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Biohemijska karakterizacija bakterija izolovanih iz naftom zagadenih lokaliteta i njihova
primena za bioremedijaciju i proizvodnju egzopolisaharida

SAZETAK

Nafta i rafinisani proizvodi prerade nafte prilikom eksploatacije, transporta, skladiStenja i
akcidentalnih izlivanja zagaduju Zzivotnu sredinu i ispoljavaju toksi¢ne efekte po zivi svet u njoj
ukljucujuci i oveka. S druge strane, naftom zagadena zivotna sredina predstavlja lokalitet u kome zive
brojni mikroorganizmi koji imaju sposobnost degradacije razli¢itih zagadujucih supstanci. Cilj ove
disertacije je bio ispitivanje primena razli¢itih mikroorganizama izolovanih iz lokaliteta zagadenih
naftom, za dva procesa, bioremedijaciju i proizvodnju egzopolisaharida.

Istrazivanja vezana za bioremedijaciju su podeljena u dva dela. Prvi deo studije ispituje
sposobnost izolovanog konzorcijuma mikroorganizama, degradera ugljovodonika, u procesima
bioremedijacije izuzetno kompleksnih lokaliteta, kao §to su ispla¢ne jame. Ispla¢ne jame predstavljaju
zemljane rezervoare u koje se odlaze otpad, nastao tokom ekspoloatacije nafte i zemnog gasa. Na
pocetku procesa napravljen je bioremedijacioni supstrat dobijen mesanjem zemljista sa ruba isplacne
jame i rastresitog sedimenta bogatog naftnim ugljovodonicima. U bioremedijacioni supstrat je dodat
izolovan konzorcijum mikroorganizama. Pokazano je da nakon 180 dana konzorcijum sa visokom
efikasno$c¢u razgraduje naftne ugljovodonike i smanjuje njihovu koncentraciju za 95,3%. Ovako visok
procenat razgradnje ukazuje da je u konzorcijumu koji je koris§éen u postupku bioremedijacije prisutna
velika koli¢ina raznovrsnih mikroorganizama Sto je metagenomskom analizom i potvrdeno. Naime,
analiza je pokazala da su dominantno prisutni rodovi Gordonia, Bacteroides, Candidatus
Macondimonas, Brucella, Parvibaculum, Mycobacterium. Navedeni rodovi su u literaturi ranije
istaknuti kao degraderi naftnih ugljovodonika. Prednost metagenomske analize se ogleda u tome, sto
pored mikroorganizama koji se mogu gajiti u laboratoriji, uspe$no identifikuje i nekulturabilne
autohtone mikroorganizme prisutne u uzorku.

U drugom delu istrazivanja proucavana je efikasnost ex situ postupka bioremedijacije
kontaminiranog zemljista, pored pracenja stepena mikrobioloske razgradnje naftnog polutanta, odreden
je 1 njegov grupni sastav, kao i promene u koli¢ini frakcija tokom studije. Dodatni kvalitet ovog
istrazivanja je i ispitivanje nastanka huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije. Tokom
postupka, koli¢ina naftnih ugljovodonika je smanjena u visokom procentu, za 86,6% u odnosu na
pocetnu vrednost. Analizom uzoraka tokom bioremedijacije je utvrdeno da se sa procesom
biodegradacije paralelno odvija i humifikacija. Pokazano je da je nakon 150 dana postupka
bioremedijacije koli¢ina huminskih kiselina porasla za 26,5%, pri ¢emu su nastale huminske kiseline
bile bogatije aromati¢nim strukturama i kiseoni¢nim funkcionalnim grupama. Ovako obogaceno
zemljiste, ranije zagaden ekosistem koji je tretiran bioremedijacijom, ponovo omogucéava zivot
mikroorganizmima i biljkama, jer huminske kiseline u njemu pozitivno uti¢u na mikrobni rast i njihov
metabolizam, indukuju sintezu enzima i predstavljaju redoks aktivna jedinjenja.

U disertaciji je izolovan i ispitivan mikroorganizam prisutan u sredini zagadenoj naftnim
ugljovodonicima, koji ima sposobnost produkcije egzopolisaharida. Mikroorganizam CH-KOV3,
izolovan iz kanala otpadnih voda Pancevo, u preliminarnim laboratorijskim testovima je pokazao
potencijal za sintezu egzopolisaharida. 1zolovana bakterija je u okviru teze molekularno identifikovana
kao vrsta roda Brachybacterium, a sekvenca 16s rRNK zavedena u NCBI bazu podataka pod
pristupnim brojem KC881303.1. Daljom analizom izolata je utvrdeno da pripada grupi nepokretnih
bakterija koje ne proizvode spore, a rastu u prisustvu kiseonika. Ovoj Gram-pozitivnoj bakteriji je



pomocu 2D GCxGC-MS tehnike odreden masnokiselinski profil ukupnih lipida, od kojih su
dominantno prisutni bili ai-C15, i-C15, ai-C17, i-C17, i-C16, n-C16, n-C18 i C18:2 metil estri masnih
kiselina. Izolat je okarakterisan i pomoc¢u MALDI-TOF MS tehnike, a rezultat je znacajan jer dobijen
proteinski profil predstavlja jedinstven “otisak prsta” i do danas je jedini publikovan spektar roda
Brachybacterium.

Tokom studija produkcije polisaharida upotrebom izolovane bakterije Brachybacterium sp. CH-
KOV3 je utvrdeno da ona proizvodi najvecu koli¢inu egzopolisaharida pri temperaturi od 28 °C i pH
vrednosti 7, na podlozi sa 500 g/L saharoze. Pri ovim uslovima je dobijeno 45,2 g/L egzopolisaharida,
Sto je Cak 5 puta veca koli¢ina u poredenju sa ranije publikovanim rezultatima za rod Brachybacterium.
Detaljna strukturna analiza polisaharida pokazala je da je proizvedeni egzopolisaharid fruktanskog tipa,
relativno visoke molekulske mase sa f(2,6) glikozidnom vezom u osnovnom nizu i grananjem u
polozaju B(2,1), $to odgovara egzopolisaharidu levanu.

Kljuéne reci: bioremedijacija; ugljovodonici; humifikacija; Brachybacterium; levan
Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



Biochemical characterization of bacteria isolated from oil-contaminated sites and their
application in bioremediation and exopolysaccharide production

ABSTRACT

During their exploitation, transport, storage and accidental spills, oil and refined oil products
pollute the environment and have toxic effects on living organisms including humans. On the other
hand, such oil-polluted environments are localities inhabited by numerous microorganisms that have
the ability to degrade some of the pollutants. The aim of this dissertation was to investigate the
application of various microorganisms isolated from oil-contaminated sites for two processes,
bioremediation and exopolysaccharide production.

Research related to bioremediation included two studies. The first study examined the
involvement of an isolated consortium of microorganisms, hydrocarbon degraders, in the
bioremediation processes in extremely complex localities, such as mud pits. Mud pits are earthen
reservoirs in which waste generated during the exploitation of oil and natural gas is disposed of. In the
study, at the beginning of the process, a bioremediation substrate was obtained by mixing the soil from
the edge of a mud pit with loose sediment rich in petroleum hydrocarbons. A consortium of
microorganisms was isolated, cultivated and then added to the bioremediation substrate. After 180 days
of bioremediation, the consortium decomposed petroleum hydrocarbons with high efficiency and
reduced their concentration by 95.3%. Such a high percentage of hydrocarbon degradation indicates
that large numbers of various microorganisms are present in the consortium used in the bioremediation
process, which was confirmed by metagenomic analysis. Namely, the analysis showed that the genera
Gordonia, Bacteroides, Candidatus Macondimonas, Brucella, Parvibaculum and Mycobacterium
predominate in the consortium. These genera have previously been highlighted in the literature as
petroleum hydrocarbon degraders. The advantage of metagenomic analysis is reflected in the fact that
in addition to microorganisms that can be grown in the laboratory, it successfully identifies uncultured
indigenous microorganisms present in the matrix.

In the second study, on the efficiency of ex situ bioremediation of contaminated soil, in addition
to monitoring the degree of microbiological degradation of petroleum pollutants, the group
composition of the petroleum pollutants was determined, as well as changes in the amounts of fractions
during the study. An additional quality of this research is the investigation of the formation of humic
acids during the bioremediation process. During the bioremediation procedure, the amount of
petroleum hydrocarbons in the soil was reduced by a high percentage, i.e. by 86.6% compared to the
initial value. Analysis of soil samples taken during bioremediation showed that humification takes
place in parallel with the biodegradation process. In fact, after 150 days of the bioremediation process,
the amount of humic acids increased by 26.5%, with the resulting humic acids being richer in aromatic
structures and oxygen functional groups than at the start. This resulting enriched soil, obtained from a
previously polluted ecosystem that was treated by bioremediation, allows microorganisms and plants to
thrive, because it contains humic acids that have a positive effect on microbial growth and metabolism,
induce enzyme synthesis and act as redox active compounds.

A microorganism from a petroleum hydrocarbon-contaminated environment which could
produce exopolysaccharides was isolated and examined. The microorganism CH-KOV3, isolated from
the Pancevo wastewater canal, showed potential to synthesize exopolysaccharides in preliminary
laboratory tests. The isolated bacterium was molecularly identified as a species belonging to genus
Brachybacterium, and the 16s rRNA sequence was entered into the NCBI database under accession



number KC881303.1. Further analysis of the isolate determined that it belongs to the group of
immobile bacteria that do not produce spores, but grow in the presence of oxygen. This Gram-positive
bacterium was studied by the 2D GCxGC-MS technique to determine the fatty acid profile of its total
lipids; predominant lipids are ai-C15, i-C15, ai-C17, i-C17, i-C16, n-C16, n-C18 and C18:2 fatty acid
methyl esters. The isolate was also characterized by the MALDI-TOF MS technique, and the result is
significant because the protein profile obtained represents a unique fingerprint and, to date, is the only
published spectrum for the genus Brachybacterium.

Studies into polysaccharide production using the isolated Brachybacterium sp. CH-KOV3
showed it produces the largest amount of exopolysaccharides at 28 °C and pH 7, on a medium with 500
g/L sucrose. Under these conditions, 45.2 g/L of exopolysaccharide were obtained, which is five times
higher than the previously published results for genus Brachybacterium. Detailed structural analysis
showed the exopolysaccharide produced by Brachybacterium CH-KOV3 was a fructan-type
polysaccharide of relatively high molecular weight, with (2,6) glycosidic bonds in the main chain and
branching in the B(2,1) position, which corresponds to the exopolysaccharide levan.

Key words: bioremediation, hydrocarbon; humification; Brachybacterium; levan
Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry
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SPISAK SKRACENICA I SIMBOLA

ATP — adenozin-trifosfat

BRS - bioremedijacioni supstrat

BTEX - benzen, toluen, etilbenzen, ksilen

c-di-GMP - cikli¢ni guanozin-monofosfat

2D — dvodimenzionalne tehnike

2D GCxGC-MS - sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija sa masenom
spektrometrijom

Da — dalton

DSC - diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija

DTA - diferencijalna termalna analiza

EOMA - elementarna organska mikroanaliza

EPS — egzopolisaharid

FAME — metil estri masnih kiselina

FOS — fruktooligosaharidi

FT-IR - Furierova transformacija-infracrvena spektroskopija

GC-MS - gasna hromatografija spregnuta sa masenim spektrometrom
GDP — guanozin-difosfat

GPC- gel permeaciona hromatografija

GT - glukozil-transferaza

HAB - hemoorganoheterotrofne, aerobne i fakultativno anaerobne, mezofilne bakterije
HK- huminske kiseline

HPAEC- anjonoizmenjivacka hromatografija visokih performansi
ICP-OES - opticka emisiona spektroskopija sa induktivno spregnutom plazmom
KOV - kanal otpadnih voda Pancevo

KP- kvasci i plesni

KUO - kompozitni uzorak na pocetku bioremedijacije

KUG0 - kompozitni uzorak nakon 60 dana bioremedijacije

KU120 - kompozitni uzorak nakon 120 dana bioremedijacije

KU180 - kompozitni uzorak nakon 180 dana bioremedijacije

KUH 0 - kompozitni uzorak halda na po€etku procesa bioremedijacije
KUH 60 - kompozitni uzorak halda nakon 60 dana

KUH 120 - kompozitni uzorak halda nakon 120 dana

KUH 150- kompozitni uzorak halda nakon 150 dana

LNAPLS - nevodena te¢na faza ugljovodonika laksih od vode

LPG - te¢ni naftni gas

MALDI-TOF MS - laserska desorpcija potpomognuta matriksom - analizator koji razdvaja jone na
osnovu vremena preleta sa masenom spektrometrijom

MDa — mega dalton

MDK - maksimalna dozvoljena koncentracija

NAPL - nevodena te¢na faza

NDP — nukleozid difosfatni Seceri



NIS - Naftna industrija Srbije

NMR - nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija
NSO - jedinjenja koja sadrze azot, sumpor ili kiseonik
OPX - spoljnomembranski polisaharid eksportni protein
PAD - pulsni amperometrijski detektor

PAH - policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

PC — planarna hromatografija

PCB - polihlorovani bifenili

PCP - polisaharid ko-polimeraza

PMP - 1-fenil-3-metil-5-pirazolon

PTS - fosfotransferazni sistem

RNU - mikroorganizmi koji razgraduju naftne ugljovodonike
RVK - retencioni vodni kapacitet

SEC - ekskluziona hromatografija

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

S.S. — suva supstanca

TCD - detektor termalne provodljivosti

TDP — timidin-difosfat

TFA - trifluorsiréetna kiselina

TG — termogravimetrijska analiza

TPH - ukupni naftni ugljovodonici

TPR - tetratrikopeptid ponavljajuci protein

TSP - trimetilsilil-propionat

UDP — uridin-difosfat

UHPLC-UV-ESI-MS - te¢na hromatografija ultra visokih performansi sa ultraljubic¢astim detektorom,
elektron sprej jonizacijom i jonskim masenim spektrometrom
US EPA - Americka agencija za zastitu zZivotne sredine
UV-VIS - ultravioletna-vidljiva spektrofotometrija
VOC - isparljiva organska jedinjenja

Wzx - Wzx-flipaza

Wzy — Wzy-polimeraza

XRD - difrakcija X zracima



SADRZAJ
[ U AV © ] B PP TPRP

2. PREGLED LITERATURE ...ttt

2.1. Bioremedijacija — mikrobioloska metoda za remedijaciju lokaliteta zagadenih naftom i rafinisanim

ProizvOdima Preratde NATTE . ... ..ooi ittt e e e st e st e e e be e e stee e aR e e e te e e be e e nteeenneeennteeanreean
2.1.1. Nafta i rafinerijski proizvodi Prerade NATE...........ooiiiiiiiiiiie et
2.1.2. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte kao kontaminanti Zivotne Sredine...........cccoveeveerieiieniciieneenie e
2.1.3. Bioremedijacija i faktori koji uti€u na proces bioremedijaCije .........cuverreriririerrierriiiirie et sre e
N Tt 1= V1RSSR
0 R TR VA -V o T PRSP
G TR R =100 oL LU DSOS
B B o1 R T T OSSPSR
N R o | T TR U 0] Lo OSSPSR
2.1.3.6. Salinitet i 0SMOLSKE PIIEISAK .....cvvitiiiiiitie ittt be e
2.1.3.7. OSODINE ZEMIJISTA .....veeiieiiiiieitie ettt et b e b e n st s e e e bt e b et e sb e e s bt e e b e e e r e nb e nn e nre e
B B8 = T [0 (1 o] 1) OSSPSR
2.1.3.9. Kvalitet i SAStAV KONZOTCIJUMA ... .c.uiiitiiitiiitieitie ittt sttt et et e be b e
o T =Y o 1= L T Uod o) T o] oot U
O o T (T [ a T o 1 T TSRS
2.1.4.2. Tehnologije bioprovetravanja, produvavanja i DIOUSISAVANJA..........cciueeiieiiiieriiieesresiee s e seeeseeeseeseeeans 10
2.1.4.3. PovrSinska obrada zemljiSta 1 halde ..........c.oooiiiiiiiiiiiiii s 11
O o] ] 01013 1 1 USSR 13
2.1.4.5. Bioremedijacioni procesi U Dior€aKtOrima.........cueeiurreiieeiieiieeesieeseese e s ste e stee e sre e snee e s te et e e sraeesnaeesneeeans 13
2.1.4.6. Odabir najadekvatnijeg bioremedijacionog tretMana............cocveeiieeiieeiiee e seeseee s 13
2.1.5. Mikroorganizmi i putanje razgradnje naftnih ugljovodoniKa...........cccccveiiiiiiiiiie e 14
2.1.5.1. Putanje razgradnje N-alKana............ccccueeiiiiiiiiiiiie e s e e et e et e et e et e e e e e nra e e sraeean e e areean 17
2.1.5.2. Putanja razgradnje ciklicnih ugljovodOniKa............cooiiiiiiiiiiiiiiiciie e 18
2.1.5.3. Putanja razgradnje @lKiNa ............cceeiiieiiieiiec e et e et e et e re e e srae e nnreeareean 18
2.1.5.4. Putanje razgradnje aromati¢nih ugljovodonika...........ccocviiiiiiiiiiiiiiiie e 19
T o T [Tt I oL =T 1= L - o] T S 20

2.2. Tehnike za karakterizaciju pojedina¢nih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i odredivanje mikrobne

BKEIVIIOST ...ttt 21
2.2.1. Staticki pristupi u karakterizaciji pojedinacnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i odredivanju
MIKFODNE BKEIVIOST .......eoviiiiiic et sttt 21
2.2.1.1. Odredivanje broja (Vijabilnih) CeLija .........eciiuiiiiuiiiiiiieiii ettt sb e e sbe e 21
2.2.1.2. Odredivanje broja mikroorganizama direktnim brojanjem..........ccocceerivieiieenieeiiieeiie e 21
2.2.1.3. Analiza dela miKrobnih ZaJEANICA. ..........coiiiiiiice et 22
2.2.1.4. Analiza celokupne mMiKrobne ZaJEANICE ..........eeiiieiiiiiee ettt 28
2.2.2. Dinamicki pristupi u karakterizaciji pojedina¢nih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i odredivanju
MIKFODNE BKEIVIOST ... ettt s e e 31
2.2.2.1. Mikrobno Celijsko disanje i brzina rasta MiKrOOrZANIZAIMA ........cciuveerureerreeiitieeiteeesiteesbee e e sreeeseeeesebeesbeeans 31

2.2.3. Odnosi izmedu tradicionalnih i modernih tehnika za karakterizaciju pojedina¢nih mikroorganizama,
mikrobnih zajednica i odredivanje mikrobne aktivioSti..........cviiuiiiiiiiiiiiiii i 31



2.3. Egzopolisaharidi proizvedeni pomo¢u mikroorganizama izolovanih iz zagadene Zivotne sredine.................. ....... 32

P B 101 74 W=To o o 0] LT gL o - USROS 33
2.3.2. LBVAN ... e 35
2.3.2.1. Biosinteza levana pomocu MiKroOrZaniZama ...........ccueeiveieiiieirieriiesiee et 36
2.3.2.2. PPIMENA TEVANG ..ottt bbbt bbbt bt e bt e bt e bt e bt bbb 37
2.3.3. Tehnike za ispitivanje sposobnosti mikroorganizama za produkciju egzopolisaharida..............ccccoves ceveerins v 37
2.3.4. Tehnike za karakterizaciju €istih €gZopoliSaharida ............coocuuiiiiiiiiiiiii e 39
3. MATERIJAL I METODE ... .ottt e e e e e s e e e e e e e s nraareaeeeas 41
3.1. Metode koris¢ene za analizu zemljiSta i sedimenta kao supstrata za remedijaciju...................ccccocoiniiniinnnnn, 42
T B BN 1 P U5 1) (S 01151 10 T L PRSPPI 42
3.1.1.1. Odredivanje procenta higroskopne VIAZE ..........cceiiiiiiiiiiiiiiiii e 42
3.1.1.2. Potenciometrijsko odredivanje pH VICANOSTI .........ciuviiiiiiiiriiiiiie it 42
3.1.1.3. Odredivanje sadrzZaja PEPELa..........ceiriiiiiiiiiiiiie et 42
3.1.1.4. Odredivanje sadrzaja KarbOnata............cocuviiriiiiiiiiiiieiii ettt e e enre e 42
3.1.1.5. RetenCioni VOUENT KAPACITEL. .........c.eiitiiiiiieee ettt ettt e 42
3.1.1.6. DOStupni KaliJUM i FOSTOF .......ooiiiiiiiec bbbt e 42
3.1.1.7. Odredivanje Srupnog SASLAVA..........eeivieiieiieiieie ettt 42
3.1.1.8. Odredivanje sadrzaja huminskih KiSEliNG ............ccoovrieiiiiiinc e 43
T OO\ 1 ge] o3 (o) Lo TN 40 1 Yo PR 44
3.1.2.1. Podloga za odredivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i fakultativno anaerobnih
072 LT - SR 44
3.1.2.2. Podloga za odredivanje broja Kvasaca 1 PIESN.........ueeirieriiiiiiiiiiiiieesiee sttt 44
3.1.2.3. Podloga za odredivanje broja mikroorganizama sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste dizel
I3 7SSO PO OT TP 44
3.1.2.4. PomoEni MiKrODIOIOSKI TASEVOTT. .. ..iivrieiiiiiiiii ittt ettt ettt ettt nn e sbn e e snbeesnreean 44
3.1.2.5. Odredivanje broja MiKroOrZANIZAMA. ........ccviveiiiriiiiiieeiie ettt ettt st e s be e sb e e e sbe e e snbeesnneeans 45
3.1.2.6. I1zolovanje konzorcijuma zimogenih mikroorganizama i priprema biomase ..........cccceevvvveiieesieeesieesee e 45
3.1.2.7. MetagenOmMSKA ANALIZA .........ccvveiiiieiitie ettt et e e s e e st e e s te e et e e e ssb e e sn b e e s be e e nteeesraeeanreeanreean 46
3.1.3. Strukturno-instrumentalne tehnike koris¢ene za karakterizaciju bioremedijacionog supstrata i huminskih
KISEIINA. ... et 47
3.1.3.1. Elementarna organska MiKroanaliza ............ccccoceeiiiiiiie ittt e e srae e snaeesneee s 47
3.1.3.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom............ccoceeiiiiiiiiniie s 47
3.1.3.3. Spektrofotometrijska analiza za odredivanje E4/E6 0dnoSa..........c.ccocveiiiiiiiiiiiiieiicc e 47
3.1.3.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih naftnih ugljovodonika gasnom hromatografijom............cccccceernieiiieeniinninnns 47
3.1.3.5. Odredivanje sadrzaja mikroelemenata i teSkih metala ..........coccoviiiiiiiiiiiii e 47
3.2. Metode koriS¢ene za karakterizaciju ispitivane bakterije CH-KOV3..........ccooiiiii i 48
3.2.1. I1zolovanje ispitivane baKLerije CH-KOWV3........cooi it te et e et e e sate e snbe e snbe e s eree e e 48
3.2.2. MOleKUlarna KaraKteriZACH A ... ..ccveeireiiiee ettt s e st e et e e st e e st e e st e e e be e e steeesabeesnbeesnbeeereeeres 48
3.2.3. Konstrukcija filogenetskog StADIA .........cc.uiiiiiiiiie e 48
3.2.4. Bojenje po Gramu, 0ksidaza i Katalaza teSt............ooviiiiiiiiie i 48
K I B I = To 1= o[- o (o I €] o T SRRSO 48
B.2.4.2. OKSIAZA TESL........c.vivieiieiiieee et 49
3.2.4.3. KALAIAZA TESE ... s 49
3.2.5. Fiziolosko-hiohemijska KaraKteriZACITA ............uiiieiieiiieiieiie ettt ettt see e e sr e sneesneeaneas 49

3.2.6. Odredivanje ukupnih ¢elijskih masnih KiSEIINa...........cveiiiiiiiiiiiiic e 52



3.2.7. Strukturno-INStrUMENTAINE TENNTKE ... ... s e e s e s naas 52

3.2.7.1. Gasno-masena analiza metil-estara masnin KiSeliNa ............ccooooiiiiiiiiiiiei e 52
3.2.7.2. MALDI-TOF MS KaraKEIEIZACIHIA ... veeuveereeteeieeieeie ettt ettt ettt b e bbbttt b e nbe b b 53

3.3. Produkcija egzopolisaharida pomocu ispitivane bakterije CH-KOV3 i postupak izolovanja ............ccccecevvviveenee. 54
3.4. Optimizacija produkcije egzopoliSANATTAA. .........ccviiiiiiiiie bbb 54
3.5. Metode koris¢ene za strukturnu karakterizaciju egzopolisaharida..................c..ccccooiiiiiii 54
I BN 1 F: 1 U5 1) (111 10T L PSPPI 54
3.5.1.1. Hidroliza i papirna Nromatografija..........ccoeeiieiieiiiee bbb e 54
3.5.1.2. Parcijalna KiSela NIArONIZa. ..........coiiiiiiie bbbt 54
3.5.1.3. Merenje OPLICKE TOTACIIE ... .vvirureiiiiieiiiesiiee sttt ettt ettt ettt e e b e e sb e e ssr e s e e e nne e e sr et e nsreenareean 55
3.5.1.4. Merenje dinamicke 1 Kinemati€Ke VISKOZNOSEI ..........vierviiiiiiiiiisiiie ettt 55
3.5.1.5. Odredivanje MOIeKUISKE MASE ............veeriiiiiiiiiii e 55
3.5.1.6. Metilacija i redUKLIVIIO CEPANJE. ......iitiitieteeie ettt bbbt b e bbbt bttt e be et e b b 55
3.5.2. Strukturno-instrumentalne tehnike upotrebljene za karakterizaciju egzopolisaharida...........c.c.ce. veevieriins vovvenennnne 56
3.5.2.1. Elementarna organska MikKroanalizZa ............cccooiiiiiiiiiiiei e 56
3.5.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom............ccooceiiiiiiiiiieie e 56
3.5.2.3. Nuklearna magnetno-rezonantna SPEKIrOSKOPIJA ........veeiviiiiiiiiieiiee e 56
3.5.2.4. Gasno-masena analiza anhidroalditola............cooeiiiiiii e 56

4. REZULTATI I DISKUSIJA ...ttt 57
4.1. Tretman isplacne jame postupkom bioremedijacije ................ccoccoiiiiiiiii 59
4.1.1. Karakterizacija isplacne jame pre bioremedijacionog tretMana ..........ovveiierieiiinie i 59
4.1.2. Faze u tretmanu isplacne jame, priprema i karakterizacija bioremedijacionog SUPStrata..........ccoceeeercverrieeenes vennens 60
4.1.3. Karakterizacija kompozitnih uzoraka tokom procesa bioremedijacije .......ccccovvvvvieriiieeiiie e 60
4.1.3.1. Mikrobioloske karakteristike kompozitnih UZoraka .............ccerviiiiiiiiiiiii e 62
4.1.3.2. Poredenje kompozitnog uzorka sa kraja bioremedijacije i nekontaminiranog zemlji$ta .............cccoeeerrveennnes. 65

4.2. Nastanak huminskih kiselina tokom ex situ bioremedijacije na pilot nivou — dodata vrednost mikrobne

LAY 0] PSSR 66
4.2.1. Karakterizacija KOMPOZItNIN UZOFKA ..........ccciviiiiiiiiiee ettt e rae e s te e st e e s ta e e sraeesneeesnneeans 66
4.2.1.1. Sadrzaj naftnih UglJOVOAONIKA .........eiiiiiiiiiiiiiii et seee s 66
N B € VT [T T - ST 67
4.2.1.3. Odredivanje ukupnog broja mikrooranizZama.............cecueeiueeerieerieeaniieesiee et e s e tee e sree e esbe e be e e sbeeeseeeas 68
4.2.1.4. Sadrzaj i karakterizacija huminskih KiSEIINA............ccceiiiiiiiii i 69

4.3. 1zolovanje i karakterizacija mikroorganizma producenta egzopolisaharida ...........ccccoccviiiiiiiiiiic e 73
O I\ o] 1= (U] T e W T =T 2 Lot - SRS 74
4.3.2. Ispitivanje morfoloskih karakteristika, fiziolosko-biohemijskih osobina i masnokiselinskog sastava..................... 75
4.3.3. MALDI-TOF MS KaraKtErZACITA .. ...veivveiveeiiieitieiiieiiiesite sttt st st st s ssb et essbesnbess e asbeesbeasbeesbeesbeebeenteenes 78
4.4. Produkcija i optimizacija produkcije egzopolisaharida pomoc¢u ispitivane bakterije CH-KOV3 ............c..ccoeee. 79
4.5. Strukturna karakterizacija egzopoliSaNarida ............ccooieiiiiiiiii i 82
4.5.1. Odredivanje MOIEKUISKE MASE ......cvuiiiuiieiiiieiiie ettt ettt b ettt e e s b e e b et e st e e sb b e e s abe e e ebeeesbbeesnbeesnneean 83

4.5.2. INFracrvena SPEKITOSKOPIJA. ... ...vivviiieitieitieiie ettt sttt e st e e st e s e es e e st e e s e e s be e s beenbeesbeenbeebeenbeenes 84



I I N 1Y S 0T a0 1S] (o] o - F OSSP 85
4.5.4. Gasno-masena analiza metilaCionin PrOIZVOOE ...........ooviiiiiiiiii i 90
5. ZAKLIUCCT ..ottt 92
B. LITER AT UR A et e e e e e e ettt et e e e e e s e sttt e e e e aaeee e s e s anbaaaeeeeeeeasannnsaareeeeens 97



1. UVOD




Zivot ljudi i industrija u velikoj meri zavise od nafte i rafinerijskih proizvoda prerade nafte kao
glavnih izvora energije. Tokom obrade i pri akcidentalnim izlivanjima nafta i proizvodi njene prerade
dospevaju u zivotnu sredinu i zagaduju je. Zagadujuce supstance kroz zemljiste, vodu, biljke 1 zivotinje
lancem ishrane dospevaju do ¢oveka pri ¢emu mogu delovati kancerogeno, teratogeno i mutageno, a
njihovo toksicno dejstvo je kumulativnog karaktera.

U cilju sprecavanja negativnih posledica po zivotnu sredinu i zivi svet, razvijene su brojne
tehnike za dekontaminaciju i remedijaciju. Danas se primenjuje veliki broj fizickih, hemijskih i
termalnih metoda u cilju izdvajanja, transformacije ili razgradnje zagadujucih supstanci. Bioloske
tehnike i metode su u odnosu na prethodno pomenute isplativije, ne dolazi do generisanja otpada i za
njih se kaze da su ”prijateljske za okolinu”. Bioremedijacija je proces u kome se koriste
mikroorganizmi sposobni da opstanu u zagadenoj zivotnoj sredini, a koji ujedno imaju potencijal za
razgradnju zagadujucih supstanci. Ovi mikroorganizmi prezivljavaju, rastu i razmnozavaju se koristeci
kontaminante kao izvor ugljenika i elektrona. U postupcima bioremedijacije je ba$ iz tog razloga
najbolje primeniti konzorcijum umnozenih autohtonih mikroorganizama koji su izolovani na samom
mestu zagadenja. Nastali proizvodi na kraju postupka bioremedijacije (ugljen-dioksid, voda i biomasa
mikroorganizama) nemaju toksi¢ne efekte na zivi svet, a rezultat mikrobioloske aktivnosti je oc¢iS¢ena
zivotne sredine, bez nastalog otpada.

Veliki metabolicki potencijal mikroorganizama 1 njihova interakcija sa zagadujuc¢im
supstancama, organskog i neorganskog porekla najvise dolaze do izrazaja u konzorcijumu, pri ¢emu
dva ili vi$e mikroorganizma razlazu neku od komponenti ko-metabolic¢ki. Svi mikroorganizmi prisutni
na zagadenoj lokaciji, kulturabilni i nekulturabilni, mogu se identifikovati metagenomskom analizom, a
upotrebom multiomiks 1 integromiks tehnika moguée je pretpostaviti medusobne odnose
mikroorganizama, odnose mikroorganizam-zagadujuca supstanca i predvideti nastale intermedijere i
proizvode razgradnje.

Tokom postupka bioremedijacije ne samo da dolazi do ¢is¢enja i izleCenja Zivotne sredine nego
se sa njim paralelno odvija i proces humifikacije. Humifikacija je prirodni proces posredovan geo-
mikrobnim mehanizmima u kojima se organska supstanca prevodi u huminske supstance. Znacaj
humifikacije ogleda se u tome $to se sa porastom koli¢ine humusa u zemljiStu povecava njegova plodnost,
tako da je nakon paralelnog odvijanja bioremedijacije i humifikacije kvalitet zemljiSta poboljSan.

Mikroorganizmi izolovani iz zagadene Zivotne sredine pored sposobnosti da degraduju
polutante mogu proizvoditi razli¢ite proizvode kao $to su egzopolisaharidi, ramnolipidi, siderofore,
enzimi kao 1 neki sekundarni metaboliti. Egzopolisaharidi mikrobnog porekla doprinose procesima
bioremedijacije povecavajuci rastvorljivost nepolarnih jedinjenja u vodenoj sredini. Zahvaljuéi
njihovoj velikoj raznolikosti i karakteristikama (prirodni, biokompatibilni, netoksi¢ni, biodegradabilni
polimeri) egzopolisaharidi se primenjuju u industriji hrane, medicini i kozmetici i kao biomaterijali.
Kako bi se procesi proizvodnje egzopolisaharida unapredili, neophodno je istrazivanja usmeriti na
identifikaciju novih mikrobnih izolata koji sa visokim prinosom proizvode Zeljeni polisaharid.

Prvi cilj ovog rada je bio da se ispita primena mikroorganizama izolovanih iz naftom zagadenih
lokaliteta, re¢nog sedimenta i zemljiSta, za bioremedijaciju, ali i utvrdi sastav mikrobne zajednice na
mestu zagadenja metagenomskog analizom i potvrdi teza o istovremenom odvijanju procesa
bioremedijacije i humifikacije. Drugi cilj je bio da se izoluje i okarakterise producent egzopolisaharida,
kao i da se optimizuje proizvodnja egzopolisaharida i odredi njegov sastav.

