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1. UVOD



Ana Vidakovic Doktorska disertacija

Pored globalnog zagrevanja, jedan od najvecih problema savremenog doba je ubrzan rast
broja stanovnika na Zemlji. Potreba za povedanjem prinosa i obezbedivanjem dovoljne
koli¢ine hrane podstakla je ljude na sve vecu upotrebu vestackih dubriva na bazi nitrata, Sto
dovodi do disbalansa u ciklusu kruZenja azota i akumulacije nitrata u zemljistu i vodi.
Konzumiranje namirnica i vode sa povecanim sadrZajem nitrata moZe prouzrokovati ozbiljne
zdravstvene probleme kod odraslih ljudi i dece. Osim toga, viSak nitrata u zemljistu i
podzemnim vodama utiCe na pojavu degradacije gradevinskih materijala dejstvom

rastvorljivih soli.

Samo ograni¢en broj mikroorganizama ima sposobnost da nitrate prevede u atmosferski
azot putem denitrifikacije i na taj nacin zatvori ciklus kruZenja azota u prirodi. Upravo se
procesom denitrifikacije vrsi bioremedijacija otpadnih voda, zemljiSnih lokaliteta, a od
nedavno i biocis¢enje razliCitih gradevinskih materijala. Celokupan proces denitrifikacije,
kako sa hemijskog, tako i sa bioloSkog aspekta, najviSe je proucavan na vrsti Pseudomonas
stutzeri, kao jednim od najefikasnijih denitrifikatora. Uzimajuci u obzir da stopa akumulacije
nitrata eksponencijalno raste, neophodno je izolovati denitrifikatore visoke efikasnosti kako
bi se odrzavao balans u azotnom ciklusu. Potrebe trziSta za aktivnom biomasom
denitrifikatora iniciraju njenu proizvodnju u industrijskim razmerama kako bi se mogle

tretirati vece povrsine kontaminirane nitratima.

S obzirom da je proces denitrifikacije detaljno ispitivan uglavnom na referentnim kulturama,
javila se potreba za izolovanjem prirodnih sojeva denitrifikatora sa visokim potencijalom u
pogledu konverzije nitrata do molekulskog azota. Pored toga, biotehnoloski postupak
dobijanja biomase denitrifikatora nije do sada proucavan, pa je optimizacija proizvodnih
uslova i ispitivanje mogucnosti proizvodnje biomase u veéim razmerama osnovni preduslov
za industrijalizaciju postupka. Pored klasi¢ne primene denitrifikatora u bioremedijaciji voda i
zemljista, oblast biocis¢enja razli¢itih gradevinskih materijala je relativho nova i nedovoljno
istrazena. Sistemi za biocis¢enje, koji su obi¢no sastavljeni od bakterijskih kultura i nosaca
(pulpa, gel, itd.) predstavljaju efikasan, neinvazivan i ekoloski prihvatljiv nacin za uklanjanje
naslaga soli sa i iz gradevinskih materijala i kao takvi se potencijalno mogu korititi umesto
tradicionalnih fizi¢ckih i hemijskih metoda ¢iséenja, Sto otvara mogucnosti za ispitivanje

razliCitih aplikacija ovih sistema.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Ana Vidakovic Doktorska disertacija

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je izolovanje i karakterizacija denitrifikatora uz
optimizaciju biotehnoloskih uslova proizvodnje njegove biomase i ispitivanje efikasnosti
proizvedene biomase u pogledu biociséenja razliCitih gradevinskih materijala. Realizacija
ovako postavljenog osnovnog cilja ove doktorske disertacije zahteva ispunjenje sledecih

specifi¢nih ciljeva:

e lzolovanje, selekcija i identifikacija denitrifikatora iz vodenih ekosistema;

e Optimizacija sastava hranljivih podloga za proizvodnju biomase denitrifikatora;

e [spitivanje uticaja odabranih parametara kultivacije na proizvodnju biomase
denitrifikatora;

e Validacija optimizovanih parametara kultivacije u laboratorijskim bioreaktorima;

e |[spitivanje stabilnosti biomase denitrifikatora resuspendovane u odgovarajucoj
te€nosti (fizioloski rastvor i destilovana voda) u pogledu odrzanja zadovoljavajuce
vijabilnosti i vitalnosti éelija prilikom skladistenja;

e |Ispitivanje efikasnosti odabranog denitrifikuju¢eg bakterijskog izolata u cilju

uklanjanja nitrata sa razli¢itih gradevinskih materijala u laboratorijskim uslovima.

Ocekuje se da ¢e rezultati postavljenih specifi¢nih ciljeva ove doktorske disertacije imati
znacajan doprinos u oblasti bioremedijacije sa aspekta postizanja prvih rezultata
biotehnoloskog postupka proizvodnje biomase denitrifikatora koji ¢e predstavljati pouzdan
osnov za uvedanje razmera predloZzenog bioprocesa. Pored toga, rezultati primene
odabranog denitrifikujuéeg bakterijskog izolata na model supstratima opeke i stenskog
materijala u cilju uklanjanja nitrata ukazace na Siroku paletu moguénosti primene

denitrifikatora.
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3.1. Azot

Azot je nemetal koji se nalazi u Va grupi i drugoj periodi periodnog sistema elemenata. U
elementarnom stanju nalazi se isklju¢ivo u obliku dvoatomskih molekula (N3). Zasluge za
otkrice ovog elementa pridobio je Skotski lekar Danijel Raderford 1772. godine, objavivsi
prvi svoj eksperimentalni rad na misevima, mada su u isto vreme Karl Sele, Henri Kavendis i
DZozef Pristli zakljucili da je azot sastavni deo vazduha, nazivajuc¢i ga ,Skodljivi vazduh”
(Galloway i sar., 2013). Nesto kasnije, Antoan Lavoazje bliZze opisuje ovaj element i daje mu
naziv azote (grc.), Sto u prevodu znadi ,,onaj koji ne podrzava Zivot”. Naziv nitrogéne (franc.)
potice iz 1790. godine od reci koja znaci obrazovanje Salitre (Bothe i sar., 2007; Galloway i

sar., 2013).

Azot se, pored ugljenika i kiseonika, smatra glavnim i najsloZenijim elementom svih
organizama, cCineéi prosecno 6,35% ukupne suve mase (Bothe i sar., 2007; Stein i Klotz,
2016). Njegova znacajnost proistice iz Cinjenice da je sastavni deo svih aminokiselina koje

dalje grade proteine, a prisutan je i u bazama koje izgraduju nukleinske kiseline (DNK, RNK).

Velika koli¢ina azota u obliku N2 je prisutna u atmosferi, ¢ineéi 78 % ukupne zapremine
vazduha. Azot je, nasuprot ugljenika, vodonika i kiseonika, najstabilniji upravo u gasovitom
stanju. Medutim, gasoviti azot je nedostupan vedini organizama, Sto se mozZe objasniti
velikom energijom veze koju ostvaruje, te prakticno molekul ostaje inertan. Da bi azot
postao aktivan neophodno ga je fiksirati u obliku amonijumovih, nitritnih ili nitratnih jona i

omoguciti spontano i neprekidno kruzenje azota u prirodi (Bothe i sar., 2007).
3.2. Ciklus kruzenja azota u prirodi

O ciklusu kruZenja azota govorio je nemacki alhemiéar DZzon Rudolf Glauber pre 350 godina,
iako se tada za azot joS nije znalo: ,To je kao ptica bez krila koja leti danju i nocu bez
prestanka, prolazi kroz sve elemente noseci sa sobom duh Zivota, jer su od njega sacinjeni
minerali, biljke i Zivotinje. Nikada ne nestaje, samo menja svoj oblik — putem hrane dospeva
do tela Zivotinja, a potom se ekskretuje. Na taj nacin se vraéa u zemljiSte, a jedan njegov deo
isparava i vraca se u vazduh, i ponovo je medu elementima” (Keeney i Hatfield, 2008).

Sustinski, ovo objasnjenje se u potpunosti poklapa sa modernom definicijom prema kojoj je
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ciklus kruzenja azota proces u kom azot, transformisuci se kroz razne hemijske oblike, kruzi

Zemljom.

Tokom transformacija azot prolazi kroz razliCite oksidacione i redukcione reakcije gradedi
jedinjenja sa oksidacionim brojevima od +5 do -3 (Tabela 1). Sve redoks reakcije tokom
kruZenja azota u prirodi mogu da izvode bakterije, arhee i gljive, dok od viSih oblika Zivota

samo biljke mogu da ucéestvuju u procesu asimilacione redukcije nitrata (Bothe i sar., 2007).

Tabela 1. Oksido-redukciona stanja azota (Stein i Klotz, 2016)

Molekulska formula Naziv jedinjenja Oksidaciono stanje
C-NH, organski azot Redukcija
NHs, NHj amonijak, amonijumovjon -3 o
N2H4 hidrazin (diazan) -2

vise
NH,OH Hidroksilamin -1

elektrona
N, molekulski azot

0

N.O azot-suboksid +1
NO azot-monoksid +2 manje
HNO,, NO; nitritna kiselina, nitritni jon  +3 elektrona
NO, azot-dioksid +4 ¥
HNOs, NO3 nitratna kiselina, nitratni jon +5 Oksidacija

3.2.1. Reaktivni azot

Kao Sto je napomenuto, molekularni azot (N2) je neadekvatan za vedinu organizama, te
konverzija ovog oblika azota u reaktivni azot (Nr), direktno ili indirektno, omoguéava rast
biomase. Pod reaktivnim azotom podrazumevaju se sledeci oblici: azot-monoksid, azot-
dioksid, azot-oksid, nitrati, nitriti, amonijak, amonijumovi joni, ali i organski oblici azota kao
Sto su urea, derivati amina i azot prisutan u proteinima i drugim organskim molekulima.
Smatra se da su osnovni izvori reaktivnog azota bioloski procesi u ekosistemima i elektri¢no

praznjenje usled dejstva munja (Denk i sar., 2017).
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lako se azotni ciklus spontano i neizmenjeno odvija u prirodi oko 2,7 milijardi godina, tokom
poslednjih nekoliko decenija dolazi do zna¢ajnog povecdanja reaktivnog azota u prirodi usled
antropogenog dejstva (Cao, 2011). Naime, sa poveéanjem populacije raste potreba za
vecom i efikasnijom proizvodnjom hrane. Koris¢enje vesStackog dubriva na bazi azota je u
proteklih 50 godina povedalo prinos hrane (Zitarica, krtolastih biljaka, itd.) za oko 40% na
svetskom nivou (Galloway i sar. 2013). KoriS¢enje dubriva na bazi azota dovodi do znacajnih

promena u sastavu zemljista i biosveta u njemu uz nakupljanje azotnih jedinjenja.

