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Biohemijska karakterizacija bakterija izolovanih iz naftom zagađenih lokaliteta i njihova 

primena za bioremedijaciju i proizvodnju egzopolisaharida 

 

 

SAŽETAK 

Nafta i rafinisani proizvodi prerade nafte prilikom eksploatacije, transporta, skladištenja i 

akcidentalnih izlivanja zagađuju životnu sredinu i ispoljavaju toksične efekte po živi svet u njoj 

uključujući i čoveka. S druge strane, naftom zagađena životna sredina predstavlja lokalitet u kome žive 

brojni mikroorganizmi koji imaju sposobnost degradacije različitih zagađujućih supstanci. Cilj ove 

disertacije je bio ispitivanje primena različitih mikroorganizama izolovanih iz lokaliteta zagađenih 

naftom, za dva procesa, bioremedijaciju i proizvodnju egzopolisaharida. 

Istraživanja 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 što su isplačne jame. Isplačne jame predstavljaju 

zemljane rezervoare u koje se odlaže otpad, nastao tokom ekspoloatacije nafte i zemnog gasa. Na 

početku procesa napravljen je bioremedijacioni supstrat dobijen mešanjem zemljišta sa ruba isplačne 

jame i rastresitog sedimenta bogatog naftnim ugljovodonicima. U bioremedijacioni supstrat je dodat 

izolovan konzorcijum mikroorganizama. Pokazano je da nakon 180 dana konzorcijum sa visokom 

efikasnošću razgrađuje naftne ugljovodonike i smanjuje njihovu koncentraciju za 95,3%. Ovako visok 

procenat razgradnje ukazuje da je u konzorcijumu koji je korišćen u postupku bioremedijacije prisutna 

velika količina raznovrsnih mikroorganizama što je metagenomskom analizom i potvrđeno. 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, što 

pored mikroorganizama koji se mogu gajiti u laboratoriji, uspešno identifikuje i nekulturabilne 

autohtone mikroorganizme prisutne u uzorku. 

 U drugom delu istraživanja proučavana je efikasnost ex situ postupka bioremedijacije 

kontaminiranog zemljišta, pored praćenja stepena mikrobiološke razgradnje naftnog polutanta, određen 

je i njegov grupni sastav, kao i promene u količini frakcija tokom studije. Dodatni kvalitet ovog 

istraživanja je i ispitivanje nastanka huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije. Tokom 

postupka, količina naftnih ugljovodonika je smanjena u visokom procentu, za 86,6% u odnosu na 

početnu vrednost. Analizom uzoraka tokom bioremedijacije je utvrđeno da se sa procesom 

biodegradacije paralelno odvija i humifikacija. Pokazano je da je nakon 150 dana postupka 

bioremedijacije količina huminskih kiselina porasla za 26,5%, pri čemu su nastale huminske kiseline 

bile bogatije aromatičnim strukturama i kiseoničnim funkcionalnim grupama. Ovako obogaćeno 

zemljište, ranije zagađen ekosistem koji je tretiran bioremedijacijom, ponovo omogućava život 

mikroorganizmima i biljkama, jer huminske kiseline u njemu pozitivno utiču na mikrobni rast i njihov 

metabolizam, indukuju sintezu enzima i predstavljaju redoks aktivna jedinjenja. 

U disertaciji je izolovan i ispitivan mikroorganizam prisutan u sredini zagađenoj naftnim 

ugljovodonicima, koji ima sposobnost produkcije egzopolisaharida. Mikroorganizam CH-KOV3, 

izolovan iz kanala otpadnih voda Pančevo, u preliminarnim laboratorijskim testovima je pokazao 

potencijal za sintezu egzopolisaharida. Izolovana 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 utvrđeno da pripada grupi nepokretnih 

bakterija koje ne proizvode spore, a rastu u prisustvu kiseonika. Ovoj Gram-pozitivnoj bakteriji je 



 

 

pomoću 2D GCxGC-MS tehnike određen 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 pomoću MALDI-TOF MS tehnike, a rezultat je značajan jer dobijen 

proteinski profil predstavlja jedinstven ˮotisak prstaˮ i do danas je jedini publikovan spektar roda 

Brachybacterium.  

Tokom studija produkcije polisaharida upotrebom izolovane bakterije Brachybacterium sp. CH-

KOV3 je utvrđeno da ona proizvodi najveću količinu 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, 

što je čak 5 puta veća količina u poređenju sa ranije publikovanim rezultatima za rod Brachybacterium. 

Detaljna strukturna analiza polisaharida pokazala je da je proizvedeni egzopolisaharid fruktanskog tipa, 

relativno visoke molekulske mase sa β(2,6) glikozidnom vezom u osnovnom nizu i grananjem u 

položaju β(2,1), što odgovara egzopolisaharidu levanu. 
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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 Pančevo 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 β(2,6) glycosidic bonds in the main chain and 

branching in the β(2,1) position, which corresponds to the exopolysaccharide levan. 
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SPISAK SKRAĆENICA I SIMBOLA 

 

ATP – adenozin-trifosfat 

BRS - bioremedijacioni supstrat 

BTEX - benzen, toluen, etilbenzen, ksilen 

c-di-GMP - ciklični guanozin-monofosfat  

2D – dvodimenzionalne tehnike  

2D GC×GC–MS - sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija sa masenom 

spektrometrijom 

Da – dalton 

DSC - diferencijalna skenirajuća 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- anjonoizmenjivačka hromatografija visokih performansi  

ICP-OES – optička emisiona spektroskopija sa induktivno spregnutom plazmom 

KOV – kanal otpadnih voda Pančevo 

KP- kvasci i plesni 

KU0 - kompozitni uzorak na početku bioremedijacije 

KU60 - 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 početku 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 tečna faza ugljovodonika lakših od vode 

LPG - tečni 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 tečna faza 

NDP – nukleozid difosfatni šećeri 



 

 

NIS - Naftna industrija Srbije 

NMR - nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija 

NSO - jedinjenja koja sadrže azot, sumpor ili kiseonik 

OPX - spoljnomembranski polisaharid eksportni protein 

PAD - pulsni amperometrijski detektor  

PAH - policiklični aromatični ugljovodonici 

PC – planarna hromatografija 

PCB - polihlorovani bifenili 

PCP - polisaharid ko-polimeraza 

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

PTS - fosfotransferazni sistem 

RNU - mikroorganizmi koji razgrađuju naftne ugljovodonike 

RVK – retencioni vodni kapacitet 

SEC – ekskluziona hromatografija 

SEM - skenirajuća elektronska mikroskopija 

s.s. – suva supstanca 

TCD – detektor termalne provodljivosti 

TDP – timidin-difosfat 

TFA - trifluorsirćetna kiselina 

TG – termogravimetrijska analiza 

TPH - ukupni naftni ugljovodonici 

TPR - tetratrikopeptid ponavljajući protein 

TSP - trimetilsilil-propionat 

UDP – uridin-difosfat 

UHPLC-UV-ESI-MS - tečna hromatografija ultra visokih performansi sa ultraljubičastim detektorom, 

elektron sprej jonizacijom i jonskim masenim spektrometrom 

US EPA - Američka agencija za zaštitu životne sredine 

UV-VIS - ultravioletna-vidljiva spektrofotometrija 

VOC – isparljiva organska jedinjenja  

Wzx - Wzx-flipaza 

Wzy – Wzy-polimeraza 

XRD - difrakcija X zracima 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SADRŽAJ 

1. UVOD ......................................................................................................................................... 1 

2. PREGLED LITERATURE ............................................................................................................ 4 

2.1. Bioremedijacija – mikrobiološka metoda za remedijaciju lokaliteta zagađenih naftom i rafinisanim 

proizvodima prerade nafte .............................................................................................................................................. 5 

2.1.1. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte ........................................................................................................... 5 

2.1.2. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte kao kontaminanti životne sredine ........................................................ 5 

2.1.3. Bioremedijacija i faktori koji utiču na proces bioremedijacije ............................................................................... 6 

2.1.3.1. Kiseonik ...................................................................................................................................................... 6 

2.1.3.2. Vlažnost ...................................................................................................................................................... 7 

2.1.3.3. Temperatura................................................................................................................................................. 7 

2.1.3.4. pH vrednost ................................................................................................................................................. 7 

2.1.3.5. Hranljive supstance ...................................................................................................................................... 7 

2.1.3.6. Salinitet i osmotski pritisak .......................................................................................................................... 8 

2.1.3.7. Osobine zemljišta ......................................................................................................................................... 8 

2.1.3.8. Biodostupnost .............................................................................................................................................. 8 

2.1.3.9. Kvalitet i sastav konzorcijuma ...................................................................................................................... 9 

2.1.4. Bioremedijacioni procesi ..................................................................................................................................... 9 

2.1.4.1. Prirodno smanjenje ...................................................................................................................................... 9 

2.1.4.2. Tehnologije bioprovetravanja, produvavanja i biousisavanja ........................................................................10 

2.1.4.3. Površinska obrada zemljišta i halde .............................................................................................................11 

2.1.4.4. Kompostiranje ............................................................................................................................................13 

2.1.4.5. Bioremedijacioni procesi u bioreaktorima ....................................................................................................13 

2.1.4.6. Odabir najadekvatnijeg bioremedijacionog tretmana ....................................................................................13 

2.1.5. Mikroorganizmi i putanje razgradnje naftnih ugljovodonika ................................................................................14 

2.1.5.1. Putanje razgradnje n-alkana .........................................................................................................................17 

2.1.5.2. Putanja razgradnje cikličnih ugljovodonika..................................................................................................18 

2.1.5.3. Putanja razgradnje alkina ............................................................................................................................18 

2.1.5.4. Putanje razgradnje aromatičnih ugljovodonika .............................................................................................19 

2.1.6. Prednosti bioremedijacije ...................................................................................................................................20 

2.2. Tehnike za karakterizaciju pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i određivanje mikrobne 

aktivnosti ........................................................................................................................................................................21 

2.2.1. Statički pristupi u karakterizaciji pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i određivanju 

mikrobne aktivnosti .....................................................................................................................................................21 

2.2.1.1. Određivanje broja (vijabilnih) ćelija ............................................................................................................21 

2.2.1.2. Određivanje broja mikroorganizama direktnim brojanjem ............................................................................21 

2.2.1.3. Analiza dela mikrobnih zajednica ................................................................................................................22 

2.2.1.4. Analiza celokupne mikrobne zajednice ........................................................................................................28 

2.2.2. Dinamički pristupi u karakterizaciji pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i određivanju 

mikrobne aktivnosti .....................................................................................................................................................31 

2.2.2.1. Mikrobno ćelijsko disanje i brzina rasta mikroorganizama ...........................................................................31 

2.2.3. Odnosi između tradicionalnih i modernih tehnika za karakterizaciju pojedinačnih mikroorganizama, 

mikrobnih zajednica i određivanje mikrobne aktivnosti.................................................................................................31 



2.3. Egzopolisaharidi proizvedeni pomoću mikroorganizama izolovanih iz zagađene životne sredine.................. .......32 

2.3.1. Sinteza egzopolisaharida.....................................................................................................................................33 

2.3.2. Levan .................................................................................................................................................................35 

2.3.2.1. Biosinteza levana pomoću mikroorganizama ...............................................................................................36 

2.3.2.2. Primena levana ...........................................................................................................................................37 

2.3.3. Tehnike za ispitivanje sposobnosti mikroorganizama za produkciju egzopolisaharida....................... ........... .........37 

2.3.4. Tehnike za karakterizaciju čistih egzopolisaharida ..............................................................................................39 

3. MATERIJAL I METODE ........................................................................................................... 41 

3.1. Metode korišćene za analizu zemljišta i sedimenta kao supstrata za remedijaciju ................................................42 

3.1.1. Analitičke metode ..............................................................................................................................................42 

3.1.1.1. Određivanje procenta higroskopne vlage .....................................................................................................42 

3.1.1.2. Potenciometrijsko određivanje pH vrednosti ................................................................................................42 

3.1.1.3. Određivanje sadržaja pepela ........................................................................................................................42 

3.1.1.4. Određivanje sadržaja karbonata ...................................................................................................................42 

3.1.1.5. Retencioni vodeni kapacitet .........................................................................................................................42 

3.1.1.6. Dostupni kalijum i fosfor ............................................................................................................................42 

3.1.1.7. Određivanje grupnog sastava .......................................................................................................................42 

3.1.1.8. Određivanje sadržaja huminskih kiselina .....................................................................................................43 

3.1.2. Mikrobiološke metode ........................................................................................................................................44 

3.1.2.1. Podloga za određivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i fakultativno anaerobnih 

bakterija ..................................................................................................................................................................44 

3.1.2.2. Podloga za određivanje broja kvasaca i plesni ..............................................................................................44 

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

D2...........................................................................................................................................................................44 

3.1.2.4. Pomoćni mikrobiološki rastvori ...................................................................................................................44 

3.1.2.5. Određivanje broja mikroorganizama ............................................................................................................45 

3.1.2.6. Izolovanje konzorcijuma zimogenih mikroorganizama i priprema biomase ..................................................45 

3.1.2.7. Metagenomska analiza ................................................................................................................................46 

3.1.3. Strukturno-instrumentalne tehnike korišćene za karakterizaciju bioremedijacionog supstrata i huminskih 

kiselina ........................................................................................................................................................................47 

3.1.3.1. Elementarna organska mikroanaliza ............................................................................................................47 

3.1.3.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom ..........................................................................47 

3.1.3.3. Spektrofotometrijska analiza za određivanje E4/E6 odnosa ..........................................................................47 

3.1.3.4. Određivanje sadržaja ukupnih naftnih ugljovodonika gasnom hromatografijom............................................47 

3.1.3.5. Određivanje sadržaja mikroelemenata i teških metala ..................................................................................47 

3.2. Metode korišćene za karakterizaciju ispitivane bakterije CH-KOV3 ....................................................................48 

3.2.1. Izolovanje ispitivane bakterije CH-KOV3 ...........................................................................................................48 

3.2.2. Molekularna karakterizacija ................................................................................................................................48 

3.2.3. Konstrukcija filogenetskog stabla .......................................................................................................................48 

3.2.4. Bojenje po Gramu, oksidaza i katalaza test..........................................................................................................48 

3.2.4.1. Bojenje po Gramu .......................................................................................................................................48 

3.2.4.2. Oksidaza test...............................................................................................................................................49 

3.2.4.3. Katalaza test ...............................................................................................................................................49 

3.2.5. Fiziološko-biohemijska karakterizacija ...............................................................................................................49 

3.2.6. Određivanje ukupnih ćelijskih masnih kiselina ....................................................................................................52 



3.2.7. Strukturno-instrumentalne tehnike ......................................................................................................................52 

3.2.7.1. Gasno-masena analiza metil-estara masnih kiselina .....................................................................................52 

3.2.7.2. MALDI-TOF MS karakterizacija ................................................................................................................53 

3.3. Produkcija egzopolisaharida pomoću ispitivane bakterije CH-KOV3 i postupak izolovanja ...............................54 

3.4. Optimizacija produkcije egzopolisaharida ..............................................................................................................54 

3.5. Metode korišćene za strukturnu karakterizaciju egzopolisaharida........................................................................54 

3.5.1. Analitičke metode ..............................................................................................................................................54 

3.5.1.1. Hidroliza i papirna hromatografija ...............................................................................................................54 

3.5.1.2. Parcijalna kisela hidroliza............................................................................................................................54 

3.5.1.3. Merenje optičke rotacije ..............................................................................................................................55 

3.5.1.4. Merenje dinamičke i kinematičke viskoznosti ..............................................................................................55 

3.5.1.5. Određivanje molekulske mase .....................................................................................................................55 

3.5.1.6. Metilacija i reduktivno cepanje ....................................................................................................................55 

3.5.2. Strukturno-instrumentalne tehnike upotrebljene za karakterizaciju egzopolisaharida.................. .............. .............56 

3.5.2.1. Elementarna organska mikroanaliza ............................................................................................................56 

3.5.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom ..........................................................................56 

3.5.2.3. Nuklearna magnetno-rezonantna spektroskopija ..........................................................................................56 

3.5.2.4. Gasno-masena analiza anhidroalditola .........................................................................................................56 

4. REZULTATI I DISKUSIJA ........................................................................................................ 57 

4.1. Tretman isplačne jame postupkom bioremedijacije ...............................................................................................59 

4.1.1. Karakterizacija isplačne jame pre bioremedijacionog tretmana ............................................................................59 

4.1.2. Faze u tretmanu isplačne jame, priprema i karakterizacija bioremedijacionog supstrata.................. .............. .........60 

4.1.3. Karakterizacija kompozitnih uzoraka tokom procesa bioremedijacije ..................................................................60 

4.1.3.1. Mikrobiološke karakteristike kompozitnih uzoraka ......................................................................................62 

4.1.3.2. Poređenje kompozitnog uzorka sa kraja bioremedijacije i nekontaminiranog zemljišta .................................65 

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

aktivnosti ........................................................................................................................................................................66 

4.2.1. Karakterizacija kompozitnih uzoraka ..................................................................................................................66 

4.2.1.1. Sadržaj naftnih ugljovodonika .....................................................................................................................66 

4.2.1.2. Grupni sastav ..............................................................................................................................................67 

4.2.1.3. Određivanje ukupnog broja mikroorganizama..............................................................................................68 

4.2.1.4. Sadržaj i karakterizacija huminskih kiselina .................................................................................................69 

4.3. Izolovanje i karakterizacija mikroorganizma producenta egzopolisaharida .........................................................73 

4.3.1. Molekularna karakterizacija ................................................................................................................................74 

4.3.2. Ispitivanje morfoloških karakteristika, fiziološko-biohemijskih osobina i masnokiselinskog sastava....... .......... ....75 

4.3.3. MALDI-TOF MS karakterizacija ........................................................................................................................78 

4.4. Produkcija i optimizacija produkcije egzopolisaharida pomoću ispitivane bakterije CH-KOV3 .........................79 

4.5. Strukturna karakterizacija egzopolisaharida .........................................................................................................82 

4.5.1. Određivanje molekulske mase ............................................................................................................................83 

4.5.2. Infracrvena spektroskopija ..................................................................................................................................84 



4.5.3. NMR spektroskopija ...........................................................................................................................................85 

4.5.4. Gasno-masena analiza metilacionih proizvoda ....................................................................................................90 

5. ZAKLJUČCI ................................................................................................................................ 92 

6. LITERATURA ............................................................................................................................. 97 



- 1 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. UVOD 

______________________________________________________________________________ 

 



- 2 - 

 

 

Ţivot 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 ţivotnu sredinu i zagaĊuju je. ZagaĊujuće supstance kroz zemljište, vodu, biljke i ţivotinje 

lancem ishrane dospevaju do ĉoveka pri ĉemu mogu delovati kancerogeno, teratogeno i mutageno, a 

njihovo toksiĉno dejstvo je kumulativnog karaktera.  

U cilju spreĉavanja negativnih posledica po ţivotnu sredinu i ţivi svet, razvijene su brojne 

tehnike za dekontaminaciju i remedijaciju. Danas se primenjuje veliki broj fiziĉkih, hemijskih i 

termalnih metoda u cilju izdvajanja, transformacije ili razgradnje zagaĊujućih supstanci. Biološke 

tehnike i metode su u odnosu na prethodno pomenute isplativije, ne dolazi do generisanja otpada i za 

njih se kaţe da su ˮprijateljske za okolinu‖. Bioremedijacija je proces u kome se koriste 

mikroorganizmi sposobni da opstanu u zagaĊenoj ţivotnoj sredini, a koji ujedno imaju potencijal za 

razgradnju zagaĊujućih supstanci. Ovi mikroorganizmi preţivljavaju, rastu i razmnoţavaju se koristeći 

kontaminante kao izvor ugljenika i elektrona. U postupcima bioremedijacije je baš iz tog razloga 

najbolje primeniti konzorcijum umnoţenih autohtonih mikroorganizama koji su izolovani na samom 

mestu zagaĊenja. Nastali proizvodi na kraju postupka bioremedijacije (ugljen-dioksid, voda i biomasa 

mikroorganizama) nemaju toksiĉne efekte na ţivi svet, a rezultat mikrobiološke aktivnosti je oĉišćena 

ţivotne sredine, bez nastalog otpada.  

Veliki metaboliĉki potencijal mikroorganizama i njihova interakcija sa zagaĊujućim 

supstancama, organskog i neorganskog porekla najviše dolaze do izraţaja u konzorcijumu, pri ĉemu 

dva ili više mikroorganizma razlaţu neku od komponenti ko-metaboliĉki. Svi mikroorganizmi prisutni 

na zagaĊenoj lokaciji, kulturabilni i nekulturabilni, mogu se identifikovati metagenomskom analizom, a 

upotrebom multiomiks i integromiks tehnika moguće je pretpostaviti meĊusobne odnose 

mikroorganizama, odnose mikroorganizam-zagaĊujuća supstanca i predvideti nastale intermedijere i 

proizvode razgradnje.   

Tokom postupka bioremedijacije ne samo da dolazi do ĉišćenja i izleĉenja ţivotne 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. Znaĉaj 

humifikacije ogleda se u tome što se sa porastom koliĉine humusa u zemljištu povećava njegova plodnost, 

tako da je nakon paralelnog odvijanja bioremedijacije i humifikacije kvalitet zemljišta poboljšan. 

Mikroorganizmi izolovani iz zagaĊene ţivotne sredine pored sposobnosti da degraduju 

polutante mogu proizvoditi razliĉite proizvode kao što su egzopolisaharidi, ramnolipidi, siderofore, 

enzimi kao i neki sekundarni metaboliti. Egzopolisaharidi mikrobnog porekla doprinose procesima 

bioremedijacije povećavajući rastvorljivost nepolarnih jedinjenja u vodenoj sredini. Zahvaljući 

njihovoj velikoj raznolikosti i karakteristikama (prirodni, biokompatibilni, netoksiĉni, biodegradabilni 

polimeri) egzopolisaharidi se primenjuju u industriji hrane, medicini i kozmetici i kao biomaterijali. 

Kako bi se procesi proizvodnje egzopolisaharida unapredili, neophodno je istraţivanja usmeriti na 

identifikaciju novih mikrobnih izolata koji sa visokim prinosom proizvode ţeljeni polisaharid. 

Prvi cilj ovog rada je bio da se ispita primena mikroorganizama izolovanih iz naftom zagaĊenih 

lokaliteta, reĉnog sedimenta i zemljišta, za bioremedijaciju, ali i utvrdi sastav mikrobne zajednice na 

mestu zagaĊenja metagenomskog analizom i potvrdi teza o istovremenom odvijanju procesa 

bioremedijacije i humifikacije. Drugi cilj je bio da se izoluje i okarakteriše producent egzopolisaharida, 

kao i da se optimizuje proizvodnja egzopolisaharida i odredi njegov sastav. 

Da bi ciljevi zadati u disertaciji bili ostvareni, formulisani su sledeći zadaci: 

o Izolovanje konzorcijuma mikroorganizama koji degraduju naftne ugljovodonike; 

o Ispitivanje bioremedijacionog potencijala konzorcijuma mikroorganizama degradera naftnih 

ugljovodonika na primeru isplaĉne jame; 
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o Ispitivanje bioremedijacionog supstrata fiziĉki, hemijski i mikrobiološki na poĉetku, nakon 60, 

90 i 180 dana; 

o Metagenomska analiza bioremedijacionog supstrata na poĉetku postupka bioremedijacije; 

o Ispitivanje bioremedijacionog potencijala konzorcijuma mikroorganizama degradera naftnih 

ugljovodonika na primeru zemljišta kontaminiranog naftom i rafinerijskim proizvodima obrade 

nafte – ex situ tretman; 

o Ispitivanje sadrţaja naftnih ugljovodonika i grupnog sastava kompozitnih uzoraka na poĉetku, 

nakon 60, 120 i 150 dana i njihova mikrobiološka analiza; 

o OdreĊivanje sadrţaja huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima; 

o Strukturna karakterizacija izolovanih huminskih kiselina; 

o Fenotipska i genotipska karakterizacija mikroorganizma izolovanog iz zagaĊene ţivotne sredine 

naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte sposobnog da proizvodi egzopolisaharide; 

o Izolovanje proizvedenog egzopolisaharida iz fermentacione teĉnosti, njegovo preĉišćavanje i 

karakterizacija. 

 

 

 Dobijeni rezultati bi trebalo da odgovore na pitanja o aktivnosti mikrobnih konzorcijuma, o 

sastavu mikrobnih zajednica, da omoguće razumevanje meĊusobnog odnosa postupka bioremedijacije i 

procesa humifikacije, ali i da daju odgovore o optimalnim uslovima produkcije egzopolisaharida 

pomoću mikroorganizma izolovanog iz zagaĊene ţivotne sredine. 
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2.1. Bioremedijacija – mikrobiološka metoda za remedijaciju lokaliteta zagađenih 

naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte 

 

2.1.1. Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte 

Nafta je prirodna, masna, zapaljiva teĉnost prisutna ispod površine zemlje, a potiĉe iz prirodnih 

geoloških naslaga nastalih organskim raspadanjem drevnih biljaka i ţivotinja (Chandra et al, 2013). 

Transformacija organske supstance do nafte u geosferi se odvija u dve faze. U fazi rane dijageneze na 

površinskim slojevima zemljišta 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 nerazgraĊen u 

sedimentu i njegova transformacija poĉinje formiranjem geomonomera. U fazi kasne dijageneze 

geomonomeri polimerizuju ili polikondenzuju do fulvo i huminskih kiselina i nerastvornog humina. Iz 

humina se dominantno gradi kerogen ĉime se dijageneza završava. Pored kerogena nastaju i male 

koliĉine rastvornih supstanci, tzv. nasleĊeni bitumen koga ĉine ugljovodonici, lipidi, pigmenti 

(izoprenoidi i porfirini) i metaboliti kao što su steroidi i terpenoidi. U fazi katageneze taloţenjem 

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 koliĉina gasa i 

bitumen koji se sastoji iz malih molekula rastvornih u organskim rastvaraĉima. Nastali bitumen meša 

se sa nasleĊenim bitumenom. Akumulacija bitumena u sedimentnim stenama stvara uslove za njegovu 

migraciju do rezervoarskih stena gde se akumulira u vidu nafte (Schwarzbauer, Jovanĉićević 2015). 