Da bi ciljevi zadati u disertaciji bili ostvareni, formulisani su sledec¢i zadaci:

o lzolovanje konzorcijuma mikroorganizama koji degraduju naftne ugljovodonike;
o Ispitivanje bioremedijacionog potencijala konzorcijuma mikroorganizama degradera naftnih
ugljovodonika na primeru isplacne jame;
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o Ispitivanje bioremedijacionog supstrata fizicki, hemijski i mikrobioloski na pocetku, nakon 60,
90 i 180 dana;

o Metagenomska analiza bioremedijacionog supstrata na pocetku postupka bioremedijacije;

o Ispitivanje bioremedijacionog potencijala konzorcijuma mikroorganizama degradera naftnih
ugljovodonika na primeru zemljista kontaminiranog naftom i rafinerijskim proizvodima obrade
nafte — ex situ tretman;

o Ispitivanje sadrzaja naftnih ugljovodonika i grupnog sastava kompozitnih uzoraka na pocetku,
nakon 60, 120 i 150 dana i njihova mikrobioloska analiza;

o Odredivanje sadrzaja huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima;

o Strukturna karakterizacija izolovanih huminskih kiselina;

o Fenotipska i genotipska karakterizacija mikroorganizma izolovanog iz zagadene zivotne sredine
naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte sposobnog da proizvodi egzopolisaharide;

o Izolovanje proizvedenog egzopolisaharida iz fermentacione tecnosti, njegovo preciS¢avanje i
karakterizacija.

Dobijeni rezultati bi trebalo da odgovore na pitanja o aktivnosti mikrobnih konzorcijuma, o
sastavu mikrobnih zajednica, da omoguée razumevanje medusobnog odnosa postupka bioremedijacije i
procesa humifikacije, ali i da daju odgovore o optimalnim uslovima produkcije egzopolisaharida
pomoc¢u mikroorganizma izolovanog iz zagadene zivotne sredine.



2. PREGLED LITERATURE




2.1. Bioremedijacija — mikrobioloska metoda za remedijaciju lokaliteta zagadenih
naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte

2.1.1. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte

Nafta je prirodna, masna, zapaljiva tenost prisutna ispod povrSine zemlje, a poti¢e iz prirodnih
geoloskih naslaga nastalih organskim raspadanjem drevnih biljaka i zivotinja (Chandra et al, 2013).
Transformacija organske supstance do nafte u geosferi se odvija u dve faze. U fazi rane dijageneze na
povrsinskim slojevima zemljista pri niskim temperaturama i pritiscima, lignin, ugljeni hidrati, proteini i
lipidi se pod dejstvom mikroorganizama degraduju do oligo- i monosaharida, aminokiselina i masnih
kiselina. Ove proizvode razgradnje, mikroorganizmi usvajaju kao hranu, dok deo ostaje nerazgraden u
sedimentu 1 njegova transformacija pocinje formiranjem geomonomera. U fazi kasne dijageneze
geomonomeri polimerizuju ili polikondenzuju do fulvo i huminskih kiselina i nerastvornog humina. 1z
humina se dominantno gradi kerogen ¢ime se dijageneza zavr$ava. Pored kerogena nastaju i male
koli¢ine rastvornih supstanci, tzv. nasledeni bitumen koga ¢ine ugljovodonici, lipidi, pigmenti
(izoprenoidi i porfirini) i metaboliti kao §to su steroidi i terpenoidi. U fazi katageneze talozenjem
nastalih slojeva, organska supstanca dolazi na dubine do 1000 m na kojima su temperature od 50 do
150 °C, a pritisci 300-1700 bara. U ovoj fazi, degradacijom kerogena nastaje velika koli¢ina gasa i
bitumen koji se sastoji iz malih molekula rastvornih u organskim rastvarac¢ima. Nastali bitumen mesa
se sa nasledenim bitumenom. Akumulacija bitumena u sedimentnim stenama stvara uslove za njegovu
migraciju do rezervoarskih stena gde se akumulira u vidu nafte (Schwarzbauer, Jovanci¢evi¢ 2015).

Nafta se sastoji iz ugljovodonika koji se mogu podeliti u ¢etiri glavne grupe:

alkani (parafini) — alifati¢ni, zasi¢eni ugljovodonici;

cikloalkani (naftaleni) — u obliku prstena, zasiceni;

alkeni (olefini) — alifati¢ni, nezasi¢eni ugljovodonici (prisutni u tragovima);

areni (aromaténa jedinjenja) — sadrze makar jedan benzenov prsten - benzen, toluen, etilbenzen,
ksilen (benzene, toluene, ethylbenzene, and xylene, BTEX, eng.) ili tri ili viSe prstena — policikli¢ni
aromati¢ni ugljovodonici (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH, eng.) (Kuppusamy et al, 2019).

Druga jedinjenja zastupljena u nafti su asfalteni, rezini, voskovi i Kkatran, kao i
neugljovodoni¢na frakcija koja se sastoji iz NSO (nitrogen-, sulfur- and oxygen- containing
compounds, NSO, eng.) jedinjenja - jedinjenja koja sadrze azot, sumpor ili kiseonik (Ossai et al, 2020).
Nafta se industrijski obraduje u cilju dobijanja proizvoda u koje spadaju te¢ni naftni gas, benzin,
kerozin, dizel, loz ulje i asfalt ili bitumen (rafinisani bitumen, smola) (Groysman 2014).

2.1.2. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte kao kontaminanti Zivotne sredine

Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte se Siroko upotrebljavaju, a usled procesa obrade
(rafinacije), transporta i koris¢enja moze doci do njihovog izlivanja u zemljiste/sediment i vode. Nakon
dospevanja u zemljiste, naftni ugljovodonici se mogu rastvoriti u vodi, deo se adsorbuje na organskoj
supstanci u zemljistu, a odredena koli¢ina prelazi u gas. U vodenim sredinama oni “plivaju” po
povrsini u vidu tankih filmova - naftnih mrlja iz kojih isparavaju, rastvaraju se, disperguju, emulguju, a
teze molekulske frakcije ugljovodonika padaju na re¢no ili morsko dno.

Kontaminacija zivotne sredine naftom i rafinerijskim proizvodima njene prerade ima za
posledicu negativan uticaj po zivi svet usled bioakumulacije ugljovodonika u lancu ishrane i njihovog
toksi¢nog delovanja. Covek moZe uneti kontaminant kontaktom sa kontaminiranim zemljistem,
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udisanjem isparljivih zagadujuéih supstanci i infiltracijom kontaminacije iz zemljiSta u akvifere
podzemne vode koja se Kkoristi za pice. Toksi¢no i letalno dejstvo naftnih ugljovodonika zavisi od
njihovih osobina, kao $to su molekulska masa, hemijska struktura i sastav, tacka klju¢anja, od nacina
na koji je organizam izloZen, vremena izlozenosti i doze. Studije pokazuju da se toksi¢na dejstva ovih
jedinjenja mogu ispoljiti ukoliko je organizam u kontaktu sa velikom koli¢inom kontaminanta, dok
efekti pri izlaganju niskim koncentracijama jo$ uvek nisu poznati. Poznato je da su linearni alkani
manje toksi¢ni od aromati¢nih jedinjenja, a Americka agencija za zastitu zivotne sredine (The United
States Environmental Protection Agency, US EPA, eng.) kategorisala je 16 policikli¢nih aromati¢nih
jedinjenja kao visoko toksi¢ne. Kontaminacija zemljista naftom i proizvodima dobijenim rafinerijskom
preradom nafte ima za posledicu inhibiciju rasta biljaka usled smanjenog unosa vode i minerala i
narusenog metabolizma, dok u morskim sistemima utice na zivi morski svet. Pored toga, zagadenje
negativno utice na ekonomiju i turizam (Imam et al, 2019, Imam et al, 2021, Imron et al, 2020, Khalid
et al, 2021, Kumar et al, 2022, Okoh et al, 2020, Ossai et al, 2020, Raju, Scalvenzi 2018, Shakya et al,
2021).

2.1.3. Bioremedijacija i faktori koji uti¢u na proces bioremedijacije

Usled negativnog uticaja nafte i rafinerijskih proizvoda njene prerade na zivotnu sredinu
neophodno je sprovesti remedijaciju zagadene sredine. Procesi remedijacije imaju za cilj uklanjanje
kontaminanta — smanjenje njegove koli¢ine, razgradnju i obnavljanje osobina i funkcija zemljista $to je
od velikog znacaja za sveukupni oporavak ekosistema (Imam et al, 2019, Imron et al, 2020, Kumar et
al, 2022, O’Brien et al, 2017, Okoh et al, 2020).

Tehnike remedijacije se po upotrebljenom agensu mogu podeliti na fizicko-hemijske, hemijske,
toplotne, elektromagnetne, tehnike koje primenjuju zracenje i bioloske.

Primena bioloskih agenasa za ¢iS¢enje zivotne sredine predstavlja isplativ biotehnoloski pristup
koji je sve CeS¢e u upotrebi i ima blagu prednost u odnosu na druge remedijacione tehnike. Postoji
nekoliko tipova bioremedijacije, zavisno od upotrebljenog agensa, a moze biti mikrobna remedijacija
(upotrebljava mikroorganizme), fitoremedijacija (koristi biljke) i mikoremedijacija (primenjuje gljive).
Doktorska disertacija se bazira na primeni mikroorganizama u cilju remedijacije Zivotne sredine, pa ¢e
u daljem tekstu biti opisan ovaj vid bioremedijacije. U ovom postupku mikroorganizmi smanjuju nivo
zagadujuéih supstanci tako $to ih degraduju, transformisu i prevode do netoksi¢nog oblika. Da bi
bioremedijacija bila uspesna moraju biti ispunjeni odredeni uslovi, jer mikrobni procesi u zemljistu
zavise od njegove teksture, propustljivosti, dostupnog kiseonika, vlaznosti, temperature, pH vrednosti,
dostupnih hranljivih supstanci, saliniteta i pritiska u njemu. Pored karakteristika zemljiSta i uslova u
zivotnoj sredini na uspesnost procesa bioremedijacije uti¢u i 0sobine supstrata i njegova biodostupnost
i kvalitet i sastav konzorcijuma (Ajona, Vasanthi 2021, Das, Kazy 2014, Imron et al, 2020, Khalid et
al, 2021, Madhavi et al, 2021, O’Brien et al, 2017, Okoh et al, 2020, Ossai et al, 2020).

2.1.3.1. Kiseonik

Kiseonik je neophodan elektron akceptor pri razgradnji visoko redukovanih supstrata kao Sto su
ugljovodonici, a kao alternativa mogu posluziti nitrati, gvozde, bikarbonati i sulfati. Dostupnost
kiseonika mikroorganizmima zavisi od tipa i vlaznosti zemljista, a efikasnost razgradnje kontaminanta
je mnogo veca u njegovom prisustvu zbog Cega ga vecina bioremedijacionih tehnika uvodi u cilju
stimulacije aerobnih procesa. Ukoliko se zemljiste dodatno obraduje u njemu je jo$ bolja cirkulacija
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kiseonika sto dodatno doprinosi aktivnosti aerobnih mikroorganizama. Postoje razli¢iti procesi za
obradu zemljista u cilju povecanja aeracije kao Sto su mehanicko meSanje, prevrtanje zemljiSta,
bioventilacija, uvodenje vazduha 1 dodatak vodonik-peroksida ili magnezijum-peroksida kao
alternativnih izvora kiseonika (Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Imron et al, 2020).

2.1.3.2. Vlaznost

Na snabdevanje mikroorganizama kiseonikom i procese oksidacije uti¢e procenat vlaznosti
zemljista. Pored toga, voda omogucava ulazak kontaminanta u mikrobnu ¢eliju, ali i izlazak proizvoda
razgradnje iz nje. Ako je zemljiste previse vlazno usporen je prolazak kiseonika kroz njega, a ukoliko
je presuseno dolazi do usporavanja procesa degradacije. Zbog toga je najbolje vlagu odrzavati u okviru
optimalnih vrednosti, a idealna vrednost retencionog vodnog kapaciteta (RVK) za procese razgradnje
iznosi 30-90% (Chandra et al, 2013, Okoh et al, 2020).

2.1.3.3. Temperatura

Temperatura direktno uti¢e na hemijske osobine zagadujucih supstanci, ali i na raznovrsnost,
fiziologiju i aktivnost mikrobne flore. Ukoliko je temperatura niza, viskozitet ugljovodoni¢nih
zagadujuéih supstanci je veci, a isparljivost manja, a pri vi§im vrednostima viskozitet se smanjuje, a
raste rastvorljivost §to pozitivno uti¢e na biorazgradnju. S druge strane, njen uticaj na mikroorganizme
I njihove enzime se ogleda u tome $to su pri nizim temperaturama oni manje aktivni, dok se aktivnost
enzima povecava kako temperaturne vrednosti u Zivotnoj sredini rastu ka optimalnim. Usled toga,
ubrzava se bakterijski metabolizam i razgradnja kontaminanta. Najveca efikasnost biorazgradnje je na
15-20 °C u morskim sistemima, u svezoj vodi na 20-30 °C, a u zemljistu u opsegu 30-40 °C (Chandra
et al, 2013, Imam et al, 2019, Imron et al, 2020).

2.1.3.4. pH vrednost

pH vrednost je od izuzetne vaznosti za procese degradacije jer utiCe na rastvorljivost i
dostupnost hranljivih supstanci i metala, kao i na rast mikroorganizama. U zavisnosti od porekla
zemljiSta ona moze varirati od 2,5 u rudni¢kim zemljistima do 11 u slanim alkalnim pustinjama.
Odvijanje reakcije karboksilacije je najefikasnije u opsegu pH vrednosti 6,5 — 8, usled cega je i
mikrobna razgradnja ugljovodonika najbolja. Ove vrednosti pogoduju veéini heterotrofnih bakterija i
gljiva, dok su neke gljive tolerantne i na kiselije uslove. Ukoliko pH zemljista nije odgovarajuéa za
procese degradacije moze se promeniti dodatkom krec¢a ili aluminijum-sulfata (Chandra et al, 2013,
Imron et al, 2020, Okoh et al, 2020).

2.1.3.5. Hranljive supstance

Dostupne hranljive supstance uti¢u na rast mikrobnih ¢elija i uspesnost biodegradacije. Da bi se
metabolizam normalno odvijao mikroorganizmima su potrebni elementi kao izvor energije, a procesi
razgradnje zavise od dodatka azota, fosfora i gvozda. Preporuceni odnosi C:N:P iznose u opsegu od
100:10:1 do 100:1:0,5. lako azot i fosfor poboljsavaju procese bioremedijacije, dodati u mnogoj vecoj
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koli¢ini u odnosu na optimalnu mogu inhibirati biodegradacionu aktivnost mikroorganizama. Hranljive
supstance se Cesto dodaju dubrenjem zemljiSta, a moze se koristiti dubrivo organskog porekla ili
mineralno (Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Okoh et al, 2020).

2.1.3.6. Salinitet i osmotski pritisak

Salinitet i pritisak predstavljaju ograni¢avajuci faktor za uspes$nost bioremedijacije, a iako nisu
medusobno povezani na sli¢an nacin uti¢u na procese degradacije. Sa porastom saliniteta ili pritiska
opada efikasnost biorazgradnje kao posledica smanjenog metabolizma mikroorganizama. Usled
povecanog saliniteta dolazi do porasta osmotskog pritiska u ¢eliji i inhibicije sinteze makromolekula u
¢eliji, tj. inhibicije sinteze enzima i smanjene efikasnosti procesa biodegradacije. Takode, visok
procenat soli u vodi smanjuje koli¢inu kiseonika dostupnu mikroorganizmima. Pri salinitetu zemljista
od 1 do 3% bakterije mogu razgraditi ugljovodonike sa procentom razgradnje ve¢im od 50%, dok je
degradacija kontaminanta manja od 30% ukoliko se procenat soli poveca iznad 3%. Pri izrazito
visokom salinitetu (preko 20 %) efikasnost mikroorganizama je veoma losa (Chandra et al, 2013,
Imron et al, 2020).

2.1.3.7. Osobine zemljista

Na bioremedijaciju uti¢e tekstura zemljiSta od Kkoje zavisi njegova Vlaznost, gustina i
propustljivost. Zemljiste izgradeno od krupnijih Cestica ima bolju propustljivost od sprasenog. U
spraSenom matriksu je usled slepljivanja Cestica oteZan transport hranljivih supstanci i vode i
distribucija kiseonika. Ipak, veca efikasnost procesa bioremedijacije u ovakvom zemljistu mogucéa je
dodatkom slame ili piljevine. Na bioremedijaciju pored teksture zemljista utiCe i njegov sastav,
procenat organske supstance, gline i peska (Beskoski et al, 2012).

2.1.3.8. Biodostupnost

Biodostupnost je jedan od kljuc¢nih faktora za efikasnu biorazgradnju i predstavlja koli¢inu
supstrata koja je fizicko-hemijski dostupna mikroorganizmima. Odnos supstrat-mikrooorganizam
zavisi od tipa supstrata, njegove molekulske strukture, koncentracije, sposobnosti sorpcije u zemljistu i
rastvorljivosti. Biodostupnost supstrata se moze povecati dodatkom surfaktanata Kkoji smanjuju
povrSinski napon vode i poveéavaju rastvorljivost hidrofobnih kontaminanata. Surfaktanti mogu biti
hemijskog porekla, a iako pomazu pri degradaciji naftnih ugljovodonika mogu lose uticati na zivotnu
sredinu. Biosurfaktanti, surfaktanti proizvedeni od strane mikroorganizama su manje toksi¢ni, viSe
biorazgradivi, selektivniji i specifi¢niji i oni predstavljaju bolji izbor za primenu u bioremedijaciji nego
oni hemijskog porekla. U biosurfaktante spadaju ramnolipidi, trehalolipidi, lipopeptidi, surfaktini,
polimeri kao s$to su emulzan i egzopolisaharidi, a proizvode ih mikroorganizmi rodova Acinetobacter,
Bacillus, Brevibacterium, Gallaecimonas, Micrococcus, Myroides, Pseudomonas, Psychrobacter,
Serratia, Shewanella i Vibrio (Beskoski et al, 2012, Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Imron et al,
2020).



2.1.3.9. Kvalitet i sastav konzorcijuma

Primenjeni konzorcijum je jedan od najbitnijih faktora koji uti¢e na uspesnost biodegradacije. U
veéini slucajeva meSana mikrobna kultura ima prednost u poredenju sa primenom samo jednog
mikroorganizma. Heterogeni bakterijski konzorcijumi pokazaju odlican degradacioni kapacitet, pri
¢emu unutar konzorcijuma neke bakterijske vrste proizvode biosurfaktante, neke vrSe razgradnju
kompleksnijih naftnih ugljovodonika, a neki mikroorganizmi unutar istog konzorcijuma dalje
razgraduju jednostavnije proizvode dobijene razgradnjom kompleksnih ugljovodonika (Imam et al,
2019, Imam et al, 2021, Imron et al, 2020, Khalid et al, 2021, Okoh et al, 2020, Ossai et al, 2020).

2.1.4. Bioremedijacioni procesi

Postoji nekoliko podela bioremedijacionih procesa, a prema mestu izvodenja postoje in situ 1 ex
situ postupci. Procesi in situ bioremedijacije se odvijaju na mestu zagadenja, dok je za ex situ postupke
neophodno iskopavanje kontaminiranog zemljiSta/sedimenta ili izvlaenje podzemnih voda |
prenoSenje u cilju ¢iS¢enja. In situ tretman ne zahteva narusavanje strukture kontaminiranog uzorka, ali
je potrebno izgraditi infrastrukturu na mestu zagadenja. U procesima ovog tipa teZe je kontrolisati
parametre kao $to su temperatura, vlaznost, aeracija, a vreme trajanja je duze od ex situ tretmana. Ex
situ tretman kontaminiranog uzorka obezbeduje bolju kontrolu parametara i krace traje. Ipak, prilikom
iskopavanja i prenoSenja karakteristike kontaminiranog uzorka se mogu izmeniti (Ajona, Vasanthi
2021, Madhavi et al, 2021, O’Brien et al, 2017, Okoh et al, 2020).

Bioremedijacioni procesi se mogu podeliti na biostimulaciju i bioaugmentaciju. Biostimulacija
predstavlja stimulaciju sposobnosti autohtonih mikroorganizama da razgraduju kontaminant
podesavanjem abiotickih faktora i uvodenjem hranljivih supstanci koje povecéavaju brzinu razgradnje.
Pored hranljivin supstanci u stimulatore spadaju i biosurfaktanti, biopolimeri i dubriva.
Bioaugmentacija predstavlja upotrebu dodatih mikroorganizama koji sa visokom efikasno$c¢u
razgraduju naftne ugljovodonike (Ajona, Vasanthi 2021, Imam et al, 2021, Madhavi et al, 2021,
O’Brien et al, 2017, Okoh et al, 2020, Ossai et al, 2020).

U bioremedijacione procese spada nekoliko tehnologija koje se mogu primeniti i koje su
objaSnjene u okviru dostupne literature: prirodno smanjenje (natural atenuation, eng.),
bioprovetravanje (bioventing, eng.), produvavanje (biosparging, eng.), biousisavanje (bioslurping,
eng.), povrsinska obrada zemljista (landfarming, eng.), uredene bioloske gomile, halde (biopiles, eng.),
kompostiranje (composting, eng.) i bioremedijacija u bioreaktorima (bioslurry, eng.) (Ossai et al, 2020,
Raju, Scalvenzi 2018).

2.1.4.1. Prirodno smanjenje

Prirodno smanjenje predstavlja spontanu bioremedijaciju na mestu zagadenja tj. smanjenje
koli¢ine zagadujucih supstanci u kontaminiranoj zivotnoj sredini prirodnim putem. Nekoliko procesa je
ukljuceno u prirodno smanjenje — bioloSka degradacija, isparavanje i razblazivanje kontaminanta,
sorpcija polutanata na organsku supstancu i minerale gline u zemljistu. Ova tehnologija se koristi za
Cis¢enje izdani (akvifera) nakon uklanjanja glavnog izvora zagadenja, a najcesce za uklanjanje BTEX
frakcije, hlorovanih ugljovodonika, pesticida i neorganskih jedinjenja. Efikasnost prirodnog smanjenja
zavisi od geologije, hidrologije i mikrobiologije, a duzina trajanja procesa predstavlja glavni nedostatak
pri odabiru ove tehnologije za bioremedijaciju (Ossai et al, 2020, Raju, Scalvenzi 2018).
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2.1.4.2. Tehnologije bioprovetravanja, produvavanja i biousisavanja

Bioprovetravanje i produvavanje predstavljaju in situ remedijacione tehnologije. Kod
tehnologije bioprovetravanja (slika 2.1.a) u nezasi¢enu zonu zemljiSta se pored kiseonika dodaju i
hranljive supstance, a sve u cilju pobolj$anja autohtonih aerobnih procesa biorazgradnje. Ova tehnika
se primenjuje za remedijaciju zemljiSta kontaminiranog naftnim ugljovodonicima (Ajona, Vasanthi
2021, Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Ossai et al, 2020, Raju, Scalvenzi 2018).

Tehnologija produvavanja podrazumeva unoSenje kiseonika i hranljivih supstanci pod
pritiskom, ali u zasi¢enu zonu zemljista (slika 2.1.b). Pod pritiskom kiseonika isparljiva organska
jedinjenja prelaze u nezasi¢enu zonu zemljista i dolazi do stimulacije autohtonih mikroorganizma na
razgradnju kontaminanta. Efikasnost procesa produvavanja zavisi od propustljivosti zemljista i
degradabilnosti zagadujuc¢ih supstanci. Ova tehnologija se Cesto Koristi za remedijaciju izdani
kontaminiranih rafinerijskim proizvodima prerade nafte, prvenstveno dizelom i kerozinom i podzemnih
voda kontaminiranih BTEX frakcijom (Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Ossai et al, 2020,
Raju, Scalvenzi 2018).

Primena kiseonika Izvlacenje prod;kata razgradnje
) nEm—

Kontaminirana zona

Nezasicena
zona

Aerobna biodég}adacija'kontaininanta V

g e (autohtoni mikroorganizmi)

b) 7 l Primena kiseonika

Slika 2.1.Tehnologija bioprovetravanja (a) i tehnologija produvavanja (b)

(prema Brown et al, 2017, Kumar et al, 2018).
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Biousisavanje je relativno nova in situ tehnika bioremedijacije koja kombinuje tehnologiju
bioprovetravanja i tehnologiju ispumpavanja slobodnih produkata iz podzemnih voda — kapljice ulja i
Cvrste supstance. Tehnologija ispumpavanja se zasniva na razdvajanju isparljivin ugljovodonika
(volatile organic compaunds, VOC, eng.), nevodene te¢ne faze ugljovodonika lakSih od vode (light
non-aqueous phase liquid saturates, LNAPLS, eng.) i male koli¢ine podzemnih voda i naknadnom
ispumpavanju. U novije vreme Cesto se sa procesom ispumpavanja nevodene te¢ne faze ugljovodonika
koristi i1 tehnologija produvavanja. Na slici 2.2. je prikazana shema kombinacije tehnologija
biousisavanja i produvavanja. Kroz injekcionu cev je omoguéen unos kiseonika, biosurfaktanata i
hranljivin supstanci u podzemne vode. Kroz drugu cev omogucena je ekstrakcija dve faze
ugljovodonika, nerastvornih i isparljivih, koji se skupljaju i dalje tretiraju. Tehnologija biousisavanja je
jos uvek u razvoju i zahteva analizu troskova 1 ispitivanja na terenu kako bi se dokazala njena odrzivost
i efikasnost (Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Raju, Scalvenzi 2018).

Organske hranljive supstance
- L_l — rastvorne u vodi
NAPLS

. Skupljanje M Kiseonik
Buirajanje vode L isparljivih e———
— 1 LNAPLS x lugljuru-dunika = " losurtakianti

“'”d“f' ' | ) Em— POVREINA ZEMLJISTA
Separator Cev za skupljanje —» l
T ispraljivih
ugljovodonika
N ["Cevza A
ispumpavanje
| | "
Ll Mikrobna Mikrobna g Injckciena taba
ZONA degradacija ‘ degradacija 4
VOC } VOC
- IR
vocC
LNAPLS L LNAPLS
— -
~— | __NvoPoDZEMNHYODA
Mikrobna Mikrobna . Mikrobna
degradacija degradacija degradacija
ZASICENA
- ZONA -— -— I -
— - L ——y
PODZEMNE VODE — L

Slika 2.2. Kombinacija tehnologija biousisavanja i produvavanja
(prema Macaulay, Rees 2014).

2.1.4.3. Povrsinska obrada zemljista i halde

Povrsinska obrada zemljista predstavlja najjednostavniju tehnologiju bioremedijacije koja nije
skupa i ne zahteva mnogo opreme (slika 2.3.a). Ona podrazumeva iskopavanje zagadenog zemljista |
postavljanje na ¢vrst nosac¢ u vidu tankog rastresitog sloja. Zemljiste se tokom tretmana vlazi, obraduje
razli¢itim mehanickim tehnikama, dodaje mu se azot-fosfor-kalijumovo (N-P-K) dubrivo radi
poboljsanja aerobnih autohtonih mikrobnih aktivnosti. Na mestu izvodenja remedijacije izgraduje se
sistem za skupljanje procednih tec¢nosti i njihov tretman, a zavisno od dubine kontaminacije tretman
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moze biti in situ ili ex situ. Ova tehnologija je pogodna za remedijaciju zemljiSta kontaminiranog
niskomolekulskim naftnim ugljovodonicima, isparljivim organskim jedinjenjima i drugim organskim
supstancama (Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Ossai et al, 2020, Pavel, Gavrilescu 2008,
Raju, Scalvenzi 2018).

Halde su projektovane gomile iskopanog kontaminiranog materijala koji se aeriSe, vlazi, u
njega se dodaju hranljive supstance (slika 2.3.b). One predstavljaju ex situ remedijacionu tehnologiju.
Razlika izmedu povrSinske obrade zemljista i haldi je u principu stimulacije aerobnih procesa. Dok se
kod tretmana povrSinskom obradom zemljiste mehanicki obraduje, halde zahtevaju sistem cevi kroz
koji se propusta vazduh (slika 2.3.). Pored toga, na halde se dodaje i slama u cilju pobolj$anja aeracije i
stimulacije mikrobnih procesa. One su ¢esto pokrivene plastiénim materijalom da bi se sprecilo
isparavanje, ali se i pored toga koristi uredaj za pracenje isparavanja iz zemljista (lizimetar). Ova
tehnologija se danas Cesto koristi jer se na lak na¢in mogu kontrolisati svi parametri (Madhavi et al,
2021, Ossai et al, 2020, Pavel, Gavrilescu 2008, Raju, Scalvenzi 2018).

Porozni ¢ep Skupljanje otpadnih produkata
ﬂ) lizimetra  Barijera i dalji tretman

oy

Kontaminirano - -~ .
zemljiste

: Mehanizacija za obradu zemljista /

Cev za pracenje
podzemnih vod:

. Skupljanje otpadnih
] Pracen].e ) produkata i
isparavanja iz dali tretman

Kontaminirano  zemljista Barijera

e VlaZenje i dodatak
zemljiste l

hranljivih supstanci

TUvodenje vazduha

Slika 2.3. Tretman povrSinskom obradom zemljista (@) i projektovane gomile, halde (b)
(prema Pavel, Gavrilescu 2008).
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2.1.4.4. Kompostiranje

Kompostiranje podrazumeva dodavanje hranljivih supstanci, aeraciju, prisustvo konzorcijuma
mikroorganizama, ali i organski otpad koji podleze aerobnoj mikrobnoj razgradnji i poboljSava
remedijaciju. Otpad je naj¢eSce stajskog tipa, ali moze biti i dvori$ni i otpad nastao u procesu obrade
hrane. Proces kompostiranja se odvija pri termofilnim uslovima (na temperaturama od 50 do 65 °C).
Tip kompostiranja je i vermikompostiranje u kome se koriste kisne gliste (Lumbricus rubellus i
Lumbricus terrestris) koje vrse oksidacione procese, potpomazu aeraciju u zemljiStu i poboljSavaju
kontakt mikroorganizama sa kontaminantom (Macaulay, Rees 2014, Ossai et al, 2020, Pavel,
Gavrilescu 2008, Raju, Scalvenzi 2018).

2.1.4.5. Bioremedijacioni procesi u bioreaktorima

Za ex situ tretman kontaminiranog zemljiSta moguce je upotrebiti remedijacionu tehnologiju
koja podrazumeva primenu mikroorganizama u bioreaktorima. U bioreaktorima je moguce pratiti i
kontrolisati temperaturu, dodavati hranljive supstance u ta¢nim koli¢inama i mesSati odredenom
brzinom u cilju povecanja efikasnosti mikrobnih procesa. Usled podeSenih uslova kinetika reakcije je
brza, a sistem omogucava kontrolu emisije i ne zauzima mnogo prostora. Pri odabiru ove tehnologije
pored pomenutih prednosti moraju se razmotriti i nedostaci procesa - kao $to su iskopavanje i transport
kontaminiranog materijala, a nekada je neophodan i predtretman istog (Macaulay, Rees 2014, Ossai et
al, 2020, Pavel, Gavrilescu 2008, Raju, Scalvenzi 2018).

2.1.4.6. Odabir najadekvatnijeg bioremedijacionog tretmana

Za izbor najboljeg bioremedijacionog tretmana neophodno je pazljivo razmotriti odnose
bioti¢kih i abioti¢kih faktora, ekonomske aspekte i regulative koje se odnose na primenu odabranog
procesa (slika 2.4.). Bioticki i abioticki faktori su medusobno zavisni. Mikrobna aktivnost zavisi od
osobina kontaminanta, a osobine kontaminanta zavise od uslova u zivotnoj sredini. Pri odabiru tehnike
razmatraju se priroda i poreklo, sastav 1 osobine kontaminanta, priroda zagadene Zivotne sredine 1
distribucija kontaminanta u njoj, ekoloski faktori, kao i odnos kontaminanta sa Zivim sistemima. Prvi
korak pri izboru tehnologije za bioremedijaciju podrazumeva analizu lokacije i primenljivost
tehnologije u odnosu na uslove lokacije. U drugoj fazi analiziraju se regulative i izvodljivost u odnosu
na regulative. Treé¢a faza obuhvata analizu ostalih uslova — efikasnost primenjene tehnologije, njenu
cenu i vremenski interval izvodenja (Kuppusamy et al, 2019, Ossai et al, 2020).

Ekonomski i regulativni faktori

Odabir tehnike za remedij:
kontaminirane naftni

7
J

Bioticki faktori Abioti¢ki faktori

Osobine

mikroorganizama Faktori u Zivotnoj

Medusobna zavisnost sredini

b Osobine supstrata A

Slika 2.4. Sema medusobne zavisnosti faktora koji uti¢u na odabir tehnike bioremedijacije
(prema Ossai et al, 2020).
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2.1.5. Mikroorganizmi i putanje razgradnje naftnih ugljovodonika

Mikroorganizmi koji koriste naftne ugljovodonike kao izvor energije su veoma raznovrsni i
nalaze se u velikom broju u zivotnoj sredini (Imam et al, 2019, Kumar et al, 2022). Ovu sposobnost
imaju Gram-pozitivne bakterije iz rodova Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Staphylococcus, Streptomyces, Gram-negativne bakterije iz
rodova Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Burkholderia, Flavobacterium, Klebsiella,
Pseudomonas, Sphingomonas, Xanthomonas, ali i gljive iz rodova Aureobasidium, Aspergillus,
Candida, Mortierella, Penicillium, Rhodotorula, Sporobolomyces i Trichoderma (Chandra et al, 2013,
Imron et al, 2020, Kumar et al, 2022). Upotreba mikroorganizama kao agenasa za biodegradaciju
ugljovodonika je u stalnom porastu (Al-Sayegh et al, 2015, Beskoski et al, 2011, LjeSevi¢ et al, 2019).