Druga najznacajnija antropogena aktivnost koja povecava nivo reaktivnhog azota jeste
proizvodnja energije. Naime, tokom proizvodnje energije, oslobadanje reaktivnog azota je
slu¢ajno i Cesto nekontrolisano. Na primer, tokom sagorevanja fosilnih goriva, azotna
jedinjenja se emituju u atmosferu kao nusprodukti ili se jedinjenja azota stvaraju reakcijom
drugih nusprodukata sagorevanja sa azotom iz vazduha $to je slu¢aj tokom Haber-BoSovog
procesa dobijanja amonijaka (slika 1) (Galloway i sar., 2013). lako Haber-BoSova fiksacija
azota omogudéava i do Cetiri puta vecu produktivnost poljoprivrednih kultura, hemijska
dubriva i drugi antropogeni izvori azota imaju daleko veéi doprinos koli¢ini reaktivnog azota
u ekosistemima u odnosu na benefit bioprocesa, $to znacajno uti¢e na zagadenje Zivotne

sredine (Stein i Klotz, 2016).

Azot iz vazduha

400-450°C
200 bar
Fe kao katalizator

azot ivodonik

(13)

recirkulacija

neproreagovalih
Vodonik iz prirodnog gasova
gasa v -
hladenje gasovai
prelazak amonijaka u
tecnost

Slika 1. Sematski prikaz Haber-Bo3ovog procesa dobijanja amonijaka
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3.2.2. Posledice povecane koli¢ine reaktivnog azota u prirodi

Povec¢ana koncentracija reaktivnog azota negativno utice na produktivnost ekosistema,
prouzrokuje njegov disbalans i smanjenje biodiverziteta. Gubitak ravnoteze u azotnom
ciklusu se manifestuje kroz tri glavna mehanizma: eutrofikacija, zakiSeljavanje Suma i

direktna toksi¢nost pojedinih jedinjenja na Zive organizme (Jones i sar., 2013).

Neka azotna jedinjenja poput N0 i NO; imaju snazan uticaj na efekat staklene baste, te
indirektno uti¢u na klimu i formiranje ozona. Osim oksida azota i amonijak ima uticaj na
efekat staklene baste, ali se Cesto zanemaruje zbog kratkog boravka u atmosferi usled
fotolize. Medutim, kada su kolicine amonijaka u atmosferi vece i temperature visoke,
probija se ova prirodno nametnuta fotokataliticka barijera. Nasuprot tome, pojedina azotna
jedinjenja veoma lako stupaju u reakciju sa ugljenikovim jedinjenjima formirajuci aerosole
kao Sto su fotohemijski smog ili organske Cestice. Ovakve pojave imaju suprotno dejstvo na
efekat staklene baste dovodeci do snizavanja temperature na Zemlji, jer predstavljaju fizicku
prepreku suncevim zracima (StUeken i sar., 2016). Zapravo, moze se reci da jedinstveni
aspekt uticaja reaktivnog azota na Zivotnu sredinu i Ziva bi¢a ima kaskadni efekat: povecanje
ozona (Stetni efekat po zdravlje Zivih bi¢a), poveéanje koncentracije Cestica u vazduhu
(smanjenje vidljivosti i temperature), zakiSeljavanje povrsSinskih voda i Suma (gubitak
biodiverziteta), poveéan stepen eutrofikacije u svim vodenim ekosistemima, pa i povecani
efekat staklene baste (usled produkcije azotnih oksida) (Galloway i sar., 2004, Keeney i

Hatfield, 2008).

Sve vede koli¢ine nitratnih i nitritnih jona u vodama, pogotovo u vodi za pice, predstavljaju
ozbiljan problem po ljudsko zdravlje. Naime, visoke koncentracije nitrata u vodi za piée
mogu da izazovu methemoglobinemiju, tzv. ,sindrom plavih beba” i kardiovaskularne
probleme, dok visoke koncentracije nitrita oksiduju hemoglobin u methemoglobin, te se na
taj nacin sprecava transport kiseonika do tkiva, sto kod teZih slu¢ajeva moze izazvati smrt
usled prestanka disanja (WHO, 2011, Fu i sar., 2014). Prema preporukama Svetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) maksimalna dozvoljena
koncentracija nitrata u vodi za pice je 10 mg/L, dok je za nitrite ta granica < 0,1 mg/L (WHO,

2011).
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Evidentno je da napredak industrijalizacije, koris¢enje vestackih dubriva i druge
antropogene aktivnosti svakodnevno povecdavaju koncentraciju reaktivnog azota u prirodi.
Galloway i sar. (2004) su slikovito prikazali galopiraju¢e promene u koncentraciji reaktivnog
azota u prirodi na svetskom nivou (slika 2). Kao Sto je prikazano na slici 2, procena je da ¢e
usled globalnih promena za oko 40 godina koncentracija azota dosti¢i 5000 mg/m?. Razmere
posledica povecanja koncentracije reaktivnog azota su velike i smanjenje antropogenog
uticaja u buducnosti mora biti prioritet, te je poznavanje procesa azotnog ciklusa od

izuzetnog znacaja.

i i 1 1 i i i 1 i 1 i |
180W  120W oW [ 60E 1206 180E

Slika 2. Koncentracija ukupnog neorganskog azota (mg/m?): a) 1860. godine, b) 1990-tih i c)
2050. godine (Galloway i sar., 2004)

3.2.3. Procesi azotnog ciklusa

Azotni ciklus obuhvata konverziju azota putem oksidaciono-redukcionih procesa koji su
uzrokovani postojanjem interakcija izmedu atmosfere, hidrosfere, biosfere i litosfere za koje
su najcesée odgovorne metabolicke aktivnosti razli¢itih mikroorganizama. Upravo se zbog
toga kazie da je azotni ciklus podstaknut kombinacijom asimilatornih i disimilatornih
bioloskih  transformacija. lako je vecina procesa azotnog ciklusa katalizovana
mikroorganizmima u okviru ovog ciklusa ubrajaju se i atmosferske azotofiksacije povezane

sa dejstvom munja i hemodenitrifikacijom (Thamdrup, 2012). Vaino je naglasiti da azotni

10



Ana Vidakovic Doktorska disertacija

ciklus nije samostalan vec je usko povezan sa ostalim biogeohemijskim ciklusima (ugljenika,

sumpora, fosfora, itd.).

Koncept azotnog ciklusa je prvi put ustanovljen 1913. godine nakon Lohnisovog dokaza
prisustva azota u proteinima, amidima, amonijaku i oksidima azota (Keeney i Hatfield, 2008).
U gotovo svim procesima konverzije azota (slika 3) primarnu ulogu imaju mikroorganizmi, a

sam ciklus se grubo moze podeliti na tri najznacajnija procesa:
= azotofiksacija i amonifikacija,
= nitrifikacija i

= denitrifikacija.
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Slika 3. Ciklus kruzenja azota u prirodi (prilagodeno iz rada Stein i Klotz, 2016)

3.2.3.1. Azotofiksacija i amonifikacija

Azotofiksacija predstavlja redukcioni proces prevodenja molekulskog azota iz vazduha u
formu amonijaka. Ovo je vitalan ekoloski proces, jer sve zelene biljke imaju potrebu za
azotom u obliku amonijaka ili nitrata koji im je neophodan za sintezu aminokiselina, tj.

izgradnju proteina. Jedini organizmi koji mogu obaviti ovu redukcionu reakciju su neke vrste

11
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bakterija i cijanobakterija. Dakle, ceo Zivot na nasoj planeti se prakticno zasniva na direktnoj
ili indirektnoj zavisnosti od pomenutih organizama. Azotofiksatori obezbeduju vezu izmedu

neizmernog bogatstva azota kao gasa u atmosferi i ostalog Zivog sveta na planeti Zemlji.

Za seriju redukcionih reakcija u procesu fiksacije azota neophodan je snazan redukujudi
agens, odnosno elektroni iz procesa fotosinteze ili respiracije, ATP (adenozin-lllI-fosfat) i
enzim nitrogenaza. Trostruka kovalentna veza u molekulu azota je veoma stabilna i
potrebna je velika koli¢ina energije za njeno kidanje (16 molekula ATP-a i 8 elektrona za
fiksiranje svakog molekula azota) (Ward, 2012). Jedini oblici koji mogu redukovati ovu vezu
su upravo azotofiksirajuée bakterije i neke cijanobakterije. Kompletna reakcija je
katalizovana enzimom nitrogenaza koji je neophodan za ovaj proces, medutim ovaj enzim
vrlo brzo postaje neaktivan u prisustvu molekulskog kiseonika (O2) i ne moZe funkcionisati u
¢eliji u kojoj dolazi do proizvodnje kiseonika u toku fotosinteze (Gajin i sar., 2007). Zbog toga
se azotofiksacija kod cijanobakterija obavlja u heterocistama, nefotosintetskim ¢elijama ¢ija

je glavna uloga vezivanje molekulskog azota.

Mikroorganizmi koji imaju sposobnost fiksacije molekulskog azota se mogu podeliti na
asimbiotske i simbiotske azotofiksatore. Asimbiotski azotofiksatori su slobodno Zivedi,
ubikvitarni, heterotrofni mikroorganizmi koji ne formiraju simbiotske zajednice sa drugim
Zivim bi¢ima. Simbiotski azotofiksatori formiraju mutualisti¢ke zajednice sa viSim biljkama u
okviru kojih koriste organska jedinjenja nastala tokom procesa fotosinteze i pri tome vrse
fiksaciju molekulskog azota. Najbolji primer simbiotskih azotofiksatora je zajednica bakterija
roda Rhizobium sa leguminozama. Na pocetku bakterije dejstvom enzima celulaza prodiru u
strukturu korena leguminoza. Tom prilikom dolazi do formiranja kvrzica, tj. nodula usled
bakterijske produkcije citokina koji stimulisSu éelijske deobe u korenu. U nodulama bakterije
se brzo razmnozavaju i prelaze u specifiénu nepravilnu formu — bakteroid. Sto je na korenu

biljka viSe nodula to je intenzitet rasta veci, a dokazano je da pozitivno uti¢u na prinos roda.

Sposobnost aerobne amonifikacije imaju predstavnici Cyanobacteria, vrste iz rodova
Azotobacter, Bacillus, Vibrio, Gluconacetobacter, Pseudomonas i neki kvasci (Van Dommelen
i Vanderleyden, 2007, Gajin i sar., 2007). U anaerobnim sredinama proces amonifikacije
najées¢e obavljaju obligatni anaerobi poput predstavnika rodova Clostridium,
Methanobacillus i Desulfovibrio ili fakultativno anaerobni mikroorganizmi kao Sto su

Klebsiella pneumoniae i Serratia marcescens (Van Dommelen i Vanderleyden, 2007).