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

alkani (parafini) – alifatiĉni, zasićeni ugljovodonici; 

cikloalkani (naftaleni) – u obliku prstena, zasićeni; 

alkeni (olefini) – alifatiĉni, nezasićeni ugljovodonici (prisutni u tragovima); 

areni (aromatĉna jedinjenja) – sadrţe makar jedan benzenov prsten - benzen, toluen, etilbenzen, 

ksilen (benzene, toluene, ethylbenzene, and xylene, BTEX, eng.) ili tri ili više prstena – policikliĉni 

aromatiĉni ugljovodonici (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH, eng.) (Kuppusamy et al, 2019). 

Druga jedinjenja zastupljena u nafti su asfalteni, rezini, voskovi i katran, kao i 

neugljovodoniĉna frakcija koja se sastoji iz NSO (nitrogen-, sulfur- and oxygen- containing 

compounds, NSO, eng.) jedinjenja - jedinjenja koja sadrţe azot, sumpor ili kiseonik (Ossai et al, 2020). 

Nafta se industrijski obraĊuje u cilju dobijanja proizvoda u koje spadaju teĉni naftni gas, benzin, 

kerozin, dizel, loţ ulje i asfalt ili bitumen (rafinisani bitumen, smola) (Groysman 2014). 

 

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

Nafta i rafinerijski proizvodi prerade nafte se široko upotrebljavaju, a usled procesa obrade 

(rafinacije), transporta i korišćenja moţe doći do njihovog izlivanja u zemljište/sediment i vode. Nakon 

dospevanja u zemljište, naftni ugljovodonici se mogu rastvoriti u vodi, deo se adsorbuje na organskoj 

supstanci u zemljištu, a odreĊena koliĉina prelazi u gas. U vodenim sredinama oni ˮplivajuˮ po 

površini u vidu tankih filmova - naftnih mrlja iz kojih isparavaju, rastvaraju se, disperguju, emulguju, a 

teţe molekulske frakcije ugljovodonika padaju na reĉno ili morsko dno. 

Kontaminacija ţivotne sredine naftom i rafinerijskim proizvodima njene prerade ima za 

posledicu negativan uticaj po ţivi svet usled bioakumulacije ugljovodonika u lancu ishrane i njihovog 

toksiĉnog delovanja. Ĉovek moţe uneti kontaminant kontaktom sa kontaminiranim zemljištem, 
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udisanjem isparljivih zagaĊujućih supstanci i infiltracijom kontaminacije iz zemljišta u akvifere 

podzemne vode koja se koristi za piće. Toksiĉno i letalno dejstvo naftnih ugljovodonika zavisi od 

njihovih osobina, kao što su molekulska masa, hemijska struktura i sastav, taĉka kljuĉanja, od naĉina 

na koji je organizam izloţen, vremena izloţenosti i doze. Studije pokazuju da se toksiĉna dejstva ovih 

jedinjenja mogu ispoljiti ukoliko je organizam u kontaktu sa velikom koliĉinom kontaminanta, dok 

efekti pri izlaganju niskim koncentracijama još uvek nisu poznati. Poznato je da su linearni alkani 

manje toksiĉni od aromatiĉnih jedinjenja, a Ameriĉka agencija za zaštitu ţivotne sredine (The United 

States Environmental Protection Agency, US EPA, eng.) kategorisala je 16 policikliĉnih aromatiĉnih 

jedinjenja kao visoko toksiĉne. Kontaminacija zemljišta naftom i proizvodima dobijenim rafinerijskom 

preradom nafte ima za posledicu inhibiciju rasta biljaka usled smanjenog unosa vode i minerala i 

narušenog metabolizma, dok u morskim sistemima utiĉe na ţivi morski svet. Pored toga, zagaĊenje 

negativno utiĉe 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 utiču na proces bioremedijacije  

Usled negativnog uticaja nafte i rafinerijskih proizvoda njene prerade na ţivotnu sredinu 

neophodno je sprovesti remedijaciju zagaĊene sredine. Procesi remedijacije imaju za cilj uklanjanje 

kontaminanta – smanjenje njegove koliĉine, razgradnju i obnavljanje osobina i funkcija zemljišta što je 

od velikog znaĉaja 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 fiziĉko-hemijske, hemijske, 

toplotne, elektromagnetne, tehnike koje primenjuju zraĉenje i biološke.  

Primena bioloških agenasa za ĉišćenje ţivotne sredine predstavlja isplativ biotehnološki pristup 

koji je sve ĉešće u upotrebi i ima blagu prednost u odnosu na druge remedijacione tehnike. Postoji 

nekoliko tipova bioremedijacije, zavisno od upotrebljenog agensa, a moţe biti mikrobna remedijacija 

(upotrebljava mikroorganizme), fitoremedijacija (koristi biljke) i mikoremedijacija (primenjuje gljive). 

Doktorska disertacija se bazira na primeni mikroorganizama u cilju remedijacije ţivotne sredine, pa će 

u daljem tekstu biti opisan ovaj vid bioremedijacije. U ovom postupku mikroorganizmi smanjuju nivo 

zagaĊujućih supstanci tako što ih degraduju, transformišu i prevode do netoksiĉnog oblika. Da bi 

bioremedijacija bila uspešna moraju biti ispunjeni odreĊeni uslovi, jer mikrobni procesi u zemljištu 

zavise od njegove teksture, propustljivosti, dostupnog kiseonika, vlaţnosti, temperature, pH vrednosti, 

dostupnih hranljivih supstanci, saliniteta i pritiska u njemu. Pored karakteristika zemljišta i uslova u 

ţivotnoj sredini na uspešnost procesa bioremedijacije utiĉu i osobine 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 što su 

ugljovodonici, a kao alternativa mogu posluţiti nitrati, gvoţĊe, bikarbonati i sulfati. Dostupnost 

kiseonika mikroorganizmima zavisi od tipa i vlaţnosti zemljišta, a efikasnost razgradnje kontaminanta 

je mnogo veća u njegovom prisustvu zbog ĉega ga većina bioremedijacionih tehnika uvodi u cilju 

stimulacije aerobnih procesa. Ukoliko se zemljište dodatno obraĊuje u njemu je još bolja cirkulacija 
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kiseonika što dodatno doprinosi aktivnosti aerobnih mikroorganizama. Postoje razliĉiti procesi za 

obradu zemljišta u cilju povećanja aeracije kao što su mehaniĉko mešanje, prevrtanje zemljišta, 

bioventilacija, uvoĊenje vazduha i 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. Vlaţnost 

Na snabdevanje mikroorganizama kiseonikom i procese oksidacije utiĉe procenat vlaţnosti 

zemljišta. Pored toga, voda omogućava ulazak kontaminanta u mikrobnu ćeliju, ali i izlazak proizvoda 

razgradnje iz nje. Ako je zemljište previše vlaţno usporen je prolazak kiseonika kroz njega, a ukoliko 

je presušeno dolazi do usporavanja procesa degradacije. Zbog toga je najbolje vlagu odrţavati 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 utiĉe na hemijske osobine zagaĊujućih supstanci, ali i na raznovrsnost, 

fiziologiju i aktivnost mikrobne flore. Ukoliko je temperatura niţa, viskozitet ugljovodoniĉnih 

zagaĊujućih supstanci je veći, a isparljivost manja, a pri višim vrednostima viskozitet se smanjuje, a 

raste rastvorljivost što pozitivno utiĉe na biorazgradnju. S druge strane, njen uticaj na mikroorganizme 

i njihove enzime se ogleda u tome što su pri niţim temperaturama oni manje aktivni, dok se aktivnost 

enzima povećava kako temperaturne vrednosti u ţivotnoj sredini rastu ka optimalnim. Usled toga, 

ubrzava se bakterijski metabolizam i razgradnja kontaminanta. Najveća efikasnost biorazgradnje je na 

15-20 °C u morskim sistemima, u sveţoj vodi na 20-30 °C, a u zemljištu 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 vaţnosti za procese degradacije jer utiĉe na rastvorljivost i 

dostupnost hranljivih supstanci i metala, kao i na rast mikroorganizama. U zavisnosti od porekla 

zemljišta ona moţe varirati od 2,5 u rudniĉkim zemljištima do 11 u slanim alkalnim pustinjama. 

Odvijanje reakcije karboksilacije je najefikasnije u opsegu pH vrednosti 6,5 – 8, usled ĉega je i 

mikrobna razgradnja ugljovodonika najbolja. Ove vrednosti pogoduju većini heterotrofnih bakterija i 

gljiva, dok su neke gljive tolerantne i na kiselije uslove. Ukoliko pH zemljišta nije odgovarajuća za 

procese degradacije moţe se promeniti dodatkom kreĉa ili aluminijum-sulfata (Chandra et al, 2013, 

Imron et al, 2020, Okoh et al, 2020). 

 

2.1.3.5. Hranljive supstance 

Dostupne hranljive supstance utiĉu na rast mikrobnih ćelija i uspešnost biodegradacije. Da bi se 

metabolizam normalno odvijao mikroorganizmima su potrebni elementi kao izvor energije, a procesi 

razgradnje zavise od dodatka azota, fosfora i gvoţĊa. Preporuĉeni odnosi C:N:P iznose u opsegu od 

100:10:1 do 100:1:0,5. Iako azot i fosfor poboljšavaju procese bioremedijacije, dodati u mnogoj većoj 
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koliĉini u odnosu na optimalnu mogu inhibirati biodegradacionu aktivnost mikroorganizama. Hranljive 

supstance se ĉesto dodaju Ċubrenjem zemljišta, a moţe se koristiti Ċubrivo 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 ograniĉavajući faktor za uspešnost bioremedijacije, a iako nisu 

meĊusobno povezani na sliĉan naĉin utiĉu na procese degradacije. Sa porastom saliniteta ili pritiska 

opada efikasnost biorazgradnje kao posledica smanjenog metabolizma mikroorganizama. Usled 

povećanog saliniteta dolazi do porasta osmotskog pritiska u ćeliji i inhibicije sinteze makromolekula u 

ćeliji, tj. inhibicije sinteze enzima i smanjene efikasnosti procesa biodegradacije. TakoĊe, visok 

procenat soli u vodi smanjuje koliĉinu kiseonika dostupnu mikroorganizmima. Pri salinitetu zemljišta 

od 1 do 3% bakterije mogu razgraditi ugljovodonike sa procentom razgradnje većim od 50%, dok je 

degradacija kontaminanta manja od 30% ukoliko se procenat soli poveća iznad 3%. Pri izrazito 

visokom salinitetu (preko 20 %) efikasnost mikroorganizama je veoma loša (Chandra et al, 2013, 

Imron et al, 2020). 

 

2.1.3.7. Osobine zemljišta 

Na bioremedijaciju utiĉe tekstura zemljišta od koje zavisi njegova vlaţnost, gustina i 

propustljivost. Zemljište izgraĊeno od krupnijih ĉestica ima bolju propustljivost od sprašenog. U 

sprašenom matriksu je usled slepljivanja ĉestica oteţan transport hranljivih supstanci i vode i 

distribucija kiseonika. Ipak, veća efikasnost procesa bioremedijacije u ovakvom zemljištu moguća je 

dodatkom slame ili piljevine. Na bioremedijaciju pored teksture zemljišta utiĉe i njegov sastav, 

procenat organske supstance, gline i peska (Beškoski et al, 2012). 

 

 

2.1.3.8. Biodostupnost 

Biodostupnost je jedan od kljuĉnih faktora za efikasnu biorazgradnju i predstavlja koliĉinu 

supstrata koja je fiziĉko-hemijski dostupna mikroorganizmima. Odnos supstrat-mikrooorganizam 

zavisi od tipa supstrata, njegove molekulske strukture, koncentracije, sposobnosti sorpcije u zemljištu i 

rastvorljivosti. Biodostupnost supstrata se moţe povećati dodatkom surfaktanata koji smanjuju 

površinski napon vode i povećavaju rastvorljivost hidrofobnih kontaminanata. Surfaktanti mogu biti 

hemijskog porekla, a iako pomaţu pri degradaciji naftnih ugljovodonika mogu loše uticati na ţivotnu 

sredinu. Biosurfaktanti, surfaktanti proizvedeni od strane mikroorganizama su manje toksiĉni, više 

biorazgradivi, selektivniji i specifiĉniji i oni predstavljaju bolji izbor za primenu u bioremedijaciji nego 

oni hemijskog porekla. U biosurfaktante spadaju ramnolipidi, trehalolipidi, lipopeptidi, surfaktini, 

polimeri kao što su emulzan i egzopolisaharidi, a proizvode ih mikroorganizmi rodova Acinetobacter, 

Bacillus, Brevibacterium, Gallaecimonas, Micrococcus, Myroides, Pseudomonas, Psychrobacter, 

Serratia, Shewanella i Vibrio (Beškoski et al, 2012, Chandra et al, 2013, Imam et al, 2019, Imron et al, 

2020). 
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2.1.3.9. Kvalitet i sastav konzorcijuma 

Primenjeni konzorcijum je jedan od najbitnijih faktora koji utiĉe na uspešnost biodegradacije. U 

većini sluĉajeva mešana mikrobna kultura ima prednost u poreĊenju sa primenom samo jednog 

mikroorganizma. Heterogeni bakterijski konzorcijumi pokazaju odliĉan degradacioni kapacitet, pri 

ĉemu unutar konzorcijuma neke bakterijske vrste proizvode biosurfaktante, neke vrše razgradnju 

kompleksnijih naftnih ugljovodonika, a neki mikroorganizmi unutar istog konzorcijuma dalje 

razgraĊuju 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 izvoĊenja postoje in situ i ex 

situ postupci. Procesi in situ bioremedijacije se odvijaju na mestu zagaĊenja, dok je za ex situ postupke 

neophodno iskopavanje kontaminiranog zemljišta/sedimenta ili izvlaĉenje podzemnih voda i 

prenošenje u cilju ĉišćenja. In situ tretman ne zahteva narušavanje strukture kontaminiranog uzorka, ali 

je potrebno izgraditi infrastrukturu na mestu zagaĊenja. U procesima ovog tipa teţe je kontrolisati 

parametre kao što su temperatura, vlaţnost, aeracija, a vreme trajanja je duţe od ex situ tretmana. Ex 

situ tretman kontaminiranog uzorka obezbeĊuje bolju kontrolu parametara i kraće traje. Ipak, prilikom 

iskopavanja i prenošenja 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 razgraĊuju kontaminant 

podešavanjem abiotiĉkih faktora i uvoĊenjem hranljivih supstanci koje povećavaju brzinu razgradnje. 

Pored hranljivih supstanci u stimulatore spadaju i biosurfaktanti, biopolimeri i Ċubriva. 

Bioaugmentacija predstavlja upotrebu dodatih mikroorganizama koji sa visokom efikasnošću 

razgraĊuju 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 

objašnjene u okviru dostupne literature: prirodno smanjenje (natural atenuation, eng.), 

bioprovetravanje (bioventing, eng.), produvavanje (biosparging, eng.), biousisavanje (bioslurping, 

eng.), površinska obrada zemljišta (landfarming, eng.), ureĊene biološke 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 zagaĊenja tj. smanjenje 

koliĉine zagaĊujućih supstanci u kontaminiranoj ţivotnoj sredini prirodnim putem. Nekoliko procesa je 

ukljuĉeno u prirodno smanjenje – biološka degradacija, isparavanje i razblaţivanje kontaminanta, 

sorpcija polutanata na organsku supstancu i minerale gline u zemljištu. Ova tehnologija se koristi za 

ĉišćenje izdani (akvifera) nakon uklanjanja glavnog izvora zagaĊenja, a najĉešće za uklanjanje BTEX 

frakcije, hlorovanih ugljovodonika, pesticida i neorganskih jedinjenja. Efikasnost prirodnog smanjenja 

zavisi od geologije, hidrologije i mikrobiologije, a duţina 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 nezasićenu zonu zemljišta se pored kiseonika dodaju i 

hranljive supstance, a sve u cilju poboljšanja autohtonih aerobnih procesa biorazgradnje. Ova tehnika 

se primenjuje za remedijaciju zemljišta kontaminiranog naftnim ugljovodonicima (Ajona, Vasanthi 

2021, Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Ossai et al, 2020, Raju, Scalvenzi 2018). 

Tehnologija produvavanja podrazumeva unošenje kiseonika i hranljivih supstanci pod 

pritiskom, ali u zasićenu zonu zemljišta (slika 2.1.b). Pod pritiskom kiseonika isparljiva organska 

jedinjenja prelaze u nezasićenu zonu zemljišta i dolazi do stimulacije autohtonih mikroorganizma na 

razgradnju kontaminanta. Efikasnost procesa produvavanja zavisi od propustljivosti zemljišta i 

degradabilnosti zagaĊujućih supstanci. Ova tehnologija se ĉesto 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). 

 

 

 
 

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 

ĉvrste supstance. Tehnologija ispumpavanja se zasniva na razdvajanju isparljivih ugljovodonika 

(volatile organic compaunds, VOC, eng.), nevodene teĉne faze ugljovodonika lakših od vode (light 

non-aqueous phase liquid saturates, LNAPLS, eng.) i male koliĉine podzemnih voda i naknadnom 

ispumpavanju. U novije vreme ĉesto se sa procesom ispumpavanja nevodene teĉne faze ugljovodonika 

koristi i tehnologija produvavanja. Na slici 2.2. je prikazana shema kombinacije tehnologija 

biousisavanja i produvavanja. Kroz injekcionu cev je omogućen unos kiseonika, biosurfaktanata i 

hranljivih supstanci u podzemne vode. Kroz drugu cev omogućena je ekstrakcija dve faze 

ugljovodonika, nerastvornih i isparljivih, koji se skupljaju i dalje tretiraju. Tehnologija biousisavanja je 

još uvek u razvoju i zahteva analizu troškova i ispitivanja na terenu kako bi se dokazala njena odrţivost 

i efikasnost (Macaulay, Rees 2014, Madhavi et al, 2021, Raju, Scalvenzi 2018). 

 

 
 

Slika 2.2. Kombinacija tehnologija biousisavanja i produvavanja 

 (prema Macaulay, Rees 2014). 

 

2.1.4.3. Površinska obrada zemljišta i halde 

Površinska obrada zemljišta predstavlja najjednostavniju tehnologiju bioremedijacije koja nije 

skupa i ne zahteva mnogo opreme (slika 2.3.a). Ona podrazumeva iskopavanje zagaĊenog zemljišta i 

postavljanje na ĉvrst nosaĉ u vidu tankog rastresitog sloja. Zemljište se tokom tretmana vlaţi, obraĊuje 

razliĉitim mehaniĉkim tehnikama, dodaje mu se azot-fosfor-kalijumovo (N-P-K) Ċubrivo radi 

poboljšanja aerobnih autohtonih mikrobnih aktivnosti. Na mestu izvoĊenja remedijacije izgraĊuje se 

sistem za skupljanje procednih teĉnosti i njihov tretman, a zavisno od dubine kontaminacije tretman 
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moţe biti in situ ili ex situ. Ova tehnologija je pogodna za remedijaciju zemljišta 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 aeriše, vlaţi, u 

njega se dodaju hranljive supstance (slika 2.3.b). One predstavljaju ex situ remedijacionu tehnologiju. 

Razlika izmeĊu površinske obrade zemljišta i haldi je u principu stimulacije aerobnih procesa. Dok se 

kod tretmana površinskom obradom zemljište mehaniĉki obraĊuje, halde zahtevaju sistem cevi kroz 

koji se propušta vazduh (slika 2.3.). Pored toga, na halde se dodaje i slama u cilju poboljšanja aeracije i 

stimulacije mikrobnih procesa. One su ĉesto pokrivene plastiĉnim materijalom da bi se spreĉilo 

isparavanje, ali se i pored toga koristi ureĊaj za praćenje isparavanja iz zemljišta (lizimetar). Ova 

tehnologija se danas ĉesto koristi jer se na lak naĉin mogu kontrolisati svi parametri (Madhavi et al, 

2021, Ossai et al, 2020, Pavel, Gavrilescu 2008, Raju, Scalvenzi 2018). 

 

 

 
 

Slika 2.3. Tretman površinskom obradom zemljišta (a) 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 podleţe aerobnoj mikrobnoj razgradnji i poboljšava 

remedijaciju. Otpad je najĉešće stajskog tipa, ali moţe biti i dvorišni 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 kišne gliste (Lumbricus rubellus i 

Lumbricus terrestris) koje vrše oksidacione procese, potpomaţu aeraciju u zemljištu i poboljšavaju 

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 zemljišta moguće je upotrebiti remedijacionu tehnologiju 

koja podrazumeva primenu mikroorganizama u bioreaktorima. U bioreaktorima je moguće pratiti i 

kontrolisati temperaturu, dodavati hranljive supstance u taĉnim koliĉinama i mešati odreĊenom 

brzinom u cilju povećanja efikasnosti mikrobnih procesa. Usled podešenih uslova kinetika reakcije je 

brţa, a sistem omogućava kontrolu emisije i ne zauzima mnogo prostora. Pri odabiru ove tehnologije 

pored pomenutih prednosti moraju se razmotriti i nedostaci procesa - kao što 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 paţljivo razmotriti odnose 

biotiĉkih i abiotiĉkih faktora, ekonomske aspekte i regulative koje se odnose na primenu odabranog 

procesa (slika 2.4.). Biotiĉki i abiotiĉki faktori su meĊusobno zavisni. Mikrobna aktivnost zavisi od 

osobina kontaminanta, a osobine kontaminanta zavise od uslova u ţivotnoj sredini. Pri odabiru tehnike 

razmatraju se priroda i poreklo, sastav i osobine kontaminanta, priroda zagaĊene ţivotne sredine i 

distribucija kontaminanta u njoj, ekološki faktori, kao i odnos kontaminanta sa ţivim 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. Treća faza obuhvata analizu ostalih uslova – efikasnost primenjene tehnologije, njenu 

cenu i vremenski interval izvoĊenja (Kuppusamy et al, 2019, Ossai et al, 2020). 

 

 
 

Slika 2.4. Šema meĊusobne zavisnosti faktora koji utiĉu 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 ţivotnoj 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, Beškoski et al, 2011, Lješević et al, 2019).  

Degradacija naftnih ugljovodonika se sa većom efikasnošću odvija aerobno usled prisustva 

kiseonika kao elektron akceptora, ali su poznati i anaerobni procesi. TakoĊe, upotreba mikrobnih 

konzorcijuma je favorizovanija od delovanja pojedinaĉnih mikroorganizma jer za razliku od njih 

konzorcijumi poseduju izuzetne enzimske kapacitete i mogućnost razgradnje širokog spektra 

ugljovodoniĉnih supstrata. Mikroorganizmi poseduju razliĉite mehanizme za adaptaciju na hidrofobne 

supstrate, a tokom evolucije i adaptacije karakteristike površine bakterija su se menjale. Prvi korak 

(slika 2.5.a) u degradaciji naftnih ugljovodonika je njihovo emulgovanje surfaktantima proizvedenim 

pomoću mikroorganizama. Da bi mikrobna ćelija razgradila naftne ugljovodonike neophodno je da 

doĊe do meĊusobnog fiziĉkog kontakta koji je moguć zahvaljujući 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 moţe biti inhibiran. Neke bakterije imaju sposobnost modifikacije lipopolisaharida i porina na 

spoljnoj ćelijskoj membrani. Nakon kontakta ugljovodonici aktivnim ili pasivnim transportom, 

endocitozom prolaze kroz ćelijsku membranu mikroorganizma i unutar ćelije podleţu enzimskoj 

razgradnji. Enzimi koji uĉestvuju 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 pomoću mikroorganizama (a) 

(prema Shakya et al, 2021) i 

fiziĉki kontakt izmeĊu mikrobne ćelije i naftnih ugljovodonika (b) 

(prema Xu et al, 2018). 
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Degradacija naftnih ugljovodonika poĉinje napadom enzima i kataboliĉkim 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 aromatiĉnih jedinjenja sledećim redosledom: alkani ravnog niza > razgranati 

alkani> niskomolekulska aromatiĉna jedinjenja > visokomolekulska aromatiĉna jedinjenja (Imam et al, 

2019, Xu et al, 2018). 

 
Slika 2.6. Šema degradacije naftnih ugljovodonika 

(prema Ossai et al, 2020). 

 

Alkani ravnog kratkog niza, do 9 ugljenikovih atoma, su visoko isparljivi, pa i pre nego što 

podlegnu biodegradaciji veliki deo ispari u atmosferu. Mikroorganizmi n-alkane srednje duţine sa 10-

24 ugljenikovih atoma najbrţe biodegraduju (Chandra et al, 2013). Najotporniji na biodegradaciju su 

monoaromatiĉni steroidi, diasterani, C21-C22 sterani, diahopani, 25-norhopani, tricikliĉni terpeni, 

oleanani i gamacerani. Veoma bliski po rezistenciji na biodegradaciju su i C27-C35 hopani i C27-C29 

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 ĉemu nastaju aldehidi i kiseline uzastopnim procesima dehidrogenacije (slika 2.7.a). Nastale 

kiseline ulaze u proces β-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 podleţu dejstvu alkohol-dehidrogenaze i aldehid-dehidrogenaze, 

ω-masno-kiselinske-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). 