Degradacija naftnih ugljovodonika se sa ve¢om efikasno$¢u odvija aerobno usled prisustva
kiseonika kao elektron akceptora, ali su poznati i anaerobni procesi. Takode, upotreba mikrobnih
konzorcijuma je favorizovanija od delovanja pojedina¢nih mikroorganizma jer za razliku od njih
konzorcijumi poseduju izuzetne enzimske kapacitete i mogucnost razgradnje Sirokog spektra
ugljovodonic¢nih supstrata. Mikroorganizmi poseduju razli¢ite mehanizme za adaptaciju na hidrofobne
supstrate, a tokom evolucije i adaptacije karakteristike povrSine bakterija su se menjale. Prvi korak
(slika 2.5.a) u degradaciji naftnih ugljovodonika je njihovo emulgovanje surfaktantima proizvedenim
pomocu mikroorganizama. Da bi mikrobna ¢elija razgradila naftne ugljovodonike neophodno je da
dode do medusobnog fizickog kontakta koji je mogu¢ zahvaljujuéi hidrofobnim fimbrijama i fibrilama,
spoljno-membranskim proteinima i lipidima i malim molekulima (gramicidin S i prodigiozin) (slika
2.5.b). Ipak, ukoliko mikroorganizam poseduje negativno naelektrisane egzopolisaharide i kapsulu
kontakt mozZe biti inhibiran. Neke bakterije imaju sposobnost modifikacije lipopolisaharida i porina na
spoljnoj c¢elijskoj membrani. Nakon kontakta ugljovodonici aktivnim ili pasivnim transportom,
endocitozom prolaze kroz celijsku membranu mikroorganizma i unutar ¢elije podlezu enzimskoj
razgradnji. Enzimi koji ucestvuju u degradaciji su oksigenaze, monooksigenaze, dioksigenaze i
hidrolaze (Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Imam et al, 2021, Khalid et al, 2021, Raju, Scalvenzi
2018, Shakya et al, 2021, Xu et al, 2018).
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Slika 2.5. 4 koraka u razgradnji naftnih ugljovodonika pomo¢u mikroorganizama (a)
(prema Shakya et al, 2021) i
fizi¢ki kontakt izmedu mikrobne ¢elije i naftnih ugljovodonika (b)
(prema Xu et al, 2018).
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Degradacija naftnih ugljovodonika pocinje napadom enzima i katabolickim procesima (slika
2.6.). Ukoliko bi biorazgradnja bila potpuna, nastali bi ugljen-dioksid, voda i biomasa (Chandra et al,
2013, Imam et al, 2019, Imron et al, 2020). Poznato je da efikasnost razgradnje naftnih ugljovodonika
opada od alkana do aromati¢nih jedinjenja slede¢im redosledom: alkani ravnog niza > razgranati
alkani> niskomolekulska aromati¢na jedinjenja > visokomolekulska aromati¢na jedinjenja (Imam et al,
2019, Xu et al, 2018).

Ugljovodonici

0;

Napad
oksidazama

l

Katabolizam

NH.*, PO,
5047, Fe?* l
-
¢ cikius N,
trikarbonskih_ CO,
\ Kkiselina /
\ ’

— -

(073
Biosinteza Respiracija

H.0

Slika 2.6. Sema degradacije naftnih ugljovodonika
(prema Ossai et al, 2020).

Alkani ravnog kratkog niza, do 9 ugljenikovih atoma, su visoko isparljivi, pa i pre nego sto
podlegnu biodegradaciji veliki deo ispari u atmosferu. Mikroorganizmi n-alkane srednje duzine sa 10-
24 ugljenikovih atoma najbrze biodegraduju (Chandra et al, 2013). Najotporniji na biodegradaciju su
monoaromati¢ni steroidi, diasterani, C,;-Cy, sterani, diahopani, 25-norhopani, tricikli¢ni terpeni,
oleanani i gamacerani. Veoma bliski po rezistenciji na biodegradaciju su i C,7-Css hopani i Cy7-Cyg
regularni sterani (Head et al, 2003).
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2.1.5.1. Putanje razgradnje n-alkana

n-Alkani se oksiduju do primarnih alkohola, a zatim dolazi do uklanjanja vodonika iz alkoholne
grupe pri ¢emu nastaju aldehidi i Kiseline uzastopnim procesima dehidrogenacije (slika 2.7.a). Nastale
kiseline ulaze u proces B-oksidacije i ciklus trikarbonskih kiselina (Krebsov ciklus). Oksidacija n-
alkana do alkohola se odvija dejstvom enzima monooksigenaza (alkan-hidroksilaze), koje mogu
delovati na kraju lanca n-alkana ili subterminalno (slika 2.7.b). Ukoliko monooksigenaze dejstvuju na
kraju lanca proizvodi sekvencijalno podlezu dejstvu alkohol-dehidrogenaze i aldehid-dehidrogenaze,
®-masno-Kkiselinske-dehidrogenaze i ponovno alkohol- i aldehid-dehidrogenaze. Subterminalna putanja
podrazumeva sekvencijalno delovanje alkohol-dehidrogenaze, Beyer-Vager-monooksigenaze i esteraze
(Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Imron et al, 2020, Khalid et al, 2021).

a) . - )
Ugljovodonici Alkoholi Aldehidi Kiseline Kiseline

b) Subtermalna alkan-monooksigenaza

N —

OH
Alkan-monooksigenaza

Alkohol-
dehidrogenaza

o

Alkohol- Beyer-Vager
dehidrogenaza monooksigenaza
o
o ~
/W \’(\
o
Aldehid-dehidrogenaza l Esteraza

W° e H>—\

OH

monooksigenaza

e \/V\(O

CH

(»-masno-kiselinska- J
Beta oksidacija

Alkohol-dehidrogenaza

0, HO. OH
S o
E—
OH Aldehid-  © o
dehidrogenaza

Slika 2.7. Sema degradacije n-alkana (a) (prema Madigan et al, 2019) i
prikaz dejstva enzima na n-alkane sa akcentom na monooksigenazama koje mogu delovati na kraju
lanca n-alkana ili subterminalno.
Kao model uzet n-pentan (b)
(Imron et al, 2020).
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2.1.5.2. Putanja razgradnje cikli¢nih ugljovodonika

Mikroorganizmi najée$¢e razgraduju ciklicne ugljovodonike ko-metaboli¢ki. Degradaciju
otpoCinje cikloheksan-monooksigenaza (slika 2.8.) koja uvodi hidroksilnu grupu u cikloheksan i
prevodi ga do cikloheksanola koji dejstvom ciklohekanol-dehidrogenaze prelazi u cikloheksanon.
Daljom oksidacijom nastaje kaprolakton i adipinska kiselina. Adipinska kiselina ulazi u proces -
oksidacije i ciklus trikarbonskih kiselina. Za reakcije katalizovane cikloheksan-monooksigenazom i
cikloheksanon-monooksigenazom neophodan je kiseonik (Imron et al, 2020, Khalid et al, 2021).

— Beta oksidacyja

O, H,y0 OH NADH 0 0
S,
0, H0 H,0
2
—_— e i-. —_—
° {

Cikloheksan Cikloheksanol Cikloheksanon £-kaprolakton Adipinska Acetil-CoA

kiselina  qy

Slika 2.8. Sema degradacije cikloalkana na primeru cikloheksana
(prema Imron et al, 2020).

2.1.5.3. Putanja razgradnje alkina

Degradaciju alkina (slika 2.9.) iniciraju voda, H* i Hg*" joni, a pocinje je alkin-hidrataza
formirajuci enol koji odmah prelazi u svoju keto formu. Karboksilaza oksiduje keto jedinjenje pri ¢emu
nastaje smeSa karboksilnih kiselina koje ulaze u proces [3-oksidacije (Imron et al, 2020).

R,
H", Hg*' OH
R
Ry

0
Alkini Enol forma Keto forma
o OH l
A R KMnO ,, OH, H0
Beta okjldacga - /\{ N )\/R1 + CO no, v
. OH ©
Acetil-CoA

Smesa karboksilnih kiselina

Slika 2.9. Sema biodegradacije alkina
(prema Imron et al, 2020).
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2.1.5.4. Putanje razgradnje aromati¢nih ugljovodonika

Aromati¢ni ugljovodonici su rezistentniji na mikrobnu razgradnju. Prvi korak u degradaciji je
nastanak diola pomocu citohrom P450 oksidaznog sistema (Slika 2.10.) i katehola nakon ¢ega sledi orto
ili meta otvaranje prstena. Pri orto ’cepanju” katehola (intradiol putanja) formira se cis,cis-mukonska
kiselina od koje nastaje B-ketoadipinska kiselina i B-ketoadipil-CoA koji se razlaze na sukcinil-CoA i
acetil-CoA. Pri ekstradiol putanji (meta cepanje” prstena) formira se 2-hidroksimukonski semialdehid
i 4-hidroksi-2-oksopentanska kiselina koja se razlaze na pirogrozdanu Kiselinu i acetaldehid iz kog
nastaje acetil-CoA. Proizvedeni koenzim A zavr$ava u Krebsovom ciklusu (Imron et al, 2020, Khalid

et al, 2021, Madigan et al, 2019).
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Slika 2.10. Sema biodegradacije aromatiénih ugljovodonika
(prema Imron et al, 2020).
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2.1.6. Prednosti bioremedijacije

Bioremedijacija je veoma popularna i perspektivna tehnologija za remedijaciju zivotne sredine.
Ona spada u tehnike ”prijateljske za okolinu™ tj. ne uti¢e negativno na Zivotnu sredinu, Visoko je
efikasna u uklanjanjanju kontaminanata, primenljiva u brojnim i povrsinski velikim kontaminiranim
podrucjima, a spada u tehnike sa niskom cenom izvodenja. Fizi¢ke i hemijske tehnike koje se koriste za
remedijaciju daleko zaostaju za bioremedijacijom u pogledu efikasnosti i cene (Chandra et al 2013,
Imron et al, 2019, Okoh et al, 2020, Shakya et al, 2021). Jo§ jedna prednost ove tehnike je da se
prilikom njene primene na zagadenom zemljistu paralelno odvija i proces humifikacije (Cassidy, Irvine
1998). Humifikacija predstavlja prirodni proces prevodenja organske materije u huminske supstance
geo-mikrobnim mehanizmima (Jakovljevi¢, Pantovi¢ 1991). Nastanak huminskih kiselina (HK) ima
pozitivan uticaj na kvalitet zemljista i na mikroorganizme u njemu. One pozitivno uti¢u na mikrobni
rast i njihov metabolizam, indukuju sintezu enzima, predstavljaju redoks aktivna jedinjenja koja mogu
delovati kao akceptori/donori elektrona (Lipczynska-Kochany, 2018).
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2.2. Tehnike za karakterizaciju pojedinacnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i
odredivanje mikrobne aktivnosti

Za karakterizaciju mikroorganizama i odredivanje njihove aktivnosti u zivotnoj sredini se
primenjuju dva osnovna pristupa staticki 1 dinamicki. Stati¢ki pristupi koji omogucavaju detekciju
mikroorganizama bez kontinualnog pracenja njihove aktivnosti su: brojanje kolonija, direktno
mikroskopiranje kombinovano sa razli¢itim tehnikama bojenja, odredivanje DNK i RNK sastava:
fluorescentna in situ hibridizacija, lan¢ana reakcija polimeraze i reakcije zasnovane na njoj, analize na
¢ipovima, stabilne izotopske probe i izotopski Cipovi, omiks tehnike; enzimska aktivnost, odredivanje
adenozin-trifosfata, fosfolipidnih masnih kiselina i1 analiza proteina. Dinamic¢ki pristupi koji
omogucavaju kontinualno pracenje parametara tokom rasta mikroorganizama zasnovani su na
respiraciji 1 koriS¢enju supstrata od strane mikroorganizama. Na osnovu dinamickih tehnika moguce je
odrediti aktivnost i brzine procesa, a samo ukoliko su mikroorganizmi aktivni mogu ucestvovati u
biogeohemijskim ciklusima.

Razlikovanje neaktivnih - “uspavanih”, potencijalno aktivnih i aktivnih mikroorganizama
moguce je kombinovanjem statisti¢kih i dinamickih tehnika (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).

2.2.1. Staticki pristupi u karakterizaciji pojedina¢nih mikroorganizama, mikrobnih
zajednica i odredivanju mikrobne aktivnosti

2.2.1.1. Odredivanje broja (vijabilnih) ¢elija

Broj vijabilnih mikrobnih ¢elija se odreduje metodom serijskog razblaZenja 1 zasejavanjem na
hranljive podloge, a rezultat se prikazuje kao CFU/mL ili CFU/g u odnosu na agregatno stanje
analiziranog uzorka (Gojgic-Cvijovic et al, 2012, Madigan et al, 2019). Zavisno od toga u kojoj fazi
ciklusa se celije nalaze moguce je da broj mikroorganizama na hranljivim podlogama varira. Jednu
mikrobnu zajednicu najéeS¢e Cini visok procenat nekulturabilnih mikroorganizama, jer se
mikrooganizmi manji od 0,065 pm® ne mogu uzgajati u laboratoriji, ali doprinose aktivnosti samog
konzorcijuma. Iako je samo 1% mikroorganizama iz Zivotne sredine kulturabilno u laboratoriji, rezultat
dobijen brojanjem celija na Petri Soljama odlicno koreliSe sa enzimskom 1 respiratornom aktivno$¢u
mikroorganizama (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Madigan et al, 2019). Tehnika rasta na hranljivim
podlogama sluzi za rutinsko pracenje broja mikroorganizama i nekih njihovih osobina, kao §to su
proizvodnja enzima i razgradnja supstrata koji se nalaze u podlogama (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013,
Madigan et al, 2019, Paul et al, 2018).

2.2.1.2. Odredivanje broja mikroorganizama direktnim brojanjem

Fluorescentna mikroskopija pomoc¢u visoko osetljivih boja omogucava odredivanje statusa
mikrobnih ¢elija odnosno da li su one aktivne, “uspavane” ili mrtve u odnosu na ukupan broj ¢elija.
Prva grupa boja prolazi kroz neosSte¢enu celijsku membranu i vezuje se za komponente na ¢elijskom
zidu (polisaharide), membranu i u samoj celiji (za DNK i proteine). Najpoznatije boje su:
dihlortriazinil-aminofluorescein (koja se vezuje za polisaharide), fluorescein-izotiocijanat (koja se
vezuje za proteine), SYBR GREEN i 4,6-diamidino-2-fenilindol (koje se vezuju za nukleinske
kiseline). DAPI ima apsorpcioni maksimum na 400 nm i kada se veze celija fluorescira plavo, a

vezivanjem SYBR GREEN-a ¢iji je apsorpcioni maksimum na 497 nm celija fluorescira zeleno. Ove
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boje se nespecifi¢no vezuju za sve mikrobne ¢elije u uzorku (i Zive i mrtve). Boje koje ne prolaze kroz
neoStecenu ¢elijsku membranu zahtevaju fiksaciju 1 omogucavaju bojenje mrtvih ¢elija, a primeri ovih
boja su etidijum-bromid i propidijum-jodid. Dve boje koje se kombinuju omogucavaju razlikovanje
zivih i mrtvih ¢elija. Direktnim bojenjem zivih ¢elija pomocu 5-cijano-2,3-ditolil-tetrazolijum-
hlorida, fluorescein-diacetata ili 2-(p-jodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil-tetrazolijum-hlorida moguce je
odrediti metabolicku aktivnost datih ¢elija koja odgovara koli¢ini dobijene fluorescencije. Primenom
odgovarajucih fluorescentnih tehnika bojenja i adekvatnim izraCunavanjima moguce je do¢i do realnog
odnosa izmedu zivih i mrtvih, metabolicki aktivnih ¢elija u ukupnom broju mikroorganizama
(Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Madigan et al, 2019).

2.2.1.3. Analiza dela mikrobnih zajednica

Molekularne tehnike. Molekularna karakterizacija je esencijalna kako za identifikaciju
mikroorganizama, tako i za odredivanje metabolickih putanja i1 katabolickih gena odgovornih za
razgradnju razlicitih zagadujuéih supstanci. Prac¢enje koli¢ine DNK tokom celijskog rasta, koli¢ine
RNK tokom sinteze proteina, odnosa DNK/RNK ukazuje na mikrobnu aktivnost. Danas se primenjuju
tehnike kojima direktno bez ekstrakcije nukleinskih kiselina mozemo utvrditi koji su mikroorganizmi
aktivni unutar mikrobnih zajednica u Zivotnoj sredini (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).

Fluorescentna in situ hibridizacija (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH, eng.). FISH
(slika 2.11.) predstavlja tehniku sparivanja dve jednolancane oligonukleotidne sekvence iz razli€itih
izvora pri ¢emu je jedan deo rRNK, a drugi fluorescentno obelezena proba - ta¢no definisana sekvenca
ili hemijski sintetisan molekul. Komplementarnost baza omogué¢ava medusobno povezivanje, a uzorak
se posmatra pod fluorescentnim mikroskopom (Frickmann et al, 2017, Paul et al, 2018). Celije u
mirovanju i njihova rRNK, kao i organske komponente zemljista se vezuju za oligonukleotidne probe i
doprinose da je koli¢ina fluorescencije veca nego §to bi trebalo da bude za aktivne ¢elije.

Kombinacijom FISH tehnike sa mikroautoradiografijom, Ramanskom spektroskopijom,
masenom spektrometrijom sekundarnog jona moguce je detektovati metabolicku aktivnost samo jedne
Celije. Ova obecavajuca tehnika se upotrebljava za in Situ istrazivanja mikrobnog rasta, medusobne
kompeticije i odnosa mikroorganizam-biljka (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Frickmann et al, 2017).
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FISH PROCEDURA

Bakterija

_. Fluorescentna oligonukleotidna proba 3 Ribozom
Bakterija = Fiksacija [ Hibridizacija ) Ispiranje

Fluorescentna
mikroskopija

Slika 2.11. Procedura fluorescentne in situ hibridizacije. Prvi korak ¢ini fiksacija bakterija etanolom ili
paraformaldehidom, zatim dolazi do sparivanja fluorescentno obelezene probe i rRNK, nakon ¢ega je
uzorak potrebno isprati.

Crvena elipsa predstavlja detektovani mikroorganizam usled uspesnog vezivanja fluorescentno
obelezene probe sa rRNK ciljane bakterije
( prema Frickmann et al, 2017).

Metode zasnovane na lancanoj reakciji polimeraze. Metode zasnovane na lancanoj reakciji
polimeraze se zasnivaju na izolovanju nukleinskih kiselina iz uzorka, reverznoj transkripciji RNK do
cirkularne DNK, njenom umnoZavanju, a zatim odvajanju na denaturiSucoj gradijent gel elektroforezi
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE, eng.) ili T-RFLP (Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism, eng.) analizi u cilju profilisanja i karakterizacije analizirane mikrobne
zajednice.

PCR u realnom vremenu (Real Time PCR, RT-PCR, eng.). Drugi naziv za ovu tehniku je
kvantitativni PCR, jer se koriS¢enjem fluorescentno obeleZenih proba posle svakog ciklusa kvantifikuju
nastali PCR proizvodi u realnom vremenu. Jedna od prvih koriséenih boja je SYBR GREEN, niske
specificnosti za sekvencu posSto se vezuje za dvolancanu DNK. Ovu boju zamenile su sekvence
komplementarne sekvenci koja se umnozava PCR tehnikom, tzv. Tagman-ove probe, sintetisane
oligonukleotidne sekvence koje na svom 5' kraju poseduju reporter (prva fluorescentna boja), a na 3'
kraju quncher (druga fluorescentna boja). Pre vezivanja za sekvencu DNK koja se umnozava PCR
tehnikom, boje su medusobno inhibirane zbog transfera fluorescentne rezonantne energije. Nakon
denaturacije ciljne DNK ona se sparuje sa Tagmanovom probom, nakon cega Se dejstvom Taq
polimeraze proba hidrolizuje i fluorescentne boje viSe nisu na inhibitornom rastojanju pa dolazi do
pojave fluorescencije. Ove probe drugacije se nazivaju hidrolizne probe. Mogucée je primeniti i
jednolancane sekvence koje formiraju oblik petlje, a na svojim krajevima imaju komplementarne
sekvence u duzini od nekoliko baznih parova i dve boje slicno kao kod Tagman proba. Isti je princip
pojave fluorescencije kao kod Tagman proba. Ova tehnika i koriS¢enje prajmera za 5,8S rRNK, 16S
rRNK, 18S rRNK i funkcionalne gene specifi¢ne za oksidaciju amonijaka, metana i sulfata kvantifikuju
ukupnu mikrobnu zajednicu (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Lagos et al, 2015, Madigan et al, 2019,
Paul et al, 2018).
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Tehnike otiska prsta. U tehnike otiska prsta (fingerprinting techiques, eng.) spadaju: ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, eng.), T-RFLP, DGGE i SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism, eng.). Ove tehnike se koriste u istrazivanju sastava mikrobnih zajednica,
pri ¢emu se otkrivaju dominantni rodovi unutar zajednice bili oni aktivni ili ne.

ARDRA tehnika se sastoji iz umnozavanja konzerviranih regiona 16S rRNK gena koris¢enjem
prajmera (PCR), enzimske digestije dobijenih PCR proizvoda, gel elektroforeze dobijenih iseCenih
fragmenata i analize dobijenih traka.

T-REPL tehnika podrazumeva fluorescentno obelezavanje kraja PCR proizvoda odnosno pri
umnozavanju u PCR reakciji dodaje se jedan ili oba prajmera koji na svom 5' kraju sadrze
fluorescentnu boju. Nakon umnoZzavanja primenjuje se restrikciona digestija PCR proizvoda razli¢itih
varijanti jednog gena, a zatim se u DNK sekvenatoru proizvodi digestije razdvajaju na koloni ili gelu i
koristi se fluorescentni detektor kako bi se odredila veli¢ina razli¢itih terminalnih fragmenata. Na ovaj
nacin odreduju se samo fluorescentno obelezeni terminalni fragmenti, a ne svi proizvodi kao u ARDRA
I RFLP analizi. Rezultati koji su predstavljali trake na elektroforezi u finalnoj obradi prikazuju se kao
pikovi na elektroforegramu gde je na y osi intenzitet fluorescencije, a na x osi veli¢ina fragmenata.
Svaka geneticka varijanta predstavlja jedan pik, a visina i povrSina pika predstavljaju njenu
zastupljenost u odredenoj zajednici.

DGGE se zasniva na prolasku PCR proizvoda kroz gradijent hemijskog denaturanta u
poliakrilamidnom gelu. Za kretanje PCR proizvoda bitni su grani¢na koncentracija i tacka topljenja.
Proizvodi koji medusobno imaju razli¢ite sekvence razli¢ito putuju i zaustavljaju se u obliku traka na
gelu. Detaljnija analiza traka zahteva njihovo isecanje, ponovno umnozavanje i sekvenciranje. U
DGGE tehnici upotrebaju se GC bogati vodeci (forward, eng.) prajmeri koji dovode do toga da se dupli
lanci PCR proizvoda razdvoje u jednolancane i u tom obliku putuju tokom elektroforeze.

Razlike nastale mutacijama ili kao posledica polimorfizma na nivou jednog nukleotida moguce
je detektovati pomocu SSCP tehnike. Ove minimalne razlike u sekvenci omogucéavaju da fragmenti
zauzimaju razli¢ite konformacije pa se mogu razdvojiti na gel elektroforezi. Princip tehnike se zasniva
na PCR umnoZavanju, denaturaciji PCR proizvoda na jednolancane, razdvajanju jednolan¢anih DNK
na gel elektroforezi u nedenaturiSu¢im uslovima pri kojima 1 minimalno razli¢ite sekvence zauzimaju
razli¢ite konformacije i pojavljuju se kao razli€ite trake na gelu.

Sumarno gledano, sve pomenute tehnike otiska prsta zahtevaju PCR umnozavanje 16S rRNK
gena, a ARDRA i T-RFPL tehnika zahtevaju i upotrebu restrikcionih enzima. ARDRA tehnika ukazuje
na slicnosti unutar vrste 1 otkriva promene u sastavu mikrobnih zajednica u razliitim Zivotnim
sredinama, ali spada u vremenski dugotrajne tehnike za rad. T-RFLP je brza od ARDRA tehnike i u
isto vreme moguca je analiza viSe uzoraka. Nedostaci T-RFLP tehnike su lazni pikovi i1 preklapanje na
elektroforegramu dve ili vise sekvenci koje dele isto terminalno restrikciono mesto. DGGE je tehnika
vremenski kra¢a od ARDRA tehnike i veoma je dobra za poredenje mikrobioloskih profila, ali
rezolutivno lo$ija i nema moguénost klasifikacije organizama na nizim taksonomskim nivoima. SSCP
je jednostavnija i1 direktija tehnika od DGGE, ali zahteva viSe podataka o sekvenciranju i definisanije
uslove elektroforeze (Paul et al, 2018).

Analize na ¢ipovima. Mikrocipovi predstavljaju genomsku tehnologiju koja se koristi za analizu
ekspresije gena i pracenje procesa u zivotnoj sredini. Funkcionalni genski ¢ipovi (Functional Gene
Arrays, FGA, eng.) sadrze probe sa genima odgovornim za klju¢ne biogeohemijske cikluse u kojima
mikroorganizmi ucestvuju. Ovim cCipovima moguce je povezati mikrobnu raznovrsnost i procese i
funkcije u ekosistemima. Najveci izazov u FGA analizi je konstrukcija proba i njihova raznovrsnost.
Danas su dizajnirani mikroc¢ipovi druge generacije nazvani GeoChip 2.0 koji sadrze preko 24 000
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ogledaju se u kratkom vremenu izvodenja analize, relativno niskoj ceni i1 raznovrsnosti. He 1 saradnici
su uspesno testirali ¢ipove u procesima bioremedijacije u in situ uslovima (He et al, 2007). Pored
GeoChip cipova upotrebljavaju se 1 PhyloChip ¢ipovi. Ovi Cipovi druge generacije (G2) se najcesce
koriste za analizu urbanog vazduha, Cistih prostorija, razlicitih klini¢kih uzoraka, dok su Cipovi trece
oligonukleotidne sekvence komplementarne genima koje Zelimo da detektujemo dizajnirani DNK
segmenti se fiksiraju na ¢vrstoj podlozi. Slede¢i korak podrazumeva hibridizaciju sa fluorescentno
obelezenom mRNK koja se dobija iz ¢éelija koje su rasle pod ta¢no definisanim uslovima. Genska
ekspresija se meri skeniranjem c¢ipa laserom i ocitavanjem fluorscentnog signala koji se dalje
kompjuterski obraduje (Madigan et al, 2019, Paul et al, 2018, Probst et al, 2014).

Stabilne izotopske probe i specificna izotopska analiza. Stabilne izotopske probe i specificna
izotopska analiza ¢iji je princip dat na slici 2.12 daju doprinos u odredivanju mikrobne aktivnosti 1
iskoristivosti supstrata. Ukoliko se unutar mikroorganizama u biomarkerima - nukleinskim kiselinama,
proteinima, fosfolipidnim masnim kiselinama (phospholipid fatty acids, PLFA, eng.) nadu radioaktivno
obelezeni ugljenik, vodonik, azot i kiseonik poreklom iz izotopski obeleZenih supstrata za taj
mikroorganizam kazemo da je aktivan 1 da ima kapacitet da metaboliSe pomenute elemente. Ipak, ovu
analizu treba uraditi za kratko vreme kako bi se izbegao unakrsni metabolizam i kaskadna upotreba

obelezenog metabolita (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Paul et al, 2018).

. . Metabolicki aktivni | 2 3 2
Uzorak iz mikroorganizmi AR ClZ__ym
Zivotne sredine . usvajaju teske —— ] ——

DNK

izotope u njihova

DNK

> -—

3
gradijentu gustine
Obogacenje uzorka

stabilnim izotopsKkim
probama (BC,LN, 3I-I) 14

13C obelezena DNK zajednice
se dalje analizira koristeci
168 rRNK ili funkcionalne
gene

Slika 2.12. Princip izotopske analize: izolovanje metagenomske DNK bogate *3C izotopom koja
predstavlja funkcionalno aktivne mikroorganizme koji se iz ukupne zajednice odvajaju
centrifugiranjem u gradijentu gustine cezijum-hlorida i dalje analiziraju DNK tehnikama
(prema Paul et al, 2018).

Izotopski cipovi. Izotopski Cipovi (Isotope Arrays, eng.) sluze za detekciju ¢lanova mikrobnih
zajednica koji su koriste¢i radio obeleZeni supstrat ugradili u svoju RNK **C izotop. Tehnika se zasniva
na inkubaciji mikroorganizma sa **C supstratom, ekstrakciji RNK, obelezavanju RNK fluoroforom,
hibridizaciji sa oligonukleotidnim sekvencama na Cipu koje targetuju 16S rRNK gene bakterija od
interesa i skeniranju fluorescencije i ugradenih **C izotopa. Uzorci se mogu testirati i kombinacijom
FISH-mikroautoradiografijom (Paul et al, 2018).
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Fiziolosko-biohemijska karakterizacija

Enzimska aktivnost. Enzimska aktivnost se koristi kao indikator fizioloSkog stanja
mikroorganizama. Dva klju¢na enzima ¢ija je aktivnost specificna za odredeni rod bakterija 1 koji se
tradicionalno prate su oksidaza i katalaza. Aerobne bakterije dobijaju energiju respiratornim
katabolizmom tj. u procesu transporta elektrona kroz respiratorni lanac koga ¢ine brojni citohromi.
Oksidaza test se koristi za utvrdivanje prisustva citohroma c¢ u respiratornom lancu. U aerobnom
disanju, prilikom transporta elektrona sa terminalnog citohroma na kiseonik, pored molekula vode,
nastaje 1 mala koli¢ina toksi¢nih molekula. Za nastajanje toksi¢nih nusproizvoda odgovorni su
flavoproteini, pogotovo NADH dehidrogenaza. Mikroorganizmi su razvili enzimske sisteme odbrane
protiv ovih molekula — superoksid-dismutazu koja prevodi toksi¢ni superoksid u vodonik-peroksid i
katalazu koja ga dalje razgraduje. Skrining test na katalazu se zasniva na razlaganju 3% vodonik-
peroksida pri ¢emu nastaju voda i kiseonik koji se lako detektuje u vidu oslobodenih mehuri¢a u
kontaktu sa kolonijama mikroorganizma. Smanjenje koli¢ine vodonik-peroksida se moze pratiti 1
spektrofotometrijski na 240 nm.

Detekcija veceg broja enzima koje poseduje jedna mikrobna celija se vrsi API (Analitical Profil
Index, eng.) testovima koji predstavljaju sistem za brzu identifikaciju mikroorganizama i zasnovani su
na setu supstrata koje mikroorganizmi mogu da iskoriste ukoliko poseduju specifi¢ne enzime.

Odredivanje enzimske aktivnosti 1 omiks tehnike su usko povezani. Genomske studije i dalje
ispituju uticaj ekspresije gena na metabolicku raznolikost i produkciju enzima. Proteomska istrazivanja
karakteriSu sintetisane proteine tokom genske ekspresije, a metabolomika analizira dobijene proizvode
razgradnje i kinetiku — maksimalne brzine reakcije i konstante brzine (Andrew, Jayaraman 2020,
Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Madigan et al, 2019).

ATP. Koli¢ina ATP-a u mikrobnoj ¢eliji zavisi od vise faktora (vrste kojoj pripada, veli¢ine
¢elije, faze rasta i aktivnosti) i ukazuje u kom se stanju Celije unutar zajednice nalaze. Uoceno je da
dodatkom glukoze u zemljiSte mikrobne Celije prelaze iz stanja mirovanja u fazu rasta, pri ¢emu dolazi
do drasti¢nih promena u njihovoj fiziologiji, a koli¢ina ATP-a se povecava 8,4 puta. Promene u
sadrZaju biomase su primetno manje, povecava se 1,6 puta. Medutim, ukoliko ¢elija prede iz aktivnog u
uspavano stanje dolazi do veceg pada mikrobne biomase u odnosu na ATP. Kvantifikaciju ATP-a
mogu ometati enzimi koji imaju sposobnost njegove razgradnje, a pri njegovoj analizi mora se izvrSiti 1
kompletna liza ¢elija i spreciti adsorpcija oslobodenog ATP-a na povrsinu reaktivnih ¢estica dodatkom
neorganskog fosfata. Mnogo bolji odraz energetskog statusa i aktivnosti mikroorganizama unutar
mikrobne zajednice pruZza odredivanje adenilatnog energetskog naboja koji predstavlja koncentraciju
adenilnih nukleotida AMP, ADP 1 ATP u mikrobnoj c¢eliji. Ipak, postoje znacajne razlike pri
odredivanju u ¢istoj kulturi i u zemljistu (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).

Fenotipska karakterizacija mikroorganizama

Analiza masnih kiselina — odredivanje metil-estara masnih kiselina (fatty acid methyl esters,
FAME, eng.). S obzirom na brzu razgradnju fosfolipida posle smrti Celije, analiza masnih kiselina
fosfolipida je odraz ekofizioloske grupe mikroorganizama unutar mikrobne zajednice, ali ne i njihove
aktivnosti. Bakterije poseduju brojne masne kiseline, zasi¢ene, nezasi¢ene, razgranate, cikli¢ne 1
hidroksi masne kiseline. Vrsta, koli¢ine i zastupljenost pojedinih masnih kiselina prisutnih u lipidima
citoplazmatske membrane i spoljne membrane Gram-negativnih bakterija su glavne fenotipske osobine
koje se prate pri karakterizaciji mikroorganizama. Za analizu je potrebno izolovati masne kiseline i
hemijski ih derivatizovati do isparljivin metil-estara masnih kiselina koji se dalje analiziraju gasnom
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hromatografijom ili gasnom hromatografijom kuplovanom sa masenom spektrometrijom, a dobijeni
rezultati se porede sa bazama podataka (slika 2.13.). Analiza masnih kiselina se primenjuje u analizi
voda kada je neophodno rutinski potvrditi prisustvo patogena, ali i u karakterizaciji novih sojeva.
Prilikom obrade rezultata bitne su razlike u gradi Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, razlike
izmedu Cciste kulture i kulture u zemljiStu koja je izmenjena zbog uslova u Zivotnoj sredini -
temperature, pH, pritiska, dostupnosti razlicitih supstrata. Analiza u razli¢itim fazama mikrobnog rasta
dovodi do razlike u dobijenom masno-kiselinskom sastavu. Zato je neophodno standardizovati uslove
pripreme za analizu i uslove analize (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Madigan et al, 2019).

mep Ekstrakcija masnih kiselina sp Derivatizacija u cilju dobijanja W Gasna hromatografija
metfil estara
Pikovi razli¢itih
metil estara
masnih kiselina ___

Bakterijska kultura

Identifikacija mikroorganizma g FOTedenje profila sa bazom
podataka

Slika 2.13. Izvodenje analize metil-estara masnih kiselina
(prema Madigan et al, 2019).