12
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Osim azotofiksacije, u okviru transformacija azotnih jedinjenja do amonijum jona tj.
amonijaka spadaju i anaerobna asimilaciona i disimilaciona redukcija nitrata u amonijak.
Takode, pod amonifikacijom se cesto podrazumeva i konverzija organskog azota u
neorganski oblik (amonijak). U tom slucaju, amonifikacija (mineralizacija) predstavlja
egzotermni proces razgradnje ostataka uginulih biljaka i Zivotinja usled metabolickih
aktivnosti brojnih heterotrofnih bakterija, aktinomiceta i gljiva (Cao, 2011). Razgradnju
proteina do peptida vrse proteoliticke bakterije katalitickim delovanjem ekstracelularnih
enzima proteaza. Dalja razgradnja peptida do aminokiselina odvija se aktivnos¢u razlicitih
peptidaza. Delovanjem endoenzima dehidrogenaza odvija se oksidativna dezaminacija
aminokiselina uz formiranje ketokiselina i amonijaka. Nastali amonijak u kiselim i neutralnim
sredinama egzisitira kao amonijum jon koji veoma lako asimiluju biljke i mikroorganizmi, dok

u baznim sredinama amonijak brzo oksiduje do nitrata (Gajin i sar., 2007).

Pri aerobnim uslovima proces amonifikacije najcesé¢e obavljaju sporogene bakterije Bacillus
cereus, B. megaterium, B. mycoides i B. subtilis i asporogene bakterije Chromobacterium
prodigiosum i Pseudomonas fluorescens. U anaerobnim sredinama za proces amonifikacije
zaduzene su od sporogenih bakterija Clostridium cadaveris, C. putrificus i C. perfringens, a od
asporogenih Escherichia coli i Proteus vulgaris. Potvrdeno je da su za amonifikaciju u kiselim
zemljiStima odgovorne i plesni iz rodova Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus, itd., dok
su u alkalnim zemljiStima aktivne aktinomicete koje proizvode egzocelijske enzime koji

razlazu biljne proteine, kazein, albumin, Zelatin, kao i ve¢inu aminokiselina (Cao, 2011).

3.2.3.2. Nitrifikacija

Nitrifikacija je dvostepen proces koji se moze definisati kao bioloska oksidacija amonijaka ili
amonijumovih jedinjenja preko nitrita do nitrata uz oslobadanje energije. Prvi korak u
procesu nitrifikacije obuhvata oksidaciju amonijaka do nitrita Sto je katalizovano
metabolickom aktivnoséu amonijum-oksidujuc¢ih bakterija. Ipak, reakcija oksidacije nije
jednostavna, ve¢ se odvija u dva koraka. Prvi korak podrazumeva konverziju amonijaka ili
amonijumovih jona do NH;OH [1]. Za odigravanje ove reakcije, pored enzima amonijum-
mono-oksigenaze (AMO), neophodno je prisustvo molekulskog kiseonika i dva elektrona.
Smatra se da je donor dva elektrona za izvodenje reakcije ubikvinol, elektronima bogat oblik

koenzima Q10. U drugom koraku, dolazi do konverzije NH,OH u NO3, pri ¢emu se
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oslobadaju Cetiri elektrona [2]. Ovaj korak se izvodi u periplazmati¢nom prostoru, a nastali
elektroni se posredstvom citohroma prenose unutar Celije, gde se troSe za odvijanje

metabolickih aktivnosti bakterijske ¢elije (Ferguson i sar., 2007, Gajin i sar., 2007).
NH; + 0, + 2~ - NH,0H + H,0 [1]
NH,OH + H,0 - NO; + S5H* + 4e~ [2]

Za izvodenje drugog koraka, odnosno oksidacije nitrita do nitrata, u procesu nitrifikacije
odgovorne su nitrit-oksidujuce bakterije. Reakcija oksidacije je veoma jednostavna i odvija

se pomocu enzima nitrit-oksidoreduktaze (NOR) [3] (Ferguson i sar., 2007).
2NO, + 0, - 2NO3 [3]

Mikroorganizmi koji obavljaju proces nitrifikacije se jednim imenom nazivaju nitrifikuju¢e
bakterije, bez obzira koji od dva stepena nitrifikacije izvode. lako je brojnost nitrifikujucih
bakterija velika, bakterije roda Nitrosomonas i Nitrobacter su dominantne tokom prvog i
drugog stepena nitrifikacije (Robertson i Groffman, 2015). Detaljniji prikaz najucestalijih

nitrifikujucih bakterija dat je u tabeli 2.

Nitrifikuju¢e bakterije se obi¢no izoluju iz zemljista i vode neutralnih pH vrednosti. Ove
bakterije nisu zahtevne u pogledu koli¢ine nutrijenata, a obi¢no rastu i razvijaju se na

temperaturama do 30 °C (Tabela 2).
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Tabela 2. Osobine odabranih nitrifikujucih bakterija (Ferguson i sar., 2007)

PR Uslovi rasta
Nitrifikujuce Rod Morfologija Staniste
bakterije gl Temperatura oH
[°c]
Pojedinacni pravi Stapidi, zemljiste,
Nitrosomonas pokretni sa jednom iIi. . 530 5895 morska i
dve subpolarne flagele ili izvorska
9 nepokretni voda
= Spiralno uvijeni $tapici,
2 @ Nitrosospira pokretni sa peritrihalnim 25-30 7,5-8,0 zemljiste
*.5 § flagelama ili nepokretni
E £ Diplokoke ili tetrade, zemljiste,
= kretne sa morska i
- R O
s Nitrosococcus . .p . 2-30 6,0-8,0 .
£ peritrihalnim flagelama izvorska
< ili nepokretne voda
Loptaste, pleomorfne
Nitrosolobus celije, pokretne sa 13-30 6,0-8,2 zemljiste
peritrihalnim flagelama
jiie
Kratki Stapici, pokretni Zrirc?rjsllj;eil
3 Nitrobacter sa jednom polarnom 5-40 5,7-10,2 .
= flagelom ili nepokretni izvorska
3 :°:—"- voda
Z g Dugacki, tanki
S % Nitrospina ugacid, tani, 20-30 7,080 morska voda
= 8 nepokretni Stapici
.*z‘;" Sferi¢ne Celije koje se

Nitrococcus medusobno povezuju 20-30 7,0-8,0 morska voda
formirajuci mrezu

3.2.3.3. Denitrifikacija

Proces denitrifikacije u uzem smislu obuhvata bioloSku redukciju nitrata preko nitrita do
isparljivih gasova N,O, NHs i N». Denitrifikacija je zapravo jedini proces u okviru kog se azot
vraca u svoj nereaktivni oblik (N2) ¢ime se ciklus kruZenja azota zatvara. Kada proces
denitrifikacije ne bi postojao, azotofiksatori bi vremenom preveli sav molekulski azot iz

atmosfere u reaktivni oblik, Sto bi dovelo do akumulacije ogromne koli¢ine nitrata u biosferi.

Kljuénu ulogu u ovom procesu imaju, pre svega, bakterije, a potom i pojedine vrste gljiva i
algi, koje se jednim imenom nazivaju denitrifikujué¢i mikroorganizmi ili denitrifikatori. Ovi
mikroorganizmi imaju sposobnost koris¢enja nitrata kao akceptora elektrona tokom procesa
poznatog kao nitratno disanje, pri ¢emu oslobadaju redukovane oblike azotovih oksida ili
molekulski azot. S obzirom da su nitrati manje efikasni akceptori elektrona u odnosu na

kiseonik, vecéina denitrifikatora vrsi nitratno disanje samo u sluc¢ajevima kada je kiseonik
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nedostupan. Tipi¢ni denitrifikatori ¢ine 0,1 do 5% ukupne kulturabilne populacije i do 20%
ukupne mikrobne biomase zemljiSta, odakle se najéesée izoluju (Robertson i Groffman,
2007). Bakterije iz roda Pseudomonas su oznacene kao najucestalije izolovane i najaktivnije
denitrifikujuée bakterije zemljiSta i vodenih staniSta. Za sada je dokazano da su medu
najefikasnijim pripradnicima roda Pseudomonas sledece vrste: P. stutzeri, P. aeruginosa, P.
fluorescens, P. lemoignei, P. mallei, P. mendocina, P. perfectomarinus, P. picketii i dr.
(Lalucat i sar., 2006). Osim roda Pseudomonas, proces denitrifikacije mogu da vrse i
pripradnici rodova: Bacillus, Achromobacter, Aeromonas, Gallionella, Halobacterium,
Halomonas, Hyphomicrobium, Janthinobacterium, Neisseria, Propionibacterium, Rhizobium,

Rhodobacter, Thiobacillus, Thiosphaera, Vibrio, Xanthomonas, i dr. (Burghate i Ingole, 2013).

Generalno se denitrifikatori mogu podeliti na prave (potpune) ili nepotpune u zavisnosti od
krajnjeg proizvoda denitrifikacije koju obavljaju (tabela 3) (Drysdale i sar., 1999). Znacajniju
grupu C¢ine oni mikroorganizmi koji obavljaju potpunu redukciju nitrata do molekulskog
azota zbog efikasnosti procesa i kompletiranja azotnog ciklusa. U drugu grupu spadaju
mikroorganizmi koji u procesu konverzije azotnih jedinjenja nisu u mogucnosti da redukuju
nitrate do molekulskog azota, veé metaboliSu azot do odredenog stepena uz moguénost

nakupljanja razli¢itih oblika azotnih oksida.

Tabela 3. Pregled odabranih potpunih i nepotpunih denitrifikatora (Drysdale i sar., 1999)

Potpuni denitrifikatori Nepotpuni denitrifikatori

Achromobacter xylosoxidans Alcaligenes denitrificans

Pasteurella spp. Aeromonas hydrophila
Pseudomonas aeruginosa Agrobacterium radiobacter
Pseudomonas pickettii Vibrio fluvialis

Aeromonas samonicida

Pseudomonas stutzeri Enterobacter intermedium

Citrobacter freundii

U zavisnosti od nacina ishrane denitrifikujué¢ih mikroorganizama, proces denitrifikacije moze
biti autotrofan ili heterotrofan. Autotrofne denitrifikujuée bakterije zahtevaju relativno

veliku koli¢inu energije za pretvaranje ugljen-dioksida ili bikarbonata u sloZzene organske
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forme pogodne za rast i razvoj, Sto za posledicu ima niski prinos biomase po jedinici energije
(Burghate i Ingole, 2013). Nasuprot tome, heterotrofni denitrifikatori koriste raznolike oblike
C-atoma koji su im neophodni za respiraciju i rast. Usvajaju Sirok spektar organskih
jedinjenja kao $to su metanol, etanol, glukoza, acetat, aspartat, mravlju kiselinu, kao i
razliite sirovine sekundarnog kvaliteta poput melase, surutke, dZibre, i sl (Burghate i Ingole,
2013 i Bosch-Roig i sar., 2016). Osim toga, neke bakterije iz rodova Paracoccus, Thiobacillus i
Thiosphaera proces denitrifikacije mogu obaviti uz koriséenje vodonika ili razlicitih
redukcionih oblika sumpora kao izvora energije, dok bakterije iz rodova Ferrobacillus,
Gallionella, Leptothrix i Sphaerotillus mogu koristiti gvoZzde za autotrofnu denitrifikaciju
(Burghate i Ingole, 2013). U pogledu ekonomicnosti i selektivnosti, heterotrofna
denitrifikacija pokazuje bolje rezultate u poredenju sa autotrofnom, pa shodno tome ima i

vecu primenu (Wang i Chu, 2016).