 

 
          

 
 

Slika 2.7. Šema 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 cikliĉnih ugljovodonika 

Mikroorganizmi najĉešće razgraĊuju cikliĉne ugljovodonike ko-metaboliĉki. Degradaciju 

otpoĉinje 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 β-

oksidacije i ciklus trikarbonskih kiselina. Za reakcije katalizovane cikloheksan-monooksigenazom i 

cikloheksanon-monooksigenazom neophodan je kiseonik (Imron et al, 2020, Khalid et al, 2021).  

 

 
 

Slika 2.8. Šema 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

2+ 
joni, a poĉinje je alkin-hidrataza 

formirajući enol koji odmah prelazi u svoju keto formu. Karboksilaza oksiduje keto jedinjenje pri ĉemu 

nastaje smeša karboksilnih kiselina koje ulaze u proces β-oksidacije (Imron et al, 2020). 

 

 
 

Slika 2.9. Šema biodegradacije alkina 

(prema Imron et al, 2020). 
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2.1.5.4. Putanje razgradnje aromatiĉnih ugljovodonika 

Aromatiĉni ugljovodonici su rezistentniji na mikrobnu razgradnju. Prvi korak u degradaciji je 

nastanak diola pomoću citohrom P450 oksidaznog sistema (slika 2.10.) i katehola nakon ĉega sledi orto 

ili meta otvaranje prstena. Pri orto ˮcepanjuˮ katehola (intradiol putanja) formira se cis,cis-mukonska 

kiselina od koje nastaje β-ketoadipinska kiselina i β-ketoadipil-CoA koji se razlaţe na sukcinil-CoA i 

acetil-CoA. Pri ekstradiol putanji (meta ˮcepanjeˮ prstena) formira se 2-hidroksimukonski semialdehid 

i 4-hidroksi-2-oksopentanska kiselina koja se razlaţe na pirogroţĊanu kiselinu i acetaldehid iz kog 

nastaje acetil-CoA. Proizvedeni koenzim A završava u Krebsovom ciklusu (Imron et al, 2020, Khalid 

et al, 2021, Madigan et al, 2019). 

 

 
 

Slika 2.10. Šema biodegradacije aromatiĉnih ugljovodonika  

(prema Imron et al, 2020). 
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2.1.6. Prednosti bioremedijacije 

Bioremedijacija je veoma popularna i perspektivna tehnologija za remedijaciju ţivotne sredine. 

Ona spada u tehnike ‖prijateljske za okolinuˮ tj. ne utiĉe negativno na ţivotnu sredinu, visoko je 

efikasna u uklanjanjanju kontaminanata, primenljiva u brojnim i površinski velikim kontaminiranim 

podruĉjima, a spada u tehnike sa niskom cenom izvoĊenja. Fiziĉke 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). Još jedna prednost ove tehnike je da se 

prilikom njene primene na zagaĊenom zemljištu paralelno odvija i proces humifikacije (Cassidy, Irvine 

1998). Humifikacija predstavlja prirodni proces prevoĊenja organske materije u huminske supstance 

geo-mikrobnim mehanizmima (Jakovljević, Pantović 1991). Nastanak huminskih kiselina (HK) ima 

pozitivan uticaj na kvalitet zemljišta i na mikroorganizme u njemu. One pozitivno utiĉu 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 pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih zajednica i 

određivanje mikrobne aktivnosti 

Za karakterizaciju mikroorganizama i odreĊivanje njihove aktivnosti u ţivotnoj sredini se 

primenjuju dva osnovna pristupa statiĉki i dinamiĉki. Statiĉki pristupi koji omogućavaju detekciju 

mikroorganizama bez kontinualnog praćenja njihove aktivnosti su: brojanje kolonija, direktno 

mikroskopiranje kombinovano sa razliĉitim tehnikama bojenja, odreĊivanje DNK i RNK sastava: 

fluorescentna in situ hibridizacija, lanĉana reakcija polimeraze i reakcije zasnovane na njoj, analize na 

ĉipovima, stabilne izotopske probe i izotopski ĉipovi, omiks tehnike; enzimska aktivnost, odreĊivanje 

adenozin-trifosfata, fosfolipidnih masnih kiselina i analiza proteina. Dinamiĉki pristupi koji 

omogućavaju kontinualno praćenje parametara tokom rasta mikroorganizama zasnovani su na 

respiraciji i korišćenju supstrata od strane mikroorganizama. Na osnovu dinamiĉkih tehnika moguće je 

odrediti aktivnost i brzine procesa, a samo ukoliko su mikroorganizmi aktivni mogu uĉestvovati u 

biogeohemijskim ciklusima.  

Razlikovanje neaktivnih - ˮuspavanihˮ, potencijalno aktivnih i aktivnih mikroorganizama 

moguće je kombinovanjem statistiĉkih i dinamiĉkih tehnika (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).  

 

2.2.1. Statički pristupi u karakterizaciji pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih 

zajednica i odreĎivanju mikrobne aktivnosti 

2.2.1.1. OdreĊivanje broja (vijabilnih) ćelija 

Broj vijabilnih mikrobnih ćelija se odreĊuje metodom serijskog razblaţenja i 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 ćelije nalaze moguće je da broj mikroorganizama na hranljivim podlogama varira. Jednu 

mikrobnu zajednicu najĉešće ĉini visok procenat nekulturabilnih mikroorganizama, jer se 

mikrooganizmi manji od 0,065 µm
3
 ne mogu uzgajati u laboratoriji, ali doprinose aktivnosti samog 

konzorcijuma. Iako je samo 1% mikroorganizama iz ţivotne sredine kulturabilno u laboratoriji, rezultat 

dobijen brojanjem ćelija na Petri šoljama odliĉno koreliše sa enzimskom i respiratornom aktivnošću 

mikroorganizama (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Madigan et al, 2019). Tehnika rasta na hranljivim 

podlogama sluţi za rutinsko praćenje broja mikroorganizama i nekih njihovih osobina, kao što 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. OdreĊivanje broja mikroorganizama direktnim brojanjem 

Fluorescentna mikroskopija pomoću visoko osetljivih boja omogućava odreĊivanje statusa 

mikrobnih ćelija odnosno da li su one aktivne, ˮuspavaneˮ ili mrtve u odnosu na ukupan broj ćelija. 

Prva grupa boja prolazi kroz neoštećenu ćelijsku membranu i vezuje se za komponente na ćelijskom 

zidu (polisaharide), membranu i u samoj ćeliji (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 veţe ćelija fluorescira plavo, a 

vezivanjem SYBR GREEN-a ĉiji je apsorpcioni maksimum na 497 nm ćelija fluorescira zeleno. Ove 
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boje se nespecifiĉno vezuju za sve mikrobne ćelije u uzorku (i ţive i mrtve). Boje koje ne prolaze kroz 

neoštećenu ćelijsku membranu zahtevaju fiksaciju i omogućavaju bojenje mrtvih ćelija, a primeri ovih 

boja su etidijum-bromid i propidijum-jodid. Dve boje koje se kombinuju omogućavaju razlikovanje 

ţivih i mrtvih ćelija.  Direktnim bojenjem ţivih ćelija pomoću 5-cijano-2,3-ditolil-tetrazolijum-

hlorida, fluorescein-diacetata ili  2-(p-jodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil-tetrazolijum-hlorida moguće je 

odrediti metaboliĉku aktivnost datih ćelija koja odgovara koliĉini dobijene fluorescencije. Primenom 

odgovarajućih fluorescentnih tehnika bojenja i adekvatnim izraĉunavanjima moguće je doći do realnog 

odnosa izmeĊu ţivih i mrtvih, metaboliĉki aktivnih ćelija 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 odreĊivanje metaboliĉkih putanja i kataboliĉkih gena odgovornih za 

razgradnju razliĉitih zagaĊujućih supstanci. Praćenje koliĉine DNK tokom ćelijskog rasta, koliĉine 

RNK tokom sinteze proteina, odnosa DNK/RNK ukazuje na mikrobnu aktivnost. Danas se primenjuju 

tehnike kojima direktno bez ekstrakcije nukleinskih kiselina moţemo utvrditi koji su mikroorganizmi 

aktivni unutar mikrobnih zajednica u ţivotnoj sredini (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013).   

 

Fluorescentna in situ hibridizacija (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH, eng.). FISH 

(slika 2.11.) predstavlja tehniku sparivanja dve jednolanĉane oligonukleotidne sekvence iz razliĉitih 

izvora pri ĉemu je jedan deo rRNK, a drugi fluorescentno obeleţena proba - taĉno definisana sekvenca 

ili hemijski sintetisan molekul. Komplementarnost baza omogućava meĊusobno povezivanje, a uzorak 

se posmatra pod fluorescentnim mikroskopom (Frickmann et al, 2017, Paul et al, 2018). Ćelije u 

mirovanju i njihova rRNK, kao i organske komponente zemljišta se vezuju za oligonukleotidne probe i 

doprinose da je koliĉina fluorescencije veća nego što bi trebalo da bude za aktivne ćelije. 

Kombinacijom FISH tehnike sa mikroautoradiografijom, Ramanskom spektroskopijom, 

masenom spektrometrijom sekundarnog jona moguće je detektovati metaboliĉku aktivnost samo jedne 

ćelije. Ova obećavajuća tehnika se upotrebljava za in situ istraţivanja mikrobnog rasta, meĊusobne 

kompeticije i odnosa mikroorganizam-biljka (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013, Frickmann et al, 2017). 
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Slika 2.11. Procedura fluorescentne in situ hibridizacije. Prvi korak ĉini fiksacija bakterija etanolom ili 

paraformaldehidom, zatim dolazi do sparivanja fluorescentno obeleţene probe i rRNK, nakon ĉega je 

uzorak potrebno isprati.  

Crvena elipsa predstavlja detektovani mikroorganizam usled uspešnog vezivanja fluorescentno 

obeleţene probe sa rRNK ciljane bakterije 

( prema Frickmann et al, 2017). 

 

Metode zasnovane na lančanoj reakciji polimeraze. Metode zasnovane na lanĉanoj reakciji 

polimeraze se zasnivaju na izolovanju nukleinskih kiselina iz uzorka, reverznoj transkripciji RNK do 

cirkularne DNK, njenom umnoţavanju, a zatim odvajanju na denaturišućoj 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 korišćenjem fluorescentno obeleţenih proba posle svakog ciklusa kvantifikuju 

nastali PCR proizvodi u realnom vremenu. Jedna od prvih korišćenih boja je SYBR GREEN, niske 

specifiĉnosti za sekvencu pošto se vezuje za dvolanĉanu DNK. Ovu boju zamenile su sekvence 

komplementarne sekvenci koja se umnoţava PCR tehnikom, tzv. Taqman-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 umnoţava PCR 

tehnikom, boje su meĊusobno inhibirane zbog transfera fluorescentne rezonantne energije. Nakon 

denaturacije ciljne DNK ona se sparuje sa Taqmanovom probom, nakon ĉega se dejstvom Taq 

polimeraze proba hidrolizuje i fluorescentne boje više nisu na inhibitornom rastojanju pa dolazi do 

pojave fluorescencije. Ove probe drugaĉije se nazivaju hidrolizne probe. Moguće je primeniti i 

jednolanĉane sekvence koje formiraju oblik petlje, a na svojim krajevima imaju komplementarne 

sekvence u duţini od nekoliko baznih parova i dve boje sliĉno kao kod Taqman proba. Isti je princip 

pojave fluorescencije kao kod Taqman proba. Ova tehnika i korišćenje prajmera za 5,8S rRNK, 16S 

rRNK, 18S rRNK i funkcionalne gene specifiĉne 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 istraţivanju sastava mikrobnih zajednica, 

pri ĉemu se otkrivaju dominantni rodovi unutar zajednice bili oni aktivni ili ne.  

ARDRA tehnika se sastoji iz umnoţavanja konzerviranih regiona 16S rRNK gena korišćenjem 

prajmera (PCR), enzimske digestije dobijenih PCR proizvoda, gel elektroforeze dobijenih iseĉenih 

fragmenata i analize dobijenih traka.  

T-RFPL tehnika podrazumeva fluorescentno obeleţavanje kraja PCR proizvoda odnosno pri 

umnoţavanju u PCR reakciji dodaje se jedan ili oba prajmera koji na svom 5' kraju sadrţe 

fluorescentnu boju. Nakon umnoţavanja primenjuje se restrikciona digestija PCR proizvoda razliĉitih 

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 veliĉina razliĉitih terminalnih fragmenata. Na ovaj 

naĉin odreĊuju se samo fluorescentno obeleţeni 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 veliĉina fragmenata. 

Svaka genetiĉka varijanta predstavlja jedan pik, a visina i površina pika predstavljaju njenu 

zastupljenost u odreĊenoj zajednici.  

DGGE se zasniva na prolasku PCR proizvoda kroz gradijent hemijskog denaturanta u 

poliakrilamidnom gelu. Za kretanje PCR proizvoda bitni su graniĉna koncentracija i taĉka topljenja. 

Proizvodi koji meĊusobno imaju razliĉite sekvence razliĉito putuju i zaustavljaju se u obliku traka na 

gelu. Detaljnija analiza traka zahteva njihovo isecanje, ponovno umnoţavanje i sekvenciranje. U 

DGGE tehnici upotrebaju se GC bogati vodeći (forward, eng.) prajmeri koji dovode do toga da se dupli 

lanci PCR proizvoda razdvoje u jednolanĉane i u tom obliku putuju tokom elektroforeze.    

Razlike nastale mutacijama ili kao posledica polimorfizma na nivou jednog nukleotida moguće 

je detektovati pomoću SSCP tehnike. Ove minimalne razlike u sekvenci omogućavaju da fragmenti 

zauzimaju razliĉite konformacije pa se mogu razdvojiti na gel elektroforezi. Princip tehnike se zasniva 

na PCR umnoţavanju, denaturaciji PCR proizvoda na jednolanĉane, razdvajanju jednolanĉanih DNK 

na gel elektroforezi u nedenaturišućim uslovima pri kojima i minimalno razliĉite sekvence zauzimaju 

razliĉite konformacije i pojavljuju se kao razliĉite trake na gelu. 

Sumarno gledano, sve pomenute tehnike otiska prsta zahtevaju PCR umnoţavanje 16S rRNK 

gena, a ARDRA i T-RFPL tehnika zahtevaju i upotrebu restrikcionih enzima. ARDRA tehnika ukazuje 

na sliĉnosti unutar vrste i otkriva promene u sastavu mikrobnih zajednica u razliĉitim ţivotnim 

sredinama, ali spada u vremenski dugotrajne tehnike za rad. T-RFLP je brţa od ARDRA tehnike i u 

isto vreme moguća je analiza više uzoraka. Nedostaci  T-RFLP tehnike su laţni pikovi i preklapanje na 

elektroforegramu dve ili više sekvenci koje dele isto terminalno restrikciono mesto. DGGE je tehnika 

vremenski kraća od ARDRA tehnike i veoma je dobra za poreĊenje mikrobioloških profila, ali 

rezolutivno lošija i nema mogućnost klasifikacije organizama na niţim taksonomskim nivoima. SSCP 

je jednostavnija i direktija tehnika od DGGE, ali zahteva više podataka o sekvenciranju i definisanije 

uslove elektroforeze (Paul et al, 2018).  

 

Analize na čipovima. Mikroĉipovi predstavljaju genomsku tehnologiju koja se koristi za analizu 

ekspresije gena i praćenje procesa u ţivotnoj sredini. Funkcionalni genski ĉipovi (Functional Gene 

Arrays, FGA, eng.) sadrţe probe sa genima odgovornim za kljuĉne biogeohemijske cikluse u kojima 

mikroorganizmi uĉestvuju. Ovim ĉipovima moguće je povezati mikrobnu raznovrsnost i procese i 

funkcije u ekosistemima. Najveći izazov u FGA analizi je konstrukcija proba i njihova raznovrsnost. 

Danas su dizajnirani mikroĉipovi druge generacije nazvani GeoChip 2.0 koji sadrţe preko 24 000 
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proba za najrazliĉitije gene ĉime prevazilaze nedostatke prve generacije. Prednosti upotrebe ĉipova 

ogledaju se u kratkom vremenu izvoĊenja analize, relativno niskoj ceni i raznovrsnosti. He i saradnici 

su uspešno testirali ĉipove u procesima bioremedijacije u in situ uslovima (He et al, 2007). Pored 

GeoChip ĉipova upotrebljavaju se i PhyloChip ĉipovi. Ovi ĉipovi druge generacije (G2) se najĉešće 

koriste za analizu urbanog vazduha, ĉistih prostorija, razliĉitih kliniĉkih uzoraka, dok su ĉipovi treće 

generacije usmereni ka mikrobiologiji ţivotne sredine. Princip rada jedne varijante ĉipa: nakon sinteze 

oligonukleotidne sekvence komplementarne genima koje ţelimo da detektujemo dizajnirani DNK 

segmenti se fiksiraju na ĉvrstoj podlozi. Sledeći korak podrazumeva hibridizaciju sa fluorescentno 

obeleţenom mRNK koja se dobija iz ćelija koje su rasle pod taĉno definisanim uslovima. Genska 

ekspresija se meri skeniranjem ĉipa laserom i oĉitavanjem fluorscentnog signala koji se dalje 

kompjuterski obraĊuje (Madigan et al, 2019, Paul et al, 2018, Probst et al, 2014). 

 

Stabilne izotopske probe i specifična izotopska analiza. Stabilne izotopske probe i specifiĉna 

izotopska analiza ĉiji je princip dat na slici 2.12 daju doprinos u odreĊivanju mikrobne aktivnosti i 

iskoristivosti supstrata. Ukoliko se unutar mikroorganizama u biomarkerima - nukleinskim kiselinama, 

proteinima, fosfolipidnim masnim kiselinama (phospholipid fatty acids, PLFA, eng.) naĊu radioaktivno 

obeleţeni ugljenik, vodonik, azot i kiseonik poreklom iz izotopski obeleţenih supstrata za taj 

mikroorganizam kaţemo da je aktivan i da ima kapacitet da metaboliše pomenute elemente. Ipak, ovu 

analizu treba uraditi za kratko vreme kako bi se izbegao unakrsni metabolizam i kaskadna upotreba 

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

 

 
 

Slika 2.12. Princip izotopske analize: izolovanje metagenomske DNK bogate 
13

C 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 čipovi. Izotopski ĉipovi (Isotope Arrays, eng.) sluţe za detekciju ĉlanova mikrobnih 

zajednica koji su koristeći radio obeleţeni supstrat ugradili u svoju RNK 
14

C izotop. Tehnika se zasniva 

na inkubaciji mikroorganizma sa 
14

C supstratom, ekstrakciji RNK, obeleţavanju RNK fluoroforom, 

hibridizaciji sa oligonukleotidnim sekvencama na ĉipu koje targetuju 16S rRNK gene bakterija od 

interesa i skeniranju fluorescencije i ugraĊenih 
14

C izotopa. Uzorci se mogu testirati i kombinacijom 

FISH-mikroautoradiografijom (Paul et al, 2018). 
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Fiziološko-biohemijska karakterizacija 

 

Enzimska aktivnost. Enzimska aktivnost se koristi kao indikator fiziološkog stanja 

mikroorganizama. Dva kljuĉna enzima ĉija je aktivnost specifiĉna za odreĊeni rod bakterija i koji se 

tradicionalno prate su oksidaza i katalaza. Aerobne bakterije dobijaju energiju respiratornim 

katabolizmom tj. u procesu transporta elektrona kroz respiratorni lanac koga ĉine brojni citohromi. 

Oksidaza test se koristi za utvrĊivanje prisustva citohroma c u respiratornom lancu. U aerobnom 

disanju, prilikom transporta elektrona sa terminalnog citohroma na kiseonik, pored molekula vode, 

nastaje i mala koliĉina toksiĉnih molekula. Za nastajanje toksiĉnih nusproizvoda odgovorni su 

flavoproteini, pogotovo NADH dehidrogenaza. Mikroorganizmi su razvili enzimske sisteme odbrane 

protiv ovih molekula – superoksid-dismutazu koja prevodi toksiĉni superoksid u vodonik-peroksid i 

katalazu koja ga dalje razgraĊuje. Skrining test na katalazu se zasniva na razlaganju 3% vodonik-

peroksida pri ĉemu nastaju voda i kiseonik koji se lako detektuje u vidu osloboĊenih mehurića u 

kontaktu sa kolonijama mikroorganizma. Smanjenje koliĉine vodonik-peroksida se moţe pratiti i 

spektrofotometrijski na 240 nm. 

Detekcija većeg broja enzima koje poseduje jedna mikrobna ćelija se vrši 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 specifiĉne enzime. 

OdreĊivanje enzimske aktivnosti i omiks tehnike su usko povezani. Genomske studije i dalje 

ispituju uticaj ekspresije gena na metaboliĉku raznolikost i produkciju enzima. Proteomska istraţivanja 

karakterišu 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. Koliĉina ATP-a u mikrobnoj ćeliji zavisi od više faktora (vrste kojoj pripada, veliĉine 

ćelije, faze rasta i aktivnosti) i ukazuje u kom se stanju ćelije unutar zajednice nalaze. Uoĉeno je da 

dodatkom glukoze u zemljište mikrobne ćelije prelaze iz stanja mirovanja u fazu rasta, pri ĉemu dolazi 

do drastiĉnih promena u njihovoj fiziologiji, a koliĉina ATP-a se povećava 8,4 puta. Promene u 

sadrţaju biomase su primetno manje, povećava se 1,6 puta. MeĊutim, ukoliko ćelija preĊe iz aktivnog u 

uspavano stanje dolazi do većeg pada mikrobne biomase u odnosu na ATP.  Kvantifikaciju ATP-a 

mogu ometati enzimi koji imaju sposobnost njegove razgradnje, a pri njegovoj analizi mora se izvršiti i 

kompletna liza ćelija i spreĉiti adsorpcija osloboĊenog ATP-a na površinu reaktivnih ĉestica dodatkom 

neorganskog fosfata. Mnogo bolji odraz energetskog statusa i aktivnosti mikroorganizama unutar 

mikrobne zajednice pruţa odreĊivanje adenilatnog energetskog naboja koji predstavlja koncentraciju 

adenilnih nukleotida AMP, ADP i ATP u mikrobnoj ćeliji. Ipak, postoje znaĉajne razlike pri 

odreĊivanju u ĉistoj kulturi i u zemljištu (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013). 

  

Fenotipska karakterizacija mikroorganizama 

 

Analiza masnih kiselina – određivanje metil-estara masnih kiselina (fatty acid methyl esters, 

FAME, eng.). S obzirom na brzu razgradnju fosfolipida posle smrti ćelije, analiza masnih kiselina 

fosfolipida je odraz ekofiziološke grupe mikroorganizama unutar mikrobne zajednice, ali ne i njihove 

aktivnosti. Bakterije poseduju brojne masne kiseline, zasićene, nezasićene, razgranate, cikliĉne i 

hidroksi masne kiseline. Vrsta, koliĉine 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 isparljivih 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 graĊi Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, razlike 

izmeĊu ĉiste kulture i kulture u zemljištu koja je izmenjena zbog uslova u ţivotnoj sredini - 

temperature, pH, pritiska, dostupnosti razliĉitih supstrata. Analiza u razliĉitim 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).  

 

 
 

Slika 2.13. IzvoĊenje analize metil-estara masnih kiselina 

(prema Madigan et al, 2019). 

 

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight, eng.) masena 

spektrometrija. Laserska desorpcija potpomognuta matriksom je blaga jonizaciona metoda u kojoj se 

uzorak jonizuje i pretvara u isparljivo stanje laserom. Generisani joni se ubrzavaju duţ kolone do 

detektora pomoću elektriĉnog 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). Što je odnos m/z manji joni brţe putuju do detektora pri ĉemu se kompjuterski 

preraĉunavaju molekulske mase i molekulske formule (Hou et al, 2019, Madigan et al, 2019). MALDI-

TOF spada u efikasne i jeftine tehnike, moţe analizirati ĉitave, neoštećene ćelije 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 onemogućena. 

U tom sluĉaju se za ekstrakciju koristi etanol-mravlja kiselina. Rezultati identifikacije 

mikroorganizama dostupni su za 24-48 h (Dridi, Drancourt 2011, Hou et al, 2019). Iako se ova metoda 

najĉešće koristi u kliniĉkoj mikrobiologiji postoje i studije u kojima je primenjena za identifikaciju 

bakterija izolovanih iz ţivotne sredine (Avdalović et al, 2015, Djurić et al, 2017, Uhlik et al, 2011). 
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Slika 2.14. MALDI-TOF maseni spektrometar  

(prema Hou et al, 2019). 

 

2.2.1.4. Analiza celokupne mikrobne zajednice 

Sveobuhvatna analiza mikrobne zajednice moguća je primenom razliĉitih 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 odreĊivanja strukture i funkcije, molekularnih i fizioloških mehanizama. 

Ove tehnike predstavljaju snaţno oruĊe u analizi mikrobnih zajednica, mikrobne genetike i 

funkcionalne raznovrsnosti, pošto omogućavaju razumevanje brojnih metaboliĉkih puteva i naĉine 

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 omogućava uvid u kolekciju kompletnih genoma mikrobne 

zajednice poreklom iz uzoraka iz ţivotne sredine pa se ĉesto oznaĉava kao genomika mikrobne 

zajednice ili genomika ţivotne sredine. Faze u formiranju metagenomske biblioteke su izolovanje DNK 

iz uzorka iz ţivotne sredine, shotgun (eng.) kloniranje korišćenjem vektora za nasumiĉno kloniranje 

DNK fragmenata, transformacija klonova u bakterijskog domaćina i odabir pozitivnih klonova. 

Današnji tipovi shotgun sekvenciranja omogućavaju 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 koristi se za identifikaciju gena i konstruisanje genomske 

sekvence, a pri analizi zasnovanoj na funkciji neophodno je klonirati i eksprimirati DNK fragment u 

domaćinu i uraditi skrining enzimske aktivnosti u cilju detekcije njihove funkcije (Malla et al, 2018).  

