzorcima nisu bile
znacajno povisene, postoji osnovana pretpostavka da samo njihovo prisustvo moze
imati negativan efekat na datu sredinu. Naime, neki metali koji se mogu naéi u prirodi i
esencijalni su za mikroorganizme, poput Zn, smatraju se toksi¢nim za druge zivotne
forme u akvati¢nim sredinama, kao i za ¢oveka, ¢ak i u veoma niskim koncentracijama
(Esen et al., 2010).

5.1.2. Strategija izolovanja bakterija

Ve¢ je pokazano da su kontaminirane sredine, iako predstavljaju teSke uslove za Zivot,
bogat izvor mikroorganizama sa specificnim karakteristikama (Andreoni i Gianfreda,
2007). Upotrebom direktne kultivacije, odnosno izolacije bakterija bez prethodnih
tretmana uzoraka, izolovan je veliki broj bakterija sa sposobno$¢u degradacije
polutanata, i to najpre iz roda Pseudomonas i njemu srodnih rodova (Cavalca et al.,
2004; Zhuang et al., 2003). Ovo je u korelaciji sa podatkom da u nezagadenim
ekosistemima organizmi sa sposobno$¢u degradacije ugljovodonika, poput pripadnika
roda Pseudomonas ¢ine manje od 0.1% populacije bakterija koje mogu biti kultivisane
u laboratorijskim uslovima, dok u kontaminiranim stanistima pseudomonade mogu
Ciniti i do 100% vijabilne populacije bakterija (Atlas, 1981). Medutim, indikacije o
prisutnosti drugih, u prvom redu Gram-pozitivnih bakterija u ovako kontaminiranim
stani§tima postoje i uglavnom dolaze iz metagenomskih analiza (Edlund i Jansson,
2006). Sa izuzetkom bakterija iz roda Rhodococcus (Martinkova et al., 2009),
sposobnost Gram-pozitivnih bakterije da degraduju aromati¢ne ugljovodonike je
relativno slabo analizirana. Pokazano je da je rast populacija bakterijskih vrsta koje
pripadaju rodovima Mycobacterium, Arthrobacter i Nocardia stimulisan u zemljiStima
kontaminiranim poliaromati¢nim ugljovodonicima (Daane et al., 2001; Kanaly et al.,

2000), ali njihov bioremedijacioni potencijal je slabo izu¢avan.

Upotrebom strategije za izolaciju Gram-pozitivnih bakterija dobijeno je izmedu 9 x 10°
CFU i 2.4 x 10° CFU (Tabela 6), 3to je bilo za ¢itav red (uzorci S1, S3 1 S4), odnosno
dva reda (uzorak S2) veli¢ina manje od procenjenog broja vijabilnih ¢elija u ovim

uzorcima o ¢emu svedo¢e CFU vrednosti za sve uzorke dobijene zasejavanjem na LA
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medijumu. ProseCan broj bakterija u zagadenim zemljistima i1 sedimentima je od 1.5 x
10° do 2.4 x 10’ ¢elija po g uzorka (Diaz, 2004). U uzorcima S1, S3 i S4 je bilo 1.2 do
1.4 puta vise ¢elija o odnosu na prosecan broj, dok je procenjeni broj ¢elija u uzorku S2
upadao u prosecan opseg. Visok broj bakterijskih ¢elija u ovim uzorcima ne svedoci o
njihovoj aktivnosti u datoj sredini, ali moze pruziti uvid u njihov potencijal za
bioremedijaciju. Naime, moze se pretpostaviti da fizicko-hemijske karakteristike
uzorkovanih sedimenata podrzavaju rast odredenih bakterijskih populacija. Ukoliko je
zagadenje prisutno duzi vremenski period dolazi do adaptacije bakterijske populacije
kroz indukciju ili represiju specificnih enzima, genetske promene koje rezultuju
sticanjem novih metaboli¢kih sposobnosti 1 selekcijom organizama sa sposobnoScu

degradacije datog polutanta (Leahy i Colwell, 1990).

Strategija predobogacivanja uzoraka se veoma Cesto koristi za izolaciju bakterija sa
specificnim karakteristikama, posebno ukoliko je cilj izolacija tesko kultivabilnih
bakterija sa sposobno$¢u degradacije aromati¢nih jedinjenja (Daane et al., 2001;
Hilyard et al., 2008; Long et al., 2009). Kao selektivni pritisak u ovom radu koris¢en
je naftalen (odeljak 4.2.2.) kao najjednostavniji i najbolje rastvoran predstavnik
poliaromati¢nih ugljovodonika, ali i koji se veoma ¢esto nalazi u zagadenim sredinama

(Peters et al., 1999).

Nakon testiranja sposobnosti 225 izolata, odabranih na osnovu morfoloske
diferencijacije da degraduju Sirok spektar aromati¢nih jedinjenja, u daljim analizama je
koriS¢eno 38 izolata sa sposobnos¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja
(Slika 16). Sekvenciranje gena za 16S rRNK je pokazalo da najveci broj izolata (42%)
pripada rodu Bacillus ¢iji su predstavnici veoma zastupljeni u svim sredinama

zagadenim naftom i njenim derivatima (Cybulski et al., 2003).

Nakon konstrukcije filogenetskih stabala za Gram-pozitivne i Gram-negativne izolate
(Slike R3 i R4), a u kombinaciji sa sposobnos¢u izolata da degraduju testirana
aromaticna jedinjenja 1 sa drugim fizioloskim karakteristikama, potvrdeno je da
najmanje tri izolata predstavljaju nove bakterijske sojeve: Rhodococcus sp. TN105,
Arthrobacter sp. TN221 i Gordonia sp. TN103. Od svih sojeva koji su kori$¢eni za
konstrukciju filogenetskog stabla Gram-pozitivnih izolata Rhodococcus imtechensis

RKJ300", Rhodococcus quingshengii djl-6" i Arthrobacter defluvii 4C1-a’ imaju
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sposobnost degradacije aromati¢nih jedinjenja (Ghosh et al., 2006). lako je izolat
Rhodococcus sp. TN401 je pokazao visok stepen sli¢nosti (98%) u sekvenci gena za
16S rRNK sa R. imtechensis koji ima sposobnost degradacije p-nitrofenola i
2,4-dinitrofenola (Ghosh et al., 2006), TN401 je imao sposobnost degradacije Sireg
spektra aromaticnih jedinjenja (Slika 16). Takode, izolati TN201 1 TN110, koji su
pokazali 98% i 97% sli¢nosti sa A. defluvii, imaju sposobnost degradacije Sireg spektra

aromati¢nih jedinjenja i pokazuju rezistenciju na metalne jone (Slika 16, Tabela 8).