3.3. Aerobna denitrifikacija

Do skoro se smatralo da se proces denitrifikacije moZe odvijati iskljuivo u anaerobnim
uslovima posredstvom anaerobnih ili fakultativho anaerobnih mikroorganizama. Medutim,
novija istrazivanja u oblasti ekoloske mikrobiologije posveéena su proucavanju mehanizma
aerobne denitrifikacije i izolaciji i karakterizaciji aerobnih denitrifikatora, mikroorganizama
koji proces denitrifikacije mogu obavljati i u prisustvu kiseonika (Ji i sar., 2015). Sa aspekta
primene, aerobna denitrifikacija je ekonomicénija, jednostavnija i efikasnija u odnosu na

anaerobnu, te je zbog toga trenutno u fokusu brojnih istrazivanja.

Osnovni koraci u procesu redukcije nitrata do molekulskog azota od strane aerobnih

denitrifikatora su slededi:

NO3 —» NO; - NO —» N,0 —» N, (4]

3.3.1. Enzimska i geneticka priroda denitrifikacije

Svaki korak u procesu denitrifikacije [4] je regulisan delovanjem cetiri klju¢na redukujuca
enzima: nitrat-reduktaza (Nap), nitrit-reduktaza (Nir), azot-monoksid-reduktaza (Nor) i azot-

suboksid-reduktaza (Nos) (Ji i sar., 2015; Zhao i sar., 2018) (slika 4).
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Citoplazmati¢na
membrana

Unutrasnjost
celije
Slika 4. Organizacija denitrifikujuéih enzima u celiji gram-negativne bakterije (prilagodeno iz

rada Jiisar., 2015)

Svaki proces denitrifikacije zapocinje redukcijom nitrata, zbog cega prokariotski
denitrifikatori moraju imati bar jedan od tri tipa nitrat-reduktaza: disimilacionu nitrat-
reduktaza (Nar), periplazmati¢nu nitrat-reduktaza (Nap) i/ili asimilacionu nitrat-reduktaza
(Nas) (Zhao i sar., 2018). Periplazmatic¢na nitrat-reduktaza je pronadena kod skoro svih
predstavnika iz klase Proteobacteria. Sposobnost Paracoccus denitrificans da katalizuje
aerobnu redukciju nitrata ukazala je na korelaciju ove osobine sa aktivhos¢u Nap pri
aerobnim i anaerobnim uslovima. Nap je kodirana na NapFDAGHBC operonu u kome je
napA gen odgovoran za sintezu kataliti¢kih podjedinica. Kao terminalna reduktaza Nap
proteina, napA gen se uobicajeno amplifikuje sa ciliem da se odredi da li je aerobna
denitrifikacija katalizovana periplazmati¢nom nitrat-reduktazom (Ji i sar., 2015). Dokazano je
da Nap ima veliki afinitet prema nitratima, te da se njeno prisustvo moZe povezati sa
visokom efikasno$¢u mikroorganizma u postupku uklanjanja nitrata (Zhao i sar., 2018). Za
razliku od drugih nitrat-reduktaza (Nar i Nas), Nap ispoljava svoju aktivnost i pri aerobnim
uslovima, zahvaljujuéi svom polozaju u periplazmati¢nom prostoru, te se njeno prisustvo uz
ekspresiju napA gena mogu smatrati funkcionalnim markerom u identifikaciji aerobnih

denitrifikatora (Kraft i sar., 2011; Hunag i sar., 2015).

Redukcija nitrita do azot-monoksida je katalizovana dejstvom dve vrste periplazmaticnih
enzima: nitrit-reduktaza sa bakrom (NirK) i nitrit-reduktaza koja sadrzi citohrom cd1 (NirS)
(slika 4). lako se prisustvo navedenih enzima ¢esto povezuje sa aerobnom denitrifikacijom,

postoje indicije da se obe vrste nitrit-reduktaza ne mogu simultano eksprimirati u jednoj
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bakterijskoj celiji (Ji i sar., 2015; Zhao i sar., 2018). Gen nirS je uspesno amplifikovan kod
brojnih aerobnih denitrifikujuéih sojeva: Agrobacterium sp. LAD9 (Chen i Ni, 2012), Bacillus
YX-6 (Song i sar., 2011), Pseudomonas aeruginosa PCN-2 (He i sar., 2015), Pseudomonas
stutzeri ZF31 (Huang i sar., 2015), Pseudomonas stutzeri XL-2 (Zhao i sar., 2018). Nasuprot
tome, nirK je rede amplifikovan kod aerobnih denitrifikatora: Alcaligenes faecalis JCM20522

i Hyphomicrobium sp. NL23 (Ji i sar., 2015).

U tre¢em koraku denitrifikacije dolazi do redukcije azot-monoksida do azot-suboksida
dejstvom azot-monoksid-reduktaza (cNor i gNor). Smatra se da NorB podjedinica ima
moguénost da pri aerobnim uslovima primi elektrone od NorC subjedinice, ¢ime se
katalizuje redukcija azot-monoksida do azot-suboksida (slika 4). Ovaj korak se odvija van
celijske membrane i obi¢no se potvrduje amplifikacijom norB gena. Prisustvo ovog gena
potvrdeno je kod aerobnih denitrifikatora kao $to su: Pseudomonas stutzeri PCN-1 (Zheng i
sar., 2014), Pseudomonas aeruginosa PCN-2 (He i sar., 2015), Pseudomonas stutzeri XL-2

(zhao i sar., 2018).

Finalni korak denitrifikacije katalizovan je azot-suboksid-reduktazom (Nos) koja je prisutna u
periplazmati¢énom prostoru (slika 4). Pretpostavlja se da se aktivnost ovog enzima moze
znacajno smanijiti u prisustvu kiseonika, te se proces denitrifikacije esto moZe zaustaviti na
ovom koraku. Kod potpunih aerobnih denitrifikatora moze se amplifikovati nosZ gen koji
ukazuje na moguénost soja da izvrSi redukciju azot-suboksida do molekulskog azota u
prisustvu kiseonika. Prisustvo ovog gena zabeleZeno je kod sledecih sojeva: Pseudomonas
stutzeri PCN-1 (Zheng i sar., 2014), Pseudomonas aeruginosa PCN-2 (He i sar., 2015),

Pseudomonas stutzeri XL-2 (Zhao i sar., 2018).

Zbog specificnog i efikasnog dejstva enzima u slucaju potpunih aerobnih denitrifikujuéih
mikroorganizama kao krajnji produkt nastaje atmosferski azot, uz produkciju malih koli¢ina

intermedijera poput N2O ili NO.

3.3.2. Faktori koji uticu na proces denitrifikacije

Osim aktivnosti enzimskog aparata na proces denitrifikacije uti¢u brojni spoljasnji faktori kao
$to su koncentracija rastvorenog kiseonika, izvori ugljenika i C/N odnos, temperatura, pH

vrednost, itd.
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Jedan od najvaznijih faktora koji direktno uti¢u na proces denitrifikacije je koncentracija
rastvorenog kiseonika (engl. dissolved oxygen, DO). Postoje tri moguca tipa odnosa (I-lll)
izmedu koncentracije DO i brzine redukcije nitrata. Odnos koncentracije DO i brzine
redukcije nitrata je karakteristican za svakog aerobnog denitrifikatora, ali generalno postoje
tri osnovna tipa odnosa ovih faktora (I-111) (slika 5) (Ji i sar., 2015). U prvom slucaju (1), jasno
je da je brzina denitrifikacije veéa sto je koncentracija DO niza. Medutim, moguce je zapaziti
da veéa koncentracija gotovo ne utiCe na brzinu uklanjanja nitrata, ali se aktivnost
denitrifikacionih enzima znacajno poveéava kada koncentracija DO opadne do odredene
grani¢ne vrednosti, tzv. praga DO. Grani¢ne koncentracije DO variraju izmedu
mikroorganizama, a mogu se kretati u Sirokom rasponu od 0,08 do 7,7 mg/L O (Ji i sar.,

2015).

Nivo degradacije nitrata

N

DO koncentracija

prag optimalna tacka

Slika 5. Moguci odnosi izmedu koncentracije DO i brzine redukcije nitrata (prilagodeno iz

rada Jiisar., 2015)

Ipak, veéina denitrifikatora sledi put denitrifikacije 1, dok samo neki putanju lll. Brojni
denitrifikatori imaju tendenciju da maksimalnu brzinu redukcije nitrata postizu pri
odredenoj (optimalnoj) koncentraciji DO koja je obi¢no izmedu 3 i 5 mg/L (Ji i sar., 2015). Pri
svim nizim i visSim koncentracijama DO od optimalne moZe doci do postepene inaktivacije
nitrat-reduktaza sto za posledicu ima prestanak procesa denitrifikacije. Ono Sto je joS uvek
nepoznanica jeste kakav uticaj na brzinu redukcije nitrata ima kocentracija DO ispod
grani¢ne vrednosti (predstavljeno isprekidanom linijjom na slici 5). Kod znacajno manjeg

broja denitrifikatora, koji slede putanju lll (slika 5), koncentracija DO visa od optimalne ne
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utiCe znacajno na brzinu redukcije nitrata. Klasi¢an primer denitrifikatora tolerantnih na
visoke koncentracije DO su Pseudomonas stutzeri YZN-001 (Zhang i sar., 2011), soj 1-1 (Zhu i
sar., 2012) i soj X31 (Jii sar., 2014).