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight, eng.) masena
spektrometrija. Laserska desorpcija potpomognuta matriksom je blaga jonizaciona metoda u kojoj se
uzorak jonizuje 1 pretvara u isparljivo stanje laserom. Generisani joni se ubrzavaju duz kolone do
detektora pomocu elektri¢énog polja. U kombinaciji sa MALDI tehnikom se koristi analizator koji
razdvaja jone na osnovu vremena preleta (slika 2.14.), a vreme preleta jona zavisi od odnosa mase i
naelektrisanja (m/z). Sto je odnos m/z manji joni brze putuju do detektora pri ¢emu se kompjuterski
preracunavaju molekulske mase i molekulske formule (Hou et al, 2019, Madigan et al, 2019). MALDI-
TOF spada u efikasne i jeftine tehnike, moze analizirati Citave, neoStecene celije i njihove proteinske
profile. Dominantna je analiza polarnih, rastvornih proteina koji se nalaze u citoplazmi. Neki
mikroorganizmi formiraju glikokaliks ili kapsulu, pa je analiza citoplazmatskih proteina onemogucena.
U tom slucaju se za ekstrakciju koristi etanol-mravlja Kkiselina. Rezultati identifikacije
mikroorganizama dostupni su za 24-48 h (Dridi, Drancourt 2011, Hou et al, 2019). lako se ova metoda
najceSce koristi u klinickoj mikrobiologiji postoje i studije u kojima je primenjena za identifikaciju
bakterija izolovanih iz Zivotne sredine (Avdalovic¢ et al, 2015, Djuri¢ et al, 2017, Uhlik et al, 2011).

-27-



Detektor

i

Razdvajanje na osnovu vremena preleta

e e
— 8=
&
Matriks + analit

Slika 2.14. MALDI-TOF maseni spektrometar
(prema Hou et al, 2019).
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2.2.1.4. Analiza celokupne mikrobne zajednice

Sveobuhvatna analiza mikrobne zajednice moguca je primenom razli¢itih omiks tehnika, ali i
sekvenciranjem celog genoma mikroorganizama i metodama za sekvenciranje nove generacije (Biswas,

Sarkar 2018).

Omiks tehnike. Pod omiks tehnikama podrazumevaju se kvantifikacija ili karakterizacija seta
prirodnih molekula u cilju odredivanja strukture i funkcije, molekularnih i fizioloSkih mehanizama.
Ove tehnike predstavljaju snazno orude u analizi mikrobnih zajednica, mikrobne genetike i
funkcionalne raznovrsnosti, poSto omogucavaju razumevanje brojnih metabolickih puteva i nacine
nastajanja novih proizvoda, daju uvid u strukturu i odnose u zajednici. U omiks nauke spadaju
genomika, metagenomika, transkriptomika, proteomika i metabolomika (Biswas, Sarkar 2018, Malla et

al, 2018).

Metagenomika. Metagenomika omogucava uvid u kolekciju kompletnih genoma mikrobne
zajednice poreklom iz uzoraka iz zivotne sredine pa se Cesto oznacava kao genomika mikrobne
zajednice ili genomika zivotne sredine. Faze u formiranju metagenomske biblioteke su izolovanje DNK
iz uzorka iz zivotne sredine, shotgun (eng.) Kloniranje koris¢enjem vektora za nasumi¢no kloniranje
DNK fragmenata, transformacija klonova u bakterijskog domacina i odabir pozitivnih klonova.
Danasnji tipovi shotgun sekvenciranja omogucavaju direktno sekvenciranje DNK i ne zahtevaju
formiranje biblioteka (Biswas, Sarkar 2018).
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Postoje dva pravca metagenomike, analiza zasnovana na sekvenci i analiza zasnovana na
funkciji. Analiza zasnovana na sekvenci Kkoristi se za identifikaciju gena i konstruisanje genomske
sekvence, a pri analizi zasnovanoj na funkciji neophodno je klonirati i eksprimirati DNK fragment u
domacinu i uraditi skrining enzimske aktivnosti u cilju detekcije njihove funkcije (Malla et al, 2018).

Metagenomika prati odnose mikrobne zajednice i faktora u zivotnoj sredini, razli¢ite mikrobne
proizvode, a mogu se identifikovati nekulturabilni mikroorganizmi. Nedostatak ove tehnike je
ekspresija aktivnih gena koji su ¢esto eksprimirani na niskom nivou (Biswas, Sarkar 2018, Malla et al,
2018).

Transkriptomika. Transkriptomika zivotne sredine ili metatranskriptomika podrazumeva
pracenje promena u profilima genske ekspresije mikroorganizama i njihovoj regulaciji u prirodnim
staniStima sekvenciranjem mRNK transkripata izolovanih nasumi¢no iz mikrobne zajednice.
Nedostatak ove omiks tehnike je otezano dobijanje cDNK usled nedostatka poli A-repova kod
prokariota na mRNK transkriptu, ali je u nedavnim istrazivanjima OVO ograniCenje prevazideno
metodom dvostruke RNK. U tom slucaju koriste se i mRNK i rRNK za analizu mikrobnih zajednica
(Biswas, Sarkar 2018).

Na slici 2.15. su prikazane sheme metagenomske i metatranskriptomske analize
mikroorganizama iz zemljista.

1g
zemljista

Izdvajanje celija Direktna éelijska liza

iz zemljista i predi§éavanje NK
e
~ O ~ lllgzéelija (genoma)
Mikrobne ¢elije ~ 10 "gena
w ~F —~
= AN
1
+ ¥ SR VAN
Sekvenciranje Celijska liza DNK N\ RNK
pojedinacnih genoma i preciscavanje DNK VAN
TR AVAVAVAVAN
DNK Sekvenciranje
sekvenciranje transkripta
METAGENOM
' Konstruisanje genoma L
12 TRANSKRIPTOM
lﬂggennma 2 L0 "gena
nepoznat broj transkripata
——  7abeleSKa gena i dalja analiza e——— l

Zabele$Kka transKkripta i dalja analiza

Slika 2.15. Metagenomska analiza zasnovana na sekvenci i metatranskriptomska analiza zemljista.
Na ovaj nacin formiraju se metagenomske i metatranskriptomske biblioteke
(prema Prosser 2015).

Proteomika. Proteomika zivotne sredine ili metaproteomiks predstavlja istrazivanje proteina
eksprimiranih u ta¢no odredeno vreme, a zavisno od toga koji su proteini eksprimirani poznato je i
stanje mikrobnih zajednica. Faze u proteomskoj analizi u cilju dobijanja profila eksprimiranih proteina
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unutar zajednica su odvajanje Celija ultracentrifugiranjem, njihova liza i jednodimenzionalna ili
dvodimenzionalna elektroforeza i analiza dobijenih tacaka na gelu. Dobijeni proteini se analiziraju
tecnom hromatografijom ili masenom spektrometrijom. lako je proteomiks obecavajuéa tehnika za
analizu procesa u zivotnoj sredini ima i1 nekoliko ograniavajucih faktora. Ekstrakcija proteina iz
zemljiSta moze biti nepotpuna zbog prisustva huminskih kiselina i drugih fenolnih jedinjenja, lipida,
slozenih ugljenih hidrata i minerala gline. Osim toga, kvalitet, kapacitet i dizajn baza podataka mogu
uticati na identifikaciju proteina. U daljim studijama metaproteomike naucnici streme ka otkrivanju §to
efikasnijih metoda ekstrakcije, formiranju homogenijih i pouzdanijih baza podataka i kombinovanju
tehnika u cilju dobijanja Sto vece koli¢ine podataka o mikrobnim zajednicama. Kombinacijom
metaproteomiksa i metagenomiksa nastao je proteogenomiks (Biswas, Sarkar 2018, Malla et al, 2018).

Metabolomika. Metabolomika predstavlja nauku koja se bavi ispitivanjima metaboloma, tj.
skupa metabolita - niskomolekulskih biomolekula koji nastaju kao odgovor mikrobne ¢éelije na uslove
iz zivotne sredine. Ovom metodom moguce je otkriti razli¢ite metaboliCke profile 1 putanje prilikom
degradacije polutanata i utvrditi kako toksi¢ne supstance iz Zivotne sredine deluju na mikroorganizme
(Biswas, Sarkar 2018, Malla et al, 2018).

Integralni omiks pristupi. Rezultate omiks tehnika karakteriSe velika koli¢ina podataka pa se u
cilju smanjenja potrebne memorije na uredajima, cene i vremena analize tezi ka integraciji visSe omiks
tehnika u jednu. Prednost integralnih omiks pristupa se ogleda u lak§em razumevanju ¢elijskih sistema
I njihovog nacina funcionisanja. Trenutno su u literaturi dostupni integralni omiks pristupi -
integromiksi dobijeni kombinacijom tek nekoliko omiks tehnika. Yugi i saradnici su u svom revijskom
radu istakli par ranije publikovanih radova koji kombinuju omiks tehnike, ali i zakljucili da je
kombinacija manjeg broja omiks pristupa nedovoljna za dobijanje kompletne informacije o stanju
unutar ¢elije (Yugi et al, 2016). U buducénosti, sa razvojem tehnike i bioinformatic¢kih alata i metoda
ocekuje se 1 povecan broj studija koje integriSu veci broj omiks tehnika.

Upotreba omiks tehnika. Omiks nauke i tehnike i znanja steCena pomocu njih imaju razlicite
primene. Multi-omiks tehnikama dobijaju se klju¢ni podaci o fiziologiji, biohemiji, ekologiji i
filogeniji mikrobnih zajednica, a one olakSavaju i razumevanje razli¢itth procesa kao S§to je
bioremedijacija. Kombinovanjem bioremedijacionih i omiks tehnika moze se dobiti veca efikasnost,
smanjiti vreme i cena postupka. Pri izboru bioremedijacione tehnike bitan je i interdisciplinarni pristup,
pri ¢emu se istrazivanja ne oslanjanju samo na znanja iz biologije, ve¢ 1 na druge nauke kao S§to su
hemija, informatika, inzenjerstvo.

Omiks tehnike omogucéavaju optimizaciju i drugih industrijskih procesa od ekonomskog i
ekoloskog znafaja, pomazu pri skriningu sekundarnih mikrobnih metabolita za upotrebu u
biotehnoloskoj i farmaceutskoj industriji. One se mogu primeniti u upravljanju rizicima u sigurnosti i
kvalitetu hrane, u analizi humanog mikrobioma, za shvatanje mehanizama razli¢itih oboljenja i u
arheologiji (Imam et al, 2019, Malla et al, 2018, Marco, Abram 2019, O’Brien et al, 2017, Raju,
Scalvenzi 2018).

U poslednjih 10 godina pojavili su se novi projekti 1 alati koji pokuSavaju da objedine 1
organizuju rezultate dobijene primenom omiks tehnika kao §to su ”The enviPath tool”, "BioCyc” i
”MetaCyc” (Malla et al, 2018).
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2.2.2. Dinamicki pristupi u karakterizaciji pojedina¢nih mikroorganizama, mikrobnih
zajednica i odredivanju mikrobne aktivnosti

2.2.2.1. Mikrobno ¢elijsko disanje i brzina rasta mikroorganizama

Celijsko disanje mikroorganizama se koristi kao mera njihove metaboli¢ke aktivnosti. Treba
razlikovati bazalnu respiraciju prisutnu pri bazalnom metabolizmu i supstrat indukovanu respiraciju
koja je odraz metabolicke aktivnosti aktivnih i potencijalno aktivnih mikroorganizama. Odnos ove dve
respiracije je uvek izmedu 0 i 1, a idealna vrednost je od 0,1-0,2. Vrednost odnosa bliska nuli ukazuje
da su mikroorganizmi dugo bez dostupnog supstrata pri ¢emu upadaju u stanje stresa i smanjuju
respiraciju, a vrednosti bliske jedinici su svojstvene za prisustvo velike koli¢ine supstrata. U zZivotnoj
sredini vrednosti bliske nuli moguce su usled dugih suSa i promrzavanja zemljista, dok se vrednosti
bliske jedinici javljaju usled dodatka stajskog dubriva.

Brzina rasta mikroorganizama je bitan parametar pri njihovoj karakterizaciji, a odreduje se
dodatkom obelezenih biomolekula u tragovima i pra¢enjem njihove direktne ugradnje u celijske
komponente ili dodatkom velike koli¢ine supstrata koji indukuje neograni¢eni eksponencijalni rast
mikrobnih ¢elija (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).

2.2.3. Odnosi izmedu tradicionalnih i modernih tehnika za karakterizaciju pojedinac¢nih
mikroorganizama, mikrobnih zajednica i odredivanje mikrobne aktivnosti

Tradicionalne tehnike za karakterizaciju mikroorganizama su manje osetljive, manje specificne,
daju nedovoljno informacija, dugotrajne su, zasnivaju se na kulturabilnim mikroorganizama, pri cemu
se detektuju samo oni dominantni rodovi. Savremene tehnike za karakterizaciju mikroorganizama su
osetljivije, specifi¢nije i informativnije, efikasnije su vremenski i odreduju funkcionalni diverzitet. Da
bi se sagledali svi odnosi unutar mikrobnih zajednica najbolje je kombinovati klasi¢ne tehnike sa
tehnikama za metagenomsku analizu i gensku ekspresiju (Biswas, Sarkar 2018, Nannipieri et al, 2020).
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2.3. Egzopolisaharidi proizvedeni pomocu mikroorganizama izolovanih iz zagadene
Zivotne sredine

Mikroorganizmi izolovani iz zagadene zivotne sredine sintetiSu razne proizvode poput
biosurfaktanata, enzima, emulgatora koji povecavaju iskoris¢enje nepolarnih supstrata kao Sto su naftni
polutanti 1 ubrzavaju degradaciju (Joshi, Desai 2010, Shibulal et al, 2014). U mikrobne produkte
spadaju i egzopolisaharidi koji pomazu mikroorganizmima da razgrade polutante i Stite ih od
nepovoljnih uslova u Zivotnoj sredini — UV zraenja, temperature, pH, isusSivanja i teSkih metala. lako
je zagadena zivotna sredina jedno od glavnih staniSta mikroorganizama proizvodaca egzopolisaharida,
moguce je izolovati ih i iz drugih ekstremnih sredina - termofilnih, psihrofilnih, halofilnih, acidofilnih i
alkalofilnih (Abdala et al, 2021, Nicolaus et al, 2010, Wang et al, 2019).

Egzopolisaharidi predstavljaju prirodne, netoksi¢ne, biodegradabilne i biokompatibilne
polimere i mogu biti ravnog niza ili ra¢vasti. Ovi polimeri se dele u dve grupe: homopolisaharide, gde
su sve monosaharidne jedinice koje ih izgraduju identi¢ne (dekstran, kurdlan, levan, pululan,
skleroglukan i Sizofilan) i heteropolisaharide koji predstavljaju kombinaciju vise monosaharida
(alginat, fukopol, fukogel, galaktopol, gelan, hijaluronska kiselina i ksantan). Egzopolisaharide
najcesce proizvode odredene vrste rodova: Lactobacillus, Leuconostoc i Streptococcus (a-glukane),
Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Gluconacetobacter, Rhizobium, Salmonella
i Sarcina (B-glukane), Aerobacter, Bacillus, Erwinia, Halomonas, Pseudomonas, Rahnella,
Streptococcus, i Zymomonas (levan), Azotobacter, Pseudomonas (alginat), Sphingomonas (gelan),
Pseudomonas (hijaluronan), Xanthomonas (ksantan) (Andrew, Jayaraman 2020, Ates 2015, Freitas et
al, 2011, Rana, Upadhyay 2020, Schmid et al, 2015).

FizioloSka, funkcionalna i bioloSka aktivnost polisaharida zavise od molekulske mase i
strukture. Ovi polimeri se danas koriste kao nosaci lekova, za pripremu vakcina, u preparatima
namenjenim za zaceljivanje rana, kao antiproliferativni, antiviralni, antitumorski, imunomodulatorni
agensi i antioksidansi (Abarquero et al, 2022, Andrew, Jayaraman 2020, Hamidi et al, 2022, Nadzir et
al, 2021, Wang et al, 2019, Young et al, 2021). Neki od njih se mogu iskoristiti i za tkivni inZenjering
(Hamidi et al, 2022, Tchobanian et al, 2019). Pored medicine, farmacije i industrije hrane
egzopolisaharidi se mogu primeniti i u industriji tekstila, kao detergenti, adhezivi, u tretmanu otpadnih
voda (Ates 2015, Rana, Upadhyay 2020).
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2.3.1. Sinteza egzopolisaharida

Biosinteza egzopolisaharida u mikrobnim c¢elijama zapocinje intracelularno, nakon ¢ega dolazi
do ekskrecije van ¢elije, a izuzetak su levan i1 dekstran koji se sintetiSu ekstracelularno. Prvi korak u
biosintezi je nastajanje aktiviranih prekursora difosfatnih Secera (NDP) (slika 2.16). Monosaharidne
jedinice se sa NDP saharidnog donora transportuju na aktivni lipidni nosa¢ i ponavljajuce jedinice se
povezuju glikozil-transferazom. Ovaj deo sinteze se odvija u citoplazmi, a nakon toga se sintetisani
egzopolisaharid ekskretuje pomocu transportnih proteina kroz ¢elijsku membranu (Ates 2015, Schmid

et al, 2015, Wang et al, 2019).
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Slika 2.16. Sema nastanka aktiviranih $e¢era. ABC — ATP transporter (ATP binding cassette
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Polimerizacija i transport polisaharida se uspostavljaju na vise nacina (slika 2.17): Wzx/Wzy-
zavisnom putanjom (O-antigen flippase, Wzx, eng., polymerase, Wzy, eng.), ATP-vezuju¢om
transportnom putanjom, sintaza-zavisnom putanjom (synthase complex, eng.) i saharozom
posredovanom putanjom (Ates 2015, Nadzir et al, 2021, Rana, Upadhyay 2020, Wang et al, 2019).

Il 1]

Wzx/Wzy zavisna
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Slika 2.17. Putanje polimerizacije i transporta egzopolisaharida. GT — glukozil-transferaza, Wzx —
Wzx-flipaza, Wzy — Wzy-polimeraza, PCP - polisaharid ko-polimeraza (polysaccharide co-
polymerases, eng.), OPX - spoljnomembranski polisaharid eksportni protein (outer membrane
polysaccharide export protein, eng.), TPR - tetratrikopeptid ponavljajuéi protein (tetratricopeptide
repeat protein, eng.), c-di-GMP - cikli¢ni guanozin-monofosfat (cyclic diguanylic acid, eng.)
(Schmid et al, 2015).

Wzx/Wzy-zavisna putanja obuhvata translokaciju kroz unutrasnju membranu asembliranog
egzopolisaharida Wzx-flipazom, polimerizaciju Wzy-polimerazom u periplazmatskom prostoru i
transport u vancelijski prostor koji se zavrSava pomocu dva membranska proteina: polisaharid ko-
polimerazom i spoljnomembranskim polisaharid eksportnim proteinom. Ukoliko su PCP i OPX visoko
eksprimirani u odnosu na Wzy-polimerazu, mogu pomeriti sintezu ka visokomolekulskim
polisaharidima. Ova putanja je specificna za Gram-negativne bakterije i favorizovana za sintezu
heteropolisaharida.

U ABC transporter-zavisnoj putanji polimerizacija do polisaharida se odvija na citoplazmatskoj
strani unutrasnje membrane. ABC transporter, PCP i OPX proteini transportuju egzopolisaharid kroz
membranu u vancelijski prostor. Kod Gram-pozitivnih termofilnih bakterija umesto PCP proteina
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postoji tetratrikopeptid ponavljajuéi protein. Ova putanja je naj¢es¢a u sintezi polisaharida kapsule, a
ABC transporter diktira veli¢inu lanca egzopolisaharida.

Sintaza-zavisna putanja podrazumeva polimerizaciju ponavljajuéih jedinica egzopolisaharida i
njihovu translokciju sintazom, a Cesta je pri sintezi homopolisaharida ili jednostavnijih
heteropolisaharida. Povecana ekspresija gena za sintazu, dovodi do sinteze egzopolisaharida vece
molekulske mase, a aktivnost sintaze moze pojacati Cikli¢ni guanozin-monofosfat. Vancelijska sinteza
ili saharozom-posredovana putanja se zasniva na inicijalnom konvertovanju disaharidnog molekula do
monosaharida nakon ¢ega se oni vezuju za rastu¢i homopolisaharidni lanac u vancelijskoj sredini.
Energija dobijena hidrolizom Secera se koristi za kataliticki transfer monosaharida na akceptorski
molekul pomoc¢u glikan-saharaze. Ovaj tip putanje je nezavistan od centralnog ¢elijskog metabolizma
ugljenika (Nadzir et al, 2021, Rana, Upadhyay 2020, Wang et al, 2019).

2.3.2. Levan

Inulin i levan predstavljaju neredukujuce fruktane. U inulinu su fruktozne jedinice povezane
B(2,1), a u levanu B(2,6) vezama sa [3(2,1) grananjem. Levan mogu sintetisati biljke i mikroorganizmi,
a na slici 2.18. je prikazana njegova struktura (Nadzir et al, 2021, Oner et al, 2016, Ortiz-Soto et al,
2019, Veerapandian et al, 2020, Young et al, 2021).
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Slika 2.18. Struktura levana sa (2,1) grananjem
(Oner et al, 2016).

Raznolikosti u strukturi levana kao $to su molekulska masa, stepen grananja, viskozitet,
stabilnost 1 funkcionalnost posledica su razli€itih uslova produkcije. Levan S§titi ¢elije od oStecenja,
omogucava njthovo prezivljavanje, a slicno drugim egzopolisaharidima predstavlja deo biofilmova
¢ime sprecava isusivanje i ¢uva mikrobnu zajednicu od predatora. U biofilmovima ovaj polisaharid
omogucava mikroaerobnu sredinu 1 pomaze azotofiksaciju tako Sto predstavlja barijeru za kiseonik, a
moze posluziti i kao hrana za neke od mikroorganizama u zajednici unutar biofilma (Nadzir et al, 2021,
Oner et al, 2016, Ortiz-Soto et al, 2019, Young et al, 2021).
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2.3.2.1. Biosinteza levana pomoc¢u mikroorganizama

Levan je jedan od retkih egzopolisaharida koji se sintetiSe ekstracelularno. Levan-saharaza,
bakterijska fruktozil-transferaza sintetiSe levan iz saharoze. Ovaj enzim je odgovoran i za grananje u
2,1 polozaju, a najéesée se nalazi na povrini ¢elije ili u te¢noj podlozi (Ates 2015, Oner et al, 2016,
Ortiz-Soto et al, 2019, Schmid et al, 2015, Young et al, 2021).

Saharoza je donor fruktozne jedinice, koja se veze na drugu saharozu pri ¢emu nastaje trisaharid
6-kestoza. Daljom elongacijom i dodavanjem fruktozil jedinica nastaju fruktooligosaharidi
(fructooligosaccharides, FOS, eng.) i polimer levan. Klasicnom, neprocesivnom putanjom sinteze
(Slika 2.19) dolazi do sinteze, oslobadanja, akumulacije i dalje fruktozilacije fruktooligosaharida. U
pocetnoj fazi sinteze od saharoze nastaju proizvodi primarne faze 1- i 6- kestoza i neokestoza koje dalje
primaju fruktozil jedinice u cilju nastanka sekundarnih proizvoda — fruktooligosaharida. Glukoza i
fruktoza takode nastale od saharoze, hidrolizom u ranoj fazi prihvataju fruktozil jedinice od kojih
nastaju tercijarni proizvodi, niskomolekulski levani (Ortiz-Soto et al, 2019).
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Slika 2.19. Sema klasi¢ne, neprocesivne putanje sinteze fruktooligosaharida i niskomolekulskih levana
(prema Ortiz-Soto et al, 2019).

Visokomolekulski levani nastaju procesivnom putanjom sinteze koja podrazumeva da prilikom
sinteze levana ne dolazi do nagomilavanja fruktooligosaharida u podlozi, ve¢ da je polimer sve vreme
vezan za enzim dok ne postigne Zeljenu veli¢inu, nakon ¢ega dolazi do njegovog otpustanja. Prelazak
enzima iz neprocesivne sinteze niskomolekulskih levana u procesivnu proizvodnju visokomolekulskih
levana jos uvek nije najjasniji (Ortiz-Soto et al, 2019).

Levan-saharazu poseduju brojne Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije. U bakterijama
rodova Bacillus, Geobacillus i Paenibacillus saharoza pokre¢e transkripciju enzima, dok je kod
Actinomyces naeslundii, Erwinia amylovora, Gluconacetobacter diazotrophicus i Zymomonas mobilis
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ona stalno eksprimirana usled boravka mikroorganizama u staniStima koja sadrze saharozu. Levan-
saharaza je nadena i u rodovima Aerobacter, Acetobacter, Burkholderia, Halomonas, Lactobacillus,
Novosphingobium, Pseudomonas, Sphingomonas, Streptococcus i Streptomyces. Supstrati za ovaj
enzim mogu biti i jeftine zamene za saharozu, melasa i saharozni sirup (Nadzir et al, 2021, Ates 2015,
Oner et al, 2016, Ortiz-Soto et al, 2019, Veerapandian et al, 2020, Young et al, 2021).

Levan se industrijski proizvodi u USA (Natural Polymers Inc.) koriste¢i Bacillus subtilis,
Koreji (Real Biotech Co., Ltd.) upotrebom Zymomonas mobilis i Japanu (Advance Co., Ltd.,) kao
proizvod bakterije Streptococcus salivarius (Oner et al, 2016).

2.3.2.2. Primena levana

Zbog svoje “zelene” prirode, biodegradabilnosti i biokompatibilnosti levan se moze primeniti u
razli¢itim poljima industrije. Istrazivanja pokazuju da ovaj polisaharid nije citotoksican, poseduje
antizapaljensku i antioksidativnu aktivnost zbog Cega se upotrebljava u preparatima za negu kose i
koze. U medicini se levan koristi u obliku tankih biofilmova koji aktiviraju metaloproteinaze klju¢ne u
zaceljivanju rana i opekotina, za isporuku lekova, u regeneraciji tkiva, za smanjenje nivoa holesterola,
gojaznosti, hiperlipidemije i telesne mase, a moze se konzumirati kao dodatak ishrani — prebiotik. Ovaj
polisaharid se moze koristiti u vidu tankih biofilmova u cilju bezbednijeg i zdravijeg pakovanja hrane i
zastiti od njenog kvarenja (Ates 2015, Oner et al, 2016, Ortiz-Soto et al, 2019, Young et al, 2021).

2.3.3. Tehnike za ispitivanje sposobnosti mikroorganizama za produkciju
egzopolisaharida

Mikrobni polisaharidi se zbog svojih karakteristika svrstavaju u biomaterijale buducnosti.
Ispitivanje sposobnosti mikroorganizama za produkciju egzopolisaharida je neophodno uraditi brzim i
pouzdanim tehnikama, a postoji nekoliko tehnika koje su u upotrebi. Prve tehnike koje se primenjuju u
ovu svrhu se odnose na ispitivanje fenotipskih osobina mikroorganizama na ¢vrstim 1 te¢nim
podlogama, a vezuju se za karakteristike koje se vizuelno mogu opaziti i termine ljigav (ropy, eng.),
sluzav (mucoid, eng.), onaj koji se rasteze (slimy, eng.). Ukoliko je podloga na kojoj je mikroorganizam
gajen te¢na moze se odrediti njen viskozitet upotrebom viskozimetra. Na agarizovanim podlogama
moguce je upotrebiti hromogene boje koje interaguju sa polisaharidima. Sinofluor se vezuje za B(1,3)
glukane, a Congo Red za B(1,3) 1 B(1,4) glukane pri ¢emu intenzivno fluoresciraju. Pored glukana
Calcofluor White se veze i za sukcinoglikan pri ¢emu pod UV svetlo$¢u fluorescira plavo-zeleno. Ova
tehnika je brza i jednostavana.

Najcesc¢a tehnika za potvrdu produkcije egzopolisaharida je njegovo talozenje hladnim 96%
alkoholom iz supernatanta fermentacione te¢nosti po odvajanju biomase centrifugiranjem podloge u
kojoj je mikroorganizam gajen.

U novije vreme se upotrebljavaju platforme za detekciju produkcije EPS-a (the high throughput
exopolysaccharide screening platform, eng.) koje kombinuju vizuelno odredivanje viskoziteta i
precipitaciju sa detaljnom monosaharidnom analizom pomocu te¢ne hromatografije ultra visokih
performansi sa ultraljubiastim detektorom, elektron sprej jonizacijom 1 jonskim masenim
spektrometrom (Ultra High Performance Liquid Chromatography — Ultraviolet - Electron Spray
lonization - Mass Spectrometer, UHPLC-UV-ESI-MS, eng.). Svi koraci (slika 2.20) se izvode u
mikrotitar plo¢icama sa 96 mesta. Tehnika podrazumeva gajenje mikroorganizama, uklanjanje celija
centrifugiranjem i filtracijom, uklanjanje malih molekula gel filtracijom u cilju dobijanja §to Cistijeg
polisaharida i realnijeg rezultata nakon hidrolize polisaharida. Deo polisaharida podleze hidrolizi,
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derivatizaciji i analizi pomo¢u HT-PMP (high throughput 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone, eng.)
tehnike, a dvostruka detekcija UV- i ESI-MS detektorima ¢ini kvantifikaciju pouzdanom. U toku 24 h
moze se analizirati 96 uzoraka (Rihmann et al, 2014, Riihmann et al, 2015a, Rihmann et al, 2015b).

Gajenje mikroorganizama na
mikrotitar plo¢icama sa 96 mesta
Proizvodnja EPS-a

L

Filtracija na
mikrotitar plo¢icama sa 96 mesta
Uklanjanje bakterijskih celija

U

Gel filtracija na
mikrotitar plo¢icama sa 96 mesta

Uklanjanje monosaharida

L

Hidroliza na
mikrotitar plocicama sa 96 mesta

Oslobadanje monomernih jedinica iz polisaharida

{

HT-PMP derivatizacija i UHPLC-UV-ESI-MS analiza

Odredivanje monosaharidnog sastava

Slika 2.20. Shema odredivanja sastava egzopolisaharida na EPS “’skrining” platformi. PMP - 1-fenil-3-
metil-5-pirazolon, UHPLC-UV-ESI-MS - te¢na hromatografija ultra visokih performansi sa
ultraljubiCastim detektorom, elektron sprej jonizacijom i jonskim masenim spektrometrom

(prema Ruhmann et al, 2015b).

Platforme za detekciju produkcije EPS-a u mikrotitar plo¢icama se mogu prilagoditi razli¢itim
kolorimetrijskim testovima i upotrebi razli¢itih reagenasa kao §to su fenol-sumporna kiselina, fenol-
sumporna kiselina u kombinaciji sa glukoznim testom, antron-sumporna Kkiselina, karbazol i m-
hidroksidifenil.

Tehnike zasnovane na morfologiji kolonija, primeni boja na agar plo¢ama, precipitaciji
polisaharida i1 viskozitetu mikrobne kulture imaju odredene prednosti, jednostavne su i jeftine, a neke
od njih odreduju detaljan monosaharidni sastav polisaharida. Medutim za detaljniju, a brzu analizu
velikog broja uzoraka uvek su metode izbora EPS ’skrining” platforme. Pri razvijanju ovih platformi
Rithmann i saradnici su uspes$no resili neke od kriticnih koraka u analizi polisaharida. PMP
derivatizacija se odvija na pH viSoj od 7 usled njene inhibicije nizim vrednostima, a dodat je i korak
filtracije zbog viskoznosti vec¢ine egzopolisaharida. NeiskoriS¢ena glukoza (>1 g/L) iz podloge u kojoj
je mikrooganizam gajen ometa PMP derivatizaciju i HPLC-UV-ESI-MS analizu, a uti¢e i na analizu
sastava polisaharida (laZzno prisutna u strukturi) zbog ¢ega je neophodna gel filtracija. Jo§ uvek nereSen
nedostatak platformi za detekciju EPS-a je odredivanje uronskih kiselina u strukturi polisaharida. Pri
ispitivanju ovih platformi u analizi ksantanske gume odredena je niZa koli¢ina uronskih kiselina i
manoze u odnosu na literaturne vrednosti, $to je posledica visoke stope degradacije uronskih
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monosaharida, a sa druge strane nastajanja dimera u kojima su uronske kiseline i heksoze vezane
¢vrstim glikozidnim vezama koje nije lako raskinuti pri standardnim uslovima hidrolize. Autori su
pokusali da reSe i ovaj nedostatak, tako $to bi masenom spektrometrijom odredivali dimere uronskih
kiselina i heksoza (aldobiouronske kiseline), ali je ovo reSenje ubrzo odbaceno zbog ograni¢ene serije
standarda aldobiouronskih kiselina, nemogucénosti kalibracije, a samim tim i njihove kvantifikacije
(Ruhmann et al, 2015a, Riihmann et al, 2015b).