U grupi Gram-negativnih izolata svi sojevi su pokazivali visok stepen slicnosti sa
srodnim bakterijskim vrstama (Slika 18). lzolat Acinetobacter sp. TN302 se grupisao
sa Acinetobacter johnsonii, bakterijom dominantnom u populacijama roda
Acinetobacter u  sredinskim  uzorcima  kontaminiranim  ugljovodonicima
(Vanbroekhoven et al., 2004). Takode je pokazano da A. johnsonii poseduje
rezistenciju na relativno niske koncentracije Cd** (Boswell et al., 1999) dok je soj
TN302 imao sposobnost tolerancije 100 mM Kkoncentracije jona Hg**. Izolati
Sinorhizobium sp. TN21 i TN321 su izolovani iz razli¢itih uzoraka sedimenta (S2 i S3)
i pokazali su razli¢it potencijal za degradaciju aromati¢nih jedinjenja (Slika 16).
Medutim, sekvence njihovih gena za 16S rRNK su medusobno pokazivale vecu sli¢nost
nego sa najsrodnijom vrstom, Ensifer adhaerens LMG 20216" za koju je pokazano da
ima sposobnost degradacije p-toluensulfonata (Tralau et al., 2011). lako je izolat
TN301 je pokazivao najvecu sli¢nost u sekvenci gena za 16S rRNK sa Pseudomonas
plecoglossicida L21, nefluorescentnom pseudomonadom izolovanom iz ribe (lzumi et
al., 2007) ovaj soj se na filogenetskom stablu grupisao sa P. putida DSM291 za koji je
pokazano da degraduje p-hidroksibenzoat (Romero-Steiner et al., 1994). Po svojim
fenotipskim karakteristikama TN301 je bio izuzetno slican vrstama P. putida F1 i P.
putida GB-1, sa kojima je delio i visok stepen homologije sekvenci gena za 16S rRNK
(99% identi¢nosti sa pokrivenoséu od 99%). P. putida F1 je izolovan strategijom
predobogacivanja zagadenog zatona etilbenzenom i ima sposobnost degradacije Sirokog
spektra aromati¢nih ugljovodonika, ali ne poseduje dioksigenaze koje ucestvuju u
degradaciji poliaromati¢nih ugljovodonika (Zylstra i Gibson, 1989), dok je soj
P. putida GB-1 izolovan iz slatke vode i poznat je po svojstvu snaZne oksidacije Mn®*
(Wu et al., 2011).
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5.2. Metaboli¢ka raznovrsnost TN izolata

Iako je do danas opisan veliki broj bakterija sa sposobnos$¢u degradacije razlicitih
aromati¢nih ugljovodonika, potreba za novim sojevima koji bi se mogli koristiti u
bioremedijaciji konstantno raste s obzirom na porast ljudskih aktivnosti koje
svakodnevno dovode do ispustanja hazardnih materijala u spoljasnju sredinu. Veoma
je znacajno to $to je u ovom radu opisan veliki broj izolata koji pojedinac¢no pokazuju
sposobnost degradacije Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja, prevalentnih zagadivaca
zivotne sredine (Slika 16). Medu jedinjenjima koje su mogle degradovati bakterije
izolovane u ovom radu su bili halogeni i nitro derivati aromati¢nih jedinjenja, kao i
poliaromati¢na jedinjenja (Slike 1 i 2). Znacaj sposobnosti degradacije Sirokog spektra
jedinjenja lezi u ¢injenici da neka sredina obi¢no nije zagadena iskljuc¢ivo jednim
zagadivacem, ve¢ je ceS¢i slucaj kompleksnih meSovitih zagadenja. Do sada je
objavljen manji broj radova u kojima je pokazana Siroka supstratna specifi¢nost izolata
sa potencijalnom upotrebom u bioremedijaciji (Djokic et al., 2011; Stapleton et al.,
2000). Veci deo podataka vezanih za bioremedijaciju odnosi se na Gram-negativne
izolate kao S§to su predstavnici roda Pseudomonas i njemu srodnih rodova
Burkholderia, Acinetobacter i Sphingomonas (Seo et al., 2009). Gram-pozitivne
bakterije, poput pripadnika rodova Mycobacterium, Arthrobacter i Nocardia su
izolaovane iz zemljista kontaminiranih aromati¢nim ugljovodonicima (Daane et al.,
2001; Kanaly et al., 2000), ali u znatno manjoj meri i manje paznje je posveceno analizi
njihovog bioremedijacionog potencijala. Do danas nije prijavljen veliki broj Gram-

pozitivnih izolata sa sposobnos¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih jedinjenja.

Kontaminacija aromati¢nim ugljovodonicima je Cesto pra¢ena kontaminacijom teSkim
metalima (Pepi et al., 2009; Sandrin i Maier, 2003), sto moze predstavljati problem za
bioremedijaciju ovakvih stanista (Pepi et al., 2008). Stoga su bakterijski izolati koji
imaju sposobnost da istovremeno interaguju sa vise razlicitih tipova kontaminanata
veoma interesantni. S obzirom na to da je hemijska analiza uzoraka sedimenta
pokazala prisustvo teskih metala izolati su testirani na sposobnost rasta u prisustvu
visokih koncentracija teskih metala, i to 20 puta visih od dozvoljenih koncentracija
propisanih Pravilnikom o dozvoljenim koli¢inama opasnih 1 S$tetnih materija

(EPA/Serbia, 1994). Medu Gram-pozitivnim bakterijama, 8 izolata je bilo tolerantno
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na 100 mM koncentracije teskih metala (Tabela 7), pri cemu 50% ovih izolata pripada
rodu Rhodococcus. Dva Gram-negativna soja su pokazala sposobnost rasta u prisustvu
100 mM koncentracija Cd?* (TN301), odnosno Hg®* (TN302). lako su rudnici i
jalovista naj¢eS¢a mesta izolacije bakterija tolerantnih na visoke koncentracije metala
(Watkin et al., 2009), uzorci sedimenta pod uticajem petrohemijskih efluenata su se
takode pokazali kao bogat izvor ovakvih izolata s obzirom na to da je cak 84% izolata
raslo u prisustvu 20 puta poviSenih koncentracija Cd**, Ni**, Hg**, Cu®* i Fe?* u odnosu
na koncentracije propisane Pravilnikom. Nedavno je objavljena opsezna studija u kojoj
je analizirano 24 izolata poreklom iz morskih sedimenata koji su pokazivali rezistenciju
na nekoliko teskih metala, ukljucuju¢i As, Hg, Co, Cd, Pb i Se (Nithya et al., 2011).
Autori su smatrali sojeve rezistentnim ukoliko su pokazivali vise od 50% rasta u
prisustvu 25 mM koncentracija metala, Sto je Cetiri puta nize od koncentracije jona
metala kori$¢enih u ovom radu. Sa druge strane, Nithyia i saradnici su izolovali tri soja
Bacillus sp., Staphylococcus sp. i Planococcus maritimus koji su bili rezistentni na
300 mM koncentracije Cd**, Cu**, Hg?* i Zn?* (Nithya et al., 2011).