Pored koncentracije rastvorenog DO, dokazano je da prisustvo izvora ugljenika, koji ima
dvostruku ulogu (akceptor elektrona i izvor energije), znacajno utice na brzinu procesa
denitrifikacije. Naime, potvrdeno je da izvori ugljenika poput glukoze, etanola, metanola i
razli¢itih aminokiselina, ubrzavaju proces denitrifikacije i povoljno uti¢u na prinos biomase
(Yang i sar., 2012). Izbor izvora ugljenika koji ¢e se koristiti tokom denitrifikacije uglavnom
zavisi od cene i mogucnosti usvajanja datog izvora ugljenika od strane mikroorganizama.
Ipak to nije ogranicavajudéi faktor, jer neki denitrifikatori poput P. stutzeri 5190 usvajaju €ak
51 od 190 ispitivanih izvora ugljenika (Bosch-Roig i sar., 2016). Medutim, za sam proces
denitrifikacije je od izuzetnog znacaja odrediti optimalnu vrednost C/N odnosa, koji se moze
opisati kao mera koli¢ine elektron donora i elektron akceptora. Kada su vrednosti ovog
odnosa izuzetno niske i efikasnost denitrifikacije je niska uz nakupljanje intermedijera (NO3,
NO ili N2O) ili moZe u potpunosti izostati. Sa druge strane, sa porastom vrednosti C/N
odnosa, raste efikasnost denitrifikacije, ali treba imati na umu da nakon zavrSenog procesa
zaostaju znacajne kolic¢ine izvora ugljenika (Sobieszuk i Szewczyk, 2006; Krishna Mohan i sar.,
2016). Odredivanje optimalne vrednosti C/N odnosa je posebno vaino u tretmanima
otpadnih voda za koje je, zbog heterogenosti sistema, neophodno utvrditi optimalnu
vrednost odnosa za svaki sistem posebno. Kod sistema za preciS¢avanje otpadnih voda
vrednosti C/N odnosa za proces denitrifikacije uglavhom variraju od 1,5 do 5
(Khanitchaidecha i sar., 2010; Krishna Mohan i sar., 2016). Ovaj raspon C/N odnosa se
poklapa i sa laboratorijskim istrazivanjima u kojima je utvrdeno da pojedini sojevi P. stutzeri
ostvaruju maksimalnu redukciju nitrata (sa 51, 6 mg/l na 1,2 mg/l) pri C/N odnosu 2,5

(Shivran i sar., 2005).

Odnos izmedu pH vrednosti sredine i procesa denitrifikacije je posebno sloZzen i nedovoljno
istrazen. lpak, vaZi generalno pravilo da pri niskim pH vrednostima sredine brzina
denitrifikacije opada, uz povecanu akumulaciju N,O. Potvrda inhibicije redukcije N,O do N, u
kiseloj sredini (pH<5) usled supresije azot-suboksid-reduktaze data je kroz laboratorijske
eksperimente sa Paracoccus denitrificans (Brenzinger i sar., 2015) i Pseudomonas mandelii

(Saleh-Lakha i sar., 2009). Osim u eksperimentima sa Cistim kulturama, direktan uticaj niske
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pH vrednosti na transkripciju denitrifikujuc¢ih gena najvise je proucavan u zemljisStu (Liu i sar.,
2010; Cuhel i sar., 2010) i na ekstraktima ¢elija iz zemlji$ta (Liu i sar., 2014). Optimalna pH
vrednost za efikasan proces denitrifikacije je neutralna do blago alkalna, kada kao krajnji
produkt nastaje N2, uz moguce niske koncentracije N2O (Saleh-Lakha i sar., 2009; Ji i sar.,
2015). Tokom denitrifikacije dolazi do povecanja pH vrednosti kao rezultat formiranja
alkalnih metabolita i intermedijera (Ji i sar., 2015). Denitrifikacija se moZe odvijati i u

alkalnim sredinama, ali uz produkciju intermedijera (Saleh-Lakha i sar., 2009).

Optimalna temperatura za proces denitrifikacije se nalazi u opsegu od 25 do 37 °C, sto je i
optimalna temperatura za rast i razvoj mezofila. Na temperaturama ispod 10 °C dolazi do
prolongiranja ekspresije gena zaduzZenih za denitrifikaciju, Sto uti¢e na produzenje lag faze
(Saleh-Lakha i sar., 2009). Sli¢no kao i u slu¢aju niske pH vrednosti, niske temperature
inhibiraju aktivnost azotsuboksid-reduktaze, Sto se negativnho odrazava na efikasnost
procesa denitrifikacije (Ji i sar., 2015). Ipak, pojedini izolati kao $to je Acetinobacter sp. HA2
mogu vrsiti proces denitrifikacije pri temperaturi od 4 °C (Yao i sar., 2013), dok Bacillus

licheniformis T-7-2 moZe da raste na temperaturi od 50 °C (Takenaka i sar., 2007).

3.3.3. Model mikroorganizam aerobne denitrifikacije — Pseudomonas stutzeri

0Od svih denitrifikujucih bakterija posebno se izdvaja rod Pseudomonas. P. stutzeri je jedna
od najznacajnijih vrsta ovog roda, pored P. aeruginosa i P. fluorescens, koja se Cesto
oznacava kao model mikroorganizam u istrazivanjima aerobne denitrifikacije. Klasifikacija P.

stutzeri data je u tabeli 4.

Tabela 4. Klasifikacija P. stutzeri

Carstvo Bacteria
Razdeo Proteobacteria

Klasa y-Proteobacteria
Red Pseudomonadales
Familija Pseudomonadaceae
Rod Pseudomonas

P. stutzeri

P. aeruginosa

P. chlororaphis
Vrsta P. fluorescens

P. pertucinogena

P. putida

P. syringae
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P. stutzeri je Stapicasta, gram-negativna bakterija, Cije ¢elije su duZine 1-3 um i precnika 0,5
um (slika 6). Kolonije ove bakterija su karakteristicne po svojim nepravilnim oblicima i
razli¢itoj konzistenciji. Mlade kolonije su suve i koherentne, a karakteriSe ih naboran izgled,
koji je ¢esto praéen crvenkasto braon pigmentacijom. Kolonije zapravo li¢e na kratere sa
uzvisSenim spoljasnjim ivicama, koje se granaju i spajaju formirajuéi strukturu koja
makromorfoloski podseéa na korale (slika 7) (Lalucat i sar., 2006; Versalovic i sar., 2011).
Medutim, ovi oblici su podlozni kolonijalnoj disocijaciji, tj. promeni oblika sa vremenom.
Naime, usled Cestih presejavanja i uzastopnih kultivacija kolonije postaju glatke, pravilnog
kruznog oblika, bledo Zutih nijansi (Lalucat i sar., 2006). Sve vrste roda Pseudomonas su
pokretne, te kao predstavnik ovog roda P. stutzeri nije izuzetak. Pojedinacne celije su
aktivno pokretne zahvaljujuéi polarnoj flageli i pretezno su monotrihne. Kod mladih kultura
koje se gaje u slozenim medijumima moZe doéi do pojave dve lateralne flagele. Bocne
flagele omogucavaju kretanje ¢éelija u vidu impulsa ili trzaja, ali su veoma osetljive i kratke, te
neretko otpadaju. Celokupni nacin kretanja P. stutzeri se moZe opisati kao hemotaktican,

odnosno odvija se na osnovu hemijskih stimulansa (Lalucat i sar., 2006).

Slika 6. SEM snimak P. stutzeri (Ranalli i sar., 2005)

P. stutzeri odlikuje striktno respiratorni metabolizam i pozitivni rezultati katalaza i oksidaza
testova. Ne proizvodi fluorescentne pigmente, Sto je od izuzetnog znacaja tokom
diferencijacije Pseudomonas vrsta. Svi sojevi P. stutzeri mogu koristiti nitrate kao akceptore
elektrona i na taj nacin obavljati denitrifikaciju, dok samo pojedini sojevi mogu da
razgraduju naftalin, fenantren i antracen (Lalucat i sar., 2006). lako veéina Pseudomonas
vrsta produkuje niz razli¢itih adhezina koji omogucavaju inicijalno vezivanje za supstrat i

formiranje biofilmova, ova osobina kod P. stutzeri nije dovoljno istrazena, mada postoje
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rezultati koji ukazuju da ova vrsta nema sposobnost stvaranja biofilmova (Abdelkarim i sar.,

2009).

Slika 7. Izgled kolonija P. stutzeri na krvnom agaru (Versalovic i sar., 2011)

Izuzetna fizioloSka i biohemijska raznovrsnost i fleksibilnost sojeva P. stutzeri odrazavaju se
na sposobnost da opstaju i rastu pri razli¢itim uslovima, od mineralizovanih supstrata do
supstrata sa oskudnim izvorom ugljenika. Od izvora ugljenika ova vrsta naj¢esée usvaja D-
glukozu, D-manozu, skrob, glicerol, acetat, butirat, izobutirat, propionat, fumarat, glutarat,
glikolat i dr. (Lalucat i sar., 2006; Bosch-Roig i sar., 2016). Kao hemolitotrofni
mikroorganizam, ima sposobnost oksidacije neorganskih supstrata, S$to omogudava

koriS¢enje kako organskih tako i neorganskih izvora azota.

Temperaturni opseg rasta P. stutzeri je od 4 do 42 °C, dok je optimalna temperatura za rast
oko 35 °C. Nijedan od sojeva nije tolerantan na uslove kisele sredine, te je rast inhibiran u
sredinama Cija je pH vrednost manja od 4,5 usled supresije enzimskih aktivnosti i pucanja
plazmati¢éne membrane (Lalucat i sar., 2006). Svi do sad opisani sojevi uglavhom pripadaju
grupi aeroba ili fakultativnih anaeroba, koji u prisustvu nitrata, hlorata ili perhlorata mogu
koristiti ta jedinjenja kao terminalne akceptore elektrona. S obzirom na opisanu fenotipsku

heterogenost, jasno je da se P. stutzeri moze izolovati iz najrazliCitih stanista.

P. stutzeri se najcesce izoluje iz re¢nih tokova, mora, sistema za precis¢avanje otpadnih
voda, aktivnog mulja i zemljista gde ima jednu od kljuénih uloga u ciklusu kruzenja azota i
degradaciji pojedinih jedinjenja antropogenog porekla (Tabela 5). Izolacija novih sojeva P.

stutzeri sa ciljem dobijanja visokoefikasnih potpunih denitrifikatora za primene u

......
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Tabela 5. Pregled mesta izolacije sojeva P. stutzeri

Mesto izolacije Izolat Literatura
Recna voda i ribnjaci P. stutzeri Diep i sar., 2009;
P. stutzeri SC221-M Dengisar., 2014;
P. stutzeri Lvisar., 2017
Morska voda P. stutzeri ASM-2-3 Kariminiaae-Hamedaanni i sar., 2004;
P. stutzeri Heinaruisar., 2016
Rezervoar pijace vode P. stutzeri ZF31 Hunag i sar., 2015
Voda iz sistema za obradu P. stutzeri WYT1 Wen i sar., 2010;
otpadnih voda P. stutzeri C3 Jiisar., 2015;
P. stutzeri XL-2 Zhaoisar., 2018
Voda iz iskopa uglja P. stutzeri Singh i Tripathi, 2013
Aktivni mulj P. stutzeri D6 Yangisar., 2012
Mulj iz sistema za obradu P. stutzeri SU2 Suisar., 2001;
otpadnih voda sa farme svinja P. stutzeri YZN-001 Zhang i sar., 2011
Zemljiste P. stutzeri A1501 Yan i sar., 2008;
P. stutzeri JX442762 Shiyan i Krishnaveni, 2013

Zhang i sar. (2011) su klasifikovali sojeve P. stutzeri u tri grupe na osnovu nacina
denitrifikacije. U prvu grupu spada c¢ak polovina do sada poznatih sojeva koji direktno
konvertuju nitrate u molekulski azot bez akumulacije nitrita. Pripadnici druge grupe (oko
25% izolovanih sojeva) proces denitrifikacije obavljaju dvostepeno (preko nitrita), dok kod

preostalih izolata nakon procesa denitrifikacije zaostaju nitriti u niskoj koncentraciji.