Metagenomika prati odnose mikrobne zajednice i faktora u ţivotnoj sredini, razliĉite mikrobne 

proizvode, a mogu se identifikovati nekulturabilni mikroorganizmi. Nedostatak ove tehnike je 

ekspresija aktivnih gena koji su ĉesto eksprimirani na niskom nivou (Biswas, Sarkar 2018, Malla et al, 

2018). 

 

Transkriptomika. Transkriptomika ţivotne sredine ili metatranskriptomika podrazumeva 

praćenje promena u profilima genske ekspresije mikroorganizama i njihovoj regulaciji u prirodnim 

staništima sekvenciranjem mRNK transkripata izolovanih nasumiĉno iz mikrobne zajednice. 

Nedostatak ove omiks tehnike je oteţano dobijanje cDNK usled nedostatka poli A-repova kod 

prokariota na mRNK transkriptu, ali je u nedavnim istraţivanjima ovo ograniĉenje prevaziĊeno 

metodom dvostruke RNK. U tom sluĉaju 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 zemljišta. 

 

 
 

Slika 2.15. Metagenomska analiza zasnovana na sekvenci i metatranskriptomska analiza zemljišta.  

Na ovaj naĉin formiraju se metagenomske i metatranskriptomske biblioteke  

(prema Prosser 2015). 

 

Proteomika. Proteomika ţivotne sredine ili metaproteomiks predstavlja istraţivanje proteina 

eksprimiranih u taĉno odreĊeno 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 



- 30 - 

 

unutar zajednica su odvajanje ćelija ultracentrifugiranjem, njihova liza i jednodimenzionalna ili 

dvodimenzionalna elektroforeza i analiza dobijenih taĉaka na gelu. Dobijeni proteini se analiziraju 

teĉnom hromatografijom ili masenom spektrometrijom. Iako je proteomiks obećavajuća tehnika za 

analizu procesa u ţivotnoj sredini ima i nekoliko ograniĉavajućih faktora. Ekstrakcija proteina iz 

zemljišta moţe biti nepotpuna zbog prisustva huminskih kiselina i drugih fenolnih jedinjenja, lipida, 

sloţenih ugljenih hidrata i minerala gline. Osim toga, kvalitet, kapacitet i dizajn baza podataka mogu 

uticati na identifikaciju proteina. U daljim studijama metaproteomike nauĉnici streme ka otkrivanju što 

efikasnijih metoda ekstrakcije, formiranju homogenijih i pouzdanijih baza podataka i kombinovanju 

tehnika u cilju dobijanja što veće koliĉine 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 ćelije na uslove 

iz ţivotne sredine. Ovom metodom moguće je otkriti razliĉite metaboliĉke profile i putanje prilikom 

degradacije polutanata i utvrditi kako toksiĉne supstance iz ţivotne sredine deluju na mikroorganizme 

(Biswas, Sarkar 2018, Malla et al, 2018). 

 

Integralni omiks pristupi. Rezultate omiks tehnika karakteriše velika koliĉina podataka pa se u 

cilju smanjenja potrebne memorije na ureĊajima, cene i vremena analize teţi ka integraciji više omiks 

tehnika u jednu. Prednost integralnih omiks pristupa se ogleda u lakšem razumevanju ćelijskih sistema 

i njihovog naĉina 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 zakljuĉili da je 

kombinacija manjeg broja omiks pristupa nedovoljna za dobijanje kompletne informacije o stanju 

unutar ćelije (Yugi et al, 2016). U budućnosti, sa razvojem tehnike i bioinformatiĉkih alata i metoda 

oĉekuje se i povećan broj studija koje integrišu veći broj omiks tehnika. 

 

Upotreba omiks tehnika. Omiks nauke i tehnike i znanja steĉena pomoću njih imaju razliĉite 

primene. Multi-omiks tehnikama dobijaju se kljuĉni podaci o fiziologiji, biohemiji, ekologiji i 

filogeniji mikrobnih zajednica, a one olakšavaju i razumevanje razliĉitih procesa kao što je 

bioremedijacija. Kombinovanjem bioremedijacionih i omiks tehnika moţe se dobiti veća efikasnost, 

smanjiti vreme i cena postupka. Pri izboru bioremedijacione tehnike bitan je i interdisciplinarni pristup, 

pri ĉemu se istraţivanja ne oslanjanju samo na znanja iz biologije, već i na druge nauke kao što su 

hemija, informatika, inţenjerstvo.  

Omiks tehnike omogućavaju optimizaciju i drugih industrijskih procesa od ekonomskog i 

ekološkog znaĉaja, pomaţu pri skriningu sekundarnih mikrobnih metabolita za upotrebu u 

biotehnološkoj i farmaceutskoj industriji. One se mogu primeniti u upravljanju rizicima u sigurnosti i 

kvalitetu hrane, u analizi humanog mikrobioma, za shvatanje mehanizama razliĉitih 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 i alati koji pokušavaju da objedine i 

organizuju rezultate dobijene primenom omiks tehnika kao što su ˮThe enviPath toolˮ, ˮBioCycˮ i 

ˮMetaCycˮ (Malla et al, 2018). 
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2.2.2. Dinamički pristupi u karakterizaciji pojedinačnih mikroorganizama, mikrobnih 

zajednica i odreĎivanju mikrobne aktivnosti 

2.2.2.1. Mikrobno ćelijsko disanje i brzina rasta mikroorganizama 

Ćelijsko disanje mikroorganizama se koristi kao mera njihove metaboliĉke aktivnosti. Treba 

razlikovati bazalnu respiraciju prisutnu pri bazalnom metabolizmu i supstrat indukovanu respiraciju 

koja je odraz metaboliĉke aktivnosti aktivnih i potencijalno aktivnih mikroorganizama. Odnos ove dve 

respiracije je uvek izmeĊu 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 ĉemu upadaju u stanje stresa i smanjuju 

respiraciju, a vrednosti bliske jedinici su svojstvene za prisustvo velike koliĉine supstrata. U ţivotnoj 

sredini vrednosti bliske nuli moguće su usled dugih suša i promrzavanja zemljišta, dok se vrednosti 

bliske jedinici javljaju usled dodatka stajskog Ċubriva.  

 

Brzina rasta mikroorganizama je bitan parametar pri njihovoj karakterizaciji, a odreĊuje se 

dodatkom obeleţenih biomolekula u tragovima i praćenjem njihove direktne ugradnje u ćelijske 

komponente ili dodatkom velike koliĉine supstrata koji indukuje neograniĉeni eksponencijalni rast 

mikrobnih ćelija (Blagodatskaya, Kuzyakov 2013). 

 

2.2.3. Odnosi izmeĎu tradicionalnih i modernih tehnika za karakterizaciju pojedinačnih 

mikroorganizama, mikrobnih zajednica i odreĎivanje mikrobne aktivnosti 

Tradicionalne tehnike za karakterizaciju mikroorganizama su manje osetljive, manje specifiĉne, 

daju nedovoljno informacija, dugotrajne su, zasnivaju se na kulturabilnim mikroorganizama, pri ĉemu 

se detektuju samo oni dominantni rodovi. Savremene tehnike za karakterizaciju mikroorganizama su 

osetljivije, specifiĉnije i informativnije, efikasnije su vremenski i odreĊuju funkcionalni diverzitet. Da 

bi se sagledali svi odnosi unutar mikrobnih zajednica najbolje je kombinovati klasiĉne tehnike sa 

tehnikama za metagenomsku analizu i gensku ekspresiju (Biswas, Sarkar 2018, Nannipieri et al, 2020).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 32 - 

 

2.3. Egzopolisaharidi proizvedeni pomoću mikroorganizama izolovanih iz zagađene 

životne sredine 

Mikroorganizmi izolovani iz zagaĊene ţivotne sredine sintetišu razne proizvode poput 

biosurfaktanata, enzima, emulgatora koji povećavaju iskorišćenje nepolarnih supstrata kao što su naftni 

polutanti i ubrzavaju degradaciju (Joshi, Desai 2010, Shibulal et al, 2014). U mikrobne produkte 

spadaju i egzopolisaharidi koji pomaţu mikroorganizmima da razgrade polutante i štite ih od 

nepovoljnih uslova u ţivotnoj sredini – UV zraĉenja, temperature, pH, isušivanja i teških metala. Iako 

je zagaĊena ţivotna sredina jedno od glavnih staništa mikroorganizama proizvoĊaĉa egzopolisaharida, 

moguće 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, netoksiĉne, biodegradabilne i biokompatibilne 

polimere i mogu biti ravnog niza ili raĉvasti. Ovi polimeri se dele u dve grupe: homopolisaharide, gde 

su sve monosaharidne jedinice koje ih izgraĊuju identiĉne (dekstran, kurdlan, levan, pululan, 

skleroglukan i šizofilan) i heteropolisaharide koji predstavljaju kombinaciju više monosaharida 

(alginat, fukopol, fukogel, galaktopol, gelan, hijaluronska kiselina i ksantan). Egzopolisaharide 

najĉešće proizvode odreĊene vrste rodova: Lactobacillus, Leuconostoc i Streptococcus (α-glukane), 

Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Gluconacetobacter, Rhizobium, Salmonella 

i Sarcina (β-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). 

Fiziološka, funkcionalna i biološka aktivnost polisaharida zavise od molekulske mase i 

strukture. Ovi polimeri se danas koriste kao nosaĉi 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 inţenjering 

(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 ćelijama zapoĉinje intracelularno, nakon ĉega dolazi 

do ekskrecije van ćelije, a izuzetak su levan i dekstran koji se sintetišu ekstracelularno. Prvi korak u 

biosintezi je nastajanje aktiviranih prekursora difosfatnih šećera (NDP) (slika 2.16). Monosaharidne 

jedinice se sa NDP saharidnog donora transportuju na aktivni lipidni nosaĉ i ponavljajuće jedinice se 

povezuju glikozil-transferazom. Ovaj deo sinteze se odvija u citoplazmi, a nakon toga se sintetisani 

egzopolisaharid ekskretuje pomoću transportnih proteina kroz ćelijsku membranu (Ates 2015, Schmid 

et al, 2015, Wang et al, 2019). 

 

 
Slika 2.16. Šema nastanka aktiviranih šećera. ABC – ATP transporter (ATP binding cassette 

transporter, eng.), PTS - fosfotransferazni sistem (phosphotransferase system, eng.)  

(Wang et al, 2019). 
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Polimerizacija i transport polisaharida se uspostavljaju na više naĉina (slika 2.17): Wzx/Wzy-

zavisnom putanjom (O-antigen flippase, Wzx, eng., polymerase, Wzy, eng.), ATP-vezujućom 

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). 

 

 
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 ponavljajući protein (tetratricopeptide 

repeat protein, eng.), c-di-GMP - cikliĉni guanozin-monofosfat (cyclic diguanylic acid, eng.)  

(Schmid et al, 2015). 

 

Wzx/Wzy-zavisna putanja obuhvata translokaciju kroz unutrašnju membranu asembliranog 

egzopolisaharida Wzx-flipazom, polimerizaciju Wzy-polimerazom u periplazmatskom prostoru i 

transport u vanćelijski prostor koji se završava pomoću 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 specifiĉna za Gram-negativne bakterije i favorizovana za sintezu 

heteropolisaharida. 

U ABC transporter-zavisnoj putanji polimerizacija do polisaharida se odvija na citoplazmatskoj 

strani unutrašnje membrane. ABC transporter, PCP i OPX proteini transportuju egzopolisaharid kroz 

membranu u vanćelijski prostor. Kod Gram-pozitivnih termofilnih bakterija umesto PCP proteina 
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postoji tetratrikopeptid ponavljajući protein. Ova putanja je najĉešća u sintezi polisaharida kapsule, a 

ABC transporter diktira veliĉinu lanca egzopolisaharida.  

Sintaza-zavisna putanja podrazumeva polimerizaciju ponavljajućih jedinica egzopolisaharida i 

njihovu translokciju sintazom, a ĉesta je pri sintezi homopolisaharida ili jednostavnijih 

heteropolisaharida. Povećana ekspresija gena za sintazu, dovodi do sinteze egzopolisaharida veće 

molekulske mase, a aktivnost sintaze moţe pojaĉati cikliĉni guanozin-monofosfat. Vanćelijska sinteza 

ili saharozom-posredovana putanja se zasniva na inicijalnom konvertovanju disaharidnog molekula do 

monosaharida nakon ĉega se oni vezuju za rastući homopolisaharidni lanac u vanćelijskoj sredini. 

Energija dobijena hidrolizom šećera se koristi za katalitiĉki transfer monosaharida na akceptorski 

molekul pomoću glikan-saharaze. Ovaj tip putanje je nezavistan od centralnog ćelijskog metabolizma 

ugljenika (Nadzir et al, 2021, Rana, Upadhyay 2020, Wang et al, 2019). 

 

2.3.2. Levan 

Inulin i levan predstavljaju neredukujuće fruktane. U inulinu su fruktozne jedinice povezane 

β(2,1), a u levanu β(2,6) vezama sa β(2,1) grananjem. Levan mogu sintetisati biljke i mikroorganizmi, 

a na slici 2.18.  je prikazana njegova struktura (Nadzir et al, 2021, Öner et al, 2016, Ortiz-Soto et al, 

2019, Veerapandian et al, 2020, Young et al, 2021). 

 

 
 

Slika 2.18. Struktura levana sa β(2,1) grananjem 

(Öner et al, 2016). 

 

Raznolikosti u strukturi levana kao što su molekulska masa, stepen grananja, viskozitet, 

stabilnost i funkcionalnost posledica su razliĉitih uslova produkcije. Levan štiti ćelije od oštećenja, 

omogućava njihovo preţivljavanje, a sliĉno drugim egzopolisaharidima predstavlja deo biofilmova 

ĉime spreĉava isušivanje i ĉuva mikrobnu zajednicu od predatora. U biofilmovima ovaj polisaharid 

omogućava mikroaerobnu sredinu i pomaţe azotofiksaciju tako što predstavlja barijeru za kiseonik, a 

moţe posluţiti i kao hrana za neke od mikroorganizama u zajednici unutar biofilma (Nadzir et al, 2021, 

Öner et al, 2016, Ortiz-Soto et al, 2019, Young et al, 2021). 
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2.3.2.1. Biosinteza levana pomoću mikroorganizama 

Levan je jedan od retkih egzopolisaharida koji se sintetiše ekstracelularno. Levan-saharaza, 

bakterijska fruktozil-transferaza sintetiše levan iz saharoze. Ovaj enzim je odgovoran i za grananje u  

2,1 poloţaju, a najĉešće se nalazi na površini ćelije ili u teĉnoj podlozi (Ates 2015, Öner et al, 2016, 

Ortiz-Soto et al, 2019, Schmid et al, 2015, Young et al, 2021). 

Saharoza je donor fruktozne jedinice, koja se veţe na drugu saharozu pri ĉemu nastaje trisaharid 

6-kestoza. Daljom elongacijom i dodavanjem fruktozil jedinica nastaju fruktooligosaharidi 

(fructooligosaccharides, FOS, eng.) i polimer levan. Klasiĉnom, neprocesivnom putanjom sinteze 

(Slika 2.19) dolazi do sinteze, oslobaĊanja, akumulacije i dalje fruktozilacije fruktooligosaharida. U 

poĉetnoj 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 takoĊe nastale od saharoze, hidrolizom u ranoj fazi prihvataju fruktozil jedinice od kojih 

nastaju tercijarni proizvodi, niskomolekulski levani (Ortiz-Soto et al, 2019). 

 

 
 

Slika 2.19. Šema klasiĉne, 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, već da je polimer sve vreme 

vezan za enzim dok ne postigne ţeljenu veliĉinu, nakon ĉega dolazi do njegovog otpuštanja. Prelazak 

enzima iz neprocesivne sinteze niskomolekulskih levana u procesivnu proizvodnju visokomolekulskih 

levana još 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 pokreće 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 staništima koja sadrţe saharozu. Levan-

saharaza je naĊena 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, 

Öner 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.) koristeći Bacillus subtilis, 

Koreji (Real Biotech Co., Ltd.) upotrebom Zymomonas mobilis i Japanu (Advance Co., Ltd.,) kao 

proizvod bakterije Streptococcus salivarius (Öner et al, 2016). 

 

2.3.2.2. Primena levana 

Zbog svoje ˮzeleneˮ prirode, biodegradabilnosti i biokompatibilnosti levan se moţe primeniti u 

razliĉitim poljima industrije. Istraţivanja pokazuju da ovaj polisaharid nije citotoksiĉan, poseduje 

antizapaljensku i antioksidativnu aktivnost zbog ĉega se upotrebljava u preparatima za negu kose i 

koţe. U medicini se levan koristi u obliku tankih biofilmova koji aktiviraju metaloproteinaze kljuĉne u 

zaceljivanju rana i opekotina, za isporuku lekova, u regeneraciji tkiva, za smanjenje nivoa holesterola, 

gojaznosti, hiperlipidemije i telesne mase, a moţe se konzumirati kao dodatak ishrani – prebiotik. Ovaj 

polisaharid se moţe koristiti u vidu tankih biofilmova u cilju bezbednijeg i zdravijeg pakovanja hrane i 

zaštiti od njenog kvarenja (Ates 2015, Öner 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 budućnosti. 

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 ĉvrstim i teĉnim 

podlogama, a vezuju se za karakteristike koje se vizuelno mogu opaziti i termine ljigav (ropy, eng.), 

sluzav (mucoid, eng.), onaj koji se rasteţe (slimy, eng.). Ukoliko je podloga na kojoj je mikroorganizam 

gajen teĉna moţe se odrediti njen viskozitet upotrebom viskozimetra. Na agarizovanim podlogama 

moguće je upotrebiti hromogene boje koje interaguju sa polisaharidima. Sinofluor se vezuje za β(1,3) 

glukane, a Congo Red za β(1,3) i β(1,4) glukane pri ĉemu intenzivno fluoresciraju. Pored glukana 

Calcofluor White se veţe i za sukcinoglikan pri ĉemu pod UV svetlošću fluorescira plavo-zeleno. Ova 

tehnika je brza i jednostavana.  

Najĉešća tehnika za potvrdu produkcije egzopolisaharida je njegovo taloţenje hladnim 96% 

alkoholom iz supernatanta fermentacione teĉnosti 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 odreĊivanje viskoziteta i 

precipitaciju sa detaljnom monosaharidnom analizom pomoću teĉne hromatografije ultra visokih 

performansi sa ultraljubiĉastim detektorom, elektron sprej jonizacijom i jonskim masenim 

spektrometrom (Ultra High Performance Liquid Chromatography – Ultraviolet - Electron Spray 

Ionization - Mass Spectrometer, UHPLC-UV-ESI-MS, eng.). Svi koraci (slika 2.20) se izvode u 

mikrotitar ploĉicama sa 96 mesta. Tehnika podrazumeva gajenje mikroorganizama, uklanjanje ćelija 

centrifugiranjem i filtracijom, uklanjanje malih molekula gel filtracijom u cilju dobijanja što ĉistijeg 

polisaharida i realnijeg rezultata nakon hidrolize polisaharida. Deo polisaharida podleţe hidrolizi, 
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derivatizaciji i analizi pomoću HT-PMP (high throughput 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone, eng.) 

tehnike, a dvostruka detekcija UV- i ESI-MS detektorima ĉini kvantifikaciju pouzdanom. U toku 24 h 

moţe se analizirati 96 uzoraka (Rühmann et al, 2014, Rühmann et al, 2015a, Rühmann et al, 2015b). 

 

 
 

Slika 2.20. Shema odreĊivanja sastava egzopolisaharida na EPS ˮskriningˮ platformi. PMP - 1-fenil-3-

metil-5-pirazolon, UHPLC-UV-ESI-MS - teĉna hromatografija ultra visokih performansi sa 

ultraljubiĉastim detektorom, elektron sprej jonizacijom i jonskim masenim spektrometrom  

(prema Rühmann et al, 2015b). 

 

Platforme za detekciju produkcije EPS-a u mikrotitar ploĉicama se mogu prilagoditi razliĉitim 

kolorimetrijskim testovima i upotrebi razliĉitih reagenasa kao što su fenol-sumporna kiselina, fenol-

sumporna kiselina u kombinaciji sa glukoznim testom, antron-sumporna kiselina, karbazol i m-

hidroksidifenil. 

Tehnike zasnovane na morfologiji kolonija, primeni boja na agar ploĉama, precipitaciji 

polisaharida i viskozitetu mikrobne kulture imaju odreĊene prednosti, jednostavne su i jeftine, a neke 

od njih odreĊuju detaljan monosaharidni sastav polisaharida. MeĊutim za detaljniju, a brzu analizu 

velikog broja uzoraka uvek su metode izbora EPS ˮskriningˮ platforme. Pri razvijanju ovih platformi 

Rühmann i saradnici su uspešno rešili neke od kritiĉnih koraka u analizi polisaharida. PMP 

derivatizacija se odvija na pH višoj od 7 usled njene inhibicije niţim vrednostima, a dodat je i korak 

filtracije zbog viskoznosti većine egzopolisaharida. Neiskorišćena glukoza (>1 g/L) iz podloge u kojoj 

je mikrooganizam gajen ometa PMP derivatizaciju i HPLC-UV-ESI-MS analizu, a utiĉe i na analizu 

sastava polisaharida (laţno prisutna u strukturi) zbog ĉega je neophodna gel filtracija. Još uvek nerešen 

nedostatak platformi za detekciju EPS-a je odreĊivanje uronskih kiselina u strukturi polisaharida. Pri 

ispitivanju ovih platformi u analizi ksantanske gume odreĊena je niţa koliĉina uronskih kiselina i 

manoze u odnosu na literaturne vrednosti, što 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 

ĉvrstim glikozidnim vezama koje nije lako raskinuti pri standardnim uslovima hidrolize. Autori su 

pokušali da reše i ovaj nedostatak, tako što bi masenom spektrometrijom odreĊivali dimere uronskih 

kiselina i heksoza (aldobiouronske kiseline), ali je ovo rešenje ubrzo odbaĉeno zbog ograniĉene serije 

standarda aldobiouronskih kiselina, nemogućnosti kalibracije, a samim tim i njihove kvantifikacije 

(Rühmann et al, 2015a, Rühmann et al, 2015b).  

 

2.3.4. Tehnike za karakterizaciju čistih egzopolisaharida 

Tehnikama za karakterizaciju polisaharida dobijamo podatke o njihovom sastavu i strukturi, 

veliĉini, razliĉitim osobinama kao što su optiĉka i emulzifikaciona aktivnost i viskozitet, kao i o 

njihovim mikrostrukturnim svojstvima. Kisela hidroliza predstavlja prvi korak u analizi sastava 

polisaharida, a najĉešće se upotrebljavaju sumporna, hlorovodoniĉna i trihlorsirćetna 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.). Kritiĉan korak u ovoj analizi je jednostepena derivatizacija aldoheksoza 

pri ĉemu moţe nastati do 5 tautomera, a višestepena 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 anjonoizmenjivaĉkom 

hromatografijom visokih performansi (High Performance Anion Exchange Chromatography, HPAEC, 

eng.) sa pulsnim amperometrijskim detektorom (Pulsed Amperometric Detection, PAD, eng.). 

Zahvaljujući slabo kiseloj prirodi ugljenih hidrata HPAEC uz veliku selektivnost omogućava njihovo 

odvajanje koristeći anjonoizmenjivaĉku 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 moţe dovesti do epimerizacije i degradacije ugljenih hidrata što 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, 
1
H i 

13
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 analitiĉko instrumentalna tehnika se zasniva na vibraciji veza na karakteristiĉnim 

frekvencijama (Rana, Upadhyay 2020, Rühmann et al, 2014). Elementarni sastav egzopolisaharida se 

moţe 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 (Stefanović 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-Martínez et al, 2018, Restaino et al, 2017). 

Za odreĊivanje osobina egzopolisaharida mogu se upotrebiti neke od tehnika kao što su 

difrakcija X zracima (X-ray diffraction, XRD, eng.), diferencijalna skenirajuća kalorimetrija 

(Differential Scanning Calorimetry, DSC, eng.) i termogravimetrijska analiza (Thermal Gravimetric 

Analysis, TGA, eng.) (Rana, Upadhyay 2020). Vaţna karakteristika rastvora egzopolisaharida je i 

optiĉka rotacija, a njene pozitivne vrednosti ukazuju na prisustvo α glikozidnih veza, odnosno 

negativne ili vrednosti bliske nuli na β povezivanje meĊu monomernim jedinicama (Klyne 1955). 
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Pored optiĉke aktivnosti, pri ispitivanju osobina polisaharida odreĊuje se njegov viskozitet u rastvoru 

upotrebom viskozimetra i emulgujuća aktivnost. Emulgujuća aktivnost egzopolisaharida se odreĊuje iz 

supernatanta nakon uklanjanja biomase mikroorganizama centrifugiranjem i mešanja sa n-heksanom 

(1:1). 24 h kasnije odreĊuje se odnos visina sloja emulzije i ukupne smeše (Cooper, Goldenberg 1987). 

Emulgujuća svojstva egzopolisaharida se odreĊuju i turbidimetrijski po metodi koju su dali Pearce i 

Kinsella, 1978 (Pearce, Kinsella 1978).  

Skenirajuća elektronska mikroskopska analiza (Scanning Electronic Microscope, SEM, eng.) 

omogućava uvid u mikrostrukturna svojstva polisaharida i razumevanje veze izmeĊu fiziĉkih svojstava 

i mikrostrukture. Neki od instrumenata na kojima se moţe odrediti topografija i morfologija 

preĉišćenog polisaharida su MIRA II LMU (Grinev et al, 2020) i Jeol JSM 6390 LV (Kekez et al, 

2016).  