Geni ¢iji proizvodi ucestvuju u ostvarivanju rezistencije na teSke metale su najcesce
locirani na plazmidima (Deeb i Altalhi, 2009; Rojas et al., 2011). Rezistencija na teske
metale je veoma Cesto pracena rezistencijom na antibiotike (Malik i Aleem, 2011), i
pokazano je da je rezistencija na antibiotike veoma rasprostranjena medu bakterijama
izolovanim iz uzoraka kontaminiram ugljovodonicima (Stapleton et al., 2000). 1 u
ovom radu je pokazano da veliki broj izolata (60%) pokazuje rezistenciju na bar jedan
antibiotik (odeljci 4.4.3. 1 4.5.2.), pri ¢emu je 15 izolata (40%) pokazivalo rezistenciju
na ampicilin. Sedam izolata sa sposobnos$¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih
ugljovodonika je pokazivalo rezistenciju na teSke metale i antibiotike (Tabela 7).
Medutim, nije primecena visoka incidenca multirezistencije na antibiotike, Sto je
povoljna karakteristika za sojeve koji bi se upotrebljavali za bioremedijaciju. Medu
izolatima koji su pokazivali rezistenciju na teSke metale (100 mM koncentracija) samo
Rhodococcus sp. TN401 je imao sposobnost degradacije svih 15 testiranih jedinjenja i
bio je senzitivan na sve testirane antibiotike, $to ga ¢ini veoma dobrim kandidatom za

testiranje sposobnosti bioremedijacije meSovito zagadenih sredina.
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5.3. Aplikativni potencijal TN izolata

| Gram-pozitivni i Gram-negativni izolati analizirani u ovom radu se mogu
okarakterisati kao robustne bakterije sa moguénoS¢u prezivljavanja u razliCito
kontaminiranim staniStima 1 u prisustvu meSovite kontaminacije aromati¢nim
ugljovodonicima i teskim metalima, koje ne poseduju multirezistenciju na antibiotike.
S obzirom na morfoloske i fizioloske karakteristike koje im omogucéavaju da opstaju u
teSkim uslovima Zzivotne sredine kolekcija Gram-pozitivnih bakterija izolovanih u
ovom radu predstavlja znacajan izvor izolata koji bi mogli biti primenjeni u
bioremedijaciji. Takode, ovi izolati predstavljaju bogat izvor potencijalno novih
oksigenaza koje su ukljucene u biodegradaciju aromati¢nih jedinjenja, a koje bi mogle
biti upotrebljene u drugim oblastima biotehnologije, kao §to je biokataliza (Li et al.,
2002).

5.3.1. Bioremedijacija

Kao §to je ve¢ napomenuto, petrohemijski efluenti 1 nafta kao izvori zagadenja sadrze
kompleksnu smesu ugljovodonika i metala (Atlas, 1981; Botalova, 2010). Dosadasnje
studije bioremedijacionog potencijala mikroorganizama su uglavnom bile fokusirane na
individualne organizme sa sposobno$¢u degradacije malog broja ugljovodoni¢nih
jedinjenja. U ovom radu su izolovane 34 Gram-pozitivne i 4 Gram-negativne bakterije
sa velikim potencijalom aplikacije u studijama bioremedijacije meSovito
kontaminiranih staniSta. Da bi se procenila moguénost bioremedijacije neke sredine
neophodno je uspostaviti dobru strategiju detosikacije mikroorganizmima i predvideti
naéin pracenja procesa remedijacije (Andreoni i Gianfreda, 2007). Zbog toga je
neophodno izvrsiti detaljnu analizu metabolickih i1 genetiCkih karakteristika organizama
kako bi se predvideli i potencijalni problemi. S obzirom na to da je pokazano da
metali, pored toksi¢nog efekta na rast mikroorganizama mogu imati 1 inhibitorni efekat
na enzime koji uéestvuju u degradaciji (Amor et al., 2001; Pepi et al., 2008; Sandrin i
Maier, 2003), utvrdena je sposobnost TN izolata da degraduju i mono- i poliaromati¢na
jedinjenja u prisustvu teSkih metala. Da bi se mogla proceniti efikasnost procesa

bioremedijacije neophodno je ustanoviti molekularne tehnike za pracenje bakterijskih
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populacija koje u njemu uéestvuju (Andreoni i Gianfreda, 2007; Cavalca et al., 2000).
Obicno se u tu svrhu koriste geni koji kodiraju enzime koji ucestvuju u katabolizmu
specificnih  polutanata poput nid gena koji kodiraju dioksigenazu uklju¢enu u
degradaciju poliaromati¢nih jedinjenja (Hall et al., 2005). Konzervisani regioni katehol
dioksigenaza, centralnih enzima u metabolizmu najveceg broja aromati¢nih jedinjenja
(Hendrickx et al., 2006) se takode mogu koristiti za procenu aktivnosti populacije u
kontaminiranoj sredini (Mesarch et al., 2000). Upotrebom degenerisanih prajmera za
amplifikaciju konzervisanih regiona gena za katehol 1,2- (C120) i katehol 2,3-
dioksigenazu (C230) (An et al., 2001; Sei et al., 1999) umnoZeni su fragmenti C120
kod Pseudomonas sp. TN301 i C230 kod Bacillus sp. TN124, Bacillus sp. TN125 i
Bacillus sp. TN126.2. S obzirom da pripadaju velikoj familiji raznovrsnih gena nije
iznenadujuce $to je detektovan ovako mali broj C120 i C230 kod TN izolata (EItis i
Bolin, 1996; Hendrickx et al., 2006).

5.3.2. Biokataliza

Bakterije izolovane u ovoj studiji predstavljaju izvor brojnih enzima koji bi mogli nac¢i
primenu u biokatalizi i biotransformaciji. Dioksigenaze, enzimi koji ucestvuju u
katabolizmu aromati¢nih jedinjenja i koje katalizuju regioselektivnu i stereoselektivnu
oksidaciju mogu imati primenu u procesima oksidativne biotransformacije (Li et al.,
2002). Na primer, pokazano je da toluen 4-monooksigenaza pre¢iS¢ena iz
Pseudomonas mendocina KR1 moze da se koristi za in vitro hidroksilaciju aromati¢nih
ugljenikovih atoma i da u dvofaznim sistemima (organski rastvara¢/pufer) pokazuje
Siru supstratnu specifiénost (Oppenheim et al., 2001). U ovom radu su pomocu veé
objavljanih degenerisanih prajmera detektovani i sekvencirani geni za centralne enzime
katabolizma aromati¢nih ugljovodonika, katehol dioksigenaze. Sekvence ovih gena bi
se mogle primeniti za redizajn postoje¢ih prajmera, ali i sami enzimi mogu naci

primenu u procesima oksidativne biotransformacije.

Pripadnici rodova Bacillus i Pseudomonas su poznati po proizvodnji lipaza, enzima sa
sirokom primenom u industriji hrane, deterdzenata i farmaceutskoj industriji (Gupta et
al., 2004). Lipaze su najéeS¢e koris¢eni enzimi u sintetickoj hemiji koji katalizuju

hidrolizu estara karboksilnih kiselina u vodenoj sredini, odnosno reverznu reakciju u
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organskim rastvara¢ima (Reetz, 2002). lako prisustvo lipaza nije testirano u ovom
radu, kolekcija bakterije izolovanih u ovom radu bi mogla posluziti i kao izvor

potencijalno novih formi ovih industrijski znac¢ajnih enzima (Bassegoda et al., 2012).