2.3.4. Tehnike za karakterizaciju cistih egzopolisaharida

Tehnikama za karakterizaciju polisaharida dobijamo podatke o njihovom sastavu i strukturi,
veli¢ini, razli¢itim osobinama kao Sto su opticka i emulzifikaciona aktivnost i viskozitet, kao i o
njihovim mikrostrukturnim svojstvima. Kisela hidroliza predstavlja prvi korak u analizi sastava
polisaharida, a najceS¢e se upotrebljavaju sumporna, hlorovodoni¢na i trihlorsiréetna kiselina.
Proizvodi hidrolize nastali usled raskidanja glikozidnih veza su monosaharidne jedinice koje se mogu
derivatizovati u cilju dalje analize gasno-masenom spektroskopijom (Gas Chromatography—Mass
Spectrometry, GC-MS, eng.). Kriti¢an korak u ovoj analizi je jednostepena derivatizacija aldoheksoza
pri ¢emu moze nastati do 5 tautomera, a viSestepena derivatizacija podrazumeva upotrebu nekoliko
hemijskih tretmana pa nije primenljiva za visoko-rezolutivna (high throughput, eng.) merenja.
Struktura i veze u egzopolisaharidima se pored GC-MS tehnike mogu analizirati anjonoizmenjivackom
hromatografijom visokih performansi (High Performance Anion Exchange Chromatography, HPAEC,
eng.) sa pulsnim amperometrijskim detektorom (Pulsed Amperometric Detection, PAD, eng.).
Zahvaljujuci slabo kiseloj prirodi ugljenih hidrata HPAEC uz veliku selektivnost omogucava njihovo
odvajanje koriste¢i anjonoizmenjivacku fazu kuplovanu sa PAD detektorom. Kombinacija HPAEC i
PAD-a, za razliku od GC-MS tehnike, ne zahteva derivatizaciju ugljenih hidrata. Ipak, visoka pH
vrednost moze dovesti do epimerizacije i degradacije ugljenih hidrata S$to predstavlja nedostatak ove
tehnike. Nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija (Nuclear Magnetic Resonance, NMR, eng.) se
upotrebljava u analizi tipa glikozidnih veza, konfiguracije prstena i anomerne konfiguracije
monosaharida. U upotrebi su 1D i 2D NMR tehnike, *H i *C odnosno NOESY (Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy, eng.), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy, eng.) i COSY (Correlation
Spectroscopy, eng.) spektroskopije. Tipovi funkcionalnih grupa i veza prisutnih u strukuri polisaharida
mogu se odrediti infracrvenom spektroskopijom (Fourier Transform-Infrared Spectroscopy, FT-IR,
eng.). Ova analitiCko instrumentalna tehnika se zasniva na vibraciji veza na karakteristicnim
frekvencijama (Rana, Upadhyay 2020, Riihmann et al, 2014). Elementarni sastav egzopolisaharida se
moze odrediti elementarnom organskom mikroanalizom (Elementary Organic Microanalysis, EOMA,
eng.).

Pored analize sastava polisaharida neophodno je odrediti i molekulsku masu, a u tu svrhu se
koriste gel permeaciona hromatografija (Gel Permeation Chromatography, GPC, eng.) na Sepharose
CL-4B (Stefanovic¢ et al, 2013), Ultrahydrogel 1000 gel GPC (Veerapandian et al, 2020) i ekskluziona
hromatografija visokih performansi (Size Exclusion Chromatography, SEC, eng.) (Ciric et al, 2012,
Morales-Martinez et al, 2018, Restaino et al, 2017).

Za odredivanje osobina egzopolisaharida mogu se upotrebiti neke od tehnika kao §to su
difrakcija X zracima (X-ray diffraction, XRD, eng.), diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija
(Differential Scanning Calorimetry, DSC, eng.) i termogravimetrijska analiza (Thermal Gravimetric
Analysis, TGA, eng.) (Rana, Upadhyay 2020). Vazna karakteristika rastvora egzopolisaharida je i
opticka rotacija, a njene pozitivne vrednosti ukazuju na prisustvo a glikozidnih veza, odnosno
negativne ili vrednosti bliske nuli na f povezivanje medu monomernim jedinicama (Klyne 1955).
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Pored opticke aktivnosti, pri ispitivanju osobina polisaharida odreduje se njegov viskozitet u rastvoru
upotrebom viskozimetra i emulgujuca aktivnost. Emulgujuca aktivnost egzopolisaharida se odreduje iz
supernatanta nakon uklanjanja biomase mikroorganizama centrifugiranjem i mesanja sa n-heksanom
(1:1). 24 h kasnije odreduje se odnos visina sloja emulzije i ukupne smese (Cooper, Goldenberg 1987).
Emulgujuca svojstva egzopolisaharida se odreduju i turbidimetrijski po metodi koju su dali Pearce i
Kinsella, 1978 (Pearce, Kinsella 1978).

Skenirajuéa elektronska mikroskopska analiza (Scanning Electronic Microscope, SEM, eng.)
omogucava uvid u mikrostrukturna svojstva polisaharida i razumevanje veze izmedu fizickih svojstava
i mikrostrukture. Neki od instrumenata na kojima se moze odrediti topografija i morfologija
preciS¢enog polisaharida su MIRA II LMU (Grinev et al, 2020) i Jeol JSM 6390 LV (Kekez et al,
2016).

Potencijalna upotreba egzopolisaharida u razliitim poljima industrije zahteva upoznavanje sa
njihovim sastavom, strukturom i osobinama, a radi dobijanja $to preciznijih informacija neophodno je
kombinovati §to veci broj tehnika za njihovu karakterizaciju.
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3.1. Metode kori§éene za analizu zemljiSta i sedimenta kao supstrata za remedijaciju

3.1.1. Analiticke metode

3.1.1.1. Odredivanje procenta higroskopne vlage
Sadrzaj vlage u uzorcima je odredivan prema standardnoj metodi ISO 11465 (ISO 11465:1993).

3.1.1.2. Potenciometrijsko odredivanje pH vrednosti

pH vrednost je merena u suspenziji homogenizovanog uzorka i prokuvane demineralizovane

vode u odnosu 1:2,5 (g/V), prethodno mesSanoj na magnetnoj mesalici 30 min prema standardnoj
metodi 1ISO DIS 10390 (ISO DIS 10390:2002). Za merenje pH vrednosti koris¢en je pH-metar, tip
PHM 26, Radiometer, Danska, sa kombinovanom elektrodom.

3.1.1.3. Odredivanje sadrzaja pepela

Sadrzaj pepela je odredivan u tiglovima od porcelana spaljivanjem uzorka na plameniku do
prestanka izdvajanja belih para, a zatim spaljivanjem uzorka u peci na 800 °C, do konstantne mase.

3.1.1.4. Odredivanje sadrzaja karbonata

Sadrzaj karbonata u uzorku je analiziran standardnom metodom volumetrijskog tipa ISO 10693
(1ISO 10693:1995). Vrednosti atmosferskog pritiska i temperature su oc¢itane u momentu izvodenja
analize.

3.1.1.5. Retencioni vodeni kapacitet

Retencioni vodni kapacitet uzorka je odredivan standardnom metodom ISO 11274 (I1SO
11274:1998).

3.1.1.6. Dostupni kalijum i fosfor

Dostupni fosfor i kalijum u uzorku su analizirani prema standardnim metodama koje su
predlozili Pansu i Gautheyrou i Wilke (Pansu, Gautheyrou 2006, Wilke 2005).

3.1.1.7. Odredivanje grupnog sastava

Ekstrakcija organskih jedinjenja iz uzorka radena je u sistemu za ekstrakciju po Soksletu,
Omnilab FoodALYT RS 60. Za ekstrakciju organskih jedinjenja je koriS¢ena smeSa rastvaraca
aceton:n-heksan 1:1, 130 mL, 24 h. Nakon ekstrakcije uzorci su upareni do suva i podvrgnuti
frakcionom razdvajanju organskih supstanci po metodi koja je ranije opisana (Ili¢ 2011, Jovancicevic¢
et al, 2005).

-42 -



Propis za 5 mg uzorka: pre hromatografskog razdvajanja na koloni, uradena je saponifikacija i
neutralizacija uzorka. 500 pL 5% rastvora kalijum-hidroksida u metanolu (sa 1% dH,O) dodato je u
uzorak, koji je zatim prekriven i ostavljen preko no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon saponifikacije u
uzorak je dodata 10% hlorovodoni¢na kiselina (130 pL). Pomoc¢u metilen-hlorid:metanol smese (1:1,
20 mL) uzorak je prenesen u vialu, pa uparen do suva, a nakon toga mu je dodat metilen-hlorid sa 1%
metanolom (500 uL) i heksan (20 mL). Natrijum-sulfat je koriS¢en za suSenje, a zatim je uzorak nanet
na kolonu.

Na dno kolone nanet je filter, aluminijum-oksid i silicijum-dioksid postupkom ”na mokro”
(dijametar kolone je bio 1 cm, a visina 15 cm). Za 5 mg kompozitnog uzorka masa adsorbenta je bila 3
g Al,O3 i 2 g SiO; (SiO; je aktiviran na 250 °C). U odnosu na izmerenu masu Al,O3 dodata je
destilovana voda (4%) tj. 10% destilovane vode za SiO,. Na vrh je dodato 2 g Flurisil-a.

Za eluiranje frakcija sa kolone koriS¢eni su:
prva frakcija - n-heksan (10 mL) — za eluiranje zasi¢enih ugljovodonika,
druga frakcija — metilen-hlorid (10 mL) — za eluiranje aromati¢nih jedinjenja,
treca frakcija — metilen-hlorid:metanol (1:1, 10 mL) — za eluiranje polarne alkoholne i keto frakcije,
Cetvrta frakcija — 5% rastvor sumporne Kiseline u metanolu (4 x 2 mL) - za metilaciju na koloni i
eluiranje masno-kiselinske frakcije. Masno-kiselinska frakcija je dodatno tretirana 20% vodenim
rastvorom natrijum-hlorida (30 mL) i n-heksanom (2 mL). Organski deo je odvojen nakon muckanja,
n-heksan je dodavan nekoliko puta, a na kraju je uklonjen u struji azota.

Posle frakcionog razdvajanja uzorci su upareni na vakuum uparivacu do 1 mL i kvantitativno
prebaceni u viale ¢ija je masa prethodno izmerena na analitickoj vagi i upareni do suva u struji azota. Iz
razlike masa pune i prazne viale gravimetrijski je odredivana masa svake frakcije. Vrednosti su
izrazene u g/kg s.s. Rezultati su obradeni u Microsoft Office Excel programu.

3.1.1.8. Odredivanje sadrzaja huminskih kiselina

Uzorak je osuSen na vazduhu (40 g) i meSan sa rastvorom NaOH/NasP,07 (200 mL) (ISO 5073:
1999), nakon Cega je smeSa zagrevana na klju¢alom vodenom kupatilu sa meSanjem 2 h i ohladena na
sobnu temperaturu. Supernatant je odvojen centrifugiranjem (3000 rpm, 10 min). Huminske kiseline su
talozene 1z supernatanta 6 M HCI do pH 1. Nakon ponovljenog centrifugiranja, supernatant je odbacen.
Huminske kiseline su precis¢ene prema proceduri koju preporucuje IHSS (International Humic
Substance Society 2018) i radu koji su objavili Jednak i saradnici 2017. godine (Jednak et al, 2017).
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3.1.2. Mikrobioloske metode

Za izolovanje i1 odredivanje broja mikroorganizama koris¢ene su mikrobioloske hranljive
podloge. Nakon odmeravanja i rastvaranja komponenata podloge su sterilisane u autoklavu 25 min na
121 °C.

3.1.2.1. Podloga za odredivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i fakultativno
anaerobnih bakterija
Hranljivi agar je kori$éen za odredivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i

fakultativno anaerobnih mezofilnih bakterija (HAB). Podloga je pripremana po uputstvu proizvodaca
(Torlak).

3.1.2.2. Podloga za odredivanje broja kvasaca i plesni

Sladni agar je koriS¢en za odredivanje ukupnog broja kvasaca i plesni (KP) i pripreman
rastvaranjem suve podloge po uputstvu proizvodaca (Torlak).

3.1.2.3. Podloga za odredivanje broja mikroorganizama sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste
dizel D2

Za odredivanje broja mikroorganizama sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste dizel D2
(RNU) koris¢ena je podloga (UG agar) koja je pripremana rastvaranjem slede¢ih komponenti:

NH;NO; 19
K2HPO, 0,259
ekstrakt zemlje 50 mL
agar 16 ¢
destilovana voda 1L

Nakon sterilizacije i hladenja, u podlogu je dodato 2 g ili 2,35 mL dizela D2 (izvor
ugljovodonika) (Bossert et al, 2002).

3.1.2.4. Pomo¢ni mikrobiolo$ki rastvori

Rastvor za pripremanje serijskih razblaZenja
Fizioloski rastvor koncentracije 0,9% natrijum-hlorida je upotrebljavan za pripremanje serijskih
razblazenja.

Ekstrakt zemlje

U 100 mL demineralizovane vode dodato je 100 g kontaminirane zemlje. Rastvor je zagrevan
do kljucanja, ohladen do sobne temperature i proceden. Filtrat (ekstrakt zemlje) je koris¢en za
pripremanje podloga.
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3.1.2.5. Odredivanje broja mikroorganizama

Broj mikroorganizama u uzorcima tokom procesa bioremedijacije je odredivan metodom
serijskog razblazenja (Gojgi¢-Cvijovi¢, Vrvi¢ 2003). Ukupan broj hemoorganoheterotrofnih aerobnih i
fakultativno anaerobnih mezofilnih bakterija pracen je gajenjem na hranljivom agaru, 48 h na 28 °C.
Odredivan je i broj kvasaca i plesni na sladnom agaru pri istim uslovima gajenja. Mikroorganizmi koji
razgraduju naftne ugljovodonike brojani su na UG agaru nakon sedam dana inkubacije na 28 °C.

3.1.2.6. 1zolovanje konzorcijuma zimogenih mikroorganizama i priprema biomase

Za odvojene studije bioremedijacije zimogeni konzorcijumi su izolovani na isti nacin. 1 g
sedimenta iz isplacne jame odnosno 1 g zemljiSta kontaminiranog naftom dodavan je u 100 mL
mineralne podloge sa D2 dizelom (istog sastava kao UG podloga, samo bez dodatka agara, deo
3.1.2.3.). Zasejana podloga je inkubirana 7 dana na 28 °C, 200 rpm. 1 mL suspenzije
mikroorganizama je prebaten u novu mineralnu podlogu i ponovno inkubiran. Postupak je
ponovljen. Alikvoti meSane kulture su suspendovani u fizioloSkom rastvoru i zasejavani na
agarozne podloge (UG agar). Sa povrSine podloge za odredivanje broja mikroorganizama
sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste dizel D2 u sterilnoj zoni fizioloSkim rastvorom i
sterilnom ezom pojedinacne porasle kolonije su prebacivane u 4 erlenmajera od 250 mL sa po 100
mL Startne podloge 1 (SP1). Nakon dva dana meSanja na horizontalnom Sejkeru pri 180 rpm i na
28 °C sadrzaj iz erlenmajera od 250 mL je kvantitativno prebacivan u 4 erlenmajera od 5 L sa po 2
L Startne podloge 2 (SP2). Nakon 4 dana meSanja na horizontalnom $ejkeru pri 180 rpm i na 28 °C
suspenzije su spojene i sadrzaj iz erlenmajera je sluzio kao inokulum za dobijanje 1000 L biomase.
Bioreaktor od 1000 L sa Radnom podlogom (RP) je inokulisan sa 8 L u laboratorijskim uslovima
umnozene biomase. MeSanje i aeracija u bioreaktoru su izvodeni sistemom kompresora i
perforiranih cevi. Nakon 48 h biomasa iz bioreaktora je upotrebljena u postupku bioremedijacije. U
podloge SP2 i RP je dodavan komercijalni, netoksi¢ni i biodegradabilni biosurfaktant
Biosolve®CLEAR kompanije The Westford Chemical Corporation (Westford, MA, SAD). Njegova
uloga je bila da kao biodisperzant rastvori dodate ugljovodnike. Originalni rastvor je upotrebljen u
koncentraciji 1 mL/L.

Startna podloga 1 je pripremana rastvaranjem sledec¢ih komponenti:

hranljivi bujon 1,29

kontaminirana zemlja 590

demineralizovana voda do 100 mL

pH 7

Startna podloga 2 je pripremana rastvaranjem sledec¢ih komponenti:
hranljivi bujon 23,39

kontaminirana zemlja 100 g

demineralizovana voda do 2000 mL

pH 7

Nakon sterilizacije u autoklavu u ohladenu podlogu SP2 je u sterilnoj zoni dodato 20 g
vanbilansnog mazuta koji predstavlja dominantni izvor ugljenika. Dodati ugljovodonici su podlogu
ucinili selektivnom za rast mikroorganizama UG degradera.
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Radna podloga je pripremana rastvaranjem slede¢ih komponenti direktno u bioreaktoru:
autolizat kvasca 7,5 kg

ekstrakt zemlje 50 L
KCI 100 g
NH3 261 mL
H3PO4 120 mL
mazut/dizel 10 kg
¢esmenska voda 900 L
pH 7

Pripremljena podloga nije sterilisana ve¢ je selektivnost rasta mikroorganizama postignuta visokom
koncentracijom naftnih ugljovodonika.

3.1.2.7. Metagenomska analiza

Ukupna DNK je iz uzorka na pocetku procesa bioremedijacije ekstrahovana i preci§¢ena
koriste¢i ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA). Biblioteka
amplikona dobijena je umnozavanjem izolovane DNK pomoc¢u PCR-a u dva koraka. U prvom koraku

umnozeni su V3 - V4 regioni 16S rRNK gena pomocu 341F
(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT — NNNNN -CCTACGGGNGGCWGCAG) i
805R (GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT - NNNNN -

GACTACHVGGGTATCTAATCC) prajmera. Nastali proizvodi su ponovo umnozeni PCR tehnikom
upotrebom indeksnih prajmera. Sekvenciranje umnozenog proizvoda nakon drugog PCR-a je uradeno
na lllumina MiSeq platformi (San Diego, CA, USA) u Bioengineering Lab. Co., Ltd. (Kanagawa,
Japan). Dobijeni podaci su analizirani koriste¢i QIIME2 softver (verzija 2019.01) (Bolyen et al, 2018).
Ukratko, prajmeri su skraceni i podaci su filtrirani i okrnjeni” tako da dozvole preklapanje od 20 bp
izmedu forward (eng.) i reverse (eng.) o¢itavanja, pomoc¢u Dada2 softvera. Moguce himerne sekvence
su identifikovane 1 uklonjene pre anotacije varijanti sekvenci amplikona pomoc¢u MiDAS baze
podataka (Mcllroy et al, 2015). Nakon sekvenciranja, obradene sekvence su poredene sa kulturama ¢ije
su sekvence deponovane u NCBI (National Center for Biotechnology Information, NCBI, eng.) bazi
podataka. Rezultati su obradeni u Microsoft Office Excel programu.
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3.1.3. Strukturno-instrumentalne tehnike koriséene za karakterizaciju bioremedijacionog
supstrata i huminskih kiselina

3.1.3.1. Elementarna organska mikroanaliza

Sadrzaj ugljenika, vodonika, azota i sumpora u uzorku je analiziran upotrebom automatskog
analizatora Vario ELIII CHNS/O, Elementar, Hanau, Nemacka. Temperatura sagorevanja je bila 1150
°C, a detektor TCD (Thermal Conductivity Detector, eng.). Dinamic¢ki opseg rada uredaja je iznosio: C:
0,03-20 mg, H: 0,03-3 mg, N: 0,03-2 mg, S: 0,03-6 mg. Preciznost/standardna devijacija je iznosila
<0,1%. Rezultati su prikazani u procentima, a kiseonik je odredivan iz razlike do 100%.

3.1.3.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Infracrveni spektar sa Furijeovom transformacijom uzorka je snimljen na FT-IR spektrometru
Nicolet 6700, Thermo Nicolet Corp., Madison, WI, u ATR (attenuated total reflectance, eng.) rezimu i
opsegu talasnih duzina 4000-400 cm™.

3.1.3.3. Spektrofotometrijska analiza za odredivanje E4/E6 odnosa

E4/E6 odnos uzorka huminskih kiselina odredivan je kao odnos apsorbanci na 465 i 665 nm.
Apsorbance rastvora (30 mg uzorka u 100 mL 0,05 M rastvora natrijum-bikarbonata) su snimljene na
UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu, UV-1280) (Jednak et al, 2017, Pajaczkowska et al, 2003).

3.1.3.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih naftnih ugljovodonika gasnom hromatografijom

Ukupni naftni ugljovodonici (total petroleum hydrocarbons, TPH, eng.) u uzorcima su
ekstrahovani po metodi ISO 16703 (ISO 16703:2004).

Gasna hromatografija uzorka je radena na gasnom hromatografu Agilent 7890A sa plameno
jonizujuc¢im detektorom i kolonom HP-5 dimenzija 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm. Uslovi analize su bili:
injektovanje uzorka na temperaturi pe¢nice 60 °C (temperatura injektora je bila 250 °C, a detektora 300
°C), 1 min pri istim uslovima, a nakon toga je programski podesena da dostigne 300 °C tj. temperatura
je rasla 4 °C/min. Noseci gas je bio vodonik sa protokom 30 cm/s. Za obradu podataka koris¢en je
softver ChemStation, Agilent Technologies. Rezultati su izrazeni po jedinici suve supstance (s.s.).

3.1.3.5. Odredivanje sadrzaja mikroelemenata i teskih metala

Ukupna koli¢ina mikroelemenata i teSkih metala uzoraka razorenih sa koncentrovanom
azotnom kiselinom je odredivana metodom indukovane kuplovane plazme (Inductively Coupled
Plasma - Optical Emission Spectrometry, ICP-OES, eng.) na aparatu Vista Pro (Varian) (Jakovljevi¢ et
al, 1985, Savi¢, Savi¢ 1989).
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3.2. Metode koris¢ene za karakterizaciju ispitivane bakterije CH-KOV3

3.2.1. 1zolovanje ispitivane bakterije CH-KOV3

Za eksperiment proizvodnje egzopolisaharida bakterijska kultura je izolovana viSestrukim
presevom na mineralnu podlogu sa dizelom D2 kao jedinim izvorom ugljenika. Obogacena kultura je
pripremljena tako Sto je 1 g sedimenta zasejan u 100 mL mineralne podloge sa D2 dizelom (istog
sastava kao UG podloga, samo bez dodatka agara, deo 3.1.2.3.). Zasejana podloga je inkubirana 7 dana
na 28 °C, 200 rpm. Postupak je ponovljen 3 puta. Alikvoti meSane kulture su suspendovani u
fizioloskom rastvoru i zasejavani na agarozne podloge (UG agar). Ciste kulture su izolovane metodom
iscrpljenja. Bakterije koje grade kolonije specifi¢ne morfologije (ljigave, sluzave, rastegljive) odabrane
su za dalje studije. Odabrane kulture presejane su na te¢nu podlogu sa saharozom (PS) (Liu et al,
2010), sledeceg sastava: saharoza, 100 g/L, govedi ekstrakt, 1 g/L, ekstrakt kvasca, 0,6 g/L, K;HPO4 x
3H,0, 3 g/L, KH,POy, 3 g/L, NaCl, 1 g/L, MgSO,4 x 7H,0, 0,2 g/L, FeSO4 x 7H,0, 0,001 g/L, pH 7.
Produkcija egzopolisaharida je trajala 5 dana, na 28 °C. Kao najbolji producent je izdvojena bakterija
CH-KOV3.

3.2.2. Molekularna karakterizacija

Analiza 16S rRNK je upotrebljena za identifikaciju ispitivane bakterije CH-KOV3. Genomska
DNK je ekstrahovana koriste¢i DNeasy Blood & Tissue kit (Nemacka). 16S rRNK geni su umnoZeni
PCR tehnikom  koriste¢i 27F  (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) 1 1492R (5'-
CGGCTACCTTGTTACGACTT-3") prajmere. Umnozeni fragmenti su prec€iS¢eni koriste¢i QIAquick
PCR Purification kit i sekvencirani u servisu Macrogen u Holandiji.

3.2.3. Konstrukcija filogenetskog stabla

Filogenetsko stablo roda Brachybacterium je napravljeno uz pomo¢ MEGA 7.0.18 softvera
koriste¢i metod maksimalne verovatno¢e (maximum likelihood method, eng.).

3.2.4. Bojenje po Gramu, oksidaza i katalaza test

Bojenje po Gramu ispitivane bakterije, kao i oksidaza i katalaza test izvedeni su po standardnim
procedurama. KoriS¢ena je prekono¢na kultura mikroorganizma gajenog na hranljivom agaru na 28 °C.

3.2.4.1. Bojenje po Gramu

Napravljen je razmaz mikroorganizma na plo€ici nakon rasta na Petri $olji, a zatim je preparat
osusen i fiksiran u plamenu. Nakon hladenja preko uzorka su prelivene dve kapi boje Gramovog
rastvora (2 minuta), a viSak boje upijen je filter papirom. Dodat je Lugolov rastvor, 1 minut. Nakon
toga isti je odliven i preparat je ispran 96% etanolom, do prestanka izdvajanja boje sa ploc¢ice. Uzorak
je ispran destilovanom vodom, a viSak vode skupljen filter papirom. Preparat je preliven eozinom i
ostavljen 30-60 sekundi. Na kraju procedure bojenja preparat je ispran destilovanom vodom, osusen i
posmatran pod svetlosnim mikroskopom (Biological Trinocular Microscope, OPTIC900TPHDF, Colo
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LabExperts, Slovenija). Gram-pozitivne bakterije se boje ljubicasto, a Gram-negativne crveno (Gojgic-
Cvijovi¢, Vrvié 2003).
3.2.4.2. Oksidaza test

Za ispitivanje produkcije oksidaze koris¢en je komercijalni test (BioMérieux, Francuska). Na
filter papir navlazen reagensom je nanesena ezom prekonocna kultura. Pojava intenzivne ljubicaste
boje u roku od 10 sekundi predstavlja pozitivnu reakciju.

3.2.4.3. Katalaza test

U obelezenu praznu Petri Solju dodato je nekoliko kapi 3% vodonik-peroksida, a zatim ezom
zahvacena velika koli¢ina prekono¢ne kulture sa ¢vrste podloge i nanesena u rastvor. Burna reakcija i
oslobadanje mehuri¢a kiseonika predstavljaju pozitivnu reakciju (Gojgi¢-Cvijovié¢, Vrvi¢ 2003).

3.2.5. Fiziolosko-biohemijska karakterizacija

Za fiziolosko-biohemijsku karakterizaciju izolovane bakterije CH-KOV3 koriséeni su
komercijalni API testovi (BioMérieux, Francuska): 20 NE, 20 E, CORYNE i ZYM. Svi testovi radeni
Su po uputstvu proizvodaca (BioMérieux), a u tabelama 3.1.-3.4. navedene su reakcije koje se ispituju.

Tabela 3.1. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija i
opis pozitivnih i negativnih rezultata u AP1 20NE testu

Oznaka Enzimska

reakcije Supstrat reakcija + rezultati - rezultati
redukcija
nitrata do roze-crven obezbojen
NO3 kalijum-nitrat nitrita
redukcija obezbojen roze-crven
nitrata do azota
e produkcija obezbojen, blago
TRP L-triptofan indola roze sut/zelen
GLU D-glukoza fermentacija zut plav/zelen
P arginin- narandZast/ .
ADH L-arginin dihidrolaza roze/crven 2ut
narandzast/ .
URE urea ureaza roze/crven zut
eskulin hidroliza (B- . Y
ESC gvozde citrat glukozidaza) siv/braon/crn 2ut
e . hidroliza difuzija crnog A
GEL zelatin (govedi) (proteaza) pigmenta nema difuzije
4-nitrofenil-D-
PNPG galaktopiranozi  p-galaktozidaza zut bezbojan
d
GLU D-glukoza
ARA L-arabinoza asimilacija zamuceno bistro
MNE D-manoza
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MAN D-manitol
N-acetil-
NAG glukozamin
MAL D-maltoza
kalijum-
GNT glukonat
dekanska
CAP kiselina
ADI ad_lplqska
kiselina
jabuéna
MLT kiselina
trinatrijum-
cIT citrat
fenilsiréetna
PAC kiselina
OoX citohrom c-oksidaza ljubicast bezbojan

Tabela 3.2. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija,
opis pozitivnih i negativnih rezultata u API 20E testu

Oznaka reakcije Supstrat Enzimska reakcija + rezultati - rezultati
2-nitrofenil-BD- . . .
ONPG galaktopiranozid B-galaktozidaza zut bezbojan
ADH L-arginin arginin-dihidrolaza crven/narandzast zut
. lizin- y y
LDC L-lizin dekarboksilaza crven/narandzast zut
oDC L-ornitin ommn._ crven/narandzast zut
dekarboksilaza
CIT trinatrijum-citrat koris¢enje citrata plavo-zelen/plav blago zelen/zut
H,S natrijum-tiosulfat produkcija H,S crn bezbojan
URE urea ureaza crven/narandzast zut
TDA L-triptofan triptofan-deaminaza crveno-braon/ zut
. . . bezbojan/blago
IND L-triptofan proizvodnja indola roze selen/sut
VP natrijum-piruvat pr0|zvo_dnja roze/crven bezbojan
acetoina
GEL zelatin hidroliza (proteaza) dlfu_zua crnog nema difuzije
pigmenta
GLU D-glukoza
MAN D-manitol fg:‘;‘g:gé%’a zuto plavo/zuto-plavo
INO inozitol
SOR D-sorbitol
RHA L-ramnoza
SAC D-saharoza
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MEL D-melibioza
AMY amigdalin
ARA L-arabinoza
OX oksidaza test citohrom-oksidaza ljubiast bezbojan
Tabela 3.3. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija,
opis pozitivnih i negativnih rezultata u AP1 CORYNE testu
Oznaka reakcije Supstrat Enzimska reakcija + rezultati - rezultati
roze-crven obezbojen
NIT kalijum-nitrat redukcija nitrata
obezbojen roze-crven
PYZ pirazin-karboksamid pirazin-amidaza braon/narandZast bezbo;an/blavgo
braon/narandzast
piroglutaminska S .
AT pirolidonil- y bezbojan/blago
PYRA klsel.ma B arilamidaza narandzast narandZast
naftilamid
PAL 2-naftil-fosfat alkalna fosfataza ljubicast bezbojan
naftol ASBI- bezbojan/blago
GUR glukuronska B-glukuronidaza plav Ly ! gv
. ljubicast/ narandzast
kiselina
2-naftil- B-D- i . . bezbojan/blago
GAL galaktopiranozid B-galaktozidaza ljubicast ljubicast
2-naftil- a-D- . C bezbojan/blago
GLU glukopiranozid o-glukozidaza jubicast ljubicast/zelen
1-naftil-N-acetil- - N-acetil- B- bezbojan/blago
NAG D-glukozaminid  glukozaminidaza braon ljubidast/braon/siv
eskulin . N
ESC avorde-citrat B-glukozidaza crn bezbojan/siv
URE urea ureaza crven/roze narandzast/zut/siv
GEL selatin (govedi) hidroliza difuzija crnog nema difuzije
pigmenta
0] negativna kontrola
GLU D-glukoza
RIB D-riboza
XYL D-ksiloza
MAN D-manitol fermentacija zuto/z?to- narandZasto/crveno
narandZasto
MAL D-maltoza
D-laktoza (govedeg
LAC porekla)
SAC D-saharoza
GLYG glikogen
CAT katalaza mehurici odusustvo mehurica

Tabela 3.4. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija,
opis pozitivnih i negativnih rezultata u APl ZYM testu

Oznaka reakcije. Substrat Enzimska reakcija pH + rezultat
1 - kontrola - -
2 2-naftil fosfat alkalna fosfataza 8,5 ljubicast
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3 2-naftil butirat esteraza 6,5 ljubicast

4 2-naftil kaprilat esteraza-lipaza 7,5 ljubicast

5 2-naftil miristat lipaza - ljubicast

6 L-leucil-2-naftilamid leucin-arilamidaza - narandZast

7 L-valil-2-naftilamid valin-arilamidaza - narandzast

8 L-cistil-2-naftilamid cistin-arilamidaza - narandZast
N -benzoil-DL- L y

9 arginin-2-naftilamid tripsin 8,5 narandzast
N -glutaril-

10 fenilalanin-2- a-himotripsin 7,5 narandZast
naftilamid

11 2-naftil fosfat kisela fosfataza 5,4 ljubicast

12 naftol-AS-BI-fosfat naftol-AS-BI- i lav

fosfohidrolaza P

13 6-Br-2-naftil- aD- a-galaktozidaza - ljubigast
galaktopiranozid
2-naftil- BD- . oy

14 galaktopiranozid B-galaktozidaza - ljubicast
naftol-AS-BI- BD- .

15 glukuronid B-glukuronidaza - plav

16 2-naftil- oD- a-glukozidaza : ljubicast
glukopiranozid
6-Br-2-naftil- D- . oy

17 glukopiranozid B-glukozidaza - ljubicast
1-naftil-N-acetil-pD- N-acetil-f-

18 glukozaminid glukozaminidaza i braon

19 6-Br-2-naftil- oD- o-manozidaza - ljubicast
manopiranozid

20 2-naftil- oL - o-fukozidaza . ljubicast

fukopiranozid

Negativan rezultat — obezbojen/blago zut.

3.2.6. Odredivanje ukupnih ¢elijskih masnih kiselina

Ekstrakcija metil-estara masnih kiselina ispitivane bakterije je uradena po modifikovanoj
proceduri koju su dali Minnikin i saradnici (Minnikin et al, 1975). Bakterija je gajena na hranljivom
bujonu, a zatim je biomasa odvojena centrifugiranjem 10 min na 8000 rpm. 0,2 g vlazne biomase
refluktovano je 3 h smeSom toluen:metanol:sumporna kiselina (5:5:0,2 V/V/V). Nakon hladenja u
balonu, dodato je 10 mL zasi¢enog natrijum-hlorida i ceo rastvor ekstrahovan dva puta smeSom
hloroform:heksan (1:4 V/V, 2 x 10 mL). Ekstrakt je ispran destilovanom vodom, osuSen upotrebom
anhidrovanog natrijum-sulfata, uparen do suva i analiziran upotrebom gasne hromatografije spregnute
sa masenim spektrometrom.