Potencijalna upotreba egzopolisaharida u razliĉitim poljima industrije zahteva upoznavanje sa 

njihovim sastavom, strukturom i osobinama, a radi dobijanja što preciznijih informacija neophodno je 

kombinovati što veći broj tehnika za njihovu karakterizaciju. 
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3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Metode korišćene za analizu zemljišta i sedimenta kao supstrata za remedijaciju 

 

3.1.1. Analitičke metode 

 

3.1.1.1. OdreĊivanje procenta higroskopne vlage 

Sadrţaj vlage u uzorcima je odreĊivan prema standardnoj metodi ISO 11465 (ISO 11465:1993). 

3.1.1.2. Potenciometrijsko odreĊivanje pH vrednosti 

pH vrednost je merena u suspenziji homogenizovanog uzorka i prokuvane demineralizovane 

vode u odnosu 1:2,5 (g/V), prethodno mešanoj na magnetnoj mešalici 30 min prema standardnoj 

metodi ISO DIS 10390 (ISO DIS 10390:2002). Za merenje pH vrednosti korišćen je pH-metar, tip 

PHM 26, Radiometer, Danska, sa kombinovanom elektrodom. 

 

3.1.1.3. OdreĊivanje sadrţaja pepela 

Sadrţaj pepela je odreĊivan u tiglovima od porcelana spaljivanjem uzorka na plameniku do 

prestanka izdvajanja belih para, a zatim spaljivanjem uzorka u peći na 800 °C, do konstantne mase. 

 

3.1.1.4. OdreĊivanje sadrţaja karbonata 

Sadrţaj karbonata u uzorku je analiziran standardnom metodom volumetrijskog tipa ISO 10693 

(ISO 10693:1995). Vrednosti atmosferskog pritiska i temperature su oĉitane u momentu izvoĊenja 

analize. 

 

3.1.1.5. Retencioni vodeni kapacitet 

Retencioni vodni kapacitet uzorka je odreĊivan standardnom metodom ISO 11274 (ISO 

11274:1998). 

 

3.1.1.6. Dostupni kalijum i fosfor 

Dostupni fosfor i kalijum u uzorku su analizirani prema standardnim metodama koje su 

predloţili Pansu i Gautheyrou i Wilke (Pansu, Gautheyrou 2006, Wilke 2005). 

 

3.1.1.7. OdreĊivanje grupnog sastava 

Ekstrakcija organskih jedinjenja iz uzorka raĊena je u sistemu za ekstrakciju po Soksletu, 

Omnilab FoodALYT RS 60. Za ekstrakciju organskih jedinjenja je korišćena smeša rastvaraĉa 

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 (Ilić 2011, Jovanĉićević 

et al, 2005).  
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Propis za 5 mg uzorka: pre hromatografskog razdvajanja na koloni, uraĊena je saponifikacija i 

neutralizacija uzorka. 500 μL 5% rastvora kalijum-hidroksida u metanolu (sa 1% dH2O) dodato je u 

uzorak, koji je zatim prekriven i ostavljen preko noći na sobnoj temperaturi. Nakon saponifikacije u 

uzorak je dodata 10% hlorovodoniĉna kiselina (130 μL). Pomoću metilen-hlorid:metanol smeše (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 μL) i heksan (20 mL). Natrijum-sulfat je korišćen za sušenje, a zatim je uzorak nanet 

na kolonu. 

Na dno kolone nanet je filter, aluminijum-oksid i silicijum-dioksid postupkom ˮna mokroˮ 

(dijametar kolone je bio 1 cm, a visina 15 cm). Za 5 mg kompozitnog uzorka masa adsorbenta je bila 3 

g Al2O3 i 2 g SiO2 (SiO2 je aktiviran na 250 °C). U odnosu na izmerenu masu Al2O3 dodata je 

destilovana voda (4%) tj. 10% destilovane vode za SiO2. Na vrh je dodato 2 g Flurisil-a. 

Za eluiranje frakcija sa kolone korišćeni su: 

prva frakcija - n-heksan (10 mL) – za eluiranje zasićenih ugljovodonika,  

druga frakcija – metilen-hlorid (10 mL) – za eluiranje aromatiĉnih jedinjenja,  

treća frakcija – metilen-hlorid:metanol (1:1, 10 mL) – za eluiranje polarne alkoholne i keto frakcije, 

ĉetvrta 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 mućkanja, 

n-heksan je dodavan nekoliko puta, a na kraju je uklonjen u struji azota. 

 

Posle frakcionog razdvajanja uzorci su upareni na vakuum uparivaĉu do 1 mL i kvantitativno 

prebaĉeni u viale ĉija je masa prethodno izmerena na analitiĉkoj vagi i upareni do suva u struji azota. Iz 

razlike masa pune i prazne viale gravimetrijski je odreĊivana masa svake frakcije. Vrednosti su 

izraţene u g/kg s.s. Rezultati su obraĊeni u Microsoft Office Excel programu. 

 

3.1.1.8. OdreĊivanje sadrţaja huminskih kiselina 

Uzorak je osušen na vazduhu (40 g) i mešan sa rastvorom NaOH/Na4P2O7 (200 mL) (ISO 5073: 

1999), nakon ĉega je smeša zagrevana na kljuĉalom vodenom kupatilu sa mešanjem 2 h i ohlaĊena na 

sobnu temperaturu. Supernatant je odvojen centrifugiranjem (3000 rpm, 10 min). Huminske kiseline su 

taloţene iz supernatanta 6 M HCl do pH 1. Nakon ponovljenog centrifugiranja, supernatant je odbaĉen. 

Huminske kiseline su preĉišćene prema proceduri koju preporuĉuje 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. Mikrobiološke metode 

Za izolovanje i odreĊivanje broja mikroorganizama korišćene su mikrobiološke hranljive 

podloge. Nakon odmeravanja i rastvaranja komponenata podloge su sterilisane u autoklavu 25 min na 

121 °C.   

 

3.1.2.1. Podloga za odreĊivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i fakultativno 

anaerobnih bakterija 

Hranljivi agar je korišćen za odreĊivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i 

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

(Torlak). 

 

3.1.2.2. Podloga za odreĊivanje broja kvasaca i plesni 

Sladni agar je korišćen za odreĊivanje ukupnog broja kvasaca i plesni (KP) i pripreman 

rastvaranjem suve podloge po uputstvu proizvoĊaĉa (Torlak). 

 

3.1.2.3. Podloga za odreĊivanje broja mikroorganizama sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste 

dizel D2 

Za odreĊivanje broja mikroorganizama sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste dizel D2 

(RNU) korišćena je podloga (UG agar) koja je pripremana rastvaranjem sledećih komponenti: 

 

NH4NO3       1   g  

K2HPO4       0,25 g 

ekstrakt zemlje               50 mL 

agar                                           16 g 

destilovana voda             1 L 

Nakon sterilizacije i hlaĊenja, u podlogu je dodato 2 g ili 2,35 mL dizela D2 (izvor 

ugljovodonika) (Bossert et al, 2002). 

 

3.1.2.4. Pomoćni mikrobiološki rastvori 

Rastvor za pripremanje serijskih razblaženja  

Fiziološki rastvor koncentracije 0,9% natrijum-hlorida je upotrebljavan za pripremanje serijskih 

razblaţenja.  

 

Ekstrakt zemlje 

 U 100 mL demineralizovane vode dodato je 100 g kontaminirane zemlje. Rastvor je zagrevan 

do kljuĉanja, ohlaĊen do sobne temperature i proceĊen. Filtrat (ekstrakt zemlje) je korišćen za 

pripremanje podloga.  
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3.1.2.5. OdreĊivanje broja mikroorganizama 

Broj mikroorganizama u uzorcima tokom procesa bioremedijacije je odreĊivan metodom 

serijskog razblaţenja (Gojgić-Cvijović, Vrvić 2003). Ukupan broj hemoorganoheterotrofnih aerobnih i 

fakultativno anaerobnih mezofilnih bakterija praćen je gajenjem na hranljivom agaru, 48 h na 28 °C. 

OdreĊivan je i broj kvasaca i plesni na sladnom agaru pri istim uslovima gajenja. Mikroorganizmi koji 

razgraĊuju naftne ugljovodonike brojani su na UG agaru nakon sedam dana inkubacije na 28 °C.  

 

3.1.2.6. Izolovanje konzorcijuma zimogenih mikroorganizama i priprema biomase  

 Za odvojene studije bioremedijacije zimogeni konzorcijumi su izolovani na isti naĉin. 1 g 

sedimenta iz isplaĉne jame odnosno 1 g zemljišta 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 prebaĉen u novu mineralnu podlogu i ponovno inkubiran. Postupak je 

ponovljen. Alikvoti mešane kulture su suspendovani u fiziološkom rastvoru i zasejavani na 

agarozne podloge (UG agar). Sa površine podloge za odreĊivanje broja mikroorganizama 

sposobnih da kao jedini izvor ugljenika koriste dizel D2 u sterilnoj zoni fiziološkim rastvorom i 

sterilnom ezom pojedinaĉne porasle kolonije su prebacivane u 4 erlenmajera od 250 mL sa po 100 

mL Startne podloge 1 (SP1). Nakon dva dana mešanja na horizontalnom šejkeru pri 180 rpm i na 

28 °C sadrţaj 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 mešanja na horizontalnom šejkeru pri 180 rpm i na 28 °C 

suspenzije su spojene i sadrţaj iz erlenmajera je sluţio kao inokulum za dobijanje 1000 L biomase. 

Bioreaktor od 1000 L sa Radnom podlogom (RP) je inokulisan sa 8 L u laboratorijskim uslovima 

umnoţene biomase. Mešanje i aeracija u bioreaktoru su izvoĊeni sistemom kompresora i 

perforiranih cevi. Nakon 48 h biomasa iz bioreaktora je upotrebljena u postupku bioremedijacije. U 

podloge SP2 i RP je dodavan komercijalni, netoksiĉni 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 sledećih komponenti: 

hranljivi bujon      1,2 g 

kontaminirana zemlja      5 g 

demineralizovana voda   do 100 mL 

pH     7 

 

Startna podloga 2 je pripremana rastvaranjem sledećih komponenti: 

hranljivi bujon          23,3 g 

kontaminirana zemlja  100 g 

demineralizovana voda do 2000 mL    

pH     7 

Nakon sterilizacije u autoklavu u ohlaĊenu podlogu SP2 je u sterilnoj zoni dodato 20 g 

vanbilansnog mazuta koji predstavlja dominantni izvor ugljenika. Dodati ugljovodonici su podlogu 

uĉinili selektivnom za rast mikroorganizama UG degradera.  
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Radna podloga je pripremana rastvaranjem sledećih komponenti direktno u bioreaktoru:  

autolizat kvasca             7,5 kg 

ekstrakt zemlje                     50 L 

KCl                    100 g  

NH3                    261 mL 

H3PO4                    120 mL  

mazut/dizel                     10 kg  

ĉesmenska voda                   900 L  

pH                         7  

 

Pripremljena podloga nije sterilisana već je selektivnost rasta mikroorganizama postignuta visokom 

koncentracijom naftnih ugljovodonika. 

 

3.1.2.7. Metagenomska analiza 

 Ukupna DNK je iz uzorka na poĉetku procesa bioremedijacije ekstrahovana i preĉišćena 

koristeći ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA). Biblioteka 

amplikona dobijena je umnoţavanjem izolovane DNK pomoću PCR-a u dva koraka. U prvom koraku 

umnoţeni su V3 - V4 regioni 16S rRNK gena pomoću 341F 

(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT – NNNNN -CCTACGGGNGGCWGCAG) i 

805R (GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT – NNNNN – 

GACTACHVGGGTATCTAATCC) prajmera. Nastali proizvodi su ponovo umnoţeni PCR tehnikom 

upotrebom indeksnih prajmera. Sekvenciranje umnoţenog proizvoda nakon drugog PCR-a je uraĊeno 

na Illumina MiSeq platformi (San Diego, CA, USA) u Bioengineering Lab. Co., Ltd. (Kanagawa, 

Japan). Dobijeni podaci su analizirani koristeći QIIME2 softver (verzija 2019.01) (Bolyen et al, 2018). 

Ukratko, prajmeri su skraćeni i podaci su filtrirani i ˮokrnjeniˮ tako da dozvole preklapanje od 20 bp 

izmeĊu forward (eng.) i reverse (eng.) oĉitavanja, pomoću Dada2 softvera. Moguće himerne sekvence 

su identifikovane i uklonjene pre anotacije varijanti sekvenci amplikona pomoću MiDAS baze 

podataka (McIlroy et al, 2015). Nakon sekvenciranja, obraĊene sekvence su poreĊene sa kulturama ĉije 

su sekvence deponovane u NCBI (National Center for Biotechnology Information, NCBI, eng.) bazi 

podataka. Rezultati su obraĊeni u Microsoft Office Excel programu. 
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3.1.3. Strukturno-instrumentalne tehnike korišćene za karakterizaciju bioremedijacionog 

supstrata i huminskih kiselina 

3.1.3.1. Elementarna organska mikroanaliza 

Sadrţaj ugljenika, vodonika, azota i sumpora u uzorku je analiziran upotrebom automatskog 

analizatora Vario ELIII CHNS/O, Elementar, Hanau, Nemaĉka. Temperatura sagorevanja je bila 1150 

°C, a detektor TCD (Thermal Conductivity Detector, eng.). Dinamiĉki opseg rada ureĊaja 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 odreĊivan 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.) reţimu i 

opsegu talasnih duţina 4000-400 cm
-1

.  

 

3.1.3.3. Spektrofotometrijska analiza za odreĊivanje E4/E6 odnosa 

E4/E6 odnos uzorka huminskih kiselina odreĊivan 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. OdreĊivanje sadrţaja 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 raĊena na gasnom hromatografu Agilent 7890A sa plameno 

jonizujućim detektorom i kolonom HP-5 dimenzija 30 m × 0,32 mm × 0,25 μm. Uslovi analize su bili: 

injektovanje uzorka na temperaturi pećnice 60 °C (temperatura injektora je bila 250 °C, a detektora 300 

°C), 1 min pri istim uslovima, a nakon toga je programski podešena da dostigne 300 °C tj. temperatura 

je rasla 4 °C/min. Noseći gas je bio vodonik sa protokom 30 cm/s. Za obradu podataka korišćen je 

softver ChemStation, Agilent Technologies. Rezultati su izraţeni po jedinici suve supstance (s.s.).  

 

3.1.3.5. OdreĊivanje sadrţaja mikroelemenata i teških metala  

 Ukupna koliĉina mikroelemenata i teških metala uzoraka razorenih sa koncentrovanom 

azotnom kiselinom je odreĊivana metodom indukovane kuplovane plazme (Inductively Coupled 

Plasma - Optical Emission Spectrometry, ICP-OES, eng.) na aparatu Vista Pro (Varian) (Jakovljević et 

al, 1985, Savić, Savić 1989). 
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3.2. Metode korišćene za karakterizaciju ispitivane bakterije CH-KOV3 

3.2.1. Izolovanje ispitivane bakterije CH-KOV3 

Za eksperiment proizvodnje egzopolisaharida bakterijska kultura je izolovana višestrukim 

presevom na mineralnu podlogu sa dizelom D2 kao jedinim izvorom ugljenika. Obogaćena kultura je 

pripremljena tako što 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 mešane kulture su suspendovani u 

fiziološkom rastvoru i zasejavani na agarozne podloge (UG agar). Ĉiste kulture su izolovane metodom 

iscrpljenja. Bakterije koje grade kolonije specifiĉne morfologije (ljigave, sluzave, rastegljive) odabrane 

su za dalje studije. Odabrane kulture presejane su na teĉnu podlogu sa saharozom (PS) (Liu et al, 

2010), sledećeg sastava: saharoza, 100 g/L, goveĊi ekstrakt, 1 g/L, ekstrakt kvasca, 0,6 g/L, K2HPO4 x 

3H2O, 3 g/L, KH2PO4, 3 g/L, NaCl, 1 g/L, MgSO4 x 7H2O, 0,2 g/L, FeSO4 x 7H2O, 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 koristeći DNeasy Blood & Tissue kit (Nemaĉka). 16S rRNK geni su umnoţeni 

PCR tehnikom koristeći 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') i 1492R (5'-

CGGCTACCTTGTTACGACTT-3') prajmere. Umnoţeni fragmenti su preĉišćeni koristeći QIAquick 

PCR Purification kit i sekvencirani u servisu Macrogen u Holandiji. 

 

3.2.3. Konstrukcija filogenetskog stabla 

Filogenetsko stablo roda Brachybacterium je napravljeno uz pomoć MEGA 7.0.18 softvera 

koristeći metod maksimalne verovatnoće (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. Korišćena je prekonoćna kultura mikroorganizma gajenog na hranljivom agaru na 28 °C. 

3.2.4.1. Bojenje po Gramu 

Napravljen je razmaz mikroorganizma na ploĉici nakon rasta na Petri šolji, a zatim je preparat 

osušen i fiksiran u plamenu. Nakon hlaĊenja preko uzorka su prelivene dve kapi boje Gramovog 

rastvora (2 minuta), a višak 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 ploĉice. Uzorak 

je ispran destilovanom vodom, a višak vode skupljen filter papirom. Preparat je preliven eozinom i 

ostavljen 30-60 sekundi. Na kraju procedure bojenja preparat je ispran destilovanom vodom, osušen i 

posmatran pod svetlosnim mikroskopom (Biological Trinocular Microscope, OPTIC900TPHDF, Colo 
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LabExperts, Slovenija). Gram-pozitivne bakterije se boje ljubiĉasto, a Gram-negativne crveno (Gojgić-

Cvijović, Vrvić 2003). 

3.2.4.2. Oksidaza test 

Za ispitivanje produkcije oksidaze korišćen je komercijalni test (BioMérieux, Francuska). Na 

filter papir navlaţen reagensom je nanesena ezom prekonoćna kultura. Pojava intenzivne ljubiĉaste 

boje u roku od 10 sekundi predstavlja pozitivnu reakciju. 

3.2.4.3. Katalaza test 

U obeleţenu praznu Petri šolju dodato je nekoliko kapi 3% vodonik-peroksida, a zatim ezom 

zahvaćena velika koliĉina prekonoćne kulture sa ĉvrste podloge i nanesena u rastvor. Burna reakcija i 

oslobaĊanje mehurića kiseonika predstavljaju pozitivnu reakciju (Gojgić-Cvijović, Vrvić 2003). 

 

3.2.5. Fiziološko-biohemijska karakterizacija 

Za fiziološko-biohemijsku karakterizaciju izolovane bakterije CH-KOV3 korišćeni su 

komercijalni API testovi (BioMérieux, Francuska): 20 NE, 20 E, CORYNE i ZYM. Svi testovi raĊeni 

su po uputstvu proizvoĊaĉa (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 API 20NE testu 

 

Oznaka 

reakcije 
Supstrat 

Enzimska 

reakcija 
+ rezultati - rezultati 

NO3 kalijum-nitrat 

redukcija 

nitrata do 

nitrita 

redukcija 

nitrata do azota 

roze-crven 

 

obezbojen 

obezbojen 

 

roze-crven 

TRP L-triptofan 
produkcija 

indola 
roze 

obezbojen, blago 

ţut/zelen 

GLU D-glukoza fermentacija ţut plav/zelen 

ADH L-arginin 
arginin-

dihidrolaza 

narandţast/ 

roze/crven 
ţut 

URE urea ureaza 
narandţast/ 

roze/crven 
ţut 

ESC 
eskulin 

gvoţĊe citrat 

hidroliza (β-

glukozidaza) 
siv/braon/crn ţut 

GEL ţelatin (goveĊi) 
hidroliza 

(proteaza) 

difuzija crnog 

pigmenta 
nema difuzije 

PNPG 

4-nitrofenil-D-

galaktopiranozi

d 

β-galaktozidaza ţut bezbojan 

GLU 
D-glukoza 

 

asimilacija zamućeno bistro ARA 
L-arabinoza 

 

MNE 
D-manoza 
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MAN D-manitol 

NAG 
N-acetil-

glukozamin 

MAL D-maltoza 

GNT 
kalijum-

glukonat 

CAP 
dekanska 

kiselina 

ADI 
adipinska 

kiselina 

MLT 
jabuĉna 

kiselina 

CIT 
trinatrijum-

citrat 

PAC 
fenilsirćetna 

kiselina 

          OX citohrom c-oksidaza ljubiĉast          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 

ONPG 
2-nitrofenil-βD-

galaktopiranozid 
β-galaktozidaza ţut bezbojan 

ADH  L-arginin arginin-dihidrolaza crven/narandţast ţut 

LDC L-lizin 
lizin-

dekarboksilaza 
crven/narandţast ţut 

ODC L-ornitin 
ornitin-

dekarboksilaza 
crven/narandţast ţut 

CIT trinatrijum-citrat korišćenje citrata plavo-zelen/plav blago zelen/ţut 

H2S natrijum-tiosulfat produkcija H2S crn bezbojan 

URE urea ureaza crven/narandţast ţut 

TDA L-triptofan triptofan-deaminaza crveno-braon/ ţut 

IND L-triptofan proizvodnja indola roze 
bezbojan/blago 

zelen/ţut 

VP natrijum-piruvat 
proizvodnja 

acetoina 
roze/crven bezbojan 

GEL ţelatin hidroliza (proteaza) 
difuzija crnog 

pigmenta 
nema difuzije 

GLU D-glukoza 

oksidacija/ 

fermentacija 
ţuto plavo/ţuto-plavo MAN 

D-manitol 

 

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 ljubiĉast bezbojan 

 
Tabela 3.3. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija,  

opis pozitivnih i negativnih rezultata u API CORYNE testu 

 

Oznaka reakcije Supstrat Enzimska reakcija + rezultati - rezultati 

NIT  kalijum-nitrat redukcija nitrata 

roze-crven 

 

obezbojen 

obezbojen 

 

roze-crven 

PYZ pirazin-karboksamid pirazin-amidaza braon/narandţast 
bezbojan/blago 

braon/narandţast 

PYRA 

piroglutaminska 

kiselina-β-

naftilamid 

pirolidonil-

arilamidaza 
narandţast 

bezbojan/blago 

narandţast 

PAL 2-naftil-fosfat alkalna fosfataza ljubiĉast bezbojan 

GUR 

naftol ASBI-

glukuronska 

kiselina 

β-glukuronidaza plav 
bezbojan/blago 

ljubiĉast/ narandţast 

GAL 
2-naftil- β-D-

galaktopiranozid 
β-galaktozidaza ljubiĉast 

bezbojan/blago 

ljubiĉast 

GLU 
2-naftil- α-D-

glukopiranozid 
α-glukozidaza ljubiĉast 

bezbojan/blago 

ljubiĉast/zelen 

NAG 
1-naftil-N-acetil- β-

D-glukozaminid 

N-acetil- β-

glukozaminidaza 
braon 

bezbojan/blago 

ljubiĉast/braon/siv 

ESC 
eskulin 

gvoţĊe-citrat 
β-glukozidaza crn bezbojan/siv 

URE urea ureaza crven/roze narandţast/ţut/siv 

GEL ţelatin (goveĊi) hidroliza 
difuzija crnog 

pigmenta 
nema difuzije 

O negativna kontrola 

fermentacija 
ţuto/ţuto-

narandţasto 
narandţasto/crveno 

GLU D-glukoza 

RIB D-riboza 

XYL D-ksiloza 

MAN D-manitol 

MAL D-maltoza 

LAC 
D-laktoza (goveĊeg 

porekla) 

SAC D-saharoza 

GLYG glikogen 

CAT  katalaza mehurići odusustvo mehurića 

 
Tabela 3.4. Oznaka reakcije, supstrata, enzimskih reakcija,  

opis pozitivnih i negativnih rezultata u API ZYM testu 

 

Oznaka reakcije. Substrat Enzimska reakcija pH + rezultat 

1 - kontrola - - 

2 2-naftil fosfat alkalna fosfataza 8,5 ljubiĉast 
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3 2-naftil butirat esteraza 6,5 ljubiĉast 

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

5 2-naftil miristat lipaza - ljubiĉast 

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

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

8 L-cistil-2-naftilamid cistin-arilamidaza - narandţast 

9 
N -benzoil-DL-

arginin-2-naftilamid 
tripsin 8,5 narandţast 

10 

N -glutaril-

fenilalanin-2-

naftilamid 

α-himotripsin 7,5 narandţast 

11 2-naftil fosfat kisela fosfataza 5,4 ljubiĉast 

12 
naftol-AS-BI-fosfat naftol-AS-BI-

fosfohidrolaza 
- plav 

13 
6-Br-2-naftil- αD-

galaktopiranozid 
α-galaktozidaza - ljubiĉast 

14 
2-naftil- βD-

galaktopiranozid 
β-galaktozidaza - ljubiĉast 

15 
naftol-AS-BI- βD-

glukuronid 
β-glukuronidaza - plav 

16 
2-naftil- αD-

glukopiranozid 
α-glukozidaza - ljubiĉast 

17 
6-Br-2-naftil- βD-

glukopiranozid 
β-glukozidaza - ljubiĉast 

18 
1-naftil-N-acetil-βD-

glukozaminid 

N-acetil-β-

glukozaminidaza 
- braon 

19 
6-Br-2-naftil- αD-

manopiranozid 
α-manozidaza - ljubiĉast 

20 
2-naftil- αL-

fukopiranozid 
α-fukozidaza - ljubiĉast 

Negativan rezultat – obezbojen/blago ţut. 