5.3.3. Proizvodnja biopolimera

S obzirom na visok sadrzaj ugljenika pre svega u uzorku S1 (Tabela 5) kao i visok
odnos ugljenika prema azotu (C/N odnos) analizirane su sposobnosti izolata da
akumuliraju bioloske polimere (polifosfate, egzopolisaharide i polihidroksialkanoate)
¢ime je proSirena mogucénost upotrebe izolovanih bakterija u bioremedijaciji na
upotrebu izolata i u industrijske svrhe. Sva tri biopolimera se akumuliraju u odgovoru
na sredinski stres, ali takode mogu imati industrijsku primenu (Chen, 2009; Rao et al.,
1998; Vu et al., 2009).

5.3.3.1. Polifosfati

Polifosfati su linearni lanci fosfatnih jedinica koje su medusobno povezane visoko
energetskim fosfoanhidridnim vezama i predstavljaju najrasprostranjenije biopolimere
(Kornberg et al., 1999). Potvrdene su razli¢ite uloge polifosfata kao $to suoCuvanje
energije, sakupljanje dvovalentnih katjona, ali i u fizioloskoj adaptaciji bakterija tokom
rasta 1 razvica 1 odgovoru na stres izazvan nedostatkom nutrijenata 1 drugim sredinskim
stresovima (Kornberg et al., 1999). Sli¢no, i Esherichia coli moze da akumulira
polifosfate u uslovima osmotskog ili nutritivnog stresa (Rao et al., 1998). Od 38
bakterija izolovanih u ovom radu, 34% je pokazalo sposobnost akumulacije polifosfata
(Slika 20 1 odeljak 4.5.3.), od Cega je polovina izolata koja je pokazala ovu sposobnost
istovremeno imala sposobnost degradacije svih testiranih aromati¢nih jedinjenja. Nivo
akumulacije polifosfata zavisi od koncentracije neorganskog fosfata (Pi) u medijumu.
Dva izolata, Bacillus sp. TN322 i Pseudomonas sp. TN301 su imali sposobnost
akumulacije 68, odnosno 60 nmol Pi po mg ukupnih proteina u medijumu koji je
sadrzao 35 mM koncentraciju Pi. Prethodno prijavljene vrednosti za Bacillus cereus su
2 nmol Pi po mg ukupnih proteina (Shi et al., 2004), dok je u medijumu sa 35 mM
koncentracijom Pi Pseudomonas putida KT2440 akumulirao manje od 50 nmol Pi po

mg ukupnih proteina (Tobin et al., 2007).
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Eutrofikacija, odnosno povecanje organske produkcije u vodenim ekosistemima je
posledica drasti¢no povisenih koncentracija azota i fosfora u ovim sredinama. Efluenti
fabrika za preradu otpadnih voda su veoma bogati azotom i fosforom (Arvin, 1985) i
glavni su izvor povecanja koncentracije ovih elemenata u rekama i jezerima. U
proteklih 30 godina se intenzivno radi na razvijanju metoda za uklanjanje organskog
ugljenika, azota i fosfora baziranim na upotrebi mikroorganizama (Seviour et al.,
2003). Izolati sa sposobnosc¢u akumulacije polifosfata mogli bi naci primenu u procesu
pojacanog bioloskog uklanjanja fosfora iz voda (EPBR, eng. Enhanced Biological
Phosphorus Removal). Ovaj proces podrazumeva usvajanje neorganskog fosfora iz
spoljasnje sredine i njegovo skladiStenje u vidu polifosfata u kontrolisanim uslovima,

nakon ¢ega se ¢elije uklanjaju, a samim tim i fosfor (Seviour et al., 2003).

5.3.3.2. Egzopolisaharidi (EPS)

Egzopolisaharidi (EPS) predstavljaju joS jedan vazan biopolimer koji je zbog svojih
osobina (stabilizacija, u¢vr§¢avanje, formiranje biofilmova, zadrzavanje vode) veoma
zna€ajan u razli¢itim industrijskim sektorima (industrija deterdZenata, adheziva,
farmaceutska i tekstilna industrija) (Moppert et al., 2009). Ovaj biopolimer je ukljucen
u formiranje biofilmova i ima ulogu u protekciji bakterija od razli¢itih stresova i
dehidratacije (Vu et al., 2009). S obzirom na ulogu biofilmova u adaptaciji i
prezivljavanju mikroorganizama pretpostavlja se da je bioremedijacija posredovana
mikrorganizmima koji formiraju biofilmove efikasnija od bioremedijacije sa
planktonskim bakterijama (Vu et al., 2009). Od svih izolata analiziranih u ovom radu
Cetiri Gram-pozitive bakterije (Bacillus sp. TN124, Bacillus sp. TN125, Bacillus sp.
TN128 i Rhodococcus sp. TN105) su imale sposobnost formiranja EPS-a (Slika 21).
Wei i saradnici su pokazali da Bacillus subtilis i Pseudomonas putida sa sposobnosc¢u
proizvodnje EPS-a imaju povisenu efikasnost adsorpcije Cd** u odnosu na sojeve kod
kojih je sposobnost proizvodnje EPS-a narusena (Wei et al., 2011). Takode je
pokazano da su EPS Gram-pozitivnih ¢elija B. subtilis efikasniji u adsorpciji Cd** u
odnosu na EPS-om podstaknutu adsorpciju Cd®* kog P. putida (Wei et al., 2011). lako
izolati sa sposobnos$¢u produkcije EPS-a nisu tolerisali 100 mM koncentracije metalnih
jona, mogli su rasti u prisustvu 20 puta poviSenih koncentracija, $to ih ¢ini dobrim

kandidatima kako za testiranje bioremedijacionih sposobnosti, tako i za uklanjanje
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metala iz kontaminiranih sredina. Vazno je napomenuti i da je multirezistentnost na
antibiotike ¢eSc¢a kod sojeva sa sposobnoscu proizvodnje EPS-a (Arciola et al., 2005).
Medutim, izolati Bacillus sp. TN125 i Rhodococcus sp. TN105 koji su proizvodili
znacajnu koli¢inu EPS-a nisu pokazivali multirezistenciju u odnosu na testirane

antibiotike, ve¢ su bili rezistentni samo na ampicilin (Tabela 7).

5.3.3.3. Polihidroksialkanoati (PHA)

Polihidroksialkanoati su industrijski vredni biopolimeri koje bakterije obi¢no
akumuliraju u uslovima nutritivnog stresa kao Sto je suviSak ugljenika (C) i
ograni¢enost azota (N) (Chen, 2009). S obzirom na visok C/N odnos u uzorcima
sedimenta (20/1 u uzorcima S1, S2 1 S4 1 ¢ak 30/1 u S3) pretpostavljeno je da bi se
medu izolatima mogao naci veliki broj proizvodaca polihidroksialkanoata. Medutim,
svega 16% izolata, tri iz roda Bacillus (TN22, TN122 i TN128, slika 23) i Gram-
negativni izolati (Slika 24) su imali sposobnost akumulacije ovog biopolimera. Nivoi
akumuliranog polihidroksibutirata kod Bacillus subtilis (Singh et al., 2009) i
Sinorhizobium melioti (Lakshman i Shamala, 2006) bili su od 2 do 8 puta visi u odnosu
na nivoe akumulacije PHB kod izolata u ovom radu. Sa druge strane, kod TN izolata iz
roda Bacillus je po prvi put pokazana konverzija toluena u PHB. Do sada je opisana
akumulacija slicnog polimera poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerata) do 10%
CDW kod Rhodococcus aetheriovorans IAR1 (Hori et al., 2009).