3.3.4. Odabrane metode identifikacije denitrifikatora

Tradicionalne metode identifikacije bakterija koje ukljucuju ispitivanje makromorfoloskih i
mikromorfoloskih osobina kultura uz dodatne biohemijske testove su dugotrajne,
nepouzdane, subjektivne i Cesto se rezultat identifikacije izrazava samo do nivoa roda.
Zahvaljujudi razvoju i napretku tehnologije i molekularne biologije sada su dostupne brojne
automatizovane metode za identifikaciju mikroorganizama. Prema Fernandes Santos i sar.
(2013) metode identifikacije se mogu podeliti u Cetiri generacije (slika 8). Prvoj generaciji
pripadaju konvencionalni fenotipski testovi (biohemijski testovi, API® testovi, itd.), dok
drugu cine automatizovani fenotipski testovi (Vitek 2®, Phoenix®, itd.). U tre¢u generaciju
svrstani su molekularni testovi izvedeni pomoc¢u PCR tehnike, dok najnoviju, cetvrtu,

generaciju zauzimaju hemotaksonomske metode, tj. MALDI-TOF MS.
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Slika 8. Evolucija metoda za identifikaciju mikroorganizama (prilagodeno iz rada Fernandes

Santos i sar., 2013)

Jedan od najc¢esc¢ih modernih nacina identifikacije bakterijskih izolata je pomocu Vitek 2®
Compact System uredaja. Za identifikaciju izolata neophodno je pripremiti suspenziju test
mikroorganizma propisane gustine koja se potom unese u odgovarajuce identifikacione
kartice, koje se postavljaju unutar aparata. Princip identifikacije zasniva se na nizu
biohemijskih reakcija i poredenjem dobijenih rezultata sa bazom podataka unutar
softverskog paketa. U zavisnosti od vrste mikroorganizma koji je potrebno identifikovati,
rezultati se mogu ocekivati u rasponu od nekoliko sati do jednog dana. Najveéa mana ovog
nacina identifikacije je Sto se na ovaj nacin mogu identifikovati samo klinicki izolati i izolati
koji se mogu oznaciti kao oportunistic¢ki patogeni (Spanu i sar., 2003; Lowe i sar., 2006),
stoga je upotreba Vitek 2 Compact System uredaja ograni¢ena u pogledu identifikacije
denitrifikujuéih bakterija, ali se ipak moze koristiti (Etchebehere i sar., 2001; Etchebehere i
sar., 2002).

Lancana reakcija polimerizacije — PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) je postala
nezaobilazna molekularna metoda identifikacije u savremenim mikrobioloskim
istrazivanjima. Princip PCR metode zasniva se na hibridizaciji specifiénih oligonukleotida
(prajmera) i sintezi kopija Zeljenog fragmenta koji je obelezen datim prajmerima u in vitro

uslovima uz praéenje gel elektroforezom (Garibyan i Avashia, 2013). Za izvodenje ove
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metode, neophodno je, pored PCR uredaja, obezbediti odgovarajuce prajmere i kitove sa
potrebnim reagensima. U uredaju PCR reakcija se izvodi ponavljanjem 20-30 ciklusa od kojih

se svaki sastoji iz tri osnovne faze:

(1) Zagrevanje — pri kom se reakciona smesa dovodi do temperature od 94-96 °C usled
¢ega dolazi do raskidanja dvostruke zavojnice DNK molekula;

(2) Hladenje — tokom kog se temperatura reakcione smese spusta na 40-60 °C, sto
omogucava vezivanje prajmera za Zeljeni fragment jednolan¢anog DNK molekula;

(3) Zagrevanje — na oko 72 °C kako bi se omogucilo aktiviranje Tag polimeraze i

zapocinjanje reakcije polimerizacije.

PCR metoda se pokazala kao relativno brza, pouzdana i efikasna metoda identifikacije svih
grupa mikroorganizama. Takode, mogucnost identifikacije nekulturabilnih sojeva, dakle
direktno iz ispitivanog uzorka (voda, zemljiste, krv, itd), ovoj metodi daje znacajnu prednost
u oblasti molekularne biologije. Osim za identifikaciju izolata denitrifikatora pomoc¢u 16S
rRNK, PCR metoda se Cesto koristi za detekciju prisustva denitrifikuju¢ih gena (posebno
napA, nirS, norB i nosZ ) na osnovu kojih se mozZe pretpostaviti moguéi tok procesa
denitrifikacije (Rezaee i sar., 2010; Zheng i sar., 2014; Huang i sar., 2015). Ipak, postojanje
gena ne mora ujedno oznacavati i njihovu aktivnost. Ekspresija odgovarajucih gena se moze
pratiti pomocu real-time PCR metode, ali ova metoda je izuzetno zahtevna i skupa, te se
retko primenjuje u istrazivanjima vezanim za ispitivanje procesa denitrifikacije (Geets i sar.,
2007; Huang i sar., 2011). lako je PCR metoda postala nezamenljiva u mikrobioloskim
istrazivanjima, ipak ima i nekoliko mana. Naime, da bi se PCR reakcija izvela na pravilan
nacin ¢esto je neophodno optimizovati uslove reakcije, Sto zahteva dosta vremena. Osim

toga, visoka cena kitova neophodnih za izvodenje reakcije uti¢e na visoku cenu analize.

Osim fenotipskih i molekularnih metoda za identifikaciju denitrifikatora se mogu upotrebiti i
hemotaksonomske metode koje klasifikuju mikroorganizme na osnovu sli¢nosti i razlika u
hemijskim markerima (proteini, lipidi, itd.). Trenutno najaktuelnija hemotaksonomska
metoda za identifikaciju mikroorganizama je masena spektrometrija zasnovana na matricom
potpomognutom laserskom desorpcijom/jonizacijom — MALDI MS (engl. Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry). Princip MALDI tehnike je zasnovan na
bombardovanju uzorka laserskim snopom ¢ime se postiZze jonizacija i desorpcija (analit

prelazi iz teCnosti u gas uz otparavanje) bez ikakve hemijske degradacije analita. Koli¢ina
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uzorka koja je potrebna za analizu je oko 1 pl koji se meSa sa jednakom kolicinom
odgovarajuceg matriksa koji ima ulogu rastvaraca analita. Matriks je obi¢no organski
rastvarac koji ima mogucénost apsorbovanja UV zraCenja na talasnoj duZini lasera. Nakon
nanosSenja matriksa preko analita, matriks isparava za nekoliko sekundi prilikom ¢ega dolazi
do njegove kristalizacije, $to za posledicu ima zarobljavanje dispergovanih molekula analita.
Na pripremljeni uzorak deluje se laserskim snopom usled ¢ega energiju lasera apsorbuju
molekuli matriksa koji je potom transformiSu u toplotnu energiju, te dolazi do izbacivanja
jona analita i matriksa sa ploce na koju su prethodno naneti. MALDI MS je najce$¢e povezan
sa TOF (engl. Time of Flight) analizatorom. Princip rada TOF analizatora zasniva se na
razdvajanju jona nastalih usled laserske jonizacije na osnovu razli¢itog vremena potrebnog
da razli¢iti joni predu definisano rastojanje do detektora u elektricnom polju. Sto su joni
vedi, vreme potrebno da dospeju do detektora je duze i obrnuto. Maseni spektar se na kraju
dobija akumulacijom izlaznog signala u zavisnosti od vremena, nakon ¢ega se ta vrednost
konvertuje u m/z vrednost. Identifikacija mikroorganizama se do kraja najéesée sprovodi
poredenjem dobijenog masenog spektra sa postojeéim spektrima u bazi podataka (Singhal i
sar., 2015). Cherkaoui i sar. (2010) su u svojim istraZivanjima izraCunali da je prilikom
identifikacije jednog mikroorganizma od momenta kontakta sa matriksom do dobijanja
rezultata identifikacije u proseku protekne najviSe pet minuta, a da je kompletan trosak

jedne analize oko 0,5 americkih dolara.

3.3.5. Primena aerobne denitrifikacije

Zahvaljuju¢i metabolickim predispozicijama aerobnih denitrifikujuéih mikroorganizama,
aerobna denitrifikacija se moZe odvijati pri promenljivim koncentracijama kiseonika,
odnosno u gotovo svim prirodnim ekosistemima. Ova cinjenica otvara Sirok spektar

mogucnosti primene procesa aerobne denitrifikacije.

Generalno, denitrifikacija i nitrifikacija predstavljaju osnovne postupke prilikom
konvencionalne bioloske obrade otpadnih voda, pored biooksidacije, postupaka uklanjanja
fosfata i obrade nastalog mulja. Tokom obrade otpadnih voda nitrifikacija se podrazumeva
kao aerobni, a denitrifikacija kao anaerobni proces koji se odvijaju u $arznim ili kontinualnim
reaktorima. Medutim, pojedini denitrifikatori imaju sposobnost simultane heterotrofne

nitrifikacije i aerobne denitrifikacije, poput Pseudomonas stutzeri KTB (Zhou i sar., 2014) i
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Acetinobacter sp. SYF26 (Su i sar., 2015). Duan i sar. (2015) pokazali su da Vibrio diabolicus
SF16 takode ima sposobnost simultane nitrifikacije i aerobne denitrifikacije ¢ak i u otpadnim
vodama sa visokim salinitetom. Osim toga, nedavno je potvrdeno da dodatak celija
aerobnog denitrifikatora, Pseudomonas sp., aktivnom mulju u membranskom bioreaktoru
povecava efikasnost uklanjanja ukupnog azota za oko 30 % u odnosu na aktivan mulj bez
dodatih celija (Guo i sar., 2017). Takode, Kang i sar. (2015) su svojim eksperimentima
pokazali da P. aeruginosa R12 uklanja 97% ukupnog azota tokom tretmana otpadne vode
koZne industrije. Do sada postignuti rezultati u obradi otpadnih voda primenom aerobnih
denitrifikatora otvaraju moguénosti za primenu aerobnih denitrifikatora u tretmanima

otpadnih tokova razli¢itih grana industrije.