 

3.2.6. OdreĎivanje ukupnih ćelijskih masnih kiselina 

Ekstrakcija metil-estara masnih kiselina ispitivane bakterije je uraĊena 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 vlaţne biomase 

refluktovano je 3 h smešom toluen:metanol:sumporna kiselina (5:5:0,2 V/V/V). Nakon hlaĊenja u 

balonu, dodato je 10 mL zasićenog natrijum-hlorida i ceo rastvor ekstrahovan dva puta smešom 

hloroform:heksan (1:4 V/V, 2 × 10 mL). Ekstrakt je ispran destilovanom vodom, osušen 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 korišćen GC-MS ureĊaj QP2010 Ultra, Shimadzu, 

Kjoto, Japan i 2D GC×GC termalni modulator, ZoexCorp. Prva kolona je bila Rtx®-1 (RESTEK, 

Crossbond® 100% dimetil-polisiloksan, dimenzija 30 m × 0,25 mm × 0,25 µm), a druga BPX50 (SGE 

Analytical Science, 2,6 m × 0,1 mm × 0,1 µm). Kolone su bile povezane 2D GC×GC modulatorom. 
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Helijum je korišćen kao noseći gas. Temperatura injektora je bila konstantna: 200 °C. Korišćen je 

sledeći 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 GC×GC–MS podaci su sakupljani i 

analizirani pomoću GCMS Solution softvera, Shimadzu. Spektralna analiza je raĊena uz korišćenje 

NIST11 i Wiley8 baze podataka, a relativni odnos komponenata je preraĉunat iz odgovarajućih 

površina ispod pika. 2D GC×GC–MS podaci su analizirani koristeći Chrom-Square Ver. 2 (Shimadzu), 

koji ima mogućnost direktnog oĉitavanja 2D GC×GC podataka dobijenih sa GCMS Solution softvera, 

pri ĉemu ih konvertuje u dvodimenzionalnu sliku. 

 

3.2.7.2. MALDI-TOF MS karakterizacija 

MALDI-TOF MS karakterizacija ispitivane bakterije je raĊena na aparatu Bruker Autoflex II 

MALDI-TOF MS (Bremen, Nemaĉka) koji je opremljen UV azotnim laserom (337 nm) i detektorom 

(dual microchannel microplate, eng.).  

Mala koliĉina biomase bakterije CH-KOV3 (prekonoćna kultura na hranljivom agaru) je 

ĉaĉkalicom naneta na MALDI ploĉu, natopljena sa 1 µL zasićenog rastvora α-cijano-4-

hidroksicinaminske kiseline (Sigma–Aldrich, SAD) u 50% acetonitrilu i 2,5% trifluorsirćetnoj kiselini 

(TFA) i analizirana nakon sušenja. 

Spektri su snimani pomoću Flex Control softvera (Bruker Daltonics, Bremen, Nemaĉka), a 

uzorci su analizirani šest puta koristeći Flex Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Nemaĉka). Za svako 

merenje, preko 3 000 individualnih spektara je sakupljeno i uproseĉeno za dobijanje MALDI-TOF MS 

spektra (10 razliĉitih taĉaka na osušenom uzorku, 300 udara laserom). Za eksternu kalibraciju su 

upotrebljeni proteinski standardi (Bruker Protein Test Standard, Bruker Daltonics, Bremen, Nemaĉka). 

MALDI BioTyper db 6903 softver je korišćen za analizu proteinskog profila poreĊenjem sa obrascima 

iz proteinskih biblioteka. 
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3.3. Produkcija egzopolisaharida pomoću ispitivane bakterije CH-KOV3 i postupak 

izolovanja 

Za produkciju egzopolisaharda pomoću ispitivane bakterije CH-KOV3 korišćena je teĉna  

podloga sa saharozom.  Uslovi kultivacije su bili: 28 °C i 200 rpm, 5 dana. Nakon centrifugiranja na 10 

000g, 10 min, supernatant je pomešan sa dve zapremine etanola i ostavljen preko noći u friţideru na 4 

°C. Talog dobijen centrifugiranjem na 10 000g, 10 min je rastvoren u destilovanoj vodi. Procedura 

taloţenja etanolom je ponovljena tri puta. Talog rastvoren u destilovanoj vodi je dijalizovan naspram 

vodovodske vode, potom naspram destilovane vode, a zatim koncentrovan na vakuum uparivaĉu i 

liofilizovan.  

 

3.4. Optimizacija produkcije egzopolisaharida 

Analiziran je uticaj temperature (PS teĉna podloga, 5 dana, 200 rpm, ispitivane temperature su 

bile: 20, 28, 37 i 45 °C), pH (PS teĉna podloga, 5 dana na 28 °C, 200 rpm, pH vrednost je varirana: 5, 

6, 7 i 8) i koncentracije saharoze (PS teĉna 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. Praćena je 

i bakterijska kriva rasta, a broj mikroorganizama je odreĊivan metodom serijskog razblaţenja kao u 

odeljku 3.1.2.5. 

Svi eksperimenti su izvoĊeni u erlenmajerima zapremine 500 mL koji su sadrţali 200 mL teĉne 

podloge. Prekonoćna kultura (1 mL) je korišćena za inokulaciju. 

 

3.5. Metode korišćene za strukturnu karakterizaciju egzopolisaharida 

3.5.1. Analitičke metode 

3.5.1.1. Hidroliza i papirna hromatografija 

Izolovani egzopolisaharid (2 mg) je hidrolizovan 3 M trifluorsirćetnom kiselinom (2 mL) u 

zaptivenim boĉicama 12 h, na 121 °C. Nakon hidrolize uzorak je uparavan pod sniţenim 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 korišćen za dalju analizu. Analiza hidrolizata je 

vršena planarnom hromatografijom na Whatman No.1 hromatografskom papiru (silazni metod) u 

sistemu rastvaraĉa 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 izvršena je po modifikovanoj metodi 

koju su dali Dahech i saradnici (Dahech et al, 2012) u cilju odreĊivanja monosaharidnog sastava. 

Vodeni rastvori egzopolisaharida (10 mg/mL, 8 mL) i 0,125% oksalne kiseline (8 mL) zasebno su 

zagrevani na 80 °C i pomešani 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 ĉvrstim barijum-karbonatom do 

pH vrednosti 6,5-7 (pH vrednost je praćena upotrebom indikatorske hartije), a proizvodi hidrolize 

analizirani tankoslojnom hromatografijom u sistemu rastvaraĉa hloroform:sirćetna kiselina:voda (6:7:1 
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V/V/V). Taĉke su vizuelizovane prskanjem rastvora 50% sumporne kiseline i zagrevanjem na 100 °C, 

10 min. Fruktoza, glukoza i saharoza su korišćene kao standardi. 

 

3.5.1.3. Merenje optiĉke rotacije 

Optiĉka rotacija uzorka egzopolisaharida rastvorenog u Milli-Q vodi (koncentracija 1,1%) je 

odreĊivana polarimetrom Polartronic MH8, Schmidt and Haensch, Nemaĉka, u 100 mm dugaĉkim 

kivetama, zapremine 4,4 mL, na talasnoj duţini polarizacione svetlosti 589 nm pri temperaturi od 25 

°C. 

 

3.5.1.4. Merenje dinamiĉke i kinematiĉke viskoznosti 

Merenje dinamiĉke i kinematiĉke viskoznosti uzorka egzopolisaharida rastvorenog u Milli-Q 

vodi (koncentracija 1,1%) je uraĊeno upotrebom kapilarnog viskozimetra Ostwald, Witteg, Nemaĉka 

na temperaturi od 25 °C. 

 

3.5.1.5. OdreĊivanje molekulske mase 

Proseĉna molekulska masa izolovanog egzopolisaharida odreĊivana je upotrebom gel 

permeacione hromatografije na Sepharose CL-4B matriksu po proceduri koju su koristili Stefanović i 

saradnici (Stefanović 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 preĉnika 1,2 cm, visine 80 cm). Skupljane su frakcije i 

sadrţaj šećera 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 korišćena metoda koju su dali Ciucanu i Kerek (Ciucanu, Kerek 1984), a 

izmenili Needs i Selvendran (Needs, Selvendran 1993). Liofilizovani egzopolisaharid je osušen na 50 

°C 24 h pre upotrebe, a zatim je 10 mg rastvoreno u anhidrovanom dimetil-sulfoksidu (1 mL) pod 

argonom i metilovano upotrebom sprašenog natrijum-hidroksida (0,15 g) i metil-jodida (0,25 mL).  

Permetilovani egzopolisaharid je ekstrahovan hloroformom i snimljen mu je infracrveni 

spektar. Odsustvo karakteristiĉnih signala za hidroksilne grupe u opsegu od 3500-3200 cm
-1

 je ukazalo 

da je proces metilacije bio kompletan.  

Permetilovani egzopolisaharid je dalje reduktivno ˮcepanˮ po metodi Rolf i Gray (Rolf, Gray 

1984). Redukujući agens je dobijen mešanjem bor-trifluorid-eterata (1,55 mL), trietilsilana (2 mL), 

trifluorsirćetne kiseline (0,32 mL) i dihlormetana (1,13 mL). Redukujuća smeša (2,75 mL) je dodata 

metilovanom egzopolisaharidu (5 mg) i reakcija je izvoĊena 24 h na 0 °C u cilju nastanka 

odgovarajućih anhidroalditola. Metilovani anhidroalditoli su dalje acetilovani upotrebom anhidrida 

sirćetne 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 

Sadrţaj elemenata u izolovanom egzopolisaharidu je analiziran upotrebom automatskog 

analizatora Vario ELIII 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 III 500 spektrometru 

na 500,26 MHz (
1
H) i 125,8 MHz (

13
C), na sobnoj temperaturi, u deuterijum-oksidu, sa trimetilsilil-

propionatom kao internim referentnim standardom. Hemijska pomeranja su prikazana u ppm. 

Standardne 1D NMR i 2D homonuklearne i heteronuklearne korelirajuće dvodimenzionalne 

tehnike su korišćene za analizu egzopolisaharida i to: 
1
H, 

13
C, 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 uraĊena na GC×GC–MS ureĊaju (Shimadzu, Kjoto, Japan). 

Termalni modulator je tokom analize bio iskljuĉen. Uzorci su injektovani u splitless (eng.) reţimu. 

Injekciona zapremina je bila 1 µL, a temperatura injektora 250 °C. Protok helijuma, nosećeg gasa je 

iznosio 2,07 mL/min na 40 °C (reţim sa konstantnim pritiscima). Temperatura kolone je bila podešena 

da programski linearno raste od 40–310 °C, 10 °C/min, sa inicijalnim (1 min) i finalnim (7 min) 

izotermalnim zadrţavanjem. Maseni spektar je dobijen upotrebom elektronske jonizacije pri ĉemu je 

temperatura jonskog izvora bila 220 °C, a reţim 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 što su isplaĉne jame. Na poĉetku studije biodegradacije koja je trajala 180 

dana je napravljen bioremedijacioni supstrat (BRS). BRS je dobijen mešanjem zemljišta sa ruba 

isplaĉne jame i rastresitog sedimenta bogatog naftnim ugljovodonicima, nakon ĉega je dodat 

konzorcijum mikroorganizama i originalni rastvor BioSolve CLEAR. Reinokulacija je raĊena na 30 

dana korišćenjem prskalice na traktoru. Tokom izvoĊenja postupka bioremedijacije BRS je analiziran u 

cilju utvrĊivanja toka i uspešnosti upotrebljenog postupka. Ispitivani su fiziĉko-hemijski parametri kao 

što su vlaga, pepeo, RVK i TPH, kao i mikrobiološki. Veliki znaĉaj ovoj doktorskoj disertaciji dala je i 

metagenomska analiza uzorka na poĉetku bioremedijacije koja daje uvid u sastav i strukturu mikrobne 

zajednice. Na ovaj naĉin identifikovani su i nekulturabilni autohtoni rodovi koji takoĊe doprinose 

procesima biodegradacije. 

Konzorcijum mikroorganizama degradera je primenjen i u ex situ postupku bioremedijacije 

zemljišta i prouĉavana je njegova efikasnost. Tokom 150 dana procesa bioremedijacije praćena je 

koliĉina 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 raĊene u cilju utvrĊivanja povećane koliĉine 

aromatiĉnih struktura i kiseoniĉnih funkcionalnih grupa u huminskim kiselinama su bile: elementarna 

mikroanaliza, E4/E6 odnos i FT-IR spektroskopija. Povećana koliĉina huminskih kiselina koje su 

obogaćene aromatiĉnim i kiseoniĉnim strukturama u zemljištu bi omogućila da ovaj zagaĊen ekosistem 

koji je tretiran bioremedijacijom ponovo postane stanište raznovrsnim mikroorganizmima i biljkama.  

 Mikorooganizmi iz zagaĊene ţivotne sredine pored biodegradacionog potencijala ĉesto imaju i 

sposobnost sinteze razliĉitih proizvoda. S jedne strane ti proizvodi štite bakteriju u ekstremnim 

uslovima i omogućavaju joj preţivljavanje, dok se sa druge strane proizvodi mogu primeniti u 

razliĉitim granama industrije. Bakterija CH-KOV3 je izolovana iz kanala otpanih voda Panĉevo i u 

preliminarnim laboratorijskim testovima je pokazala potencijal za sintezu egzopolisaharida. 

Egzopolisaharidi se široko upotrebljavaju u industriji hrane, medicini i kozmetici. Kako bi se procesi 

proizvodnje egzopolisaharida unapredili, danas se istraţivanja usmeravaju na identifikaciju novih 

mikrobnih izolata koji u visokom prinosu proizvode polisaharid. U okviru ove doktorske disertacije 

izolovana bakterija je uspešno molekularno identifikovana i zavedena u NCBI bazu podataka pod 

pristupnim brojem KC881303.1. Tokom studije izolata CH-KOV3 ispitivane su morfološke 

karakteristike, fiziološko-biohemijske osobine i masnokiselinski sastav, uraĊena je MALDI-TOF MS 

karakterizacija ribozomalnih proteina. Tokom studije prouĉavan je uticaj uslova fermentacije - 

temperature, pH vrednosti i koncentracije saharoze u podlozi na produkciju egzopolisaharida pomoću 

izolovane bakterije. Nakon ispitivanja i optimizacije produkcije egzopolisaharida, deo doktorske teze 

je bio fokusiran na ispitivanje strukture dobijenog polisaharida sledećim metodama: elementarnom 

organskom mikroanalizom, hidrolizom i papirnom hromatografijom, parcijalnom hidrolizom oksalnom 

kiselinom, odreĊivanjem optiĉke rotacije, dinamiĉke i kinematiĉke viskoznosti i molekulske mase, 

FTIR, 1D i 2D NMR spektroskopijama, gasno-masenom analizom metilacionih proizvoda. 
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4.1. Tretman isplačne jame postupkom bioremedijacije 

U disertaciji je opisan in situ proces bioremedijacije isplaĉne jame u Banatu koja je vlasništvo 

Naftne industrije Srbije (NIS) (Avdalović et al, 2016). NIS je jedina kompanija koja eksploatiše i 

proizvodi naftu i gas u Srbiji, a od 2009. godine njen većinski vlasnik je ruska kompanija Gazprom 

Neft (Banjac et al, 2013). Tokom ekspoloatacije nafte nastaje isplaĉni otpad koji se odlaţe u tzv. 

isplaĉne jame (Kisic et al, 2009, Kokal 2006, Veil 1998). Pored otpadne isplake isplaĉna jama sadrţi 

nus-proizvode koji nastaju tokom bušenja, a proseĉna zapremina isplaĉne jame u Srbiji iznosi 1000 m
3 

(Avdalović et al, 2016). Otpadna isplaka (drilling mud, eng.) predstavlja radnu teĉnost koja se koristi 

pri bušenju i eksploataciji nafte i prirodnog gasa iz bušotina. Ona je na bazi vode i njenu osnovu ĉini 

bentonitska glina, a sadrţi i barijum-sulfat barit ili kalcijum-sulfat. Za poboljšanje osobina otpadne 

isplake dodaju se razliĉiti aditivi (Boussen et al, 2015, Fink 2012).  

 

4.1.1. Karakterizacija isplačne jame pre bioremedijacionog tretmana 

Isplaĉna jama (20 m × 30 m × 2 m) se sastojala od nekoliko slojeva poreĊanih po sledećem 

redu:  

(1) sirova nafta, poljoprivredne biljne organske supstance i u manjoj koliĉini otpad. Dimenzije h ~ 0,1 

m, V = 60 m
3
;  

(2) nauljena bazna voda, dimenzije: h ~ 0,6 m, V = 360 m
3
;  

(3) rastresit sediment sa teškom frakcijom nafte i bentonitom, dimenzije: h ~ 1 m, V = 600 m
3
; 

(4) kompresovani isplaĉni materijal baritnog porekla, blago kontaminiran naftom, dimenzije: h ~ 0,3 m, 

V = 180 m
3
. 

 

Pre izvoĊenja postupka bioremedijacije, uraĊena je karakterizacija isplaĉne jame, u cilju 

utvrĊivanja nivoa zagaĊenosti, a rezultati su prikazani u tabeli 4.1. Najveća koliĉina TPH se nalazila u 

rastresitom sedimentu, ĉak 65,3 g/kg s.s., dok su zemlja sa ruba jame i kompresovani isplaĉni materijal 

imali daleko manje koliĉine ugljovodonika (1,8 i 1 g/kg s.s. redom). 

 
Tabela 4.1. Fiziĉko-hemijski i mikrobiološki parametri na ispitivanoj lokaciji 

 

Parametri  
Zemlja sa ruba 

isplačne jame 
Rastresit sediment 

Kompresovani 

isplačni materijal 

Vlaga (%)  12,9 36 11,5 

Pepeo (%)  9,9 42,7 10,4 

TPH (g/kg s.s.)  1,8 65,3 1 

Elementarni sastav 

(%) 

C 

N 

H 

S 

15,8 

0,62 

1,99 

0,98 

55,1 

0,54 

7,59 

1,7 

15,2 

0,75 

1,84 

0,78 

HAB (CFU/g)  2,7x10
6
 3,8x10

4
 6,2x10

4
 

RNU (CFU/g)  1,3x10
6
 1,5x10

4
 3,7x10

4
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4.1.2. Faze u tretmanu isplačne jame, priprema i karakterizacija bioremedijacionog 

supstrata 

Nakon odreĊivanja osnovnih fiziĉko-hemijskih parametara na lokaciji, pristupilo se tretmanu 

isplaĉne jame koji se sastojao iz ĉetiri faze: 

Faza 1 – Prvi i drugi sloj u isplaĉnoj jami su nakon odvajanja transportovani kamionima 

(cisternama) do najbliţe NIS stanice za skladištenje radi daljih koraka obrade i upotrebe; 

Faza 2 – Rastresit sediment je stabilizovan upotrebom fosfatnih soli alkalnih i zemnoalkalnih 

metala i mešan sa zemljištem sa ruba isplaĉne jame; 

Faza 3 – Umešan rastresiti sediment sa zemljištem sa ruba isplaĉne jame je obogaćen prirodnim 

izvorima organskog ugljenika, azota i fosfora korišćenjem stajskog Ċubriva; 

Faza 4 – Proces in situ bioremedijacije.  

 

U drugoj fazi tretmana isplaĉne jame pripremljen je bioremedijacioni supstrat (BRS) mešanjem 

zemljišta sa ruba isplaĉne jame i rastresitog sedimenta. Bioremedijacioni supstrat je okarakterisan, a 

vrednosti date u tabeli 4.2. se odnose na BRS pre poĉetka procesa bioremedijacije, pre procesa 

mešanja, vlaţenja, biostimulacije i dodatka konzorcijuma mikroorganizama. 

Finalna zapremina bioremedijacionog supstrata je iznosila oko 1200 m
3
, a ukupna koliĉina 

naftnih ugljovodonika u njemu pre procesa bioremedijacije 32,2 g/kg. Pripreme za proces 

bioremedijacije supstrata su zapoĉele trećom fazom tretmana isplaĉne 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 omogućilo adekvatnu 

vlagu bioremedijacionog supstrata (50–60% retencionog vodnog kapaciteta). 

 
Tabela 4.2. OdreĊivanje fiziĉko-hemijskih parametara bioremedijacionog supstrata  

pre poĉetka procesa bioremedijacije 

 

Parametri Bioremedijacioni supstrat 

Totalna zapremina (m
3
) 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 isplaĉne jame) bioremedijacioni supstrat je vlaţen, 

okretan i mešan svakih 15 dana u cilju obezbeĊenja adekvatnih nivoa vlage i aeracije. Konzorcijum je 

pripreman po ranije opisanoj proceduri, a reinokulacija je raĊena na svakih 30 dana korišćenjem 

prskalice na traktoru. U BRS je dodat i originalni rastvor BioSolve CLEAR, 70 mL/m
3
. 

 

4.1.3. Karakterizacija kompozitnih uzoraka tokom procesa bioremedijacije 

Tokom izvoĊenja postupka bioremedijacije, analizirani su kompozitni uzorci u cilju utvrĊivanja 

toka i uspešnosti upotrebljenog postupka. Kompozitni uzorci uzorkovani tokom procesa 

bioremedijacije – na poĉetku (KU0), nakon 60 dana (KU60), nakon 120 dana (KU120) i na kraju 

bioremedijacije (KU180) ispitivani su fiziĉko-hemijski, a rezultati su prikazani u tabeli 4.3. Vrednosti 
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za kompozitni uzorak KU0 su date nakon mešanja, vlaţenja biostimulacije i dodatka konzorcijuma 

mikroorganizama. Kompozitni uzorak u datom vremenu je uzet "cik-cak" metodom pomoću 

uzorkivaĉa zemljišta Eijkelkamp sa dvadeset nasumiĉnih mesta, homogenizovan i prosejan (sito 2 

mm). Uzorci su transportovani i ĉuvani u staklenim bocama na +4 °C (ISO 10381-1:2002, Paetz, Wilke 

2005). 

 
Tabela 4.3. Fiziĉko-hemijski parametri kompozitnih uzoraka 

 

 Oznaka uzorka 

Parametri KU0 KU60 KU120 KU180 

Trajanje 

bioremedijacije 

(dani) 

0 60 120 180 

Vlaga (%) 22,5 23,9 20,6 19,6 

Pepeo (%) 15,5 15,2 14,2 13,5 

RVK (%) 74 73 75 76 

TPH (g/kg) 32,2 17,5 8,3 1,5 

 

U nultom danu koliĉina 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 koliĉine TPH. 

Mikrobni konzorcijum je na kraju bioremedijacije smanjio ukupan sadrţaj ugljovodonika na 1,5 g/kg, 

što je po standardima Republike Srbije ispod maksimalnog dozvoljenog nivoa naftnih ugljovodonika u 

suvom zemljištu (5 g/kg). Ova vrednost je posledica delovanja više specifiĉnih mikrobnih vrsta koje 

imaju sklonost ka specifiĉnim supstratima (Naap et al, 2021). Na degradaciju kontaminanta je 

pozitivno uticao i dodatak hranljivih supstanci. Do istog zakljuĉka došli su i Feng i saradnici, ĉiji 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 poĉetku bioremedijacije 

(a) i kompozitnog uzorka na kraju bioremedijacije (b) koji jasno ukazuju da je došlo do smanjenja 

nivoa TPH. 
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Slika 4.1. Gasni hromatogrami kompozitnih uzoraka KU0 (a) i KU180 (b)  

(Avdalović et al, 2016). 
 

4.1.3.1. Mikrobiološke karakteristike kompozitnih uzoraka 

Tokom procesa bioremedijacije odreĊivan je i broj mikroorganizama u ispitivanim 

reprezentativnim uzorcima. Promena broja mikroorganizama razgraĊivaĉa ugljovodonika je od velikog 

znaĉaja za praćenje uspešnosti procesa bioremedijacije, a rezultati su prikazani u tabeli 4.4. Tokom 

procesa bioremedijacije, do 120. dana, udeo mikroorganizama koji razgraĊuju ugljovodonike raste u 

ukupnom broju bakterija, do 61%. U 120. danu broj RNU je ĉak 50 puta veći nego u nultom danu. 

Ranije studije istiĉu da bioraznolikost kontaminiranog zemljišta opada sa povećanjem populacije 

mikroorganizama koji razgraĊuju ugljovodonike, kao posledica toksiĉnog efekta zagaĊujućih supstanci 

(Beškoski et al, 2011, Katsivela et al, 2005). Na kraju procesa bioremedijacije ovi mikroorganizmi ĉine 

23% od ukupnog broja bakterija. Broj mikroorganizama koji razgraĊuju naftu je tokom procesa 

iznosio: 8,8x10
4
 (KU0), 4,2x10

6
 (KU60), 4,7x10

6
 (KU120) i 8,2x10

5
 (KU180) CFU/g. Varjani i 

Upasani su došli do sliĉnih rezultata, pri ĉemu je u eksperimentu bioaugmentacije broj 

mikroorganizama koji razgraĊuju naftu rastao sa 4,95x10
7
 na 1,07x10

8
 CFU/g, a nakon odreĊenog 

momenta poĉeo da se smanjuje (Varjani, Upasani 2021).  
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Tabela 4.4. Ukupan broj bakterija i mikrooganizama razgraĊivaĉa ugljovodonika, udeo RNU u HAB-u 

 

 Oznaka uzorka 

Parametri KU0 KU60 KU120 KU180 

Trajanje 

bioremedijacije 

(dani) 

0 60 120 180 

HAB (CFU/g) 1,1x10
6
 7,5x10

6
 7,7x10

6
 3,6x10

6
 

RNU (CFU/g) 8,8x10
4
 4,2x10

6
 4,7x10

6
 8,2x10

5
 

Udeo RNU u HAB-u 

(%) 
8 56 61 23 

 

 Prednost metagenomske analize je njena mogućnost da detektuje vrste koje nisu kulturabilne u 

laboratorijskim uslovima. Shodno tome, metagenomska analiza uzorka na poĉetku 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. Iako su Devi, Du i Muthukumar u svojim 

odvojenim studijama (Devi et al, 2022, Du et al, 2022, Muthukumar et al, 2022) došli do zakljuĉka da 

mikroorganizmi u zemljištu kontaminiranom naftom dominantno pripadaju tipu Proteobacteria rezultat 

dobijen metagenomskom analizom uzorka na poĉetku bioremedijacije isplaĉne jame je pokazivao malo 

drugaĉiji odnos tipova. Mikroorganizmi u ovom uzorku pripadaju sledećim tipovima pobrojanim po 

zastupljenosti: Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Chlamydiae i Chloroflexi. 