Vrste roda Pseudomonas su poznate po svojoj sposobnosti da akumuliraju
polihidroksialkanoate iz razli¢itih supstrata, uklju€ujuéi 1 monoaromati¢ne
ugljovodonike (Huijberts et al., 1992; Nikodinovic et al., 2008; Rojas-Rosas et al.,
2007). Pseudomonas sp. TN301 je akumulirao 4.3 i 2.5 puta vise mcl-PHA u odnosu
na P. aeruginosa i P. putida KT2442 kada je glukoza koris¢ena kao izvor ugljenika i
energije (Huijberts et al., 1992; Rojas-Rosas et al., 2007). Medutim, P. stutzeri je pod
istim uslovima gajenja akumulirao 1.2 puta viSe polimera u odnosu na izolat TN301
(He et al., 1998).

Sposobnost konverzije monoaromati¢nih jedinjenja (BTEX, stiren) u mcl-PHA je ve¢
opisana kod sojeva vrste P. putida (Nikodinovic et al., 2008; Tobin i O'Connor, 2005;

Ward et al., 2005). Stoga je izolat Pseudomonas sp. TN301 analiziran za sposobnost
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konverzije Sirokog spektra monoaromati¢nih ugljovodonika u mcl-PHA (Tabela 11).
Produktivnost akumulacije mcl-PHA kod Pseudomonas sp. TN301 bila je 2 (benzen),
1.5 (toluen), odnosno 1.7 (etilbenzen) puta niza u odnosu na produktivnost P. putida F1
gajenom na istim supstratima (Nikodinovic et al., 2008). Medutim, produktivnost
akumulacije mcl-PHA bila je jednaka produktivnosti kada su P. putida F1, P. putida
mt-2 i P. putida CA-3 koriS¢eni kao konzorcijum (Nikodinovic et al., 2008).
Sposobnost izolata Pseudomonas sp. TN301 da degraduje Siri opseg monoaromati¢nih
ugljovodonika i konvertuje ih u mcl-PHA omogucava njegovu potencijalnu

biotehnolosku aplikaciju.

5.4. Biotehnoloska konverzija poliaromati¢nih ugljovodonika u PHA

Bakterijski sojevi sa sposobno$éu degradacije monoaromati¢nih ugljovodonika 1
njihove konverzije u mcl-PHA su uspesno upotrebljeni u hemo-biotehnolo§kom
procesu konverzije plastiénog otpada kao $to su polistiren i polietilenteraftalat (PET) u
biodegradabilnu plastiku (Kenny et al., 2008; Ward et al., 2006). U ovom procesu se
kao izvor ugljenika za rast bakterija i akumulaciju PHA koristi materijal dobijen
pirolizom plasti¢nog otpada. Piroliticka ulja kompleksnijih otpadnih materijala, kao Sto
su istrosene gume sadrze znacajne koli¢ine poliaromati¢nih ugljovodonika (Cunliffe i
Williams, 1998; Kaminsky i Kim, 1999). Da bi se ovakav materijal mogao Kkoristiti za
konverziju u mcl-PHA od velikog je znacaja izolovati sojeve sa sposobno$cu

konverzije poliaromati¢nih ugljovodonika u mcl-PHA.

Pokazano je da Pseudomonas sp. TN301 ima sposobnost konverzije poliaromati¢nih
ugljenika u mcl-PHA. Do sada je samo analizom metaboloma Sinorhizubium sp. C4
gajenog na fenantrenu ukazala na sposobnost ovog soja da akumulira PHB (Keum et
al., 2008), medutim ni za jedan soj do sada nije pokazana sposobnost konverzije

poliaromati¢nih jedinjenja u mcl-PHA.

Tokom analize sposobnosti izolata Pseudomonas sp. TN301 da konvertuje naftalen u
mcl-PHA primecen je problem biodostupnosti ovog poliaromati¢nog jedinjenja. Slaba
biodostupnost mono- i poliaromati¢nih supstrata je Cesto prijavljivana u literaturi (Atlas
i Cerniglia, 1995; Van Hamme et al., 2003). Zbog toga je ispitivan efekat razli¢itih
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rastvarac¢a (metanola, acetona, 1-pentanona) za koje je ranije pokazano da povecavaju
rastvorljivost naftalena u vodi (Dickhut et al., 1989). Efekat surfaktanata na
biodostupnost poliaromati¢nih supstrata je ranije analiziran i pokazano je da oni mogu
imati pozitivan uticaj (Hickey et al., 2007), u nekim studijama nisu imali nikakvog
efekta (Laha i Luthy, 1992), dok su neki autori pokazali inhibiciju biodegradacije pri
upotrebi surfaktanata (Bramwell i Laha, 2000; Doong i Lei, 2003). U ovom radu je
analiziran efekat razlicitih rastvaraca na povecanje rastvorljivosti naftalena u MSM
medijumu, kao i efekat sintetickog surfaktanta Tween-a 80 na biodostupnost
poliaromati¢nih supstrata. U slu¢aju Pseudomonas sp. TN301 dodatak Tween-a 80 je

imao najbolji efekat kako na rast izolata, tako i na akumulaciju mcl-PHA (Slika 25).

Evidentno je da je sposobnost konverzije aromati¢nih supstrata u mcl-PHA zavisna od
izvora ugljenika (Tabele R6 i R7). Naime, biomasa koju je Pseudomonas sp. TN301
postizao tokom rasta na mono- i poliaromati¢nim supstratima je bila ujednacena, ali su
se poliaromati¢na jedinjenja pokazala kao slabiju supstrati za akumulaciju mcl-PHA.
Uzrok ovom fenomenu moze biti slabija biodostupnost poliaromati¢nih jedinjenja, ali i
razli¢ita efikasnost njihovog koris¢enja. Poredenjem produktivnosti akumulacije mcl-
PHA iz glukoze 1 naftalena, pri ¢emu je koriS¢ena ista koli¢ina ugljenika u oba slucaja
(1.8 g I") pokazano je da se postizu dvostruko manja biomasa i koli¢ina akumuliranog
mcl-PHA kada je izolat gajen na naftalenu (Slika 26). S obzirom na to da se
polihidroksialkanoati akumuliraju u odgovoru na stres izazvan disbalansom nutrijenata
(Chen, 2009; Hoffmann i Rehm, 2004), kao i na toksi¢nost naftalena kao supstrata
(Pumphrey i Madsen, 2007) slabiji rast i manja koli¢ina akumuliranog biopolimera nisu
iznenaduju¢i. Toksi¢ni efekat aromaticnog supstrata pri ograni¢enoj dostupnosti azota
je demonstriran kod P. putida G7 gajenom na naftalenu (Ahn et al., 1998), kao i kod
P. putida CA-3 gajenom na stirenu (Nikodinovic-Runic et al., 2009). Prisustvo veceg
broja kondenzovanih prstenova u slucaju fenantrena i krizena dovelo je do znacajnog
smanjenja koli¢ine akumuliranog polimera (Tabela 11), dok kada su metilnaftaleni i

dimetilnaftalen koris¢eni kao supstrati mcl-PHA nije detektovan.