Osim u postupku uklanjanja nitrata iz otpadnih voda, denitrifikatori mogu nadi znacajnu
primenu u uklanjanju policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika i ostataka nafte kako iz vodene
sredine (Feijoo- Siota i sar., 2008), tako i iz zemljista (Galazka i sar., 2012). Neki sojevi poput
P. stutzeri CMG 463 osim procesa denitrifikacije imaju sposobnost uklanjanja teskih metala
iz razlicitih ekosistema (Badar i sar., 2013). Mikroorganizmi mogu smanjiti toksi¢nost teskih
metala ili ih potpuno ukloniti iz ekosistema pomodéu nekih od slede¢ih mehanizama:
biosorpcija, bioakumulacija, bioprecipitacija ili biotransformacija. Pod terminom biosorpcija
podrazumeva se pasivno usvajanje teskih metala, tj. adsorpcija teskih metala za povrsSinu
odumrlih ¢elija. Nasuprot tome, mehanizam bioakumulacije zasniva se na prolasku teskih
metala kroz éelijsku membranu i nakupljanje istih unutar celije gde bivaju aktivno ukljuéeni u
metabolic¢ki ciklus. Takode, pojedini produkti metabolizma mikroorganizama tokom
postupka bioprecipitacije mogu reagovati sa jonima teSkih metala pri ¢emu dolazi do
formiranja precipitata koji su manje toksi¢ni ili nisu uopSte toksi¢ni. Mehanizam
biotransformacije teskih metala zasniva se na metabolickoj aktivnosti mikroorganizama
tokom koje dolazi do prelaska toksi¢nog oblika teskih metala u netoksi¢an najc¢esée putem

oksidaciono/redukcionih reakcija (Shukla i sar., 2017).

Zahvaljujudi visokoj efikasnosti u uklanjanju nitrata iz razli¢itih ekosistema, denitrifikujudi
mikroorganizmi su postali tema istrazivanja i u oblasti zaStite materijala kulturne bastine
(Ranalli i sar., 2005). Naime, svi materijali su od trenutka eksploatacije direktno izloZeni
uticaju razli¢itih faktora spoljasnje sredine — ciklusi zamrzavanja/odmrzavanja, uticaj sunca,

vetra, vlage, mikroorganizama, antropogeno dejstvo, itd. (Vuceti¢, 2017). Poslednjih
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decenija, usled napretka i razvoja industrijalizacije dolazi do promena u sastavu atmosfere, u
smislu stvaranja agresivnijeg okruzenja, koje direktno uti¢u na pojavu razli¢itih oblika
degradacije gradevinskih materijala, ukljucujuéi i materijale kulturne bastine. Jedan od
najznacajnijih oblika degradacije gradevinskih materijala je degradacija izazvana dejstvom

soli (Vucetic i sar., 2017, Markov i sar., 2018).

Konvencionalne metode za uklanjanje soli sa gradevinskih objekata obuhvataju hemijske i
fizicke metode kao $to su peskarenje, voda pod pritiskom, organski rastvaraci, itd., medutim
ove metode su Cesto neefikasne, agresivne, neselektivne i ekoloski neprihvatljive. Krajem
proSlog veka zapoceto je sa istrazivanjem u oblasti primene mikroorganizama u cilju
uklanjanja soli i drugih oblika oSte¢enja materijala kulturne bastine (Maier i sar., 2000;

Capitelli i sar., 2007).

Polazno stanoviste za koriséenje vijabilnih éelija mikroorganizama u konzervaciji i
prezervaciji gradevinskih materijala i materijala kulturne bastine je njihova ubikvitarnost i
moguénost kolonizacije materijala u razli¢itim okruZenjima (Maier i sar., 2000). Prva
istrazivanja vezana za upotrebu mikroorganizama u cilju sprecavanja eflorescencije
(isoljavanja) na gradevinskim materijalima zapoceta su krajem proslog veka. S obzirom da
se uklanjanje naslaga soli odvija posredstvom Zivih organizama, postupak je dobio naziv
bioc¢iséenje (engl. biocleaning). Pod terminom biociséenje podrazumeva se primena
vijabilnih ¢elija mikroorganizama ili njihovih enzima u cilju uklanjanja razli¢itih depozita i
oblika degradacije koji se javljaju na gradevinskim materijalima. Ova bioloSka metoda je
veoma efikasna, a pri tome je bezbedna po okolinu i zdravlje operatera i ne dovodi do

dodatne degradacije materijala (Capitelli i sar., 2007; Kohli, 2013).

Da bi biociséenje moglo da se pravilno i sto efikasnije izvede neopodno je izabrati pogodan
mikroorganizam i adekvatan nosac¢ (potporu) (Bosch-Roig i sar., 2014). Nepatogenost je
osnovni uslov koji svaki mikroorganizam, kandidat za postupak biocis¢enja, mora da ispuni.
Takode, pre primene, potrebno je ispitati efikasnost odabranog soja u uklanjanju nezeljenih
depozita na laboratorijskom nivou, uz dodatnu potvrdu da aplikacija odabranog
mikroorganizma ne podstic¢e dalju degradaciju materijala. Kako bi mikroorganizmi o¢uvali
svoju aktivnost tokom trajanja biocis¢enja, neophodno je odabrati pogodan nosac, Ciji je

glavni zadatak obezbedivanje optimalnih mikrooekoloskih uslova za vijabilnost ¢elija. Prema

Bosch-Roig i sar. (2014), idealan nosac bi trebalo da:
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e u svom matriksu zadrZava éelije i dovoljnu koli¢inu vode u $to duZzem vremenskom
periodu,

e ima strukturu koja omogucava njegovu aplikaciju na svim tipovima povrsina
(horizontalnim, vertikalnim, hrapavim, glatkim, itd.) i

e se jednostavno priprema, nanosi i uklanja sa povrsina.

Izbor nosaca za primenu u postupku biocis¢enja direktno zavisi od vrste mikroorganizma koji
¢e se koristiti, tipa povrSine na koju ¢e se nanositi, kao i od povrsSinskih karakteristika

materijala koji je potrebno ocistiti (Vucetic i sar., 2017).

Za razliku od klasi¢nih primena denitrifikatora u procesima bioremedijacije zemljista i
vodenih ekosistema, upotrebu ovih mikroorganizama u oblasti bioc¢iséenja materijala
kulturne basStine prate brojne, nedovoljno proucene specificnosti, kao Sto su: (1)
nemogucnost unosenja hranljivih podloga za umnozavanje éelija, Sto direktno utice na
kratku i ogranicenu aktivnost sojeva, (2) problem odrzavanja vijabilnosti i vitalnosti ¢elija, ali
i (3) uticaj povrSinskih karakteristika materijala koji je potrebno tretirati i nosaca

mikroorganizama.

lako je postupak biociS¢enja relativno nov u oblasti zastite materijala kulturne bastine,
brojna istrazivanja potvrduju visoku efikasnost u uklanjanju soli i drugih depozita sa razlicitih
vrsta materijala na laboratorijskom nivou ili na ograni¢enim zonama objekata (Tabela 6).
Ipak, za potrebe biocis¢enja u ve¢im razmerama (npr. kompletni objekti kulturne bastine)

neophodno je da se proizvede dovoljno biomase denitrifikatora.
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Tabela 6. Primeri uspesno primenjenog postupka biocis¢enja

Vrsta Efikasnost

. Materijal Mikroorganizam Nosac Literatura
ostecenja (%)
Eflorescencija ¢ o ka P, stutzeri DSMZ 5190 Agar 92 Bosch-Roig
(nitrati) sar., 2013
Eflorescencija Opeka.l . . 94 - opeka . Ranalliisar.,
o stenski P. stutzeri Sepiolit 100 — stenski
(nitrati) y " 1996
materijal materijal
:E:Iif()rr:tsiciencua Petéar P. pseudoalcaligenes i Carbogel 55 — nitrati Alfanoisar.,
. D. vulgaris & 85 — sulfati 2011
sulfati)
. Carbogel, s
Crna kora Mermer D. vulqarls subsp. sepiolit, 98 Cappitellii sar.,
vulgaris . . 2006
Hidrobiogel
Ranalli i sar.
Lepak Freska  P. stutzeri A29 Vata 80-100 283: Hsar,

3.4. Biotehnoloska proizvodnja biomase

Na pocetku svake biotehnoloske proizvodnje neophodno je obezbediti: adekvatan soj
mikroorganizma, sirovine za pripremu hranljive podloge, optimizovati uslove proizvodnje
(sastav hranljive podloge i vrednosti procesnih parametra), bioreaktore i uredaje za
izdvajanje i precis¢avanje proizvoda. Proizvodi mikrobioloSke sinteze se mogu podeliti na tri
glavne kategorije: (1) celije mikroorganizama (biomasa), (2) polimeri velikih molekulskih
masa i (3) jedinjenja malih molekulskih masa (primarni i sekundarni metaboliti) (Baras i sar.,

2009).

Osnovni cilj svake biotehnoloske proizvodnje biomase je da se za Sto krade vreme dobije Sto
veéi broj éelija. Prinos biomase tokom bioprocesa je usko povezan sa produktivnosti
sistema, bilo da je krajnji cilj samo umnoZavanje biomase ili neka biotransformacija. Prinos
biomase se indirektno moze pratiti kroz broj éelija u zavisnosti od vremena. Ukoliko se prati
rast mikroorganizama u zavisnosti od vremena dobija se takozvana kriva rasta (slika 9), na
kojoj se mogu jasno zapaziti Cetiri faze: lag, eksponencijalna (/og), stacionarna i faza
odumiranja (Wang i sar., 2015). Tokom lag faze dolazi do fizioloSkog prilagodavanja
mikroorganizama na uslove hranljive podloge. Na lag fazu se nadovezuje log faza koja je
karakteristicna po eksponencijalnoj brzini rasta mikroorganizama, odnosno najbriem

prirastu biomase za date uslove. Kada je cilj biotehnoloskog procesa umnozavanje biomase,
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proces treba prekinuti na pocetku stacionarne faze. U ovoj fazi ne postoji prirast biomase,
jer je broj novonastalih ¢elija jednak broju onih koji odumiru. Mikroorganizmi prelaze iz log
u stacionarnu fazu usled utro$ka nutrijenata iz hranljive podloge, ali i zbog nagomilavanja
metaboli¢kih produkata koji mogu biti ometajuci faktori za dalji rast. Posle stacionarne faze
sledi faza odumiranja za koju je karakteristican veci broj odumrlih éelija u odnosu na

novonastale (Markov, 2012).

Stacionarnafaza

Faza odumiranja

Log

Broj ¢elija (log)

Lag

Vreme (h)

Slika 9. Kriva rasta mikroorganizama

Da bi se biomasa denitrifikatora uspesno proizvodila u ve¢im razmerama, neophodno je
najpre optimizovati sastav hranljive podloge za proizvodnju biomase, kao i vrednosti
procesnih parametra (temperatura, pH vrednost, mesSanje, itd.). Kompletan proces
optimizacije se obi¢no sprovodi na laboratorijskom nivou, a tek po definisanju svih
potrebnih parametara se prelazi na proizvodnju u veéim razmerama. Medutim, uticaj
bioprocesnih parametara na dobijanje biomase denitrifikatora sa ciliem buduce
poluindustrijske ili industrijske proizvodnje do sada nije bio predmet intenzivnih naucnih

istrazivanja.