3.2.7. Strukturno-instrumentalne tehnike

3.2.7.1. Gasno-masena analiza metil-estara masnih kiselina

Za analizu metil-estara masnih kiselina je koris¢en GC-MS uredaj QP2010 Ultra, Shimadzu,
Kjoto, Japan i 2D GCxGC termalni modulator, ZoexCorp. Prva kolona je bila Rtx®-1 (RESTEK,
Crossbond® 100% dimetil-polisiloksan, dimenzija 30 m x 0,25 mm x 0,25 um), a druga BPX50 (SGE
Analytical Science, 2,6 m x 0,1 mm x 0,1 pum). Kolone su bile povezane 2D GCxGC modulatorom.
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Helijum je koriS¢en kao nose¢i gas. Temperatura injektora je bila konstantna: 200 °C. Koris¢en je
slede¢i temperaturni program: inicijalna temperatura 40 °C 1 min, nakon toga 4 °C po minuti do 300
°C, izotermalno 300 °C 5 min. Termalna modulacija je bila 6 s. 2D GCxGC-MS podaci su sakupljani i
analizirani pomo¢u GCMS Solution softvera, Shimadzu. Spektralna analiza je radena uz koriS¢enje
NIST11 i Wiley8 baze podataka, a relativni odnos komponenata je preracunat iz odgovarajucih
povrsina ispod pika. 2D GCxGC-MS podaci su analizirani koriste¢i Chrom-Square Ver. 2 (Shimadzu),
koji ima mogu¢nost direktnog ocitavanja 2D GCxGC podataka dobijenih sa GCMS Solution softvera,
pri cemu ih konvertuje u dvodimenzionalnu sliku.

3.2.7.2. MALDI-TOF MS karakterizacija

MALDI-TOF MS karakterizacija ispitivane bakterije je radena na aparatu Bruker Autoflex II
MALDI-TOF MS (Bremen, Nemacka) koji je opremljen UV azotnim laserom (337 nm) i detektorom
(dual microchannel microplate, eng.).

Mala koli¢ina biomase bakterije CH-KOV3 (prekonoéna kultura na hranljivom agaru) je
¢aCkalicom naneta na MALDI plo¢u, natopljena sa 1 pL zasi¢enog rastvora «-Cijano-4-
hidroksicinaminske kiseline (Sigma—Aldrich, SAD) u 50% acetonitrilu i 2,5% trifluorsiréetnoj kiselini
(TFA) i analizirana nakon susenja.

Spektri su snimani pomocu Flex Control softvera (Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka), a
uzorci su analizirani Sest puta koriste¢i Flex Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka). Za svako
merenje, preko 3 000 individualnih spektara je sakupljeno i uproseceno za dobijanje MALDI-TOF MS
spektra (10 razlicitih tacaka na osuSenom uzorku, 300 udara laserom). Za eksternu kalibraciju su
upotrebljeni proteinski standardi (Bruker Protein Test Standard, Bruker Daltonics, Bremen, Nemacka).
MALDI BioTyper db 6903 softver je koris¢en za analizu proteinskog profila poredenjem sa obrascima
iz proteinskih biblioteka.
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3.3. Produkcija egzopolisaharida pomocu ispitivane bakterije CH-KOV3 1 postupak
izolovanja

Za produkciju egzopolisaharda pomocu ispitivane bakterije CH-KOV3 koris¢ena je te¢na
podloga sa saharozom. Uslovi kultivacije su bili: 28 °C i 200 rpm, 5 dana. Nakon centrifugiranja na 10
000g, 10 min, supernatant je pomesan sa dve zapremine etanola i ostavljen preko no¢i u frizideru na 4
°C. Talog dobijen centrifugiranjem na 10 000g, 10 min je rastvoren u destilovanoj vodi. Procedura
talozenja etanolom je ponovljena tri puta. Talog rastvoren u destilovanoj vodi je dijalizovan naspram
vodovodske vode, potom naspram destilovane vode, a zatim koncentrovan na vakuum uparivacu i
liofilizovan.

3.4. Optimizacija produkcije egzopolisaharida

Analiziran je uticaj temperature (PS te¢na podloga, 5 dana, 200 rpm, ispitivane temperature su
bile: 20, 28, 37 i 45 °C), pH (PS te¢na podloga, 5 dana na 28 °C, 200 rpm, pH vrednost je varirana: 5,
6, 7 i 8) i koncentracije saharoze (PS te¢na podloga, 5 dana na 28 °C, 200 rpm, koncentracija saharoze
u podlozi je iznosila: 60, 100, 140, 200, 300, 500 i 600 g/L) na produkciju egzopolisaharida. Pracena je
i bakterijska kriva rasta, a broj mikroorganizama je odredivan metodom serijskog razblazenja kao u
odeljku 3.1.2.5.

Svi eksperimenti su izvodeni u erlenmajerima zapremine 500 mL koji su sadrZali 200 mL te¢ne
podloge. Prekonoc¢na kultura (1 mL) je kori§¢ena za inokulaciju.

3.5. Metode koris¢ene za strukturnu karakterizaciju egzopolisaharida
3.5.1. Analiticke metode

3.5.1.1. Hidroliza i papirna hromatografija

Izolovani egzopolisaharid (2 mg) je hidrolizovan 3 M trifluorsiréetnom kiselinom (2 mL) u
zaptivenim bocicama 12 h, na 121 °C. Nakon hidrolize uzorak je uparavan pod sniZenim pritiskom na
45 °C do suva. TFA je uklonjena kroz tri ciklusa uparavanja dodatkom 0,4 mL izopropanola. Ostatak u
balonu je resuspendovan u 0,02 mL destilovane vode i koris¢en za dalju analizu. Analiza hidrolizata je
vrSena planarnom hromatografijom na Whatman No.l hromatografskom papiru (silazni metod) u
sistemu rastvaraca etil-acetat:piridin:voda (10:4:3 V/V/V). Komponente su vizuelizovane upotrebom
baznog srebro-nitrata (Chaplin 1986).

3.5.1.2. Parcijalna kisela hidroliza

Parcijalna kisela hidroliza izolovanog egzopolisaharida izvrSena je po modifikovanoj metodi
koju su dali Dahech i saradnici (Dahech et al, 2012) u cilju odredivanja monosaharidnog sastava.
Vodeni rastvori egzopolisaharida (10 mg/mL, 8 mL) i 0,125% oksalne kiseline (8 mL) zasebno su
zagrevani na 80 °C i pomeSani u odnosu 1:1. Hidroliza je trajala 20 min na 80 °C. U jednakim
intervalima, na svaka 2 minuta uzimani su alikvoti (2 mL), neutralisani ¢vrstim barijum-karbonatom do
pH vrednosti 6,5-7 (pH vrednost je pracena upotrebom indikatorske hartije), a proizvodi hidrolize
analizirani tankoslojnom hromatografijom u sistemu rastvaraca hloroform:siréetna kiselina:voda (6:7:1
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V/V/V). Tacke su vizuelizovane prskanjem rastvora 50% sumporne kiseline i zagrevanjem na 100 °C,
10 min. Fruktoza, glukoza 1 saharoza su koris¢ene kao standardi.

3.5.1.3. Merenje opticke rotacije

Opticka rotacija uzorka egzopolisaharida rastvorenog u Milli-Q vodi (koncentracija 1,1%) je
odredivana polarimetrom Polartronic MHS8, Schmidt and Haensch, Nemacka, u 100 mm dugackim

kivetama, zapremine 4,4 mL, na talasnoj duZzini polarizacione svetlosti 589 nm pri temperaturi od 25
°C.

3.5.1.4. Merenje dinamicke i kinematicke viskoznosti

Merenje dinamicke i kinematicke viskoznosti uzorka egzopolisaharida rastvorenog u Milli-Q
vodi (koncentracija 1,1%) je uradeno upotrebom kapilarnog viskozimetra Ostwald, Witteg, Nemacka
na temperaturi od 25 °C.

3.5.1.5. Odredivanje molekulske mase

Proseéna molekulska masa izolovanog egzopolisaharida odredivana je upotrebom gel
permeacione hromatografije na Sepharose CL-4B matriksu po proceduri koju su koristili Stefanovi¢ i
saradnici (Stefanovic et al, 2013).

Uzorak polisaharida je rastvoren u vodi (1 mg/mL). Kolona je eluirana natrijum-hloridom, 0,05
mol/L, sa brzinom protoka 0,1 mL/min (kolona pre¢nika 1,2 cm, visine 80 cm). Skupljane su frakcije i
sadrzaj Secera u njima analiziran fenol-sumpornim reagensom. Zapremina svake frakcije je iznosila 3
mL. Standardna prava je napravljena upotrebom dekstrana kao standarda (Fluka). Opseg molekulskih
masa je bio od 5-500 kDa.

3.5.1.6. Metilacija i reduktivno cepanje

Za metilaciju je kori$¢ena metoda koju su dali Ciucanu i Kerek (Ciucanu, Kerek 1984), a
izmenili Needs i Selvendran (Needs, Selvendran 1993). Liofilizovani egzopolisaharid je osusen na 50
°C 24 h pre upotrebe, a zatim je 10 mg rastvoreno u anhidrovanom dimetil-sulfoksidu (1 mL) pod
argonom i metilovano upotrebom sprasenog natrijum-hidroksida (0,15 g) i metil-jodida (0,25 mL).

Permetilovani egzopolisaharid je ekstrahovan hloroformom i snimljen mu je infracrveni
spektar. Odsustvo karakteristi¢nih signala za hidroksilne grupe u opsegu od 3500-3200 cm™ je ukazalo
da je proces metilacije bio kompletan.

Permetilovani egzopolisaharid je dalje reduktivno “cepan” po metodi Rolf i Gray (Rolf, Gray
1984). Redukujuéi agens je dobijen mesanjem bor-trifluorid-eterata (1,55 mL), trietilsilana (2 mL),
trifluorsiréetne kiseline (0,32 mL) i1 dihlormetana (1,13 mL). Redukuju¢a smesa (2,75 mL) je dodata
metilovanom egzopolisaharidu (5 mg) i reakcija je izvodena 24 h na 0O °C u cilju nastanka
odgovaraju¢ih anhidroalditola. Metilovani anhidroalditoli su dalje acetilovani upotrebom anhidrida
sirCetne kiseline (0,25 mL) 1 h na sobnoj temperaturi. Acetilovani, metilovani anhidroalditoli su
rastvoreni u metilen-hloridu, rastvor je ispran vodom tri puta, a zatim je organski sloj uparen u struji
azota i analiziran upotrebom gasno-masene hromatografije.
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3.5.2. Strukturno-instrumentalne tehnike upotrebljene za karakterizaciju
egzopolisaharida

3.5.2.1. Elementarna organska mikroanaliza

Sadrzaj elemenata u izolovanom egzopolisaharidu je analiziran upotrebom automatskog
analizatora Vario ELII1 CHNS/O pri uslovima datim u odeljku 3.1.3.1.

3.5.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

FT-IR spektar uzorka egzopolisaharida je snimljen na spektrometru Nicolet 6700 pri uslovima
datim u odeljku 3.1.3.2.

3.5.2.3. Nuklearna magnetno-rezonantna spektroskopija

Nuklearno-magnetni-rezonantni spektri su snimljeni na Bruker AVANCE 111 500 spektrometru
na 500,26 MHz (*H) i 125,8 MHz (*3C), na sobnoj temperaturi, u deuterijum-oksidu, sa trimetilsilil-
propionatom kao internim referentnim standardom. Hemijska pomeranja su prikazana u ppm.

Standardne 1D NMR 1 2D homonuklearne i heteronuklearne korelirajue dvodimenzionalne
tehnike su kori§éene za analizu egzopolisaharida i to: *H, *3C, DEPT 135 (Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer, eng.), korelaciona spektroskopija i HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence, eng.).

3.5.2.4. Gasno-masena analiza anhidroalditola

GC-MS analiza anhidroalditola je uradena na GCXGC-MS uredaju (Shimadzu, Kjoto, Japan).
Termalni modulator je tokom analize bio isklju¢en. Uzorci su injektovani u splitless (eng.) rezimu.
Injekciona zapremina je bila 1 pL, a temperatura injektora 250 °C. Protok helijuma, noseceg gasa je
1znosio 2,07 mL/min na 40 °C (rezim sa konstantnim pritiscima). Temperatura kolone je bila podeSena
da programski linearno raste od 40-310 °C, 10 °C/min, sa inicijalnim (1 min) i finalnim (7 min)
izotermalnim zadrZavanjem. Maseni spektar je dobijen upotrebom elektronske jonizacije pri cemu je
temperatura jonskog izvora bila 220 °C, a rezim skeniranja 40-550 m/z.
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U okviru ove doktorske teze je izolovan konzorcijum mikroorganizama degradera
ugljovodonika i ispitivana njegova biodegradaciona sposobnost u procesima razgradnje izuzetno
kompleksnih lokaliteta kao §to su ispla¢ne jame. Na pocetku studije biodegradacije koja je trajala 180
dana je napravljen bioremedijacioni supstrat (BRS). BRS je dobijen mesSanjem zemljiSta sa ruba
isplaéne jame i rastresitog sedimenta bogatog naftnim ugljovodonicima, nakon ¢ega je dodat
konzorcijum mikroorganizama i originalni rastvor BioSolve CLEAR. Reinokulacija je radena na 30
dana koriS¢enjem prskalice na traktoru. Tokom izvodenja postupka bioremedijacije BRS je analiziran u
cilju utvrdivanja toka i uspesnosti upotrebljenog postupka. Ispitivani su fizicko-hemijski parametri kao
Sto su vlaga, pepeo, RVK i TPH, kao i mikrobioloski. Veliki zna¢aj ovoj doktorskoj disertaciji dala je i
metagenomska analiza uzorka na pocetku bioremedijacije koja daje uvid u sastav i strukturu mikrobne
zajednice. Na ovaj nacin identifikovani su i nekulturabilni autohtoni rodovi koji takode doprinose
procesima biodegradacije.

Konzorcijum mikroorganizama degradera je primenjen i u ex situ postupku bioremedijacije
zemljista i proucavana je njegova efikasnost. Tokom 150 dana procesa bioremedijacije pracena je
koli¢ina ukupnih ugljovodonika i promene u broju ukupnih mikroorganizama i mikroorganizama
degradera ugljovodonika. Pored bioremedijacionog postupka ispitivana je postavljena hipoteza o
paralelnom procesu humifikacije. Tokom 150 dana procesa bioremedijacije izolovane su i
okarakterisane huminske kiseline. Analize koje su radene u cilju utvrdivanja povecane koli¢ine
aromati¢nih struktura i kiseoni¢nih funkcionalnih grupa u huminskim kiselinama su bile: elementarna
mikroanaliza, E4/E6 odnos i FT-IR spektroskopija. Povec¢ana koli¢ina huminskih kiselina koje su
obogacene aromati¢nim i kiseoni¢nim strukturama u zemlji$tu bi omogucila da ovaj zagaden ekosistem
koji je tretiran bioremedijacijom ponovo postane staniSte raznovrsnim mikroorganizmima i biljkama.

Mikorooganizmi iz zagadene Zivotne sredine pored biodegradacionog potencijala ¢esto imaju i
sposobnost sinteze razli¢itih proizvoda. S jedne strane ti proizvodi S$tite bakteriju u ekstremnim
uslovima i omogucavaju joj prezivljavanje, dok se sa druge strane proizvodi mogu primeniti u
razli¢itim granama industrije. Bakterija CH-KOV3 je izolovana iz kanala otpanih voda Pancevo i u
preliminarnim laboratorijskim testovima je pokazala potencijal za sintezu egzopolisaharida.
Egzopolisaharidi se Siroko upotrebljavaju u industriji hrane, medicini i kozmetici. Kako bi se procesi
proizvodnje egzopolisaharida unapredili, danas se istrazivanja usmeravaju na identifikaciju novih
mikrobnih izolata koji u visokom prinosu proizvode polisaharid. U okviru ove doktorske disertacije
izolovana bakterija je uspesno molekularno identifikovana i zavedena u NCBI bazu podataka pod
pristupnim brojem KC881303.1. Tokom studije izolata CH-KOV3 ispitivane su morfoloske
karakteristike, fiziolosko-biohemijske osobine i masnokiselinski sastav, uradena je MALDI-TOF MS
karakterizacija ribozomalnih proteina. Tokom studije proucavan je uticaj uslova fermentacije -
temperature, pH vrednosti i koncentracije saharoze u podlozi na produkciju egzopolisaharida pomocu
izolovane bakterije. Nakon ispitivanja i optimizacije produkcije egzopolisaharida, deo doktorske teze
je bio fokusiran na ispitivanje strukture dobijenog polisaharida slede¢im metodama: elementarnom
organskom mikroanalizom, hidrolizom i papirnom hromatografijom, parcijalnom hidrolizom oksalnom
kiselinom, odredivanjem opti¢ke rotacije, dinamicke 1 kinematicke viskoznosti 1 molekulske mase,
FTIR, 1D i 2D NMR spektroskopijama, gasno-masenom analizom metilacionih proizvoda.

-58 -



4.1. Tretman ispla¢ne jame postupkom bioremedijacije

U disertaciji je opisan in situ proces bioremedijacije ispla¢ne jame u Banatu koja je vlasnistvo
Naftne industrije Srbije (NIS) (Avdalovi¢ et al, 2016). NIS je jedina kompanija koja eksploatise i
proizvodi naftu i gas u Srbiji, a od 2009. godine njen vecinski vlasnik je ruska kompanija Gazprom
Neft (Banjac et al, 2013). Tokom ekspoloatacije nafte nastaje ispla¢ni otpad koji se odlaze u tzv.
ispla¢ne jame (Kisic et al, 2009, Kokal 2006, Veil 1998). Pored otpadne isplake isplacna jama sadrzi
nus-proizvode koji nastaju tokom buSenja, a prose¢na zapremina isplacne jame u Srbiji iznosi 1000 m
(Avdalovi¢ et al, 2016). Otpadna isplaka (drilling mud, eng.) predstavlja radnu te¢nost koja se koristi
pri buSenju i eksploataciji nafte i prirodnog gasa iz busotina. Ona je na bazi vode i njenu osnovu ¢ini
bentonitska glina, a sadrzi i barijum-sulfat barit ili kalcijum-sulfat. Za pobolj$anje osobina otpadne
isplake dodaju se razlic¢iti aditivi (Boussen et al, 2015, Fink 2012).

4.1.1. Karakterizacija ispla¢ne jame pre bioremedijacionog tretmana

Isplacna jama (20 m x 30 m x 2 m) se sastojala od nekoliko slojeva poredanih po slede¢em
redu:
(1) sirova nafta, poljoprivredne biljne organske supstance i u manjoj koli¢ini otpad. Dimenzije h ~ 0,1
m, V =60 m?,
(2) nauljena bazna voda, dimenzije: h ~ 0,6 m, V = 360 m*;
(3) rastresit sediment sa teSkom frakcijom nafte i bentonitom, dimenzije: h ~1 m, V = 600 m3;
4) kompregsovani ispla¢ni materijal baritnog porekla, blago kontaminiran naftom, dimenzije: h ~ 0,3 m,
V=180 m".

Pre izvodenja postupka bioremedijacije, uradena je karakterizacija isplacne jame, u cilju
utvrdivanja nivoa zagadenosti, a rezultati su prikazani u tabeli 4.1. Najveca koli¢ina TPH se nalazila u
rastresitom sedimentu, ¢ak 65,3 g/kg s.s., dok su zemlja sa ruba jame i kompresovani isplacni materijal
imali daleko manje koli¢ine ugljovodonika (1,8 i 1 g/kg s.s. redom).

Tabela 4.1. Fizi¢ko-hemijski i mikrobioloski parametri na ispitivanoj lokaciji

Parametri ;emljfx sa. ruba Rastresit sediment . KOI’VT]K?FGSOVS.I.’]‘I
isplacne jame ispla¢ni materijal
Vlaga (%) 12,9 36 11,5
Pepeo (%) 9,9 42,7 10,4
TPH (g/kg s.s.) 1,8 65,3 1
C 15,8 55,1 15,2
Elementarni sastav N 0,62 0,54 0,75
(%) H 1,99 7,59 1,84
S 0,98 1,7 0,78
HAB (CFU/qg) 2,7x10° 3,8x10* 6,2x10°
RNU (CFU/qg) 1,3x10° 1,5x10° 3,7x10"

-59 -



4.1.2. Faze u tretmanu ispla¢ne jame, priprema i karakterizacija bioremedijacionog
supstrata

Nakon odredivanja osnovnih fizi¢ko-hemijskih parametara na lokaciji, pristupilo se tretmanu
isplacne jame koji se sastojao iz Cetiri faze:

Faza 1 — Prvi i drugi sloj u isplacnoj jami su nakon odvajanja transportovani kamionima
(cisternama) do najblize NIS stanice za skladistenje radi daljih koraka obrade i upotrebe;

Faza 2 — Rastresit sediment je stabilizovan upotrebom fosfatnih soli alkalnih i zemnoalkalnih
metala i meSan sa zemljiStem sa ruba ispla¢ne jame;

Faza 3 — Umesan rastresiti sediment sa zemljiStem sa ruba isplacne jame je obogaéen prirodnim
izvorima organskog ugljenika, azota i fosfora koriS¢enjem stajskog dubriva;

Faza 4 — Proces in situ bioremedijacije.

U drugoj fazi tretmana ispla¢ne jame pripremljen je bioremedijacioni supstrat (BRS) meSanjem
zemljista sa ruba isplacne jame i rastresitog sedimenta. Bioremedijacioni supstrat je okarakterisan, a
vrednosti date u tabeli 4.2. se odnose na BRS pre pocetka procesa bioremedijacije, pre procesa
mesanja, vlazenja, biostimulacije i dodatka konzorcijuma mikroorganizama.

Finalna zapremina bioremedijacionog supstrata je iznosila oko 1200 m® a ukupna koli¢ina
naftnih ugljovodonika u njemu pre procesa bioremedijacije 32,2 g/kg. Pripreme za proces
bioremedijacije supstrata su zapocele trecom fazom tretmana isplaéne jame. Optimalni odnos C:N:P:K
(100:10:1:0,1) je postignut prskanjem BRS-a rastvorom amonijum-nitrata, diamonijum-fosfata i
kalijum-hlorida upotrebom poljoprivredne prskalice na traktoru. Prskanje je omogucilo adekvatnu
vlagu bioremedijacionog supstrata (50-60% retencionog vodnog kapaciteta).

Tabela 4.2. Odredivanje fizicko-hemijskih parametara bioremedijacionog supstrata
pre pocetka procesa bioremedijacije

Parametri Bioremedijacioni supstrat
Totalna zapremina (m°) 1200
Vlaga (%) 16
Pepeo (%) 13,5
RVK (%) 76
TPH (g/kg s.s.) 32,2
Ukupni azot (%) 0,45
Dostupni fosfor (mg/kg) 96
Dostupni kalijum (mg/kg) 183

Tokom bioremedijacije (faza 4 tretmana isplaéne jame) bioremedijacioni supstrat je vlazen,
okretan i mesan svakih 15 dana u cilju obezbedenja adekvatnih nivoa vlage i aeracije. Konzorcijum je
pripreman po ranije opisanoj proceduri, a reinokulacija je radena na svakih 30 dana koris¢enjem
prskalice na traktoru. U BRS je dodat i originalni rastvor BioSolve CLEAR, 70 mL/m®.

4.1.3. Karakterizacija kompozitnih uzoraka tokom procesa bioremedijacije

Tokom izvodenja postupka bioremedijacije, analizirani su kompozitni uzorci u cilju utvrdivanja
toka 1 uspeSnosti upotrebljenog postupka. Kompozitni uzorci uzorkovani tokom procesa
bioremedijacije — na pocetku (KUO), nakon 60 dana (KU60), nakon 120 dana (KU120) i na kraju
bioremedijacije (KU180) ispitivani su fizicko-hemijski, a rezultati su prikazani u tabeli 4.3. VVrednosti
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za kompozitni uzorak KUO su date nakon meSanja, vlazenja biostimulacije i dodatka konzorcijuma
mikroorganizama. Kompozitni uzorak u datom vremenu je uzet "cik-cak™ metodom pomocu
uzorkivaca zemljista Eijkelkamp sa dvadeset nasumi¢nih mesta, homogenizovan i prosejan (sito 2
mm). Uzorci su transportovani i ¢uvani u staklenim bocama na +4 °C (ISO 10381-1:2002, Paetz, Wilke
2005).

Tabela 4.3. Fizi¢ko-hemijski parametri kompozitnih uzoraka

Oznaka uzorka

Parametri KUO0 KU60 KU120 KU180
Trajanje
bioremedijacije 0 60 120 180
(dani)

Vlaga (%0) 22,5 23,9 20,6 19,6
Pepeo (%0) 15,5 15,2 14,2 13,5
RVK (%) 74 73 75 76

TPH (g/kg) 32,2 17,5 8,3 15

U nultom danu koli¢ina ukupnih ugljovodonika je iznosila 32,2 g/kg. Nakon primene
konzorcijuma mikroorganizama, hranljivih supstanci i aeracije tokom trajanja procesa bioremedijacije,
degradovano je 45,6% (60. dan), 74,2% (120. dan) i 95,3% (180. dan) od ukupne koli¢ine TPH.
Mikrobni konzorcijum je na kraju bioremedijacije smanjio ukupan sadrzaj ugljovodonika na 1,5 g/kg,
Sto je po standardima Republike Srbije ispod maksimalnog dozvoljenog nivoa naftnih ugljovodonika u
suvom zemljistu (5 g/kg). Ova vrednost je posledica delovanja vise specificnih mikrobnih vrsta koje
imaju sklonost ka specificnim supstratima (Naap et al, 2021). Na degradaciju kontaminanta je
pozitivno uticao i dodatak hranljivih supstanci. Do istog zakljucka dosli su i Feng i saradnici, ¢iji su
rezultati pokazali da je dodatkom hranljivih supstanci razgradnja porasla za 6,3% (Feng et al, 2021).

Na slici 4.1. su prikazani gasni hromatogrami kompozitnog uzorka na pocetku bioremedijacije
(@) i kompozitnog uzorka na kraju bioremedijacije (b) koji jasno ukazuju da je doslo do smanjenja
nivoa TPH.
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Slika 4.1. Gasni hromatogrami kompozitnih uzoraka KUO (a) i KU180 (b)
(Avdalovi¢ et al, 2016).

4.1.3.1. Mikrobioloske karakteristike kompozitnih uzoraka

Tokom procesa bioremedijacije odredivan je 1 broj mikroorganizama u ispitivanim
reprezentativnim uzorcima. Promena broja mikroorganizama razgradivaca ugljovodonika je od velikog
znaCaja za pracenje uspeSnosti procesa bioremedijacije, a rezultati su prikazani u tabeli 4.4. Tokom
procesa bioremedijacije, do 120. dana, udeo mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike raste u
ukupnom broju bakterija, do 61%. U 120. danu broj RNU je ¢ak 50 puta ve¢i nego u nultom danu.
Ranije studije isti¢u da bioraznolikost kontaminiranog zemljiSta opada sa povecanjem populacije
mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike, kao posledica toksi¢nog efekta zagadujucih supstanci
(Beskoski et al, 2011, Katsivela et al, 2005). Na kraju procesa bioremedijacije ovi mikroorganizmi ¢ine
23% od ukupnog broja bakterija. Broj mikroorganizama koji razgraduju naftu je tokom procesa
iznosio: 8,8x10* (KUO0), 4,2x10° (KU60), 4,7x10° (KU120) i 8,2x10° (KU180) CFU/g. Varjani i
Upasani su dosli do sliénih rezultata, pri ¢emu je u eksperimentu bioaugmentacije broj
mikroorganizama koji razgraduju naftu rastao sa 4,95x10" na 1,07x10® CFU/g, a nakon odredenog
momenta po¢eo da se smanjuje (Varjani, Upasani 2021).
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Tabela 4.4. Ukupan broj bakterija i mikrooganizama razgradivac¢a ugljovodonika, udeo RNU u HAB-u

Oznaka uzorka

Parametri KU0 KU60 KU120 KU180
Trajanje
bioremedijacije 0 60 120 180
(dani)
HAB (CFU/qg) 1,1x10° 7,5x10° 7,7x10° 3,6x10°
RNU (CFU/g) 8,8x10" 4,2x10° 4,7x10° 8,2x10°

Udeo RNU u HAB-u

(%) 8 56 61 23

Prednost metagenomske analize je njena moguénost da detektuje vrste koje nisu kulturabilne u
laboratorijskim uslovima. Shodno tome, metagenomska analiza uzorka na pocetku bioremedijacije
(slika 4.2.) je pokazala da su prisutni mikroorganizmi bili rodova Gordonia (26,9%), Bacteroides
(7,3%), Candidatus Macondimonas (6,4%), Brucella (6,1%), Parvibaculum (5,3%), Mycobacterium
(3,2%), Proteiniphilum (2,8%), Parachlamydia (2,4%), Corynebacterium (2,2%), Termomicrobium
(2,1%), Pseudomonas (2,1%), Rhodoplanes (1,7%), Virgibacillus (1,7%), Ochrobactrum (1,5%),
Camelimonas (1,4%), Paracoccus (1,2%), Clostridium (1,1%). Mikroorganizmi prisutni manje od 1 %
u uzorku predstavljaju 24,6% od ukupnog broja bakterija. lako su Devi, Du i Muthukumar u svojim
odvojenim studijama (Devi et al, 2022, Du et al, 2022, Muthukumar et al, 2022) dosli do zakljucka da
mikroorganizmi u zemljiStu kontaminiranom naftom dominantno pripadaju tipu Proteobacteria rezultat
dobijen metagenomskom analizom uzorka na pocetku bioremedijacije ispla¢ne jame je pokazivao malo
drugaciji odnos tipova. Mikroorganizmi u ovom uzorku pripadaju slede¢im tipovima pobrojanim po
zastupljenosti: Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Chlamydiae i Chloroflexi.
Gordonia, rod koji je u najveCem procentu prisutan u mikrobnoj zajednici pripada tipu i Klasi
Actinobacteria, a od ranije je poznato da mikroorganizmi ove klase sa visokom efikasno$c¢u razgraduju
ugljovodonike (Rathore et al, 2021). Vrste unutar roda Gordonia mogu degradovati razlicite supstrate:
Gordonia moze upotrebljavati ftalate za rast (Jin et al, 2016) i degradovati ih u visokom procentu
(Kanaujiya et al, 2022), a Gordonia rubripertincta CWB2 moze razgraditi stiren (Heine et al, 2018).
Ranije je pokazano da G. amicalis DSM 44461T moze transformisati dibenzotiofen (Delegan et al,
2021), a Gordonia sp. i37 degradovati izopren (Johnston et al, 2017). Pored roda Gordonia, prisutne su
bile i vrste roda Mycobacterium i Corynebacterium koje takode spadaju u klasu Actinobacteria.
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Slika 4.2. Metagenomska analiza uzorka na pocetku procesa bioremedijacije ispla¢ne jame.
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4.1.3.2. Poredenje kompozitnog uzorka na kraju bioremedijacije i nekontaminiranog zemljista

Uzorku na kraju bioremedijacionog procesa je odredivana pH vrednost, sadrzaj kalcijum-
karbonata, sadrzaj huminskih kiselina, ukupnog ugljenika, azota, sumpora, odnos azota i sumpora,
dostupni fosfor u obliku fosfor-pentoksida i kalijum u obliku kalijum-oksida. Pored toga, izvrSena je
analiza mikroelemenata i teskih metala. Uz kontaminiranu haldu analiziran je 1 uzorak
nekontaminiranog zemljiSta u blizini isplacne jame radi medusobnog poredenja. U tabelama 4.5. i 4.6.
su prikazani dobijeni rezultati.

Tabela 4.5. Poredenje hemijskih parametara u uzorku
nakon procesa bioremedijacije i nekontaminiranog zemljista

pH caCO;  HK c N©oon 2 Dopff%f"' ngit#]g?l'o
Uzorak (%) (%) (%) (%) (%) (mg/100 g) 09)
u u
KClI H,O
BRS 788 817 257 271 499 022 228 037 303 57
(KU180) ' ' ' ’ ' ' ’ ’ '
Nekontami-
nirano 7,68 8,6 12,2 3,14 3,77 022 16,8 0,09 19,2 20,9
zemljiSte
Tabela 4.6. Sadrzaj mikroelemenata i teSkih metala u uzorku
nakon bioremedijacije i nekontaminiranom zemlji§tu
Cu Zn Pb Ni Cr As
Uzorak
(mg/kg)
BRS (KU180) 13 49,1 10 221 26 4,76
Nekontaminirano 5, 556 153 266 329 6,76
zemljiSte
MDK 100 300 100 50 100 25

MDK - maksimalna dozvoljena koncentracija (Sluzbeni glasnik Srbije, 23/1994)

Uzorak na kraju procesa bioremedijacije se na osnovu rezultata analiza hemijskih parametara
moze svrstati u klasu slabo-alkalnih, jako-karbonatnih, umereno-humoznih zemljista. Odredeno je da je
BRS bogat u ukupnom azotu, sa u proseku visokim i vrlo visokim do S$tetnim sadrzajem lako
dostupnog fosfora odnosno kalijuma (Manojlovi¢, Cabilovski 2020). Analiza sadrzaja mikroelemenata
i teskih metala u BRS prikazuje da dobijene vrednosti ne prelaze koli¢ine dozvoljene za poljoprivredno
zemljiste u Srbiji (Sluzbeni glasnik Srbije, 23/1994). Na osnovu svih rezultata ispitivanja moze se
zakljuCiti da je zemljiste na kraju bioremedijacije nezagadeno, odnosno da je bioremedijacioni
postupak izveden sa uspehom.
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4.2. Nastanak huminskih kiselina tokom ex situ bioremedijacije na pilot nivou —
dodata vrednost mikrobne aktivnosti

Nakon studije potencijala konzorcijuma mikroorganizama degradera ugljovodonika u
procesima biodegradacije naftnog kontaminanta prisutnog u isplaénim jamama, degradaciona
sposobnost konzorcijuma izolovanog iz kontaminiranog zemljista je proucavana U ex Situ postupku
bioremedijacije zemljiSta. Paralelno sa pracenjem parametara u toku postupka bioremedijacije
ispitivana je i hipoteza o postojanju paralelnog procesa humifikacije. Halda za ex situ bioremedijaciju
se sastojala iz 150 m® zemljista kontaminiranog naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte, a
kontrolna halda (5 m®) iz nekontaminiranog zemljista uzorkovanog u blizini prve halde. Odnos duZine,
Sirine 1 dubine obe ”gomile” je iznosio 3,75:1:0,02, redom. U obe halde je dodata piljevina kao
alternativni izvor ugljenika, ali i u cilju povecanja aeracije i retencionog vodnog kapaciteta.
BioSolve® CLEAR je koris¢en za povecanje kontaktne povrSine izmedu mikroorganizama i lipofilnih
polutanata u cilju vece rastvorljivosti naftnih ugljovodonika u vodi. Pubrivo sa farme Zzivine je
upotrebljeno kao izvor azota i fosfora za biostimulaciju. Obogaceni konzorcijum mikroorganizama koji
razgraduju naftne ugljovodonike je dodavan svake dve nedelje na obe halde. Pilot bioremedijaciona
studija je trajala 150 dana.