Sposobnost Pseudomonas sp. TN301 da degraduje Sirok spektar aromati¢nih supstrata i

da ih konvertuje u mcl-PHA, kao i njegova tolerancija na teSke metale ga Cine
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kandidatom za upotrebu u hemo-biotehnoloskoj konverziji petrohemijskog otpada u

industrijski vrednu termoplastiku.
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6. ZAKLJUCCI

Mikroanaliza Cetiri uzorka sedimenta uzorkovanih u blizini petrohemijske
industrije pokazala je znatno povisenu koli¢inu ukupnog ugljenika u odnosu na
azot, Sto je indikator prisutnosti zagadenja organskim jedinjenjima. Kao $to je i
bilo o¢ekivano, najveéa koli¢ina ukupnog ugljenika detektovana je u sedimentu
kanala za ispustanje preradenih otpadnih voda. U ovom uzorku je konstatovana
i najvisa koncentracija metala cd*, Hg2+, Ni%*, Pb i Zn®* u odnosu na preostala

tri uzorka.

Sedimenti uzorkovani u blizini petrohemijske industrije su dobar izvor
metabolicki raznovrsnih bakterija koje imaju potencijal da se primene u
bioremedijaciji:

o Primenom selektivne metode za izolaciju Gram-pozitivnih bakterija i
odabirom izolata sa specificnim osobinama karakteristicnim za Gram-
pozitivne bakterije, iz sva Cetiri uzorka je izolovano ukupno 218
bakterija. Metodom predobogalivanja uzoraka naftalenom u
kombinaciji sa selekcijom najbrZe rastucih bakterija selektovano je 7
bakterija.

o Testiranjem sposobnosti rasta odabranih 225 izolata na aromati¢nim
jedinjenjima pokazano je da ¢ak 61% izolata ima sposobnost koriS¢enja
barem jednog aromati¢nog jedinjenja kao jedinog izvora ugljenika i
energije. Sposobnost degradacije viSe od 9 testiranih aromati¢nih
jedinjenja je imalo 38 izolata, od kojih je 61% bio poreklom iz
sedimenta kanala za ispustanje preradenih otpadnih voda.

o Medu 10 izolata (8 Gram-pozitivnin i 2 Gram-negativha) sa
sposobnos$c¢u rasta u prisustvu 100 mM koncentracija teskih metala
izdvojio se Bacillus sp. TN303 koji je tolerisao 100 mM koncentracije
tri metala (Cu®*, Hg**, Fe?").

o lako je cak 60% izolata pokazalo rezistenciju na neki od testiranih

antibiotika, nije primecena pojava multirezistentnosti, osim kod

102



Bacillus sp. TN303 koji je bio rezistentan na 4 antibiotika. Najve¢i broj
sojeva (40%) je bio rezistentan na ampicilin.
e Metabolicka raznovrsnost izolovananih bakterija ima geneticku potporu u

prisustvu kljuénih enzima ukljucenih u katabolizam aromati¢nih jedinjenja

(katehol 1,2- i katehol 2,3-dioksigenaza)

e Metabolicki raznovrsne bakterije izolovane iz sedimenata uzorkovanh u blizini
petrohemijske industrije su pokazale i taksonomsku raznovrsnost:
o lIzolati sa sposobnoS¢u degradacije Sirokog spektra aromati¢nih
jedinjenja su identifikovani na osnovu 16S rDNK sekvence i pokazano
je da 34 izolata pripada grupi Gram-pozitivnih bakterija. Cak 47%
Gram-pozitivnih izolata je svrstano u rod Bacillus, dok su ostali izolati
pripadali rodovima Rhodococcus (7 izolata), Arthrobacter (6 izolata),
Streptomyces (2 izolata), Gordonia (2 izolata) i Staphylococcus (1
izolat). Gram-negativni izolati su pripadali rodu Sinorhizobium (2
izolata) i po jedan izolat iz rodova Acinetobacter i Pseudomonas.
o lzolati Rhodococcus sp. TN105, Arthrobacter sp. TN221 i Gordonia sp.
TN103 su na osnovu filogenetske analize oznaceni kao novi bakterijski

sojevi.

e Veliki broj izolovanih sojeva je imao sposobnost proizvodnje bar jednog od
biopolimera (polifosfati, egzopolisaharadi i polihidroksialkanoati):

o 0Od 37% izolata sa sposobnoS¢u akumulacije polifosfata najvisi nivoi
ovog biopolimera su detektovani kod Bacillus sp. TN323 i Pseudomonas
sp. TN301. Detektovani nivoi polifosfata kod ovih izolata su bili visi od
koli¢ina prijavljenih u literaturi.

o Proizvodnja egzopolisaharida je utvrdena kod 4 Gram-pozitivna soja, pri
¢emu je Rhodococcus sp. TN105, novi soj, imao sposobnost degradacije
svih 15 testiranih jedinjenja i proizvodnje egzopolisaharida.

o Bacillus sp. TN22, Bacillus sp. TN122 i Bacillus sp. TN128 su imali
sposobnost akumulacije relativno niskih nivoa polihidroksibutirata kada

su glukoza ili toluen koris¢eni kao izvori ugljenika i energije, ali je po
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prvi put pokazana sposobnost Gram-pozitivnih bakterija da konvertuju

aromati¢no jedinjenje u ovaj biopolimer.

Velika metabolicka raznovrsnost Gram-pozitivnih bakterija izolovanih u ovom
radu, u kombinaciji sa dobrim fizioloskim karakteristikama ove grupe bakterija
koje im omogucavaju prezivljavanje u teSkim uslovima Zivotne sredine daje im
Sirok aplikativni potencijal u: bioremedijaciji, uklanjanju fosfata iz industrijskih
otpadnih voda procesom pojac¢anog bioloskog uklanjanja (EBPR), industrijskoj
proizvodnji egzopolisaharida i polihidroksibutirata.

Medu Gram-negativnim izolatima izdvojio se Pseudomonas sp. TN301, sa
sposobnoS¢u rasta na svim testiranim monoaromati¢nim i velikom broju
poliaromati¢nih jedinjenja, tolerancije 100 mM Cd®* i sposobnoséu akumulacije

polifosfata i polihidroksialkanoata srednje duzine lanca (mcl-PHA).

Po prvi put je pokazana sposobnost jedne bakterije (izolat Pseudomonas sp.
TN301) da konvertuje poliaromati¢ne ugljovodonike (naftalen, fenantren i
krizen, kao i smeSe ovih jedinjenja) u mcl-PHA. Pseudomonas sp. TN301 je
takode mogao da konvertuje veliki broj aromati¢nih jedinjenja 1 njihove smese u

mcl-PHA.