Gordonia, rod koji je u najvećem procentu prisutan u mikrobnoj zajednici pripada tipu i klasi 

Actinobacteria, a od ranije je poznato da mikroorganizmi ove klase sa visokom efikasnošću razgraĊuju 

ugljovodonike (Rathore et al, 2021). Vrste unutar roda Gordonia mogu degradovati razliĉite supstrate: 

Gordonia moţe upotrebljavati ftalate za rast (Jin et al, 2016) i degradovati ih u visokom procentu 

(Kanaujiya et al, 2022), a Gordonia rubripertincta CWB2 moţe razgraditi stiren (Heine et al, 2018). 

Ranije je pokazano da G. amicalis DSM 44461T moţe 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 takoĊe spadaju u klasu Actinobacteria.  
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Slika 4.2. Metagenomska analiza uzorka na poĉetku procesa bioremedijacije isplaĉne jame. 
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4.1.3.2. PoreĊenje kompozitnog uzorka na kraju bioremedijacije i nekontaminiranog zemljišta 

Uzorku na kraju bioremedijacionog procesa je odreĊivana pH vrednost, sadrţaj kalcijum-

karbonata, sadrţaj huminskih kiselina, ukupnog ugljenika, azota, sumpora, odnos azota i sumpora, 

dostupni fosfor u obliku fosfor-pentoksida i kalijum u obliku kalijum-oksida. Pored toga, izvršena je 

analiza mikroelemenata i teških metala. Uz kontaminiranu haldu analiziran je i uzorak 

nekontaminiranog zemljišta u blizini isplaĉne jame radi meĊusobnog poreĊenja. U tabelama 4.5. i 4.6. 

su prikazani dobijeni rezultati. 

 
Tabela 4.5. PoreĊenje hemijskih parametara u uzorku  

nakon procesa bioremedijacije i nekontaminiranog zemljišta 

 

Uzorak 

pH 
CaCO3 

(%) 

HK 

(%) 

C 

(%) 

N 

(%) 
C/N 

S 

(%) 

Dostupni 

P2O5 

(mg/100 g) 

Dostupni 

K2O(mg/10

0 g) 

u 

KCl 

u 

H2O 
        

BRS 

(KU180) 
7,88 8,17 25,7 2,71 4,99 0,22 22,8 0,37 30,3 57 

Nekontami-

nirano 

zemljište 

7,68 8,6 12,2 3,14 3,77 0,22 16,8 0,09 19,2 20,9 

 

Tabela 4.6. Sadrţaj mikroelemenata i teških metala u uzorku  

nakon bioremedijacije i nekontaminiranom zemljištu 

 

Uzorak 
Cu Zn Pb Ni Cr As  

    (mg/kg) 

BRS (KU180) 13 49,1 10 22,1 26 4,76  

Nekontaminirano 

zemljište 
15,4 55,6 15,3 26,6 32,9 6,76 

 

MDK 100 300 100 50 100 25  

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

Uzorak na kraju procesa bioremedijacije se na osnovu rezultata analiza hemijskih parametara 

moţe svrstati u klasu slabo-alkalnih, jako-karbonatnih, umereno-humoznih zemljišta. OdreĊeno je da je 

BRS bogat u ukupnom azotu, sa u proseku visokim i vrlo visokim do štetnim sadrţajem lako 

dostupnog fosfora odnosno kalijuma (Manojlović, Ĉabilovski 2020). Analiza sadrţaja mikroelemenata 

i teških metala u BRS prikazuje da dobijene vrednosti ne prelaze koliĉine dozvoljene za poljoprivredno 

zemljište u Srbiji (Sluţbeni glasnik Srbije, 23/1994). Na osnovu svih rezultata ispitivanja moţe se 

zakljuĉiti da je zemljište na kraju bioremedijacije nezagaĊeno, 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 isplaĉnim jamama, degradaciona 

sposobnost konzorcijuma izolovanog iz kontaminiranog zemljišta je prouĉavana u ex situ postupku 

bioremedijacije zemljišta. Paralelno sa praćenjem parametara u toku postupka bioremedijacije 

ispitivana je i hipoteza o postojanju paralelnog procesa humifikacije. Halda za ex situ bioremedijaciju 

se sastojala iz 150 m
3
 zemljišta kontaminiranog naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte, a 

kontrolna halda (5 m
3
) iz nekontaminiranog zemljišta uzorkovanog u blizini prve halde. Odnos duţine, 

širine i dubine obe ˮgomileˮ je iznosio 3,75:1:0,02, redom. U obe halde je dodata piljevina kao 

alternativni izvor ugljenika, ali i u cilju povećanja aeracije i retencionog vodnog kapaciteta. 

BioSolve®CLEAR je korišćen za povećanje kontaktne površine izmeĊu mikroorganizama i lipofilnih 

polutanata u cilju veće rastvorljivosti naftnih ugljovodonika u vodi. Đubrivo sa farme ţivine je 

upotrebljeno kao izvor azota i fosfora za biostimulaciju. Obogaćeni konzorcijum mikroorganizama koji 

razgraĊuju 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, mešano i homogenizovano u cilju nastanka jednog 

kompozitnog uzorka (KUH - kompozitni uzorak halda). 4 kompozitna uzorka su uzorkovana i 

analizirana – na poĉetku bioremedijacije (KUH0), 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 naĉin sa kontrolne halde. 

 

4.2.1.1. Sadrţaj naftnih ugljovodonika 

Gravimetrijska analiza je pokazala da je poĉetni nivo naftnih ugljovodonika na kontaminiranoj 

haldi sa koje je uzet kompozitni uzorak KUH0 iznosio 21,6 g/kg s.s. Na kraju studije bioremedijacije 

na kontaminiranoj haldi koliĉina TPH je bila smanjena za 86,6% (koncentracija TPH u uzorku 

KUH150 je iznosila 2,89 g/kg s.s.). Znaĉajno smanjenje koncentracije organskih zagaĊujućih supstanci 

u uzorcima ukazuje na uspešnost 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 poĉetku i kraju bioremedijacije ĉiji su rezultati u skladu sa rezultatima 

gravimetrijske analize. 

 



- 67 - 

 

 
 

Slika 4.3. Gasni hromatogrami kompozitnih uzoraka uzetih sa kontaminirane halde u nultom i 150. 

danu bioremedijacije  

(ŢeraĊanin et al, 2020). 

 

4.2.1.2. Grupni sastav 

U cilju odreĊivanja sastava organske supstance u kompozitnim uzorcima uzetim sa 

kontaminirane halde uraĊeno je frakciono razdvajanje na koloni. Ekstrahovane su tri frakcije, zasićeni 

ugljovodonici, aromatiĉni ugljovodonici i alkoholna-keto frakcija, dok masne kiseline nisu izolovane. 

Rezultati su prikazani na slici 4.4.  

Koncentracija alifatiĉnih ugljovodonika opada tokom procesa bioremedijacije sa 8,39 na 2,91 

g/kg s.s. Ova frakcija najviše podleţe degradaciji (65,3%) što je u skladu sa literaturom (Volkman et al, 

1983). Koncentracija aromatiĉne frakcije je smanjena sa 8,57 na 4,39 g/kg s.s. Pretpostavka je da je do 

smanjenja (za 48,8%) došlo usled sposobnosti mikroorganizama da koriste ugljovodonike kao izvor 

ugljenika i energije ili da koristeći aromatiĉnu frakciju oni proizvode polimerne supstance sliĉne 

huminskim (Henner et al, 1997, Jednak et al, 2017, Ressler et al, 1999, Sánchez-Monedero et al, 1999). 

I u radu Wei i saradnika konzorcijum mikroorganizama je procentualno više degradovao zasićene 

ugljovodonike od aromatiĉne frakcije (koliĉina 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 odreĊivana brzina razgradnje ugljovodonika. Brzina degradacije je od 

poĉetka do kraja procesa bioremedijacije (KUH0-KUH150) iznosila 36,5 mg/kg/dan za alifatiĉne, 27,9 

za aromatiĉne ugljovodonike i 38,3 za alkohole i ketone. PoreĊenja radi, konzorcijum 

mikroorganizama koji su upotrebili Beškoski i saradnici degraduje alifatiĉnu frakciju brzinom od 23,7, 

a aromatiĉnu 5,7 mg/kg/dan (Beškoski et al, 2010). Dobijeni rezultati ukazuju da mikroorganizmi 
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konzorcijuma koji je upotrebljen u disertaciji koriste sva ugljovodoniĉna jedinjenja koja se nalaze u 

organskoj frakciji ekstrahovanoj iz kompozitnih uzoraka uzetih sa kontaminirane halde i veoma 

efikasno doprinose procesu ĉišćenja ţivotne sredine.  

 

 
 

Slika 4.4. Frakcije ugljovodonika zastupljene u kompozitnim uzorcima tokom trajanja  

procesa bioremedijacije  

(ŢeraĊanin et al, 2020). 

4.2.1.3. OdreĊivanje ukupnog broja mikroorganizama 

Kao što je i ranije istaknuto, odreĊivanje broja mikroorganizama tokom postupka 

bioremedijacije je od izuzetnog znaĉaja. Nakon poĉetne inokulacije kontaminirane halde formirala se 

stabilna zajednica mikroorganizama: HAB 1,05x10
6
, RNU 1,88x10

5
 i KP 2x10

3
 CFU/g. Na kraju 

bioremedijacije (KUH150) mikroorganizmi koji razgraĊuju naftne ugljovodonike su predstavljali 

dominantnu mikrobnu populaciju sa udelom od 79,2% u ukupnom broju mikroorganizama (tabela 

4.7.). PotvrĊeno je prisustvo rodova Nocardia, Pseudomonas i Rhodococcus, a pomenuti rodovi sa 

visokom efikasnošću razgraĊuju 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 

bioremedijacije 

(dan) 
HAB 

(CFU/g) RNU (CFU/g) RNU u HAB (%) 

KP 

(CFU/g) 

0 1,05x10
6
 1,88x10

5
 17,9 2x10

3
 

60 1,22x10
7
 1,98x10

6
 16,2 1,52 x10

3
 

120 9,88x10
6
 9x10

5
 9,1 9x10

2
 

150 1,2x10
7
 9,5x10

6
 79,2 6,53x10

2
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Promene u sadrţaju naftnih ugljovodonika i broju mikroorganizama koji razgraĊuju naftne 

ugljovodonike tokom procesa bioremedijacije prikazane su na slici 4.5. Na slici je još jednom istaknut 

izrazit pad koliĉine ugljovodonika u kompozitnim uzorcima i korelacija procesa bioremedijacije sa 

mikroorganizmima koji razgraĊuju ugljovodonike. 

 

 
 

Slika 4.5. Promene u sadrţaju TPH i broju mikroorganizama koji razgraĊuju naftne ugljovodonike u 

kompozitnim uzorcima od nultog do 150. dana procesa bioremedijacije  

(ŢeraĊanin et al, 2020). 

 

4.2.1.4. Sadrţaj i karakterizacija huminskih kiselina 

Paralelno sa praćenjem postupka bioremedijacije i utvrĊivanjem parametara koji ga definišu, u 

ovoj studiji je odreĊivan i sadrţaj huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima. Sadrţaj huminskih 

kiselina na poĉetku bioremedijacije na kontaminiranoj haldi je iznosio 2,16%, a na kraju 2,94%. 

Procenat se povećao za 26,5%, što ukazuje da se sa procesom bioremedijacije paralelno odvijao proces 

humifikacije. Nastale huminske kiseline su od izuzetnog znaĉaja za kvalitet zemljišta 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 sadrţaj huminskih 

kiselina se povećao za 2,8%. 

Pored odreĊivanja sadrţaja huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije, uraĊena je i 

njihova karakterizacija, odreĊivan 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 poĉetku procesa bioremedijacije 

sa kontaminirane halde su pokazali da su sadrţaj ugljenika i H/C odnos viši nego u huminskim 

kiselinama na kraju bioremedijacije. Ovi rezultati ukazuju da je tokom bioremedijacije došlo do 

povećanja sadrţaja aromatiĉnih struktura u huminskim kiselinama. Tokom bioremedijacije, sadrţaj 

kiseonika je porastao sa 23,23 na 27,97%, a preraĉunati O/C odnos sa 0,28 na 0,35%. E4/E6 odnos je 
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povećan sa 2,25 na 3,91. Svi parametri ukazuju da su huminske kiseline na kraju procesa 

bioremedijacije bogatije kiseoniĉnim funkcionalnim grupama (Amir et al, 2010, García 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. Sadrţaj huminskih kiselina u kompozitnim uzorcima tokom procesa bioremedijacije,  

rezultati EOMA, H/C, O/C i E4/E6 odnosi 

 

 

Trajanje 

bioremedijacije 

(dan) 

Sadržaj 

izolovanih 

HK(%) 

Elementarni sastav izolovanih 

HK(%) 

Odnos 

atomskih 

masa 
E4/E6 

Odnos 

 

C H N S O 
H/C 

odnos 

O/C 

odnos 

0 2,16 63,11 8,76 3,4 1,5 23,23 1,67 0,28 2,25  

60 2,39 61,85 8,48 3,56 1,6 24,51 1,65 0,3 2,35  

120 2,72 60,74 8,19 3,23 1,36 26,48 1,62 0,33 2,48  

150 2,94 59,8 7,54 3,33 1,36 27,97 1,51 0,35 3,91  

Literaturne 

vrednosti 
         

Dužina 

tretmana 

Jednak et al, 2017      
26,25-

28,93 

1,56-

1,69 

0,32-

0,37 

1,97-

2,3 

90 dana 

bioremedijacije 

Amir et al, 2010  
47,5-

48,9 

6,55-

6,9 

6,8-

7,3 

0,7-

1,2 

36,2-

37,6 

1,66-

1,73 
  

135 dana 
kompostiranja 

Yang et al, 2014
 

 
44,66-

58,46 

5,31-

8,01 

4,26-

6,66 

1,07-

1,22 

26,33-

38,29 

1,36-

1,77 

0,34-

0,64 
 

Termalni 
tretman, 30min 

 

FT-IR spektri izolovanih huminskih kiselina sadrţe sledeće signale (Slika 4.6.a-d): u oblasti 

1600-1660 cm
-1 

koji potiĉu od aromatiĉnih C=C i C=O u karboksilnim jedinjenjima, ketonima, 

hinonima i amidima (I), na 1508 cm
-1

 poreklom od aromatiĉnih C=C i amida (II),  izmeĊu 1460 i 1370 

cm
-1

 koji odgovaraju OH grupama u fenolima, COO− i amidima (II), izmeĊu 1260 i 1200 cm
−1

 koji 

potiĉu od aromatiĉnih etara C–O–C i amida (III). Amir i saradnici su za huminske kiseline opisali 

signale na sliĉnim 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  

asimetriĉnih alifatiĉnih ugljenika iz CH2 grupa (1), simetriĉnih alifatiĉnih ugljenika iz CH2 grupa (2), 

aromatiĉnih C=C i C=O u karboksilnim jedinjenjima, ketona, hinona i amida (I) (3), aromatiĉnih C=C i 

amida (II) (4), OH grupa u fenolima, COO− i amida (II) (5), aromatiĉnih etara C–O–C i amida (III) (6) 

(ŢeraĊanin et al, 2020). 
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Na osnovu intenziteta pikova u infracrvenim spektrima zapaţena je promena u huminskim 

kiselinama izolovanim sa kontaminirane halde tokom procesa bioremedijacije. Promene su praćene 

poreĊenjem intenziteta pikova (tabela 4.9.) na 1654,1/2920,5 i 1654,1/2850,8 što predstavlja odnos 

aromatiĉnih i alifatiĉnih ugljenika. Porast ovog odnosa indikuje da izolovane huminske kiseline sadrţe 

više aromatiĉnih struktura na kraju procesa bioremedijacije nego na poĉetku što je potvrĊeno i 

rezultatima dobijenim mikroanalizom. Ovaj porast aromatiĉnosti moţe biti posledica transformacije 

alifatiĉnih u aromatiĉne 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, 

2850,8 i 1654,1 cm
-1

 

Trajanje bioremedijacije 

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. Izolovanje i karakterizacija mikroorganizma producenta egzopolisaharida 

Mikroorganizmi izolovani iz naftom zagaĊenog zemljišta, sedimenta i vode pored toga što 

proizvode set enzima ukljuĉen u degradaciju zagaĊujućih supstanci, poseduju i druge enzime 

odgovorne za nastanak razliĉitih proizvoda. Ekstremofilni mikroorganizmi produkuju ove proizvode 

kao odgovor na stresne uslove ţivotne sredine i na taj naĉin opstaju u njoj, a neki od proizvoda mogu 

pomoći mikroorganizmima da lakše razgrade polutante. Veliki broj mikrobnih proizvoda ima 

industrijsku primenu, a kako bi se procesi proizvodnje unapredili neophodno je istraţivanja usmeriti na 

otkriće novih sojeva sa velikim proizvodnim potencijalom. U okviru ove doktorske teze ispitivana je 

sposobnost bakterije CH-KOV3, izolovane iz kanala otpadnih voda Panĉevo, da proizvodi 

egzopolisaharide, optimizovani su uslovi produkcije, a izolovani egzopolisaharid je okarakterisan 

hemijskim i strukturno-instrumentalnim tehnikama i metodama. 

Kanal otpadnih voda (KOV) Panĉevo je izgraĊen 1962. godine, dugaĉak je 2000 m, širok 70 m, 

a dubok 1-2 m. On predstavlja kolektorski kanal otpadnih voda industrijske zone u Panĉevu, a uliva se 

u reku Dunav. Industrijski kompleks se sastoji iz fabrike hemijskih Ċubriva (HIP Azotara), 

petrohemijske fabrike (HIP Petrohemija) i rafinerije nafte (NIS Rafinerija). HIP Azotara je proizvodila 

amonijak, azotnu kiselinu, ureu, kalcijum-amonijum-nitratna Ċubriva, kao i azotna, fosforna i 

kalijumova Ċubriva. HIP Petrohemija je proizvodila etilen-dihlorid koji sluţi 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 zagaĊenju vazduha, zemljišta, podzemnih voda, tako i zagaĊenju kanala organskim i neorganskim 

jedinjenjima (Gopal, Deller 2002, IMET 2006). Poĉetna istraţivanja nakon NATO agresije su pokazala 

da voda u kanalu nije zagaĊena, ali da je suprotno tome sediment klasifikovan kao opasni otpad 

kategorije H-11 zbog visokog sadrţaja mineralnog ulja, ţive, PAH-ova, BTEX-a i 1,2-dihloretana 

(UNEP/UNCHS 1999, Beškoski et al, 2013). MeĊutim, Ĉuĉak i saradnici su u svojoj studiji 

eksperimentalno raĊenoj 2014. godine analizirali prisustvo ţive, PAH-ova i polihlorovanih bifenila 

(polychlorinated biphenyl, PCB, eng.) u sedimentu i zakljuĉili da su koncentracije pomenutih 

polutanata niţe u odnosu na prethodne studije uz pretpostavku da je do smanjenja došlo kao posledica 

prirodne atenuacije. Koncentracija ţive (0,4-7,4 mg/kg s.s.) je iste godine prelazila dozvoljene graniĉne 

vrednosti u odnosu na standarne metode (graniĉna vrednost ţive je po DUTCH standardu iznosila 0,3 

mg/kg s.s.). Isti autori su zakljuĉili da je ukupna koliĉina PAH-ova (117,46-462,59 µg/kg s.s.) ispod 

graniĉne vrednosti po DUTCH standardu (1 mg/kg s.s.), kao i koncentacija PCB-a (13,3 do 21 µg/kg 

s.s., DUTCH standard 20 µg/kg s.s.) (Ĉuĉak et al, 2017). Iako perfluorovana jedinjenja nisu proizvod 

ovog industrijskog kompleksa, Beškoski i saradnici su ih pronašli 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 taĉaka po zagaĊenosti u Srbiji, odakle su polutanti Dunavom stizali 

do Hidroelektrane ˮĐerdapˮ i dalje do Crnog mora i time doprinosili globalnom zagaĊenju (Beškoski 

et al, 2013). Na slici 4.7. je prikazana lokacija KOV-a. 
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Slika 4.7. Grad Panĉevo 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. PoreĊenje sa sekvencama deponovanim u bazi 

podataka potvrĊuje da je izolovani mikroorganizam roda Brachybacterium. Rod Brachybacterium 

pripada familiji Dermabacteraceae, klasi Actinobacteria (Stackebrandt 2014). Bakterije klase 

Actinobacteria se ĉesto izoluju iz zemljišta zagaĊenog pesticidima, herbicidima i drugim dugotrajnim 

organskim polutantima. Preţivljavanje u ovakvim staništima i sposobnost da zagaĊujuće supstance 

koriste kao izvor ugljenika omogućava potencijalnu primenu bakterija ove klase u eksperimentima 

biodegradacije. Kao odgovor na rast na ugljovodonicima ovi mikroorganizmi mogu da proizvode 

biosurfaktante i bioemulgatore koji redukuju površinski napon na granici faza vazduh/teĉnost, ĉvrsta 

faza/teĉnost ili izmeĊu nemešljivih teĉnosti ĉime poboljšavaju 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 sliĉnost sa vrstama 

unutar roda. Ispitivana bakterija pokazuje najveću sliĉnost sa B. paraconglomeratum JCM17781 (NR 

113401) – 99,78 %, a nešto manje sliĉnosti (98,45 % i 98,31%) sa  B. vulturis (KY 785407) odnosno B. 

avium (KY 785408). 
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Slika 4.8. Filogenetsko stablo roda Brachybacterium. A. globiformis predstavlja spoljašnju grupu. 

 

4.3.2. Ispitivanje morfoloških karakteristika, fiziološko-biohemijskih osobina i 

masnokiselinskog sastava 

Morfološke karakteristike bakterije CH-KOV3 odgovaraju opisu koji je dat za B. 

paraconglomeratum u literaturi. B. paraconglomeratum NCIB 9861
T
 je opisan kao Gram-pozitivna, 

nepokretna, bakterija koja ne proizvodi spore, aerobna ili fakultativno anaerobna, oksidaza negativna i 

katalaza pozitivna bakterija. Ćelije su pojedinaĉne, male, ovalne ili u obliku štapića, kolonije su glatke i 

ţute (Takeuchi et al, 1995). 

Za identifikaciju pomoću API web softvera su korišćeni rezultati Coryne testa: mikroorganizam 

redukuje nitrate do nitrita, proizvodi pirazin-amidazu, pirolidonil-arilamidazu, alkalnu fosfatazu, β-

glukuronidazu, β-galaktozidazu, α-glukozidazu, N-acetil-β-glukozaminidazu, β-glukozidazu, ali ne 

proizvodi ureazu, ne hidrolizuje ţelatin, ne fermentiše D-glukozu, D-ribozu, D-ksilozu, D-manitol, D-

maltozu, D-laktozu, D-saharozu i glikogen, proizvodi katalazu. Prilikom unošenja rezultata u apiweb 

softver nije dobijena adekvatna identifikacija jer apiweb baza preteţno poseduje podatke za kliniĉke 

mikroorganizme. MeĊutim, rezultati dobijeni API testovima (tabela 4.10.) su vrlo znaĉajni jer 

predstavljaju fiziološko-biohemijski profil izolovanog mikroorganizma. Izolovana bakterija, kao i 

tipska kultura NCIB 9861
T 

hidrolizuje eskulin i ne hidrolizuje ţelatin, redukuje nitrate, fermentiše 

galaktozu, ne fermentiše ribozu, ksilozu, manitol i sorbitol. Za razliku od tipske kulture ona ne 

proizvodi ureazu, vodonik-sulfid, daje pozitivan rezultat u Voges-Proskauer testu, ne proizvodi indol, 

ne fermentiše L-arabinozu, glukozu, laktozu, maltozu, manozu, rafinozu i saharozu (Takeuchi et al, 

1995). Veću fiziološko-biohemijsku sliĉnost ispitivani mikroorganizam pokazuje sa tipskom kulturom 
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DSM46341, jer kao i ova kultura ne fermentiše veliki broj supstrata. Proizvodnja enzima pomoću 

ispitivane bakterije takoĊe korelira sa rezultatima za tipsku kulturu DSM46341. Oba mikroorganizma 

proizvode esteraza-lipazu, leucin-arilamidazu, valin-arilamidazu, α-galaktozidazu, β-galaktozidazu, α-

glukozidazu, β-glukozidazu i N-acetil-β-glukozaminidazu, a za razliku od tipske kulture ispitivani 

mikroorganizam proizvodi i lipazu i naftol-AS-BI-fosfohidrolazu (DSMZ). Relativno razliĉiti 

biohemijski profil bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3 u poreĊenju sa literaturom moţe se 

objasniti adaptacijom na uslove staništa iz koga je mikroorganizam izolovan.  