4.2.1. Karakterizacija kompozitnih uzoraka

20 uzoraka sa halde je uzorkovano, meSano i homogenizovano u cilju nastanka jednog
kompozitnog uzorka (KUH - kompozitni uzorak halda). 4 kompozitna uzorka su uzorkovana i
analizirana — na pocetku bioremedijacije (KUHO), nakon 60 dana (KUH60), 120 dana (KUH120) i na
kraju bioremedijacionog procesa, posle 150 dana (KUH150). Kontrolni uzorci su uzeti u isto vreme i
na isti nacin sa kontrolne halde.

4.2.1.1. Sadrzaj naftnih ugljovodonika

Gravimetrijska analiza je pokazala da je pocetni nivo naftnih ugljovodonika na kontaminiranoj
haldi sa koje je uzet kompozitni uzorak KUHO iznosio 21,6 g/kg s.s. Na kraju studije bioremedijacije
na kontaminiranoj haldi koli¢ina TPH je bila smanjena za 86,6% (koncentracija TPH u uzorku
KUH150 je iznosila 2,89 g/kg s.s.). Znafajno smanjenje koncentracije organskih zagadujucih supstanci
u uzorcima ukazuje na uspeSnost bioremedijacije. Na kontrolnoj haldi, TPH se smanjio za 5,55% (od
0,36 do 0,34 g/kg s.s.). Na slici 4.3. prikazani su gasni hromatogrami kompozitnih uzoraka uzetih sa
kontaminirane halde na pocetku 1 kraju bioremedijacije €iji su rezultati u skladu sa rezultatima
gravimetrijske analize.
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Slika 4.3. Gasni hromatogrami kompozitnih uzoraka uzetih sa kontaminirane halde u nultom i 150.
danu bioremedijacije
(Zeradanin et al, 2020).

4.2.1.2. Grupni sastav

U cilju odredivanja sastava organske supstance u kompozitnim uzorcima uzetim sa
kontaminirane halde uradeno je frakciono razdvajanje na koloni. Ekstrahovane su tri frakcije, zasi¢eni
ugljovodonici, aromati¢ni ugljovodonici i alkoholna-keto frakcija, dok masne kiseline nisu izolovane.
Rezultati su prikazani na slici 4.4.

Koncentracija alifati¢nih ugljovodonika opada tokom procesa bioremedijacije sa 8,39 na 2,91
g/kg s.s. Ova frakcija najvise podleze degradaciji (65,3%) §to je u skladu sa literaturom (Volkman et al,
1983). Koncentracija aromati¢ne frakcije je smanjena sa 8,57 na 4,39 g/kg s.s. Pretpostavka je da je do
smanjenja (za 48,8%) doslo usled sposobnosti mikroorganizama da koriste ugljovodonike kao izvor
ugljenika 1 energije ili da koriste¢i aromati¢nu frakciju oni proizvode polimerne supstance slicne
huminskim (Henner et al, 1997, Jednak et al, 2017, Ressler et al, 1999, Sanchez-Monedero et al, 1999).
I u radu Wei i saradnika konzorcijum mikroorganizama je procentualno vise degradovao zasicene
ugljovodonike od aromati¢ne frakcije (koli¢ina je smanjena za 89,93% i 82,08%, redom) (Wei et al,
2021). Frakcija alkohola i ketona se smanjila za 65% (sa 8,84 na 3,09 g/kg s.s.).

Iz dobijenih vrednosti je odredivana brzina razgradnje ugljovodonika. Brzina degradacije je od
pocetka do kraja procesa bioremedijacije (KUHO-KUH150) iznosila 36,5 mg/kg/dan za alifati¢ne, 27,9
za aromaticne ugljovodonike 1 38,3 =za alkohole 1 ketone. Poredenja radi, konzorcijum
mikroorganizama koji su upotrebili Beskoski i saradnici degraduje alifaticnu frakciju brzinom od 23,7,
a aromati¢nu 5,7 mg/kg/dan (Beskoski et al, 2010). Dobijeni rezultati ukazuju da mikroorganizmi
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konzorcijuma koji je upotrebljen u disertaciji koriste sva ugljovodoni¢na jedinjenja koja se nalaze u
organskoj frakciji ekstrahovanoj iz kompozitnih uzoraka uzetih sa kontaminirane halde i veoma
efikasno doprinose procesu ¢iSéenja zivotne sredine.
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Slika 4.4. Frakcije ugljovodonika zastupljene u kompozitnim uzorcima tokom trajanja

procesa bioremedijacije
(Zeradanin et al, 2020).

4.2.1.3. Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Kao S§to je 1 ranije istaknuto,

odredivanje broja mikroorganizama tokom postupka

bioremedijacije je od izuzetnog znacaja. Nakon pocetne inokulacije kontaminirane halde formirala se
stabilna zajednica mikroorganizama: HAB 1,05x10°, RNU 1,88x10° i KP 2x10° CFU/g. Na kraju
bioremedijacije (KUH150) mikroorganizmi koji razgraduju naftne ugljovodonike su predstavljali
dominantnu mikrobnu populaciju sa udelom od 79,2% u ukupnom broju mikroorganizama (tabela
4.7.). Potvrdeno je prisustvo rodova Nocardia, Pseudomonas i Rhodococcus, a pomenuti rodovi sa
visokom efikasnos§¢u razgraduju naftne ugljovodonike (Adeleye et al, 2018, Habib et al, 2018, Varjani,

Upasani 2021).

Tabela 4.7. Promene u broju mikroorganizama i sastavu mikrobne zajednice u toku procesa bioremedijacije

Trajanje KP
bioremedijacije HAB (CFU/g)
(dan) (CFUIg) RNU (CFU/g) RNU u HAB (%)
0 1,05x10° 1,88x10° 17,9 2x10°
60 1,22x10’ 1,98x10° 16,2 1,52 x10°
120 0,88x10° 9x10° 9,1 9x10°
150 1,2x10’ 9,5x10° 79,2 6,53x10°
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Promene u sadrzaju naftnih ugljovodonika i broju mikroorganizama koji razgraduju naftne
ugljovodonike tokom procesa bioremedijacije prikazane su na slici 4.5. Na slici je jo§ jednom istaknut
izrazit pad koli¢ine ugljovodonika u kompozitnim uzorcima i korelacija procesa bioremedijacije sa
mikroorganizmima koji razgraduju ugljovodonike.
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Slika 4.5. Promene u sadrzaju TPH i broju mikroorganizama koji razgraduju naftne ugljovodonike u
kompozitnim uzorcima od nultog do 150. dana procesa bioremedijacije
(Zeradanin et al, 2020).

4.2.1.4. Sadrzaj i karakterizacija huminskih kiselina

Paralelno sa pracenjem postupka bioremedijacije 1 utvrdivanjem parametara koji ga definiSu, u
ovoj studiji je odredivan i sadrzaj huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima. Sadrzaj huminskih
kiselina na pocetku bioremedijacije na kontaminiranoj haldi je iznosio 2,16%, a na kraju 2,94%.
Procenat se povec¢ao za 26,5%, Sto ukazuje da se sa procesom bioremedijacije paralelno odvijao proces
humifikacije. Nastale huminske kiseline su od izuzetnog znac¢aja za kvalitet zemljista i mikroorganizme
u njemu (Henner et al, 1997, Lipczynska-Kochany 2018). Stopa humifikacije je iznosila od 0 do 60.
dana 38,3, 60-120 dana 55,0, 120-150 dana 73,3 mg/kg po danu. U kontrolnoj haldi sadrzaj huminskih
kiselina se povecao za 2,8%.

Pored odredivanja sadrzaja huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije, uradena je i
njihova karakterizacija, odredivan je elementarni sastav, H/C, O/C i E4/E6 odnosi (tabela 4.8.) i
snimljeni FT-IR spektri.

Rezultati mikroanalize za ekstrahovane huminske kiseline na pocetku procesa bioremedijacije
sa kontaminirane halde su pokazali da su sadrzaj ugljenika i H/C odnos visi nego u huminskim
kiselinama na kraju bioremedijacije. Ovi rezultati ukazuju da je tokom bioremedijacije doslo do
povecanja sadrzaja aromati¢nih struktura u huminskim kiselinama. Tokom bioremedijacije, sadrzaj
kiseonika je porastao sa 23,23 na 27,97%, a preracunati O/C odnos sa 0,28 na 0,35%. E4/E6 odnos je
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povecan sa 2,25 na 3,91. Svi parametri ukazuju da su huminske kiseline na Kkraju procesa
bioremedijacije bogatije kiseoni¢nim funkcionalnim grupama (Amir et al, 2010, Garcia et al, 1992,
Jednak et al, 2017, Pajaczkowska et al, 2003, Yang et al, 2014, Yang et al, 2015). Literaturne vrednosti
su prikazane u tabeli 4.8, a vrednosti dobijene u disertaciji pokazuju razlike u odnosu na literaturne
usled raznolikosti u strukturi huminskih kiselina.

Tabela 4.8. Sadrzaj huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima tokom procesa bioremedijacije,
rezultati EOMA, H/C, O/C i E4/E6 odnosi

. . . Odnos
o Sadriaj Elementarni sastav izolovanih atomskih
Trajanje . : HK (%) E4/E6
bioremedijacije |zolov§1n|h masa Odnos
(dan) HK (%) c H N s o H/C o/C
odnos odnos
0 2,16 63,11 8,76 34 15 2323 1,67 0,28 2,25
60 2,39 6185 848 356 16 2451 1,65 0,3 2,35
120 2,72 60,74 8,19 323 136 2648 1,62 0,33 2,48
150 2,94 598 754 333 136 27,97 151 0,35 3,91
Literaturne DuZina
vrednosti tretmana
26.25- 1.56- 2- 1.97- 90 dana
. 475- 6,55 6,8- 0,7- 36,2- 1,66- 135dana
Amir etal, 2010 89 69 73 12 376 173 kompostiranja
vang et al. 2014 4466- 5,31- 4,26- 1,07- 26,33- 1,36- 0,34- Termalni
getal 5846 8,01 666 122 3829 177 0,64 tretman, 30min

FT-IR spektri izolovanih huminskih kiselina sadrze sledece signale (Slika 4.6.a-d): u oblasti
1600-1660 cm™ koji poti¢u od aromati¢nih C=C i C=0 u karboksilnim jedinjenjima, ketonima,
hinonima i amidima (1), na 1508 cm™ poreklom od aromati¢nih C=C i amida (II), izmedu 1460 i 1370
cm™ koji odgovaraju OH grupama u fenolima, COO— i amidima (II), izmedu 1260 i 1200 cm* Koji
potic¢u od aromati¢nih etara C—O-C i amida (I11). Amir i saradnici su za huminske kiseline opisali
signale na slicnim hemijskim pomeranjima (Amir et al, 2010).
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Slika 4.6. FT-IR spektri izolovanih huminskih kiselina iz kompozitnih uzoraka sa halde: 0. dana (a),
60. dana (b), 120. dana (c) i 150. dana (d). U FT-IR spektrima su prisutni signali poreklom iz
asimetri¢nih alifati¢nih ugljenika iz CH; grupa (1), simetri¢nih alifati¢nih ugljenika iz CH; grupa (2),
aromati¢nih C=C i C=0 u karboksilnim jedinjenjima, ketona, hinona i amida (I) (3), aromati¢nih C=C i
amida (I1) (4), OH grupa u fenolima, COO— i amida (II) (5), aromati¢nih etara C—O—C i amida (I1) (6)
(Zeradanin et al, 2020).
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Na osnovu intenziteta pikova u infracrvenim spektrima zapaZena je promena u huminskim
kiselinama izolovanim sa kontaminirane halde tokom procesa bioremedijacije. Promene su pracene
poredenjem intenziteta pikova (tabela 4.9.) na 1654,1/2920,5 i 1654,1/2850,8 §to predstavlja odnos
aromati¢nih 1 alifati¢nih ugljenika. Porast ovog odnosa indikuje da izolovane huminske kiseline sadrze
viSe aromati¢nih struktura na kraju procesa bioremedijacije nego na pocetku $to je potvrdeno i
rezultatima dobijenim mikroanalizom. Ovaj porast aromati¢nosti moze biti posledica transformacije
alifaticnih u aromaticne strukture posredstvom mikroorganizama (Amir et al, 2010, Castaldi et al,
2005, Haouas et al, 2021, Jednak et al, 2017).

Tabela 4.9. Intenzitet pikova u FT-IR spektrima u toku procesa bioremedijacije kontaminirane halde

Odnos intenziteta pikova na 2920,5, Trajanje bioremedijacije
2850,8 i 1654,1 cm™ 0 60 120 150
1654,1/2920,5 1,1 1,1 1,17 1,3
1654,1/2850,8 1,31 1,36 1,56 1,7
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4.3. 1zolovanje i karakterizacija mikroorganizma producenta egzopolisaharida

Mikroorganizmi izolovani iz naftom zagadenog zemljista, sedimenta i vode pored toga Sto
proizvode set enzima ukljuen u degradaciju zagadujucih supstanci, poseduju i druge enzime
odgovorne za nastanak razli¢itih proizvoda. Ekstremofilni mikroorganizmi produkuju ove proizvode
kao odgovor na stresne uslove Zivotne sredine i na taj na¢in opstaju u njoj, a neki od proizvoda mogu
pomoc¢i mikroorganizmima da lakSe razgrade polutante. Veliki broj mikrobnih proizvoda ima
industrijsku primenu, a kako bi se procesi proizvodnje unapredili neophodno je istrazivanja usmeriti na
otkri¢e novih sojeva sa velikim proizvodnim potencijalom. U okviru ove doktorske teze ispitivana je
sposobnost bakterije CH-KOV3, izolovane iz kanala otpadnih voda Pancevo, da proizvodi
egzopolisaharide, optimizovani su uslovi produkcije, a izolovani egzopolisaharid je okarakterisan
hemijskim i strukturno-instrumentalnim tehnikama i metodama.

Kanal otpadnih voda (KOV) Pancevo je izgraden 1962. godine, dugacak je 2000 m, Sirok 70 m,
a dubok 1-2 m. On predstavlja kolektorski kanal otpadnih voda industrijske zone u Pancevu, a uliva se
u reku Dunav. Industrijski kompleks se sastoji iz fabrike hemijskih dubriva (HIP Azotara),
petrohemijske fabrike (HIP Petrohemija) i rafinerije nafte (NIS Rafinerija). HIP Azotara je proizvodila
amonijak, azotnu Kkiselinu, ureu, kalcijum-amonijum-nitratna dubriva, kao i azotna, fosforna i
kalijumova dubriva. HIP Petrohemija je proizvodila etilen-dihlorid koji sluzi za sintezu vinil-hlorid
monomera koji dalje polimerizuje, a NIS Rafinerija proizvode na bazi nafte. Ovaj industrijski
kompleks je 1999. godine bio jedna od meta NATO bombardovanja, a njegovo razaranje je doprinelo
kako zagadenju vazduha, zemljiSta, podzemnih voda, tako i zagadenju kanala organskim i neorganskim
jedinjenjima (Gopal, Deller 2002, IMET 2006). Pocetna istrazivanja nakon NATO agresije su pokazala
da voda u kanalu nije zagadena, ali da je suprotno tome sediment klasifikovan kao opasni otpad
kategorije H-11 zbog visokog sadrzaja mineralnog ulja, zive, PAH-ova, BTEX-a i 1,2-dihloretana
(UNEP/UNCHS 1999, Beskoski et al, 2013). Medutim, Cu¢ak i saradnici su u svojoj studiji
eksperimentalno radenoj 2014. godine analizirali prisustvo zive, PAH-ova i polihlorovanih bifenila
(polychlorinated biphenyl, PCB, eng.) u sedimentu i zakljucili da su koncentracije pomenutih
polutanata niZze u odnosu na prethodne studije uz pretpostavku da je do smanjenja doslo kao posledica
prirodne atenuacije. Koncentracija zive (0,4-7,4 mg/kg s.s.) je iste godine prelazila dozvoljene grani¢ne
vrednosti u odnosu na standarne metode (grani¢na vrednost zive je po DUTCH standardu iznosila 0,3
mg/kg s.s.). Isti autori su zakljucili da je ukupna koli¢ina PAH-ova (117,46-462,59 pg/kg s.s.) ispod
grani¢ne vrednosti po DUTCH standardu (1 mg/kg s.s.), kao i koncentacija PCB-a (13,3 do 21 pg/kg
s.s., DUTCH standard 20 pg/kg s.s.) (Cuéak et al, 2017). lako perfluorovana jedinjenja nisu proizvod
ovog industrijskog kompleksa, Beskoski 1 saradnici su ih pronasli u sedimentu u koncentraciji od 6,3
ng/g s.s., od kojih koncentracija perfluorooktan-sulfonata iznosi 5,7 ng/g suve mase. Kanal je ranije
smatran jednom od glavnih crnih taaka po zagadenosti u Srbiji, odakle su polutanti Dunavom stizali
do Hidroelektrane ”Perdap” i dalje do Crnog mora i time doprinosili globalnom zagadenju (Beskoski
et al, 2013). Naslici 4.7. je prikazana lokacija KOV-a.
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Slika 4.7. Grad Pancevo i kanal otpadnih voda
(satelitska mapa, Google Maps).

4.3.1. Molekularna karakterizacija

Parcijalna sekvenca 16S RNK gena bakterije CH-KOV3 je deponovana u bazu podataka NCBI,
deo GenBank pod pristupnim brojem KC881303.1. Poredenje sa sekvencama deponovanim u bazi
podataka potvrduje da je izolovani mikroorganizam roda Brachybacterium. Rod Brachybacterium
pripada familiji Dermabacteraceae, klasi Actinobacteria (Stackebrandt 2014). Bakterije Kklase
Actinobacteria se ¢esto izoluju iz zemljista zagadenog pesticidima, herbicidima i drugim dugotrajnim
organskim polutantima. PreZivljavanje u ovakvim stani$tima i sposobnost da zagadujuce supstance
koriste kao izvor ugljenika omogucava potencijalnu primenu bakterija ove klase u eksperimentima
biodegradacije. Kao odgovor na rast na ugljovodonicima ovi mikroorganizmi mogu da proizvode
biosurfaktante i bioemulgatore koji redukuju povrsinski napon na granici faza vazduh/tecnost, ¢vrsta
faza/teénost ili izmedu nemesljivih te¢nosti ¢ime poboljsavaju procese biorazgradnje. Pored toga,
bakterije klase Actinobacteria uklanjaju polutante i procesima apsorpcije, adsorpcije i desorpcije
(Castillo et al, 2006, Colin et al, 2013, Sineli et al, 2016, Uzoigwe et al, 2015, Widehem et al, 2002).

Rod Brachybacterium obuhvata 24 vrste: B. alimentarium, B. aquaticum, B. avium, B.
conglomeratum, B. endophyticum, B. faecium, B. fresconis, B. ginsengisoli, B. hainanense, B.
halotolerans, B. horti, B. huguangmaarense, B. muris, B. nesterenkovii, B. paraconglomeratum, B.
phenoliresistens, B. rhamnosum, B. sacelli, B. saurashtrense, B. squillarum, B. subflavum, B.
tyrofermentans, B. vulturis i B. zhongshanense (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, DSMZ). Filogenetsko stablo (slika 4.8.) zasnovano na 16S rRNK genskim sekvencama
prikazuje poziciju Brachybacterium sp. CH-KOV3 u rodu Brachybacterium i sli¢nost sa vrstama
unutar roda. Ispitivana bakterija pokazuje najvecu sli¢nost sa B. paraconglomeratum JCM17781 (NR
113401) — 99,78 %, a nesto manje slicnosti (98,45 % i 98,31%) sa B. vulturis (KY 785407) odnosno B.
avium (KY 785408).
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Brachybacterium sp. CH-KOV3 KC881303.
B. paraconglomeratum strain JCM 17781 NR 113401.1
B. sp. VM2412 KY785407.1
B. sp. VR2415 KY785408.1
B. ginsengisoli strain DCY80 NR 133984.1
B. aquaticum strain KWSI NR 152653.1
B. faecium DSM 4810 NR 119205.1
B. saurashtrense strain JG 06 NR 116516.1
B. conglomeratum strain J 1015 NR 104689.1
B. tvrofermentans strain CNRZ 926 NR 026272.1
B. alimentarium strain CNRZ 925 NR 026269.1
B. fresconis strain LMG 20336 NR 025503.1
B. sacelli strain LMG 20345 NR 025504.1
B. endophyticum strain MIHQ-2 MH289757.1
B. subflavum strain CFH 10395 MK430563.1
ot B. halotolerans strain MASKI1Z-5 MW344073.1
B. zhongshanense strain JBNR 044103.1
19— B. squillarum M-6-3 NR 117297.1
L B. muris strain C3H-21 NR 024571.1
32 B. rhamnosum strain H-65 NR 042109.1
100 - B. horti strain THG-S15-4 NR 147735.1
B. nesterenkovii strain DSM 9573 NR 026270.1
430|_— B. huguangmaarense strain M1 NR 133705.1
B. hainanense strain NR2 KM014519.1
B. phenoliresistens strain phenol-4 NR 043966.1
A. globiformis strain DSM 20124 NR 026187.1

46

0.0z20

Slika 4.8. Filogenetsko stablo roda Brachybacterium. A. globiformis predstavlja spoljasnju grupu.

4.3.2. Ispitivanje morfoloskih karakteristika, fizioloSko-biohemijskih osobina i
masnokiselinskog sastava

Morfoloske Kkarakteristike bakterije CH-KOV3 odgovaraju opisu koji je dat za B.
paraconglomeratum u literaturi. B. paraconglomeratum NCIB 9861" je opisan kao Gram-pozitivna,
nepokretna, bakterija koja ne proizvodi spore, aerobna ili fakultativno anaerobna, oksidaza negativna i
katalaza pozitivna bakterija. Celije su pojedinaéne, male, ovalne ili u obliku $tapica, kolonije su glatke i
zute (Takeuchi et al, 1995).

Za identifikaciju pomoc¢u API web softvera su kori$c¢eni rezultati Coryne testa: mikroorganizam
redukuje nitrate do nitrita, proizvodi pirazin-amidazu, pirolidonil-arilamidazu, alkalnu fosfatazu, -
glukuronidazu, B-galaktozidazu, o-glukozidazu, N-acetil-B-glukozaminidazu, B-glukozidazu, ali ne
proizvodi ureazu, ne hidrolizuje Zelatin, ne fermentise D-glukozu, D-ribozu, D-ksilozu, D-manitol, D-
maltozu, D-laktozu, D-saharozu i glikogen, proizvodi katalazu. Prilikom uno$enja rezultata u apiweb
softver nije dobijena adekvatna identifikacija jer apiweb baza pretezno poseduje podatke za klinicke
mikroorganizme. Medutim, rezultati dobijeni API testovima (tabela 4.10.) su vrlo znacajni jer
predstavljaju fiziolosko-biohemijski profil izolovanog mikroorganizma. Izolovana bakterija, kao i
tipska kultura NCIB 98617 hidrolizuje eskulin i ne hidrolizuje Zelatin, redukuje nitrate, fermentise
galaktozu, ne fermentiSe ribozu, ksilozu, manitol i sorbitol. Za razliku od tipske kulture ona ne
proizvodi ureazu, vodonik-sulfid, daje pozitivan rezultat u VVoges-Proskauer testu, ne proizvodi indol,
ne fermentiSe L-arabinozu, glukozu, laktozu, maltozu, manozu, rafinozu i saharozu (Takeuchi et al,
1995). Vecu fiziolosko-biohemijsku sli¢nost ispitivani mikroorganizam pokazuje sa tipskom kulturom
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DSM46341, jer kao i ova kultura ne fermentiSe veliki broj supstrata. Proizvodnja enzima pomocu
ispitivane bakterije takode korelira sa rezultatima za tipsku kulturu DSM46341. Oba mikroorganizma
proizvode esteraza-lipazu, leucin-arilamidazu, valin-arilamidazu, a-galaktozidazu, B-galaktozidazu, o-
glukozidazu, B-glukozidazu i N-acetil-B-glukozaminidazu, a za razliku od tipske kulture ispitivani
mikroorganizam proizvodi i lipazu i naftol-AS-Bl-fosfohidrolazu (DSMZ). Relativno razliciti
biohemijski profil bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3 u poredenju sa literaturom moze se
objasniti adaptacijom na uslove stanista iz koga je mikroorganizam izolovan.

Tabela 4.10. Rezultati API testova

APl 20NE API 20 E APl CORYNE APl ZYM
Test Rezultat Test Rezultat Test Rezultat Test Rezultat
NO3 +/- ONPG + NIT + 1 -
TRP - ADH - PYZ + 2 -
GLU - LDC - PYRA + 3 -
ADH - oDC - PAL + 4 +
URE - CIT - GUR + 5 +
ESC + H,S - GAL + 6 ++
GEL - URE - GLU + 7 ++
PNPG + TDA - NAG + 8 -
GLU - IND - ESC + 9 -
ARA - VP + URE - 10 -
MNE - GEL - GEL - 11 -
MAN - GLU - (0] - 12 +
NAG - MAN - GLU - 13 +
MAL - INO - RIB - 14 ++
GNT - SOR - XYL - 15 -
CAP - RHA - MAN - 16 ++
ADI - SAC - MAL - 17 +
MLT - MEL - LAC - 18 +
CIT - AMY - SAC - 19 -
PAC - ARA - GLYG - 20 -

OoX - OX - CAT +

(+) pozitivna reakcija, (++) jako pozitivna reakcija, (-) negativna reakcija

Rezultati GC-MS i komprehenzivne 2D GCxGC-MS analize bakterije CH-KOV3 dati su na
slici 4.9. i u tabeli 4.11. gde je poredena zastupljenost razli¢itih masnih kiselina u biomasi ovog
mikroorganizma i tipske kulture B. paraconglomeratum NCIB9861". Oba mikroorganizma dominantno
sadrZe zasi¢ene masne kiseline, izuzetak su mononezasi¢ene C15:1 (4,1 %) 1 C18:1 (3,1 %) kod tipske
kulture i dinezasicena C18:2 (0,61 %) kod testirane bakterije. Visok procenat anteizo-metil racvaste
masne kiseline C15 prisutan je u strukturama i ispitivane bakterije CH-KOV3 (42,63%) i NCIB9861"
(57,1%). Zastupljenost drugih pojedinacnih masnih kiselina i njihov odnos se razlikuju u ispitivanoj
bakteriji u odnosu na pomenutu tipsku kulturu §to moze biti posledica razliitih stresnih uslova u
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zivotnoj sredini iz koje je mikroorganizam izolovan (Buczolits, Busse 2012, Gontia et al, 2011,
Takeuchi et al, 1995).
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Slika 4.9. Hromatogrami ukupnih masnih kiselina bakterije CH-KOV3: GC-MS (a) i
2D GCxGC-MS (b) (Djuri¢ et al, 2017).

Tabela 4.11. Masnokiselinski profil ukupnih lipida
bakterije CH-KOV3 i tipske kulture NCI1B9861"

Tip FAME Zastupljenost (%)
Testirana bakterija NC1B9861"
i-Cyy / 0,9
Cu / 2,1
ai-Cis 42,63 57,1
i-Ci5 19,93 2,8
Cis / 58
Cisa / 4,1
i-Cys / 6,9
ai-Cy; 16,18 51
i-Cy, 9,06 0.9
i-Cys 5,97 /
n-Cys 3,01 6.4
n-Cys 1,71 46
Cisa / 31
Cis 0,61 /

n — FAME normalnog niza, i — izo-metil ra¢vaste FAME, ai — anteizo-metil ra¢vaste FAME
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4.3.3. MALDI-TOF MS karakterizacija

MALDI-TOF MS tehnika sve viSe dobija na znacaju u taksonomiji prokariota u posledn;joj
dekadi (Avdalovi¢ et al, 2015, Dridi, Drancourt 2011). U ovoj tehnici analiziraju se ribozomalni
proteini koji su dominantni u ¢eliji kao i drugi proteini kopirani u velikom broju (Ryzhov, Fenselau
2001). Dobijeni maseni spektar predstavlja specifi¢ni “otisak prsta” ispitivane bakterije, jer svaki
protein ima jedinstven obrazac m/z vrednosti. Do 2016. godine su upotrebom MALDI-TOF MS
tehnike analizirani tipski sojevi roda Brachybacterium na MALDI Biotyper db 6903 pomocu BioTyper
2.0 softvera i to Brachybacterium faecium DSM 4810T DSM, Brachybacterium muris 7 RLT,
Brachybacterium nesterenkovii DSM 9573T DSM i Brachybacterium nesterenkovii DSM 9574 DSM.
Ova analiza je koriS¢ena i za karakterizaciju celih ¢elija bakterije izolovane iz kanala otpadnih voda
Pancevo, a rezultati su prikazani na slici 4.10. Ispitivana bakterija Brachybacterium sp. CH-KOV3 nije
uspesno identifikovana na nivou vrste u poredenju sa bazom podataka, poSto se baza sa kojom se
rezultati porede rutinski koristi za identifikaciju klinickih mikroorganizama. Drugi autori takode nisu
uspeli da identifikuju mikroorganizme roda Brachybacterium MALDI-TOF MS tehnikom (Seng et al,
2013). Dobijeni rezultat je znacajan jer proteinski profil Brachybacterium sp. CH-KOV3 predstavlja
njegovu karakteristiku, jedinstven “otisak prsta” i do danas je jedini publikovani MALDI-TOF MS
spektar roda Brachybacterium sp., upravo spektar B. paraconglomeratum CH-KOV3 (Djuri¢ et al,
2017).
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Slika 4.10. MALDI-TOF MS spektar bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3.
a.u. — arbitrarna jedinica
(Djuri¢ et al, 2017).
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4.4. Produkcija i optimizacija produkcije egzopolisaharida pomocu ispitivane bakterije
CH-KOV3

Tipi¢na kriva rasta bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3 na saharoznoj podlozi prikazana
je naslici 4.11.a). Uocava se da je najveci broj mikroorganizama u 48. ¢asu, a potom taj broj neznatno
opada do kraja fermentacije. Na istoj slici prikazana je i produkcija egzopolisaharida, a
mikroorganizam ga u najvecoj koli¢ini proizvodi treCeg dana (72 h) Sto je slucaj i sa drugim vrstama
roda Brachybacterium (Moussa et al, 2017).

Uticaj temperature na proizvodnju egzopolisaharida prikazan je na slici 4.11.b). Vremenski
intervali uzorkovanja su bili 24, 72 1 120 h. Razlika u prinosu egzopolisaharida se ne uoc¢ava u prvih 24
h, ali je izrazita na kraju fermentacije. Bakterija Brachybacterium sp. CH-KOV3 je pokazala najbolju
produkciju polisaharida na saharoznoj podlozi na 28 °C, a prinos egzopolisaharida je na toj temperaturi
bio u opsegu 2,13-2,63 g/L. Malo niza koli¢ina proizvoda je dobijena na 37 °C nakon 24 h — 2,13 g/L,
medutim nakon 3. (72 h) i 5. (120 h) dana koli¢ina proizvedenog egzopolisaharida prvo raste (2,5 g/L),
pa opada (1,43 g/L). Najmanja produkcija ovog polisaharida je bila u opsegu 1,26-1,76 g/L na 45 °C.
Dobijeni rezultat odgovara podacima iz literature u kojoj je istaknuto da se najvisa produkcija levana
postize na 30 °C i nizim temperaturama (Abdel-Fattah et al, 2012, Liu et al, 2009, Moussa et al, 2017).

pH podloge je vazan faktor koji utiCe na celije mikroorganizama, njihovu morfologiju i
strukturu, unos razli¢itih hranjivih supstanci, a samim tim i na produkciju polisaharida (Kim et al,
2005). Uticaj pH na proizvodnju egzopolisaharida je prikazan na slici 4.11.c) na kojoj se uoc¢ava da su
u podlozi pH vrednosti 7 dobijeni maksimalni prinosi proizvoda u svim intervalima uzorkovanja (24,
72 1 120 h). S obzirom da je mikroorganizam izolovan iz sedimenta kome je pH vrednost bila 7,3
rezultat nije neocekivan (Beskoski et al, 2013). Uobicajene optimalne pH vrednosti za vecinu
mikrobnih producenata egzopolisaharida su bliske neutralnim (Kumar et al, 2007), dok su Liu i saradici
i Moussa i saradnici pokazali da Paenibacillus polymyxa EJS-3 i Brachybacterium phenoliresistens
pogoduje blago alkalna pH (Liu et al, 2009, Moussa et al, 2017).

Na slikama 4.11.b) i ) se uocava da je veci efekat pH vrednosti u odnosu na temperaturu na
produkciju polisaharida.