Sposobnost Pseudomonas sp. TN301 da degraduje Sirok spektar aromati¢nih
supstrata i da ih konvertuje u mcl-PHA, kao i njegova tolerancija na teske
metale ga ¢ine kandidatom za upotrebu kako u bioremedijaciji tako i u hemo-
biotehnoloskoj konverziji petrohemijskog otpada u industrijski vrednu

termoplastiku.
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Prilog I: Sekvence konzervisanih regiona gena za katehol 1,2-dioksigenazu
(C120) i katehol 2,3-dioksigenazu (C230)

>Pseudomonas sp. TN301 konzervisani region gena za C120

CGTCCTTATTCTGTCTTCTATTCGACACAGTCCGAGTTCACCTGCGTCGGCGTATCATTACCGATGCCGA
GGGCCGTTATCGCGCGCGCTCGATCGTACCGTCGGGGTATGGCTGCGACCCGCAGGGGCCAACCCAGGAA
TGTCTGGACCTGCTCGGCCGCCATGGCCAGCGCCCGGCGCACGTGCACTTCTTCATCTCGGCACCGGGGL
ACCGCCACCTGACCACGCAGATCAACTTTGAAGGCGATTCCAGCTACTATTGCTCTCGAATTCACCTGTC
GGGTTATCAGTCCGATGCCAAAGGTCACAACCCGGGCTGTTTCCCGGGGGCATATACTGCGCCCTAAGGG
TTCCCCCGGAAGTGCCTACCCGGATTTCCGGGCGGTCCGGCCCGATGAC

>Bacillus sp. TN124 konzervisani region gena za C230

AAGAGGCATGGGGGCGCACCGGTTCGATCATGCCTTGCTTTATGGTCCGCATGTGGATCAGGTGATGCAT
TTCTTCGTGGAAGCGCTGGATTTCAGCCTAGCGGAACAAGTGATGATGCCGGACGGTTTGCTGGCGATCT
GGTTGTCCTGCGGCAACAAGGCGCACGATACCGCCTTCGTCAAGCACCCCGAGCCGGGCAAGCTGCATCA
CATCTCCTTCTTCCTGGAGTCCTGGCACGACGTCGGCCGCGCGGCGGAGAGCATCGCCCGCTACAACATC
TCGCTGGATATCGGGCCGACTCGGCACGGCATCACTCGGGGCCAGGCCATCTACTTCTTCGATCCTTCCG

>Bacillus sp. TN125 konzervisani region gena za C230

GAGGCATGGGGCCGCACCGGTTCGATCATGCCTTGCTTTATGGTCCGCATGTGGATCAGGTGATGCATTT
CTTCGTGGAAGCGCTGGATTTCAGCCTAGCGGAACAAGTGATGATGCCGGACGGTTTGCTGGCGATCTGG
TTGTCCTGCGGCAACGAGGCGCACGATACCGCCTTTGTCAAGCACCCCGAGCCGGGCAAGCTGCATCACA
TCTCCTTCTTCCTGGAGTCCTGGCACGACGTCGGCCGCGCGGCGGAGAGCATCGCCCGCTACAACATCTC
GCTGGATATCGGGCCGACTCGGCACGGCAAGACTCGGGGCCAGGCCATCTACTTCTTCGATCCTTGCG

>Bacillus sp. TN126.2 konzervisani region gena za C230

TCGGAGGCATGGGGCCGCACCGGTTCGATCATGCCTTGCTTTATGGTCCGCATGTGGATCAGGTGATGCA
TTTCTTCGTGGAAGCGCTGGATTTCAGCCTAGCGGAACAAGTGATGATGCCGGACGGTTTGCTGGCGATC
TGGTTGTCCTGCGGCAACGAGCACGATACCGCCTTTGCGGTCAAGCACCCCGAGCCGGGCAAGCTGCATC
ACATCTCCTTCTTCCTGGAGTCCTGGCACGACGTCGGCCGCGCGGCGGAGAGCATCGCCCGCTACAACAT
CTCGCTGGATATCGGGCCGACTCGGCACGGCAAGACTCGGGGCCAGGCCATCTACTTCTTCGATCCTTT
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Prilog Il: Sekvence fragmenata gena za sintezu polihidroksialkanoata
(phaA, phaC, phaG)

>Pseudomonas sp. TN301 fragment phaC1 gena

GTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAAAAAGAAACTTACAAGCTTTCAACGCTCGTGAACG
TAGGTGCCTGGGGAGGCTTCGCCGGCCGCGTAGGCACGGTTGCCCAGGCGGGTCGGTGCCTTTTTCAGCG
CACCGGCACGCTCGCCCAGCCAACTTTGCCAGTGCAACCACCAGGAGTCTGCATGCTTGGTGGCGTTTTC
CTGCCAGGCCACCGGGTCCCCCGGGCGGTCGGCACCGGTCATGAAACGTGCCTTCGGGTTGCCCGGCGGG
TTGAGGATGCTCTGGATATGCCCGCTGTTGGACAGTACGAATTCGATCTTGCCACCGAACAGATGTGCCG
AGCGGTAGCATGACGGCCATGGGGTGATGTGGTCGTTGGTGCCGGCGAGGCTGTAGATGTCGCATTTGAC
CTGTTTCAGGTCGATCGCGGTGCCGCACACTTCCAGGGCATCGGGGCGGGTCAGCGGGTTGCTTTTGAAC
ATTTCGATCAGGTCGCCGTGGAAGGCGGCCGGCAGGCGCGTGGTGTCGTTGTTCCAGAACAGGATGTCGA
ACACGGGGGGCTCATTGCCCAGCAGGTAGTTGTTAACCCAGTAATTCCAGATCAGGTCGTTGGG

>Pseudomonas sp. TN301 fragment phaA gena

GGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTAGATTACTTACGGA
TCCGACAGACAAACCGGCCAAAGGATCGACAACGCTCCCCGCCACCCGCATGAACGTGCAGAACGCCATC
CTCGGCCTGCGCGGCCGCGACCTGCTTTCCACGCTGCGCAACGTCGGCCGCCACGGTCTGCGCCACCCGL
TGCATACCGCGCATCATCTGCTGGCGCTTGGCGGGCAGTTGGGGCGGGTGATGCTGGGGGACACGCCCTA
CCAGCCGAACCCGCGTGACGCACGCTTCAGTGACCCGACCTGGAGCCAGAACCCGTTCTACCGLCCGCGGL
CTGCAGGCCTACCTGGCCTGGCAGAAGCAGACACGCCAGTGGATCGATGAAAGCCACTTGAACGACGATG
ATCGAGCCCGCGCCCGCTTCCTGTTCAACCTGATCAACGATGCGCTGGCGCCCAGCAACTCACTGCTCAA
TCCGCTGGCGGTCAAAGAGCTGTTCAACACCGGCGGCCAGAGCCTGGTGCGCGGCGTGGTCCACCTGCTC
GACGACCTGCGTCACAACGATGGGCTGCCGCGTCAGGTGGACGAGCGCGCCTTCGAAGTAGGCGCCAACC
TGGCGGCGACCCCTGGCGCAGT