 
Tabela 4.10. Rezultati API testova  

 

API 20NE API 20 E API CORYNE API 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 + H2S - GAL + 6 ++ 

GEL - URE - GLU + 7 ++ 

PNPG + TDA - NAG + 8 - 

GLU - IND - ESC + 9 - 

ARA - VP + URE - 10 - 

MNE - GEL - GEL - 11 - 

MAN - GLU - O - 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 - 

OX - 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 poreĊena zastupljenost razliĉitih masnih kiselina u biomasi ovog 

mikroorganizma i tipske kulture B. paraconglomeratum NCIB9861
T
. Oba mikroorganizma dominantno 

sadrţe zasićene masne kiseline, izuzetak su mononezasićene C15:1 (4,1 %) i C18:1 (3,1 %) kod tipske 

kulture i dinezasićena C18:2 (0,61 %) kod testirane bakterije. Visok procenat anteizo-metil raĉvaste 

masne kiseline C15 prisutan je u strukturama i ispitivane bakterije CH-KOV3 (42,63%) i NCIB9861
T 

(57,1%). Zastupljenost drugih pojedinaĉnih masnih kiselina i njihov odnos se razlikuju u ispitivanoj 

bakteriji u odnosu na pomenutu tipsku kulturu što moţe biti posledica razliĉitih stresnih uslova u 
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ţivotnoj sredini iz koje je mikroorganizam izolovan (Buczolits, Busse 2012, Gontia et al, 2011, 

Takeuchi et al, 1995). 

 

 
 

Slika 4.9. Hromatogrami ukupnih masnih kiselina bakterije CH-KOV3: GC-MS (a) i  

2D GCxGC-MS (b) (Djurić et al, 2017). 

 
Tabela 4.11. Masnokiselinski profil ukupnih lipida  

bakterije CH-KOV3 i tipske kulture NCIB9861
T 

 

Tip FAME Zastupljenost (%) 

 Testirana bakterija NCIB9861
T
 

i-C14 / 0,9 

C14 / 2,1 

ai-C15 42,63 57,1 

i-C15 19,93 2,8 

C15 / 5,8 

C15:1 / 4,1 

i-C16 / 6,9 

ai-C17 16,18 5,1 

i-C17 9,06 0,9 

i-C16 5,97 / 

n-C16 3,91 6,4 

n-C18 1,71 4,6 

C18:1 / 3,1 

C18:2 0,61 / 

n – FAME normalnog niza, i – izo-metil raĉvaste FAME, ai – anteizo-metil raĉvaste FAME 
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4.3.3. MALDI-TOF MS karakterizacija 

MALDI-TOF MS tehnika sve više dobija na znaĉaju u taksonomiji prokariota u poslednjoj 

dekadi (Avdalović et al, 2015, Dridi, Drancourt 2011). U ovoj tehnici analiziraju se ribozomalni 

proteini koji su dominantni u ćeliji kao i drugi proteini kopirani u velikom broju (Ryzhov, Fenselau 

2001). Dobijeni maseni spektar predstavlja specifiĉni ˮotisak prstaˮ 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 pomoću 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 korišćena i za karakterizaciju celih ćelija bakterije izolovane iz kanala otpadnih voda 

Panĉevo, a rezultati su prikazani na slici 4.10. Ispitivana bakterija Brachybacterium sp. CH-KOV3 nije 

uspešno identifikovana na nivou vrste u poreĊenju sa bazom podataka, pošto se baza sa kojom se 

rezultati porede rutinski koristi za identifikaciju kliniĉkih mikroorganizama. Drugi autori takoĊe nisu 

uspeli da identifikuju mikroorganizme roda Brachybacterium MALDI-TOF MS tehnikom (Seng et al, 

2013). Dobijeni rezultat je znaĉajan jer proteinski profil Brachybacterium sp. CH-KOV3 predstavlja 

njegovu karakteristiku, jedinstven ˮotisak prstaˮ i do danas je jedini publikovani MALDI-TOF MS 

spektar roda Brachybacterium sp., upravo spektar B. paraconglomeratum CH-KOV3 (Djurić et al, 

2017). 

 

 
 

Slika 4.10. MALDI-TOF MS spektar bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3.  

a.u. – arbitrarna jedinica  

(Djurić et al, 2017). 
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4.4. Produkcija i optimizacija produkcije egzopolisaharida pomoću ispitivane bakterije 

CH-KOV3 

Tipiĉna kriva rasta bakterije Brachybacterium sp. CH-KOV3 na saharoznoj podlozi prikazana 

je na slici 4.11.a). Uoĉava se da je najveći broj mikroorganizama u 48. ĉasu, a potom taj broj neznatno 

opada do kraja fermentacije. Na istoj slici prikazana je i produkcija egzopolisaharida, a 

mikroorganizam ga u najvećoj koliĉini proizvodi trećeg dana (72 h) što je sluĉaj 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 i 120 h. Razlika u prinosu egzopolisaharida se ne uoĉava 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 niţa koliĉina proizvoda je dobijena na 37 °C nakon 24 h – 2,13 g/L, 

meĊutim nakon 3. (72 h) i 5. (120 h) dana koliĉina 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 najviša produkcija levana 

postiţe na 30 °C i niţim temperaturama (Abdel-Fattah et al, 2012, Liu et al, 2009, Moussa et al, 2017). 

pH podloge je vaţan faktor koji utiĉe na ćelije mikroorganizama, njihovu morfologiju i 

strukturu, unos razliĉitih 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 uoĉava da su 

u podlozi pH vrednosti 7 dobijeni maksimalni prinosi proizvoda u svim intervalima uzorkovanja (24, 

72 i 120 h). S obzirom da je mikroorganizam izolovan iz sedimenta kome je pH vrednost bila 7,3 

rezultat nije neoĉekivan (Beškoski et al, 2013). Uobiĉajene optimalne pH vrednosti za većinu 

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 c) se uoĉava da je veći efekat pH vrednosti u odnosu na temperaturu na 

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

temperature (b) i uticaj pH (c)  

(Djurić et al, 2017). 
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 Produkcija egzopolisaharida bakterije CH-KOV3 pri razliĉitim koncentracijama šećera u 

podlozi prikazana je na slici 4.12. na kojoj se uoĉava da je pri inkubaciji sa 500 g/L saharoze u podlozi 

dobijeno 45,2 g/L levana. Ova koliĉina dobijenog proizvoda pomoću roda Brachybacterium je pet puta 

veća od koliĉine dobijene u prethodnoj studiji (Moussa et al, 2017). Poznato je da koncentracija 

saharoze u podlozi ima uticaja na proizvodnju egzopolisaharida. Öner i saradnici (Öner et al, 2016) su 

poredili proizvodnju levana na podlogama sa razliĉitom koncentracijom saharoze (60-400 g/L) i u 

svom revijalnom radu zakljuĉili da je najveći prinos na podlozi sa najvišom koncentracijom saharoze. 

Do istog zakljuĉka došli su i Kekez i saradnici koji su uoĉili 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).  

 

 
 

Slika 4.12. Uticaj koncentracije saharoze na proizvodnju egzopolisaharida pomoću bakterije 

Brachybacterium sp. CH-KOV3  

(Djurić 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, 

preĉišćene od proteina i nukleinskih kiselina (Liu et al, 2010). 

Totalna hidroliza egzopolisaharida pomoću trifluorsirćetne kiseline je pokazala prisustvo samo 

jedne monosaharidne komponente, fruktoze, a negativna vrednost specifiĉne optiĉke rotacije dobijena u 

ovoj studiji ([α]
25

=−38,5°, C=1,1 g/100 mL, H2O) ukazuje na prisustvo β glikozidnih veza. Na osnovu 

ove dve analize moţe se zakljuĉiti da je izolovani polisaharid fruktanskog tipa (Gojgic-Cvijovic et al, 

2019, Hibbert et al, 1931, Kekez et al, 2015).  

Rezultat parcijalne hidrolize polisaharida proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-

KOV3 oksalnom kiselinom (0,125 %) na hromatografskoj ploĉi je prikazan na slici 4.13. Pri ovim 

uslovima hidroliza polimera je zapoĉela posle 6 minuta, a ni posle 16 minuta on nije potpuno 

hidrolizovan. Proizvodi nastali ovom reakcijom su fruktooligosaharidni fragmenti duţine tri i više 

monosaharidnih jedinica, kojima se pridaje posebna paţnja zbog njihovih svojstava kao što su niska 

kaloriĉnost, nekancerogenost, a mogu delovati i kao prebiotici (Roberfroid 1997, Spiegel et al, 1994). 

Raspored taĉaka (mrlja) na slici odgovara onom koji su dali Dahech i saradnici: najviše taĉke od starta 

(u poreĊenju sa monosaharidnim standardima) predstavljaju fruktozu, zatim oligosaharidni fragmenti 

sa sve većom molekulskom masom, polisaharidni lanci kraći od ispitivanog egzopolisaharida i na 

samom startu levan (Dahech et al, 2012).   

 

 
 

Slika 4.13. Tankoslojna hromatografija parcijalno hidrolizovanog egzopolisaharida proizvedenog 

pomoću 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) 

(Djurić et al, 2017).  

 

Dinamiĉka viskoznost ([µ]
25

=1,1602 mPa x s, C=1,1g/100mL, H2O) i kinematiĉka viskoznost 

([ν]
25

=1,1581x10
-6

 m
2
/s, C=1,1g/100mL, H2O) predstavljaju karakteristike proizvedenog 
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egzopolisaharida pomoću Brachybacterium sp. CH-KOV3. U poreĊenju sa drugim mikrobnim 

polisaharidima velike molekulske mase levan karakteriše mala viskoznost što ukazuje na kompaktan i 

sferni oblik ovog fruktana u rastvoru, a zahvaljujući tome on se upotrebljava u prehrambenoj i 

farmaceutskoj industriji (Jakob et al, 2013, Öner et al, 2016). 

4.5.1. OdreĎivanje molekulske mase 

Molekulska masa egzopolisaharida dobijenog pri fermentaciji zavisi od mikroorganizma 

producenta i uslova, a najĉešće iznosi od 10
4
 do 10

10
 Da (Jakob et al, 2013, Young et al, 2021). 

Egzopolisaharid proizveden upotrebom Brachybacterium sp. CH-KOV3 ima molekulsku masu veću od 

10
6
 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
3 

Da) i visokomolekulski (2,6-

2,8x10
6
 Da), a Gojgić-Cvijović i saradnici su izolovali tri levana razliĉitih molekulskih masa 5,13x10

5
, 

5,82x10
6
 i 7,24x10

6
 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 sadrţi apsorpcione trake 

karakteristiĉne za ugljenohidratne strukture, u opsegu od 3500-807 cm
-1

. Široka traka od 3500-3000 

cm
-1

 odgovara valencionim vibracijama –OH grupa, a traka na 2946,8 cm
-1

 potiĉe od valencionih 

vibracija C-H. Signali na 1647,9 cm
-1

 i u regionu 1500-1200 cm
-1

 odgovaraju vezanim molekulima 

vode i C-H deformacionim vibracijama. Trake izmeĊu 1127,4 i 1059,0 cm
-1

 odgovaraju C-O-C i C-OH 

valencionim vibracijama. Apsorpcija na 925,2 i 807,1 cm
-1

 potiĉe od valencionih vibracija furanoznog 

prstena. Sve apsorpcione trake su identiĉne signalima za levanski tip polisaharida (Kekez et al, 2015, 

Kekez et al, 2016, Liu et al, 2010). 

 

 

 
 

Slika 4.14. FT-IR spektar EPS-a proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-KOV3. Brojevima su 

oznaĉene specifiĉne 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)  

(Djurić et al, 2017). 
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4.5.3. NMR spektroskopija 
1
H NMR spektar egzopolisaharida pokazuje tipiĉna hemijska pomeranja za ugljenohidratne 

protone u prstenu i prikazan je na slici 4.15. Nije zabeleţen signal u regionu anomernog protona što 

ukazuje na odsustvo ili nisku zastupljenost glikozidnih protona. 
1
H NMR spektar se sastoji iz sedam 

glavnih protonskih signala izmeĊu 3,4 i 4,3 ppm koji potiĉu od β-fruktofuranoznih jedinica i koji 

ukazuju da je egzopolisaharid levanskog tipa strukture. Sliĉna hemijska pomeranja izmeĊu 3,4 i 4,2 su 

zabeleţena za levane proizvedene pomoću rodova Bacillus i Leuconostoc (Bouallegue et al, 2020, 

Taylan et al, 2019).  

 

 
 

Slika 4.15. 
1
H NMR spektar egzopolisaharida proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-KOV3 

(Djurić et al, 2017). 
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13
C NMR spektar egzopolisaharida (slika 4.16) sadrţi hemijska pomeranja u opsegu 62,6-107 

ppm i pokazuje tipiĉna hemijska pomeranja za ugljenohidratne ugljenike u prstenu. Prisutno je šest 

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). 
13

C NMR spektar egzopolisaharida ukazuje da je analizirani polisaharid fruktan levanskog 

tipa, a hemijska pomeranja su vrlo sliĉna pomeranjima za levane ĉiji su producenti rodovi Bacillus, 

Brachybacterium, Gluconobacter, Kozakia i Neoasaia (Bouallegue et al, 2020, Jakob et al, 2013, 

Moussa et al, 2017). 

 

 

 
 

Slika 4.16. 
13

C NMR spektar EPS-a proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-KOV3 

(Djurić et al, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 87 - 

 

 

 

 

 

DEPT 135 analiza se koristi u odreĊivanju stepena hidrogenacije svakog ugljenika pri ĉemu CH 

i CH3 signali imaju pozitivnu, a CH2 negativnu amplitudu. DEPT spektar egzopolisaharida (slika 4.17.) 

prikazuje intenzivne signale na 82,99, 79 i 77,9 koji potiĉu od CH protona na C-5, C-3 i C-4 

ugljenicima i signale na 66,09 i 62,61 koji pripadaju CH2 protonima na C-6 i C-1 ugljenicima. Dahech i 

saradnici su dobili sliĉna hemijska pomeranja za levan proizveden pomoću roda Bacillus (Dahech et al, 

2013). 

 

 
 

Slika 4.17. DEPT 135 spektar egzopolisaharida koji proizvodi Brachybacterium sp. CH-KOV3.  

U spektru su obeleţeni C atomi za koje su vezani CH, CH3 (pozitivna amplituda) i CH2 (negativna 

amplituda) protoni 

(Djurić et al, 2017). 
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2D H-H COSY NMR tehnika prikazuje korelacije izmeĊu vodonika u strukturi, a snimljeni 

spektar egzopolisaharida je prikazan na slici 4.18. Spektar sadrţi sledeće 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 pomoću B. licheniformis apostrofirali H5/H6, H4/H5 i H3/H4 

korelacije, a Gojgic-Cvijović i saradnici su za levan poreklom iz B. licheniformis NS032 opisali 

sledeće 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).  

 

 
Slika 4.18. Homonuklearni 2 D (COSY) spektar egzopolisaharida proizvedenog pomoću 

Brachybacterium sp. CH-KOV3  

(Djurić et al, 2017). 
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2D hetero korelacioni spektar HSQC ukazuje na direktne korelacije izmeĊu skeletnih protona i 

ugljenika saharidnih jedinica iz kojih se sastoji polisaharid. Identifikovane taĉke u spektru 

egzopolisaharida proizvedenog pomoću 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 (H1a, H1b/C1), 4,17/78,99 

(H3/C3) i 4,09/77,89 (H4/C4). Odsustvo interakcija izmeĊu C2 i bilo kog vodonika potvrĊuje 

kvaternarni anomerni karakter ovog ugljenika, a dobijene vrednosti i korelacije su u skladu sa 

prethodno publikovanim vrednostima za levanski tip fruktana proizvedenog pomoću dve razliĉite 

bakterije roda Bacillus (Gojgic-Cvijovic et al, 2019, Matulová et al, 2011). 

 

 
 

Slika 4.19. Heteronuklearni 2D (HSQC) spektar EPS-a  

proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-KOV3  

(Djurić et al, 2017). 
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4.5.4. Gasno-masena analiza metilacionih proizvoda 

Egzopolisaharid je permetilovan i podvrgnut reduktivnom ˮcepanjuˮ i acetilaciji monomernih 

jedinica koje su dalje analizirane upotrebom GC-MS tehnike. Na hromatogramu (slika 4.20.) se 

uoĉavaju 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 površina ova dva pika iznosi 77,5% i 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 i 2,5-anhidro-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, redom i odgovaraju 

neredukujućim terminalnim jedinicama glikanskih molekula. Fruktozni ostaci koji ukazuju na taĉke 

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 površina 

pikova koji odgovaraju neredukujućim terminalnim jedinicama iznosi 11,2%, a pikova koji ukazuju na 

taĉke grananja 11,3%. Odnos skoro 1:1 ukazuje da je na svakoj taĉki grananja dodata jedna 

neredukujuća fruktofuranozna jedinica.  

Rezultati GC-MS analize ukazuju da je glavni lanac saĉinjen od fruktofuranoznih jedinica 

vezanih (2,6) vezama. Prisustvo male koliĉine di-O-metil-fruktoze (oko 11%) ukazuje na umereno 

raĉvanje 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. 

 
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) 

(Djurić 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  

(Djurić et al, 2017). 
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5. ZAKLJUČCI 

______________________________________________________________________________ 
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 U okviru ove doktorske teze ispitivana je primena mikroorganizama izolovanih iz ţivotne 

sredine zagaĊene naftom i rafinerijskim proizvodima prerade nafte za bioremedijaciju i proizvodnju 

egzopolisaharida. 

  

U delu istraţivanja koji se odnosio na bioremedijaciju izvedene su dve studije. U prvoj studiji je 

izolovan konzorcijum mikroorganizama koji imaju sposobnost razgradnje naftnih ugljovodonika, 

nakon ĉega je ispitivan njegov biodegradacioni potencijal na uzorku sedimenta iz isplaĉne jame.  

 

Izvedeni su sledeći zakljuĉci: 

 

 Konzorcijum mikroorganizama degradera ugljovodonika je izolovan iz uzoraka prikupljenih iz 

isplaĉne jame višestrukim presejavanjem na mineralnoj podlozi koja je kao izvor ugljenika 

sadrţala dizel D2, a zatim na UG agaru. Biomasa konzorcijuma je umnoţena do finalne 

zapremine od 1000 L, nakon ĉega su mikroorganizmi upotrebljeni u postupku bioremedijacije. 

  

 Hemijskom karakterizacijom bioremedijacionog supstrata dobijenog mešanjem zemljišta sa 

ruba isplaĉne jame i rastresitog sedimenta, utvrĊeno je prisustvo naftnih ugljovodonika u 

koliĉini 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 isplaĉne jame za degradaciju naftnih zagaĊujućih 

supstanci.  

 

 Bioremedijacioni supstrat je nakon inokulacije metagenomski analiziran i utvrĊeno je prisustvo 

sledećih 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 što se pored 

mikroorganizama koji rastu na Petri šoljama mogu identifikovati i nekulturabilni 

mikroorganizmi, ĉime se dobija kompletna informacija o sastavu mikrobne zajednice. 

 

 Nakon primene izolovanog konzorcijuma mikroorganizama u studiji degradacije naftnih 

ugljovodonika u bioremedijacionom supstratu je degradovano 45,6% (60. dan), 74,2% (120. 

dan) i 95,3% (180. dan) ukupne koliĉine TPH. 

 

 Na kraju procesa bioremedijacije supstrat je hemijski analiziran i okarakterisan kao slabo-

alkalni, jako-karbonatni i slabo-humozni u poreĊenju sa standardima koji se odnose na 

klasifikaciju zemljišta. OdreĊeno je da je bioremedijacioni supstrat bogat u ukupnom azotu, sa 

visokim i vrlo visokim sadrţajem lako dostupnog fosfora odnosno kalijuma. Analiza pokazuje 

da dobijene vrednosti sadrţaja mikroelemenata i teških metala ne prelaze koliĉine dozvoljene za 

poljoprivredno zemljište u Srbiji. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moţe se zakljuĉiti 

da je supstrat na kraju bioremedijacije nezagaĊen, odnosno da je bioremedijacioni postupak 

izveden sa visokim procentom uspešnosti. 
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U drugoj bioremedijacionoj studiji, prouĉavana je efikasnost ex situ postupka bioremedijacije 

kontaminiranog zemljišta. Pored praćenja stepena mikrobiološke razgradnje naftnih zagaĊujućih 

supstanci, odreĊivan je i njegov grupni sastav, kao i promene u koliĉini frakcija tokom studije. Tokom 

postupka bioremedijacije ispitivano je i paralelno odvijanje procesa humifikacije, odreĊivana je 

koliĉina nastalih huminskih kiselina i promene u njihovoj strukturi. 

 

Na osnovu rezultata moţe se zakljuĉiti: 

 

 U ex situ postupku bioremedijacije zemljišta, konzorcijum mikroorganizama degradera 

ugljovodonika izolovanih sa mesta zagaĊenja, je degradovao 86,6% ukupne koliĉine TPH za 

150 dana. 

 

 Analizom grupnog sastava uzoraka uzetih sa halde tokom ex situ postupka bioremedijacije, 

utvrĊeno je da je koncentracija alifatiĉnih ugljovodonika smanjena sa 8,39 na 2,91 g/kg s.s., a 

aromatiĉnih 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 praćen je proces humifikacije u kontaminiranom 

zemljištu. Procenat huminskih kiselina se na kontaminiranoj haldi povećao za 26,5%. 

 

 Strukturnom analizom (elementarna analiza, E4/E6 odnos, IR spektroskopija) izolovanih 

huminskih kiselina tokom procesa bioremedijacije utvrĊen je povećan sadrţaj aromatiĉnih 

struktura i kiseoniĉnih funkcionalnih grupa. ZagaĊen ekosistem koji je tretiran 

bioremedijacijom, nakon bioremedijacionog postupka moţe ponovo postati stanište brojnim 

mikroorganizmima i biljkama, jer veća koliĉina huminskih kiselina bogatih aromatiĉnim i 

kiseoniĉnim funkcionalnim grupama pozitivno utiĉe na mikrobni rast i njihov metabolizam, 

indukuje sintezu enzima, a zahvaljujući svojoj strukturi, huminske kiseline predstavljaju i 

redoks aktivna jedinjenja. 

 

 

U delu istraţivanja sposobnosti mikroorganizma izolovanog iz zagaĊene ţivotne sredine 

oznaĉenog 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 ĉega 

je optimizovana proizvodnja egzopolisaharida gajenjem mikroorganizma na saharoznim podlogama. 

Dobijeni egzopolisaharid je detaljno strukturno okarakterisan. 

 

Na osnovu dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti sledeće: 

 

 Izolovana bakterija poseduje brojne enzime kao što su α- i β-glukozidaza, N-acetil-β-

glukozaminidaza, α- i β-galaktozidaza, β-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 odreĊivan 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 ˮotisak prstaˮ 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). 

 

 Najviši prinos egzopolisaharida je dobijen u podlogama sa poĉetnom koncentracijom saharoze 

500 g/L (45,2 g/L levana). 

 

 Elementarna mikroanaliza izolovanog egzopolisaharida i njene vrednosti su pokazale da je 

polisaharid neutralan, preĉišćen od proteina i nukleinskih kiselina (C:H:O / 39,04:6,74:54,22). 

 

 Na osnovu totalne hidrolize egzopolisaharida pomoću trifluorsirćetne kiseline i odreĊene 

negativne vrednosti specifiĉne optiĉke rotacije ([α]
25

=−38,5°, C=1,1 g/100 mL, H2O) je 

zakljuĉeno da je izolovani polisaharid fruktanskog tipa. 

 

 Parcijalnom hidrolizom egzopolisaharida proizvedenog pomoću Brachybacterium sp. CH-

KOV3 oksalnom kiselinom (0,125%) su nastali fruktooligosaharidni fragmenti duţine tri i više 

monosaharidnih jedinica. Proizvodima nastalim ovom reakcijom se pridaje posebna paţnja 

zbog njihovih karakteristika kao što su niska kaloriĉnost i nekancerogenost, a mogu delovati i 

kao prebiotici. 

 

 Za izolovani egzopolisaharid odreĊivana je dinamiĉka odnosno kinematiĉka viskoznost, a 

njihove vrednosti su iznosile [µ]
25

=1,1602 mPa x s i [ν]
25

=1,1581x10
-6

 m
2
/s, C=1,1 g/100 mL, 

H2O. Ovakve vrednosti ukazuju na sferiĉan i kompaktni oblik polisaharida u rastvoru. 

 

 Izolovani egzopolisaharid ima molekulsku masu veću od 10
6
 Da, što odgovara masi visoko-

molekulskih levana. 

 

 FT-IR spektar izolovanog egzopolisaharida sadrţi apsorpcione trake karakteristiĉne za 

ugljenohidratne strukture.  

 

 Dobijeni 1D NMR i 2D NMR (DEPT135, COSY i HSQC) spektroskopski podaci su identiĉni 

podacima u literaturi za levanski tip polisaharida. 
1
H NMR spektar se sastoji iz sedam glavnih 

protonskih signala koji potiĉu od β-fruktofuranoznih jedinica, a dobijena hemijska pomeranja u 
13

C NMR spektru su vrlo sliĉna pomeranjima za levane ĉiji su producenti rodovi Bacillus, 

Brachybacterium, Gluconobacter, Kozakia i Neoasai. DEPT spektar egzopolisaharida prikazuje 

intenzivne signale koji potiĉu od CH protona na C-5, C-3 i C-4 ugljenicima i signale koji 

pripadaju CH2 protonima na C-6 i C-1 ugljenicima. 2D H-H COSY NMR snimljeni spektar 
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egzopolisaharida je sadrţao sledeće korelacije: H6a/H6b, H5/H6b, H4/H5 i H3/H4, a iste su 

istaknute i u prethodno publikovanim studijama levana. U 2D hetero korelacionom spektru 

HSQC identifikovane su taĉke koje prikazuju korelacije H5 i C5; H6a i H6b/C6; H1a i H1b/C1; 

H3/C3 kao i H4/C4. 

 

 Rezultati metilacione analize ukazuju da je glavni lanac egzopolisaharida saĉinjen od 

fruktofuranoznih jedinica vezanih (2,6) vezama. Prisustvo male koliĉine di-O-metil-fruktoze 

(oko 11%) ukazuje na umereno raĉvanje egzopolisaharida. Glavni lanac polimera je 

supstituisan na poziciji O-1 jednom D-fruktofuranozom (oko 11%).  
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