-79-



EPS (g/L)

w o v o w g v o
© © o o - - o =
1 1 1 1 1 1
o
- e - o
/ - -
i - m ! Q
/ NP o e
L = & L hmnmaa e = -
| Ao .
_mm. T? 3 T /
L fal = g lo
=] © —_—
— 2 — =
- m g5 = e [ <z
| —
| =2 % - [
- - - e o
L = N T A

24

B

N

s

1.4x10°

_ (muyn D) eweziuedioonyw forg
=

b)
¢)

T
e

A

B
£ SR

B
B

e

S

N

0
5
0

o - -

(1/3) SdA

—

72
Vreme (h)

Slika 4.11. Produkcija egzopolisaharida na podlozi sa 100 g/L saharoze: Kriva rasta (a), uticaj

temperature (b) i uticaj pH (c)

(Djuric¢ et al, 2017).
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Produkcija egzopolisaharida bakterije CH-KOV3 pri razliitim koncentracijama Secera u
podlozi prikazana je na slici 4.12. na kojoj se uoc¢ava da je pri inkubaciji sa 500 g/L saharoze u podlozi
dobijeno 45,2 g/L levana. Ova koli¢ina dobijenog proizvoda pomoc¢u roda Brachybacterium je pet puta
veca od koli¢ine dobijene u prethodnoj studiji (Moussa et al, 2017). Poznato je da koncentracija
saharoze u podlozi ima uticaja na proizvodnju egzopolisaharida. Oner i saradnici (Oner et al, 2016) su
poredili proizvodnju levana na podlogama sa razli¢itom koncentracijom saharoze (60-400 g/L) i u
svom revijalnom radu zakljucili da je najveci prinos na podlozi sa najvisom koncentracijom saharoze.
Do istog zakljucka dosli su i Kekez i saradnici koji su uocili da bakterija B. licheniformis NS032 na
podlozi sa 197 g/L saharoze proizvodi 47,8 g/L levana, a na podlozi sa visokom koncentracijom
saharoze (398 g/L saharoze) dobijeno je 99,2 g/L istog egzopolishaharida (Kekez et al, 2015).
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Slika 4.12. Uticaj koncentracije saharoze na proizvodnju egzopolisaharida pomocu bakterije
Brachybacterium sp. CH-KOV3
(Djuri¢ et al, 2017).
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4.5. Strukturna karakterizacija egzopolisaharida

Elementalna organska mikroanaliza egzopolisaharida izolovanog nakon fermentacije na
saharoznoj podlozi je pokazala da u dobijenom polimeru nema azota i sumpora. Ispitivani polisaharid
se sastoji iz ugljenika, vodonika i kiseonika, a relativan odnos ovih elemenata iznosi redom
39,04:6,74:54,22. Dobijene vrednosti su bliske teorijskim vrednostima za neutralne polisaharide,
preciS¢ene od proteina i nukleinskih kiselina (Liu et al, 2010).

Totalna hidroliza egzopolisaharida pomocu trifluorsiréetne kiseline je pokazala prisustvo samo
jedne monosaharidne komponente, fruktoze, a negativna vrednost specificne opticke rotacije dobijena u
ovoj studiji ([0]®=—38,5°, C=1,1 g/100 mL, H,0) ukazuje na prisustvo B glikozidnih veza. Na osnovu
ove dve analize moze se zakljuciti da je izolovani polisaharid fruktanskog tipa (Gojgic-Cvijovic et al,
2019, Hibbert et al, 1931, Kekez et al, 2015).

Rezultat parcijalne hidrolize polisaharida proizvedenog pomocu Brachybacterium sp. CH-
KOV3 oksalnom kiselinom (0,125 %) na hromatografskoj ploci je prikazan na slici 4.13. Pri ovim
uslovima hidroliza polimera je zapocela posle 6 minuta, a ni posle 16 minuta on nije potpuno
hidrolizovan. Proizvodi nastali ovom reakcijom su fruktooligosaharidni fragmenti duzine tri i vise
monosaharidnih jedinica, kojima se pridaje posebna paZnja zbog njihovih svojstava kao S§to su niska
kalori¢nost, nekancerogenost, a mogu delovati i kao prebiotici (Roberfroid 1997, Spiegel et al, 1994).
Raspored tacaka (mrlja) na slici odgovara onom koji su dali Dahech i saradnici: najviSe tacke od starta
(u poredenju sa monosaharidnim standardima) predstavljaju fruktozu, zatim oligosaharidni fragmenti
sa sve vecom molekulskom masom, polisaharidni lanci kra¢i od ispitivanog egzopolisaharida i na
samom startu levan (Dahech et al, 2012).

sah glu fru 2 4 6 8 10 12 14 16

Slika 4.13. Tankoslojna hromatografija parcijalno hidrolizovanog egzopolisaharida proizvedenog
pomocu Brachybacterium sp. CH-KOV3:
saharoza (sah), glukoza (glu), fruktoza (fru), 2 min (2), 4 min (4), 6 min (6), 8 min (8), 10 min (10), 12
min (12), 14 min (14), 16 min (16)
(Djuri¢ et al, 2017).

Dinamicka viskoznost ([u]25=1,1602 mPa x s, C=1,19/100mL, H,0) i kinemati¢ka viskoznost
([v]©=1,1581x10° m?s, C=1,1g/100mL, H,O) predstavljaju karakteristike proizvedenog
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egzopolisaharida pomocu Brachybacterium sp. CH-KOV3. U poredenju sa drugim mikrobnim
polisaharidima velike molekulske mase levan karakteriSe mala viskoznost §to ukazuje na kompaktan 1
sferni oblik ovog fruktana u rastvoru, a zahvaljuju¢i tome on se upotrebljava u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Jakob et al, 2013, Oner et al, 2016).

4.5.1. Odredivanje molekulske mase

Molekulska masa egzopolisaharida dobijenog pri fermentaciji zavisi od mikroorganizma
producenta i uslova, a najées¢e iznosi od 10* do 10" Da (Jakob et al, 2013, Young et al, 2021).
Egzopolisaharid proizveden upotrebom Brachybacterium sp. CH-KOV3 ima molekulsku masu veéu od
10° Da, odnosno izlazi iz opsega razdvanja na Sepharose CL-4B koloni. U radu Veerapandian i
saradnika su proizvedene dve vrste levana, niskomolekulski (3-9,5x10° Da) i visokomolekulski (2,6-
2,8x10° Da), a Goj gié-CVijovié i saradnici su izolovali tri levana razli¢itih molekulskih masa 5,13x10°,
5,82x10° i 7,24x10° Da (Gojgic-Cvijovic et al, 2019, Veerapandian et al, 2020).
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4.5.2. Infracrvena spektroskopija

FT-IR spektar egzopolisaharida je prikazan na slici 4.14. i sadrzi apsorpcione trake
karakteristiGne za ugljenohidratne strukture, u opsegu od 3500-807 cm™. Siroka traka od 3500-3000
cm™ odgovara valencionim vibracijama —OH grupa, a traka na 2946,8 cm™ poti¢e od valencionih
vibracija C-H. Signali na 1647,9 cm™ i u regionu 1500-1200 cm™ odgovaraju vezanim molekulima
vode i C-H deformacionim vibracijama. Trake izmedu 1127,4 i 1059,0 cm™ odgovaraju C-O-C i C-OH
valencionim vibracijama. Apsorpcija na 925,2 i 807,1 cm™ potige od valencionih vibracija furanoznog
prstena. Sve apsorpcione trake su identi¢ne signalima za levanski tip polisaharida (Kekez et al, 2015,
Kekez et al, 2016, Liu et al, 2010).
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Slika 4.14. FT-IR spektar EPS-a proizvedenog pomoc¢u Brachybacterium sp. CH-KOV3. Brojevima su
oznacene specifi¢ne trake: valencione vibracije —OH grupa (1), valencione vibracije C-H (2), vezana
voda (3), C-H deformacione vibracije (4), valencione vibracije C-O-C i C-OH (5), skeletne vibracije

furanoznog prstena (6)
(Djuri¢ et al, 2017).
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4.5.3. NMR spektroskopija

'H NMR spektar egzopolisaharida pokazuje tipiéna hemijska pomeranja za ugljenohidratne
protone u prstenu i prikazan je na slici 4.15. Nije zabelezen signal u regionu anomernog protona $to
ukazuje na odsustvo ili nisku zastupljenost glikozidnih protona. *H NMR spektar se sastoji iz sedam
glavnih protonskih signala izmedu 3,4 i 4,3 ppm koji poticu od B-fruktofuranoznih jedinica i koji
ukazuju da je egzopolisaharid levanskog tipa strukture. Sli¢na hemijska pomeranja izmedu 3,4 1 4,2 su
zabeleZena za levane proizvedene pomoc¢u rodova Bacillus i Leuconostoc (Bouallegue et al, 2020,
Taylan et al, 2019).
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Slika 4.15. *H NMR spektar egzopolisaharida proizvedenog pomoéu Brachybacterium sp. CH-KOV3
(Djuri¢ et al, 2017).
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3C NMR spektar egzopolisaharida (slika 4.16) sadrzi hemijska pomeranja u opsegu 62,6-107
ppm i pokazuje tipi¢na hemijska pomeranja za ugljenohidratne ugljenike u prstenu. Prisutno je Sest
signala: 106,9 ppm (C2), 82,98 ppm (C5), 78,99 ppm (C3), 77,89 ppm (C4), 66,08 ppm (C6) i 62,60
ppm (C1). *C NMR spektar egzopolisaharida ukazuje da je analizirani polisaharid fruktan levanskog
tipa, a hemijska pomeranja su vrlo slicna pomeranjima za levane ¢iji su producenti rodovi Bacillus,
Brachybacterium, Gluconobacter, Kozakia i Neoasaia (Bouallegue et al, 2020, Jakob et al, 2013,
Moussa et al, 2017).
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Slika 4.16. *C NMR spektar EPS-a proizvedenog pomocu Brachybacterium sp. CH-KOV3
(Djuri¢ et al, 2017).
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DEPT 135 analiza se koristi u odredivanju stepena hidrogenacije svakog ugljenika pri ¢emu CH
i CH3 signali imaju pozitivnu, a CH; negativnu amplitudu. DEPT spektar egzopolisaharida (slika 4.17.)
prikazuje intenzivne signale na 82,99, 79 i 77,9 koji poticu od CH protona na C-5, C-3 i C-4
ugljenicima i signale na 66,09 i 62,61 koji pripadaju CH, protonima na C-6 i C-1 ugljenicima. Dahech i
saradnici su dobili sli¢na hemijska pomeranja za levan proizveden pomoc¢u roda Bacillus (Dahech et al,
2013).
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Slika 4.17. DEPT 135 spektar egzopolisaharida koji proizvodi Brachybacterium sp. CH-KOV3.
U spektru su obelezeni C atomi za koje su vezani CH, CHz (pozitivna amplituda) i CH; (negativna
amplituda) protoni
(Djuri¢ et al, 2017).
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2D H-H COSY NMR tehnika prikazuje korelacije izmedu vodonika u strukturi, a snimljeni
spektar egzopolisaharida je prikazan na slici 4.18. Spektar sadrzi sledece korelacije: H6a/H6b
(3,88/3,54), H5/H6b (3,94/3,53), H4/H5 (4,09/3,94) i H3/H4 (4,17/4,08), a iste su istaknute i u
prethodno publikovanim studijama levana. Dahech i saradnici su u snimljenom spektru
egzopolisaharida proizvedenog pomoc¢u B. licheniformis apostrofirali H5/H6, H4/H5 i H3/H4
korelacije, a Gojgic-Cvijovi¢ i saradnici su za levan poreklom iz B. licheniformis NS032 opisali
sledece interakcije: H1/H1' (3,76/3,66), H6/H6' (3,88/3,54), H5/H6' (3,94/3,54), H5/H6 (3,94/3,88),
H4/H5 (4,08/3,94) i H3/H4 (4,18/4,08) (Dahech et al, 2013, Gojgic-Cvijovic et al, 2019).
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Slika 4.18. Homonuklearni 2 D (COSY) spektar egzopolisaharida proizvedenog pomocu
Brachybacterium sp. CH-KOV3
(Djuri¢ et al, 2017).
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2D hetero korelacioni spektar HSQC ukazuje na direktne korelacije izmedu skeletnih protona i
ugljenika saharidnih jedinica iz kojih se sastoji polisaharid. Identifikovane tacke u spektru
egzopolisaharida proizvedenog pomocu bakterije CH-KOV3 (slika 4.19.) prikazuju korelacije na:
3,94/82,98 (H5 i C5), 3,89, 3,55/66,08 (H6a, H6b/C6), 3,76, 3,66/62,6 (Hla, H1b/C1), 4,17/78,99
(H3/C3) 1 4,09/77,89 (H4/C4). Odsustvo interakcija izmedu C2 i bilo kog vodonika potvrduje
kvaternarni anomerni karakter ovog ugljenika, a dobijene vrednosti i korelacije su u skladu sa
prethodno publikovanim vrednostima za levanski tip fruktana proizvedenog pomocu dve razlicite
bakterije roda Bacillus (Gojgic-Cvijovic et al, 2019, Matulova et al, 2011).
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Slika 4.19. Heteronuklearni 2D (HSQC) spektar EPS-a

proizvedenog pomoc¢u Brachybacterium sp. CH-KOV3
(Djuri¢ et al, 2017).
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4.5.4. Gasno-masena analiza metilacionih proizvoda

Egzopolisaharid je permetilovan i podvrgnut reduktivnom “cepanju” i acetilaciji monomernih
jedinica koje su dalje analizirane upotrebom GC-MS tehnike. Na hromatogramu (slika 4.20.) se
uocavaju tri grupe pikova identifikovane na osnovu njihovih retencionih vremena i obrazaca
fragmentacije (Rolf, Gray 1984, Simms et al, 1990). Obrasci fragmentacije dva dominanta pika (3 i 4)
na retencionim vremenima 18,3 i 18,5 min odgovaraju 6-O-acetil-2,5-anhidro-1,3,4-tri-O-metil-D-
manitolu i 6-O-acetil-2,5-anhidro-1,3,4-tri-O-metil-D-glucitolu, redom i predstavljaju (2,6) vezane
fruktofuranozne jedinice. Zbir povrSina ova dva pika iznosi 77,5% 1 odgovara glavnom lancu
egzopolisaharida. Dva pika eluirana na 16,2 i 16,4 min (pikovi 1 i 2) su identifikovani kao 2,5-anhidro-
1,3,4,6-tetra-O-metil-D-manitol 1 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, redom i odgovaraju
neredukujué¢im terminalnim jedinicama glikanskih molekula. Fruktozni ostaci koji ukazuju na tacke
grananja polisaharidnog lanca - (2,1) grananje odgovaraju pikovima na retencionim vremenima 20,2 i
20,5 min, koji su identifikovani fragmentogramima (pikovi 5 i 6) kao 1,6-di-O-acetil-2,5-anhidro-3,4-
di-O-metil-D-manitol i 1,6-di-O-acetil-2,5-anhidro-3,4-di-O-metil-D-glucitol, redom. Sumarna povrsina
pikova koji odgovaraju neredukujué¢im terminalnim jedinicama iznosi 11,2%, a pikova koji ukazuju na
tacke grananja 11,3%. Odnos skoro 1:1 ukazuje da je na svakoj tacki grananja dodata jedna
neredukujuca fruktofuranozna jedinica.

Rezultati GC-MS analize ukazuju da je glavni lanac saCinjen od fruktofuranoznih jedinica
vezanih (2,6) vezama. Prisustvo male koli¢ine di-O-metil-fruktoze (oko 11%) ukazuje na umereno
ra¢vanje egzopolisaharida. Glavni lanac je supstituisan na poziciji O-1 jednom D-fruktofuranozom (oko
11%).

Maseni spektri parcijalno metilovanih anidroalditol acetata su prikazani na slici 4.21.
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Slika 4.20. Gasni hromatogram parcijalno metilovanih anhidroalditol acetata egzopolisaharida. Pikovi
su identifikovani kao: 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-manitol (1), 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-O-
metil-D-glucitol (2), 6-O-acetil-2,5-anhidro-1,3,4-tri-O-metil-D-manitol (3), 6-O-acetil-2,5-anhidro-
1,3,4-tri-O-metil-D-glucitol (4), 1,6-di-O-acetil-2,5-anhidro-3,4-di-O-metil-D-manitol (5), 1,6-di-O-

acetil-2,5-anhidro-3,4-di-O-metil-D-glucitol (6)
(Djuri¢ et al, 2017).
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Slika 4.21. Maseni spektri parcijalno metilovanih anhidroalditol acetata: A) 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-
O-metil-D-manitol, B) 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, C) 6-O-acetil-2,5-anhidro-1,3,4-tri-
O-metil-D-manitol, D) 6-O-acetil-2,5-anhidro-1,3,4-tri-O-metil-D-glucitol, E) 1,6-di-O-acetil-2,5-
anhidro-3,4-di-O-metil-D-manitol, F) 1,6-di-O-acetil-2,5-anhidro-3,4-di-O-metil-D-glucitol
(Djuric¢ et al, 2017).
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5. ZAKLJUCCI
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U okviru ove doktorske teze ispitivana je primena mikroorganizama izolovanih iz Zivotne
sredine zagadene naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte za bioremedijaciju i proizvodnju
egzopolisaharida.

U delu istrazivanja koji se odnosio na bioremedijaciju izvedene su dve studije. U prvoj studiji je
izolovan konzorcijum mikroorganizama koji imaju sposobnost razgradnje naftnih ugljovodonika,
nakon Cega je ispitivan njegov biodegradacioni potencijal na uzorku sedimenta iz isplacne jame.

Izvedeni su sledeci zakljuccei:

e Konzorcijum mikroorganizama degradera ugljovodonika je izolovan iz uzoraka prikupljenih iz
isplacne jame viSestrukim presejavanjem na mineralnoj podlozi koja je kao izvor ugljenika
sadrzala dizel D2, a zatim na UG agaru. Biomasa konzorcijuma je umnozena do finalne
zapremine od 1000 L, nakon ¢ega su mikroorganizmi upotrebljeni u postupku bioremedijacije.

e Hemijskom karakterizacijom bioremedijacionog supstrata dobijenog meSanjem zemljiSta sa
ruba isplacne jame 1 rastresitog sedimenta, utvrdeno je prisustvo naftnih ugljovodonika u
koli¢ini od 32,2 g/kg. Ovaj supstrat je upotrebljen u bioremedijacionoj studiji koja je trajala 180
dana i u kojoj je ispitivana sposobnost konzorcijuma mikroorganizama degradera
ugljovodonika izolovanih sa lokaliteta isplacne jame za degradaciju naftnih zagadujucih
supstanci.

e Bioremedijacioni supstrat je nakon inokulacije metagenomski analiziran i utvrdeno je prisustvo
slede¢ih rodova: Gordonia, Bacteroides, Candidatus Macondimonas, Brucella, Parvibaculum,
Mycobacterium, Proteiniphilum, Parachlamydia, Corynebacterium, Termomicrobium,
Pseudomonas, Rhodoplanes, Virgibacillus, Ochrobactrum, Camelimonas, Paracoccus i
Clostridium. Rod Gordonia pripada klasi Actinobacteria koje su u literaturi prepoznate kao
degraderi ugljovodonika. Prednost metagenomske analize se ogleda u tome §to se pored
mikroorganizama koji rastu na Petri Soljama mogu identifikovati i nekulturabilni
mikroorganizmi, ¢ime se dobija kompletna informacija o sastavu mikrobne zajednice.

e Nakon primene izolovanog konzorcijuma mikroorganizama u studiji degradacije naftnih
ugljovodonika u bioremedijacionom supstratu je degradovano 45,6% (60. dan), 74,2% (120.
dan) 1 95,3% (180. dan) ukupne koli¢ine TPH.

e Na kraju procesa bioremedijacije supstrat je hemijski analiziran i okarakterisan kao slabo-
alkalni, jako-karbonatni i slabo-humozni u poredenju sa standardima koji se odnose na
klasifikaciju zemljista. Odredeno je da je bioremedijacioni supstrat bogat u ukupnom azotu, sa
visokim i vrlo visokim sadrzajem lako dostupnog fosfora odnosno kalijuma. Analiza pokazuje
da dobijene vrednosti sadrZzaja mikroelemenata i teSkih metala ne prelaze koli¢ine dozvoljene za
poljoprivredno zemljiste u Srbiji. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze se zakljuciti
da je supstrat na kraju bioremedijacije nezagaden, odnosno da je bioremedijacioni postupak
izveden sa visokim procentom uspesnosti.
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U drugoj bioremedijacionoj studiji, prouc¢avana je efikasnost ex situ postupka bioremedijacije

kontaminiranog zemljiSta. Pored pracenja stepena mikrobioloske razgradnje naftnih zagadujuéih
supstanci, odredivan je i njegov grupni sastav, kao i promene u koli¢ini frakcija tokom studije. Tokom
postupka bioremedijacije ispitivano je i paralelno odvijanje procesa humifikacije, odredivana je
kolicina nastalih huminskih kiselina i promene u njihovoj strukturi.

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti:

U ex situ postupku bioremedijacije zemljiSta, konzorcijum mikroorganizama degradera
ugljovodonika izolovanih sa mesta zagadenja, je degradovao 86,6% ukupne koli¢ine TPH za
150 dana.

Analizom grupnog sastava uzoraka uzetih sa halde tokom ex situ postupka bioremedijacije,
utvrdeno je da je koncentracija alifati¢nih ugljovodonika smanjena sa 8,39 na 2,91 g/kg s.s., a

aromaticnih ugljovodonika sa 8,57 na 4,39 g/kg s.s. Frakcija alkohola i ketona se smanjila za
65% (sa 8,84 na 3,09 g/kg s.s.).

Paralelno sa ex situ postupkom bioremedijacije pracen je proces humifikacije u kontaminiranom
zemljiStu. Procenat huminskih kiselina se na kontaminiranoj haldi povecao za 26,5%.

Strukturnom analizom (elementarna analiza, E4/E6 odnos, IR spektroskopija) izolovanih
huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije utvrden je povecan sadrzaj aromati¢nih
struktura 1 kiseoni¢nih funkcionalnih grupa. Zagaden ekosistem koji je tretiran
bioremedijacijom, nakon bioremedijacionog postupka moze ponovo postati staniSte brojnim
mikroorganizmima i biljkama, jer veca koli¢ina huminskih kiselina bogatih aromati¢nim i
kiseoni¢nim funkcionalnim grupama pozitivno uti¢e na mikrobni rast i njithov metabolizam,
indukuje sintezu enzima, a zahvaljujuci svojoj strukturi, huminske kiseline predstavljaju i
redoks aktivna jedinjenja.

U delu istrazivanja sposobnosti mikroorganizma izolovanog iz zagadene zivotne sredine

oznac¢enog kao CH-KOV3 za proizvodnju egzopolisaharida, bakterija je molekularno identifikovana
kao vrsta roda Brachybacterium i sekvenca 16s rRNK zavedena u NCBI bazu podataka pod pristupnim
brojem KC881303.1. Izolovani mikroorganizam je okarakterisan fenotipski i genotipski, a nakon ¢ega
je optimizovana proizvodnja egzopolisaharida gajenjem mikroorganizma na saharoznim podlogama.
Dobijeni egzopolisaharid je detaljno strukturno okarakterisan.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

Izolovana bakterija poseduje brojne enzime kao §to su a- i P-glukozidaza, N-acetil-B-
glukozaminidaza, a- i fB-galaktozidaza, B-glukuronidaza, pirazin-amidaza, alkalna fosfataza,
esteraza-lipaza, lipaza, leucin-arilamidaza, valin-arilamidaza, naftol-AS-BI-fosfohidrolaza.
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Upotrebom 2D GCxGC-MS tehnike je odredivan masnokiselinski profil ukupnih lipida
izolovane bakterije, od kojih su dominantno prisutni bili ai-C15, i-C15, ai-C17, i-C17, i-C16, n-
C16, n-C18 i C18:2 metil-estri masnih kiselina.

Upotrebom MALDI-TOF MS tehnike je dobijen proteinski profil izolata CH-KOV3 koji
predstavlja jedinstven ”otisak prsta” i do danas je jedini publikovani spektar roda
Brachybacterium.

Optimalna temperatura za produkciju polisaharida je 28 °C.

pH vrednost je uticala na proizvodnju egzopolisaharida, a pri pH vrednosti 7 su dobijeni
maksimalni prinosi proizvoda u svim intervalima uzorkovanja (24, 72 i 120 h).

Najvisi prinos egzopolisaharida je dobijen u podlogama sa pocetnom koncentracijom saharoze
500 g/L (45,2 g/L levana).

Elementarna mikroanaliza izolovanog egzopolisaharida i njene vrednosti su pokazale da je
polisaharid neutralan, pre¢is§¢en od proteina i nukleinskih kiselina (C:H:O / 39,04:6,74:54,22).

Na osnovu totalne hidrolize egzopolisaharida pomocu trifluorsiréetne kiseline i odredene
negativne vrednosti specifi¢ne opticke rotacije ([a]*=—38,5°, C=1,1 g/100 mL, H,0) je
zakljuéeno da je izolovani polisaharid fruktanskog tipa.

Parcijalnom hidrolizom egzopolisaharida proizvedenog pomocu Brachybacterium sp. CH-
KOV3 oksalnom kiselinom (0,125%) su nastali fruktooligosaharidni fragmenti duzine tri 1 vise
monosaharidnih jedinica. Proizvodima nastalim ovom reakcijom se pridaje posebna paznja
zbog njihovih karakteristika kao $to su niska kalori¢nost 1 nekancerogenost, a mogu delovati 1
kao prebiotici.

Za izolovani egzopolisaharid odredivana je dinamicka odnosno kinematicka viskoznost, a
njihove vrednosti su iznosile [u]*°=1,1602 mPa x s i [v]*>=1,1581x10° m?s, C=1,1 g/100 mL,
H20. Ovakve vrednosti ukazuju na sferican i kompaktni oblik polisaharida u rastvoru.

Izolovani egzopolisaharid ima molekulsku masu veéu od 10° Da, $to odgovara masi visoko-
molekulskih levana.

FT-IR spektar izolovanog egzopolisaharida sadrzi apsorpcione trake karakteristicne za
ugljenohidratne strukture.

Dobijeni 1D NMR 1 2D NMR (DEPT135, COSY 1 HSQC) spektroskopski podaci su identi¢ni
podacima u literaturi za levanski tip polisaharida. "H NMR spektar se sastoji iz sedam glavnih
{Jrotonskih signala koji poticu od B-fruktofuranoznih jedinica, a dobijena hemijska pomeranja u
%C NMR spektru su vrlo slina pomeranjima za levane &ji su producenti rodovi Bacillus,
Brachybacterium, Gluconobacter, Kozakia i Neoasai. DEPT spektar egzopolisaharida prikazuje
intenzivne signale koji poticu od CH protona na C-5, C-3 i C-4 ugljenicima i signale koji
pripadaju CH, protonima na C-6 i C-1 ugljenicima. 2D H-H COSY NMR snimljeni spektar
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egzopolisaharida je sadrzao sledece korelacije: H6a/H6b, H5/H6b, H4/HS 1 H3/H4, a iste su
istaknute i u prethodno publikovanim studijama levana. U 2D hetero korelacionom spektru
HSQC identifikovane su tacke koje prikazuju korelacije H5 i C5; H6a i H6b/C6; Hla i H1b/C1;
H3/C3 kao i H4/CA4.

Rezultati metilacione analize ukazuju da je glavni lanac egzopolisaharida sacinjen od
fruktofuranoznih jedinica vezanih (2,6) vezama. Prisustvo male koli¢ine di-O-metil-fruktoze
(oko 11%) ukazuje na umereno racvanje egzopolisaharida. Glavni lanac polimera je
supstituisan na poziciji O-1 jednom D-fruktofuranozom (oko 11%).
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o6pasay usjage 0 aymopcmay

H3jaBa o ayTOpCTBY

HMe v npesume ayTopa Anekcanapa XepahaHus
Bpoj unaekca A602/2014

H3sjaB/pyjemM

Jla je JOKTOpCKa AucepTalyja N0/ HacJI0BOM

® pe3yJITaT CONICTBEHOT UCTPAXKHUBAYKOr paja;

e 1d ,cmcep'rauldja y LeJIMHHU HU Y A€JI0BHUMa HPIje ouna npejJjokKeHa 3a CTUllathe ApyTe
AUIJIOME NMTpeMa CTy,Z[PIj CKHM I[IporpaMuMa Apyrux BUCOKOIKOJICKHX YCTaHOBaA,;

e 1a Cy pe3yJTaTH KOPEeKTHO HaBeAEHHU U

e Jla HYCaM KpIIKO//1a ayTOPCKa IpaBa i KOPUCTHO/JIa MHTEJIEKTya/IHy CBOjUHY APYTHX JIMLIA.

IToTnikuc ayTopa

Y Beorpaay, A2.06. 2032 .




06pasay usjase 0 UCMO8EMHOCMU WMAMNAHE U €1eKMPOHCKe 8ep3uje 00Kmopckoz pada

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Mje JOKTOPCKOr paja

HWmMe u npe3ume ayTopa AJekcanapa Mepahanun
Bpoj ungexca JB02/2014

Cryaujcku mporpam buoxemuja

WsjaB/byjeM Ja je mTamMnaHa Bepsdja MOT ZOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEep3UjH
KOjy caM mpejao//na paay noxpambuBarma y JJUrHTaJTHOM PEN03UTOPUjyMy YHHBEpP3UTETa y
Beorpapny.

Jlo3Bo/baBaM fia ce oGjaBe MOjU JMYHM MOJALM Be3aHW 3a AoOHjarbe aKaJeMCKOr HasWBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Ipe3uMe, FOJUHA U MecTo pohera U laTyM oj6paHe paja.
OBM JINYHH NOJALM MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHHUILAMa JMruTaliHe 6ubinHoTeKe, y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJIOry U y Iy6/1uKanujaMa YHUBep3uTeTa y beorpaay.

Ilornuc ayTopa

)

Y Beorpaay, 2 .0f 0.0,




o6pasay uzjase o kopuwhery
Usjasa o kopumhemwy
Osnamhyjem YHuBep3uTeTcKy O6ubauoreky ,CBeTo3ap Mapkosuh“ pa y /lurutajaHu

penosuTopujyM YHUBep3uTeTa y bBeorpagy yHece MOjy JOKTODPCKY JucepTanyjy 110.1

HaCJIOBOM:

Koja je Moje ayTOPCKO JeJio.
JlucepTauujy ca CBMM TpH/IO3MMA NpeAac/na caM y eJeKTPOHCKOM $OopMaTy MOroAHOM 3a
TpajHO apXHUBHparbe.
Mojy AOKTOPCKY JUcepTalHjy MoxpamweHy y JUraraisoM peno3uTopujyMy YHHBEP3UTETa y
Beorpa/y u JOCTYIHY y OTBOPEHOM IpPHCTYIY MOTY /ja KOPUCTE CBH KOjH HoIITYjy ofpenbe
cafipaHe y ogaGpanom tumy aunente Kpearuste sajenuune (Creative Commons) 3a Kojy caM
ce ofIy4ro/na.
1. Aytopcteo (CC BY)
2. Aytopcrso - HexomepuujanHo (CC BY-NC)

BO - M i - BY-NC-
4, AyTOPCTBO — HEKOMePLMjaJIHO — JAEJUTH M0/, UCTHM YCJI0OBHMa (CC BY-NC-SA)
5. AyTopcTso - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTOpCTBO - ZIENIUTH TOA HeTuM yeaosuma (CC BY-SA)
(MoJIMMO /ia 3a0KPYKUTe CaMo jeHY O IeCT NOHYheHUX JINLeHIIH.

KpaTak onuc JIMUEHLH je CacTaBHU Jle0 OB€ U3jaBe).

IMoTnyc ayTopa

Y Beorpagy, _ 22 06. 2022,




1. AyTopcTBO. /l03BO/baBaTe yYMHOXaBake, AUCTPUOYLHUjY M jaBHO CaolllTaBambe JeJa, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauyuH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WJM JaBaola
JIULIEHIIE, YaK U Y KoMepIHjaniHe cBpxe. OBO je HajcJI060AHH]jA Of CBUX JIUL[EHIH.

2. AyTopcTBO - HeKOMepuMja/IHO. /[03Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYILMjy W jaBHO
caomllTaBake Jiesla, U Mpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HayuH ofpebeH of cTpaHe
ayTopa Wiy JjaBaola JuieHue. OBa JiMlieHLa He [J03B0/baBa KOMepLUjalHy yIoTpeby Jea.

3. AyTOpCTBO - HeKOMepuMjaJjHO - 6Ge3 mpepaga. /Jlo3Bos/baBaTe yMHOXaBambe,
JUCTpUOYILMjy U jaBHO CaollITaBamwe Jiesa, 6e3 NpoMeHa, IpeobJMKOBaba UM ynoTpebe Jesna
y CBOM /JieJly, aKO Ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauMuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM AaBaola
quneHne. OBa MLieHLA He 03B0/baBa KOMepLUja/IHy yIIOTpeOy AeJa. Y 0HOCY Ha CBe ocTajle
JIMIIeHIle, 0BOM JIMIIEHIIOM Ce orpaHrW4yaBa Hajsehu o61M npaBa Kopuilhemwa jesa.

4., AyTOpCTBO - HEKOMepLMja/JJHO - JeJUTH MO0J HCTUM ycjaoBuMa. Jlo3Bo/baBaTe
YMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caolllTaBame Jiesa, U Npepajie, ako ce HaBeJe UMe
ayTopa Ha HayuH ojpeheH oJ cTpaHe ayTopa WJHM JaBaolla JIMLEHIle U aKo ce Ipepaja
JUCTpUOyUpa IMOJ HCTOM MWJMU CJAUYHOM JidleHUoM. OBa JiMIeHIla He [i03BOJbaBa
KOMepLHjaJHy ynoTpe0y Aiesa U npepaja.

5. AytopctBOo - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, JUCTPUOYIMjYy U jaBHO
caonuiTaBame Jiesa, 6e3 NpoMeHa, NPeobJIMKOBawka WK yrnoTpebe Jiesia y CBOM /Jiesy, ako ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha HayKH oJijpeheH o/ cTpaHe ayTopa UM AaBaona auleHle. OBa 1uLeHa
Jl03B0JbaBa KOMepIiMjajHy yIoTpeby Jea.

6. AyTOpCTBO - AeJIUTH NOJ UCTUM yCJ0BUMaA. /[03BO/baBaTe yMHOXaBawe, JUCTPUOYLHjY U
jaBHO caomIlTaBamwe JieJ1a, U Ipepaze, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe
ayTopa WJM JaBaolla JIMIEHLle U aKo ce Mpepajia AUCTPUOyHUpa MOJ, UCTOM HJIU CIUYHOM

suneHnoM. OBa JiMileHIa J03Bo/baBa KOMePIIHjaJHy yIIOTpeoy aesa
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