>Pseudomonas sp. TN301 fragment phaG gena

TGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAAACGAGTTGTTATTAGCGGCCGCTC
AGATGGCCAATGCATGCTGCCCCTGTTGCACGGGTTGGTAACGTTGGCGGGGTTCACGCACGGTTGGCTT
GAGGAACCCTAGCATGACACTGCGGGTGTTCTCGCAGGCGGTCTTGTTCTCCATGTCCAGGAAGTGGCCC
GCATCGCGGATCACGCTGAACTGGCTTCTGCCCACATGCTTGCTGAACTGCCGCGCATCTTCGACTGTGG
TGTACTCGTCGCGTTCGCCGTTGATGAACAGCACCGGGATGTTGATATTGCGCGCGCCTTGCAGCGCACG
TTCCAGGTCGTGCTCCAGCACCTGGTTGATGTGGAAGTGCATCTGTGCGTACTCGTGGCTGTCCAGGCTG
CTCACATGGCGGTAGTTGAAGCGTTTGAACAGCGACGGCAAGTGCTTGCCGATGGTGTCATTGACCAGGT
TGCCGACCTGATAACGGTCGCAGGCGGCCAGGTACTGGCAGCCACGGTCCAGATAGTCGCGCATCGGCTC
GTTGATCACTGGCGAGAACGAACTCACCACTGCCTTCTTCACGTACCGCGGCTGGTGCGCCAGCGC
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBYy

Motnucanun-a _Tawa M. HapaHuuh

Opoj ynuca HO060163

UzjaBmbyjem

aa je AOKTOpPCKa ,qvncepTaqua noA HacloBoM

“MeTabonuuka pasHOBPCHOCT OakTepuja M30MOBaHUX U3 MOBPLIMHCKOr pPeyHor
cegvMeHTa nopj ytuuajeM netpoxemujckux ecpnyeHara: Pseudomonas sp. TN301
Kao npousBohay nonuxugpokcuankaHoara”

pe3ynTtaTt CONCTBEHOr UCTPaXXMBa4Kor paaa,

[a npearoxeHa guceptauuja y LenvHn HA Y AenoBuma Huje Guna npegroxeHa
3a pobujabe Guno koje AunnioMe npema CTyAMJCKUM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

Aa Cy pe3yntat KOpekKTHO HaBeaeHU U

Aa HUCaM KpLuMo/na ayTopcka MnpaBa WM KOPUCTUO WHTENEKTYarlHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

Motnuc pokTopaHTa

Y Beorpagy, _ 21.05.2012.
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Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 UCTOBETHOCTU LUITaMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme u npesnme aytopa Tawa M. HapaHuuh

Bpoj ynuca HO060163

Cryamjcku nporpam __MonekynapHa 6uonoruja, Moayn: MNpokapuoTtu

Hacnos paga “MeTtabonuyka pasHOBpPCHOCT 6aKkTepuja U30n0BaHUX U3
NOBPLUMHCKOT PeYHOr ceaMMeHTa nopj yTuuajeM neTpoxemujckux edriyeHara:
Pseudomonas sp. TN301 kao npousBohjau nonuxuapokcuankaHoara”

MeHTop Ap JacmuHa HukoguHosuh-PyHuh n ap hophe dupa

MNoTnucanu Tanwa M. Hapanuuh

u3jaBrbyjem ga je TamnaHa Bep3uja MOr OOKTOPCKOr pafja WUCTOBETHa ENEKTPOHCKO]
BEP3Nju KOjy cam npepao/ma 3a objaerbuBawe Ha nopTany [AuruTtanHor
penosuTopujyma YHuBep3uteta y Beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMUYHWM nofdauy BesaHu 3a Jobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpAa HaykKa, Kao LUTO Cy UMe U Npe3ume, roguHa 1 mecto pohena n gatym
onbpaHe paga.

OBM nunyHM nojauy Mory ce o0jaBuTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurntande
GubnuoTeke, y ENEKTPOHCKOM KaTarory 1 y nybnukaumjama YHusepauteTa y beorpagay.

MoTnuc pokropaHTa

Y beorpagy, _ 21.05.2012.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [urutantu
penosnTopujyMm YHusepsuteTta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKy avcepTauumjy noa
Hacrnoeom:

“MeTabonuyka pasHOBPCHOCT GakTepuja M30NOBaHUX W3 MOBPLUMHCKOT
peyHor ceaMMeHTa nog  yTUUAjeM  NeTpPoxXeMujckux  edpniyeHara:
Pseudomonas sp. TN301 kao npoussohay nonuxmapokcuankaHoara”

KoOja je Moje ayTopcKo Aeno.

AvcepTaumjy ca caum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoOHCKOM )opMaTy MorogHOM
3a TpajHO apxuBUpak-e.

Mojy AokTopcky AncepTaumjy noxpareHy y Jurutanui penosutopujym YHuBepauTeTa
y Beorpagy mory aa kopucte CBU Koju NoLTyjy oapeabe cagpxaHe y onabpaHoM Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuno/na.

1. AytopcTBO
2. AyTopCTBO - HEKOMepLjanHo
@ AyTOpCTBO — HEKoMepuujarniHo — 6es npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AEeNUTU NOA UCTUM YCroBUMA
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOPCTBO — AEnuUTH NoA UCTUM YyCrioBUMA

(Monumo pa 3aoKpyxuTe camo jefHy Of LIECT MOHYREeHWX NULeHUM, KpaTak onuc
nuueHUm fart je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc gokTopaHTa

Y Beorpagy, _ 21.05.2012.




1. AyTopcTBo - [losBorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y W jaBHO caornliTaBare
Aena, v npepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH oa cTpaHe ayTtopa
unn fasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o4 cBux
nnUeHUN.

2. AyTOpCTBO — HEeKoMepuMjanHo. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBake, AMCTPUBYLM)Y 1 jaBHO
caoniiTaBake [ena, u npepaje, ako ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauuH oapefieH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpcTBO - HekomepumjanHo — Ge3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBarbe,
AncTpubyumnjy u jaBHO caonwTaBakwe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara WU
ynoTpebe fena y CBOM [eny, ako Ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of
CTpaHe ayTopa wnu AaBaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSfbaBa KOMepLujanHy
ynotpeOy fena. Y oQHOCY Ha CBe OcCTasne NULEHLE, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu obum npaea kopuluhera gena.

4. AYTOpPCTBO - HEKOMepuujanHO — AEnuUTU Mo4 UCTUM ycrnoeuma. [Jossorbapare
yMHOXaBare, AUCTpUbYLMjy 1 jaBHO CaonluTaBawe Lena, U npepaje, ako ce Haeeae
“Me ayTopa Ha HauuH odpefeH o CTpaHe ayTopa WNW AaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga Auctpubyupa nog WCTOM WNWM CAMYHOM nuueHuom. OBa nuueHUa He
A03BOSbaBa koMepLuujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopctBo — Ges npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBatbe, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caornwTaBawe aena, 6es npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe Aenay ceom geny,
ako ce Hasefe uMe ayTopa Ha HauMH ogpefeH of CTpaHe ayTopa Wnu Jasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopCcTBO - AenuTM MOA WCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTte YMHOXaBakbe,
AncTpuOyumjy 1 jaBHO caonLuTaBake Aena, v Npepaje, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha
Ha4YuMH ofpeheH of cTpaHe ayTtopa wnuM JaBaoua NWUEHLe M ako ce npepasa
Auctpubympa noa MCTOM MAM CAMYMHOM nuueHuoM. OBa nuueHUa [03Borbasa
komepuujanHy ynotpeby fgena u npepaga. CnuyHa je codTBEpCKMM nuLEHLama,
O[HOCHO f1LieHLaMa OTBOPEHOT Koaa.