3.4.1. Definisanje sastava hranljive podloge

Definisanje sastava hranljive podloge je jedan od najznacajnijih parametara koji se analizira
u biotehnoloskim procesima, kako zbog snabdevanja mikroorganizama nutrijentima

potrebnim za normalno funkcionisanje, tako i zbog troskova proizvodnje. Naime, procenjuje
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se da cena hranljivih podloga u biotehnoloskim procesima moZze iznositi 30-40% troskova
proizvodnje (Batista i Fernandes, 2015). Osnovni korak u definisanju sastava hranljive

podloge za umnozavanje biomase je izbor izvora ugljenika i azota i odredivanje C/N odnosa.

lako izvori ugljenika uglavnhom predstavljaju kvantitativno glavnu komponentu hranljivih
podloga, u slucaju denitrifikatora izvori ugljenika se najéeSc¢e dodaju u minimalnim
kolicinama kako bi ubrzali proces denitrifikacije i ujedno bili donori elektrona u procesu
aerobne respiracije (Zhu i sar., 2015). Kao izvor azota denitrifikatori mogu usvajati razna
jedinjenja (Bosch-Roig i sar., 2016), ali bi kao komponentu hranljive podloge za umnoZavanje
biomase denitrifikatora trebalo izabrati onaj izvor N-atoma koji je dominantno prisutan na
mestu buduce primene dobijene biomase. Na taj nacin, dobijena biomasa tokom postupka
primene necée imati dugu lag fazu, odnosno fazu prilagodavanja, Sto znadajno uti¢e na
efikasnost procesa denitrifikacije. Hranljive podloge za standardne biotehnoloske procese,
pored izvora ugljenika i azota, sadrZe i izvore fosfora, kalijuma, sumpora, ali i vitamine,
faktore rasta itd. (Markov, 2012) Uzimajuéi u obzir da denitrifikatori mogu da rastu i
razvijaju se u nutritivno siromasnim sredinama (Lalucat i sar., 2006), hranljiva podloga za
umnoZavanje njihove biomase bi trebalo da bude S$to jednostavnija kako bi proces
umnoZavanja bio jednostavan za izvodenje, a celokupan postupak ekonomski opravdan.
Osim izbora pogodnih komponenti hranljive podloge vazno je odrediti i njihovu optimalnu
koncentraciju. Optimalna koncentracija komponenti u hranljivoj podlozi bi trebalo da ispuni
dva uslova: postizanje maksimalnog prinosa biomase ili Zeljenog proizvoda i minimalno
zaostajanje hranljivih sastojaka u tecnosti po zavrSetku kultivacije. Naime, bez obzira na
postignut visok prinos Zeljenog proizvoda, izuzetno je znacajno da fermentaciona tec¢nost
nakon zavrSenog bioprocesa bude minimalno opterecena kako se ne bi narusavao balans

nutrijenata u vodenim ekosistemima.
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3.4.2. Izbor procesnih parametara od znacaja

Kao i za sve druge biotehnoloSke procese, osim sastava hranljivih podloga, neophodno je
optimizovati i vrednosti procesnih parametara znacajnih za dati proces. Procesni parametri
koji direktno uti¢u na rast i razvoj mikroorganizama su temperatura, pH vrednost, intenzitet

mesanja, aeracija i veli¢ina inokuluma.

S obzirom da vecina aerobnih denitrifikatora toleriSe i aerobne i anaerobne uslove (Lalucat i
sar., 2006; Ji i sar., 2015), aeracija kao procesni parametar nije znacajan za proizvodnju
biomase, pa samim tim intenzitet mesanja kultivacione te¢nosti treba biti minimalan, tek da

se obezbedi jednaka raspodela hranljivih sastojaka u zapremini suda.

Opste je poznato da temperatura bitno uti¢e na brzinu hemijskih reakcija, a samim tim i na
brzinu rasta mikroorganizamna (Baras i sar., 2009). Svi mikroorganizmi imaju
karaktertisticnu optimalnu temperaturu, tacnije temperaturni opseg, pri kom je rast
najintenzivniji. Poveéanje ili smanjenje temperature negativno utice na metabolicke

aktivnosti, kaskadno ih usporavajudi sve do potpunog zaustavljanja (Gajin i sar., 2007).

Pored temperature, vrednost pH predstavlja jedan od najznacajnijih faktora koji utice na
prinos biomase, tako Sto direktno ogranicava dostupnost ugljenika i drugih nutrijenata.
Takode, vodonicni joni reaguju sa brojnim enzimima u éelijskom zidu, pri ¢emu dolazi do
njihove konformacijske promene, kao i do promene toka biohemijskih reakcija katalizovanih
od strane tih enzima (Baras i sar., 2009). Ekstremne pH vrednosti uzrokuju ireverzibilnu

denaturaciju proteina, Sto za posledicu ima inbibiciju rasta mikroorganizama.

Kada je cilj podi¢i nivo proizvodnje biomase ili Zeljenog proizvoda sa laboratorijskog na
poluindustrijski i industrijski nivo, veli¢ina inokuluma predstavlja veoma znacajan prametar
u tehnoekonomskom pogledu. Inokulum predstavlja pocetnu suspenziju mikroorganizama
kojom se zasejavaju reakcioni sudovi u biotehnoloskoj proizvodnji. U vecini slucajeva veli¢ina
inokuluma iznosi oko 10% od zapremine bioreaktora, ali on moZe varirati u zavisnosti od
vrste bioprocesa (Baras i sar., 2009). Pojedine studije pokazuju da veli¢ina inokuluma ima
jako mali uticaj na prinos biomase ili ga uopste nema, ali da ima znacajan uticaj na
produZenje lag faze kada je pocetan broj ¢elija mali (oko 10 CFU/ml), odnosno na skraéenje
lag faze pri vecoj pocetnoj koncentraciji ¢elija (Bidlas i sar., 2008). lako veli¢ina inokuluma u

vecini sluCajeva nema znacajan efekat na prinos biomase, neophodno je optimizovati
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njegovu vrednost pri prelasku proizvodnje u vecle razmere kako bi bioproces bio

jednostavniji, efikasniji i jeftiniji.

3.4.3. Proizvodnja biomase u uve¢anim razmerama

Optimizacija industrijskih bioprocesa i poveéanje razmere proizvodnje imaju za cilj
obezbedivanje visokog prinosa Zeljenog proizvoda ili biomase konzistentnog kvaliteta u
optimalnim i homogenim reakcionim uslovima u kojima se smanjuje izlozenost mikrobnih
celija stresu, a povedava metaboli¢ka aktivnost (Schmidt, 2005). Pod povecanjem razmere
bioreaktora (engl. scale up) podrazumeva se povecanje veli¢ine bioreaktora pocevsi od

laboratorijskog, preko poluindustrijskog, do industrijskog nivoa (Baras i sar., 2009).

S obzirom da su bioprocesi multivarijabilni, za svaki proizvod, proces i postrojenje mora
postojati posebna strategija za razvoj proizvodnje u uveéanim razmerama. Bez obzira na tip
biotehnoloske proizvodnje, strategija za povecanje razmere proizvodnje obuhvata detaljnu
karakterizaciju kompletnog procesa, ukljuCujuc¢i biokatalizatore i parametre koji utiCu na
prinos proizvoda i njegov kvalitet (Schmidt, 2005). Vazan korak u biotehnologiji predstavlja
identifikaciju najrelevantnijih parametara procesa i podeSavanje njihove optimalne
vrednosti kako bi, kao parametri povecanja razmere bioprocesa, mogli biti odrzavani
konstantni sto je duze moguce. Poveéanje razmere bioreaktora se moze smatrati uspesnim
ukoliko je u ve¢im razmerama postignut veci ili pak odrzan isti prinos proizvoda ili biomase

kao na laboratorijskom nivou (Schmidt, 2005).

Tokom faze razvoja nekog bioprocesa i prikupljanja prvih rezultata, bioproces se moie
unaprediti modelovanjem, tj. moZe se definisati matematic¢kim jednacinama koje na razli¢ite
nacine mogu biti obradivane, a sam proces simuliran u nekim od dostupnih softverskih
paketa. Rezultati modelovanja i simulacije procesa mogu ukazati na postojanje gresaka
tokom vodenja procesa, a Cesto se koriste i za optimizaciju i procenu odrzZivosti sistema

(Vucurovic i sar., 2012).

3.4.4. Modelovanje i optimizacija biotehnoloskih procesa

Optimizacija biotehnoloskih procesa treba da se sprovodi u svim fazama procesa.

Postupkom optimizacije postiZze se odvijanje procesa u uslovima koji obezbeduju najvisi

36



Ana Vidakovic Doktorska disertacija

prinos Zeljenog proizvoda. Optimizacija bilo kog procesa direktno utiCe na smanjenje
troskova, a samim tim i odrzanjem proizvodnje. Prilikom optimizacije biotehnoloskih

procesa mogu se koristiti tradicionalne ili moderne metode.

Jedna od najstarijih, ali i dalje koriséenih strategija tokom planiranja eksperimenata je
ispitivanje uticaja pojedinacnih faktora na neki proces (engl. one-factor-at-a-time
technique). Ovaj nacin postavke eksprimenata je veoma jednostavan, ali zahteva mnogo
manuelnog rada, pri ¢emu se cCesto izvede mnogo veli broj eksperimenata od zaista
potrebnog. Ipak, najveci nedostatak ove tehnike je nemoguénost pracenja interakcija
izmedu razlicitih faktora, pa se ne dobija kompletan uticaj faktora na proces (Cavazzuti,

2013).

Kao alternativa tradicionalnom pristupu planiranja eksperimenata, sve ¢esée su u upotrebi
matematicki i statisticki modeli. Jedna od najaktuelnijih tehnika za modelovanje i
optimizaciju bioprocesa je postupak odzivne povrSine uz primenu razli¢itih tipova

eksperimentalnog dizajna (Cavazzuti, 2013; Granato i de Araujo Calado, 2014).

3.4.4.1. Postupak odzivne povrsine

Postupak odzivne povrsine (engl. Response Surface Method, RSM) se moze definisati kao
skup matematickih i statistickih postupaka koji se primenjuju za formiranje empirijskih
modela i analizu procesa. Primenom odzivne povrsine uz prethodno paZljivo odabran
eksperimentalni plan, mogudée je optimizovati odzive sistema (y) koji direktno zavise od
nekoliko nezavisno promenljivih parametara (xi, x2,...xx), ¢ime se redukuje broj potrebnih

eksperimenata (Morshedi i Akbarian, 2014).

Glavna prednost primene postupka odzivne povrSine je mali broj potrebnih
eksperimentalnih podataka za ostvarivanje dovoljnog broja informacija koje obezbeduju
statisticki validne rezultate. Pored toga, RSM jednacine opisuju nezavisno promenljive
parametre sistema i njihov individualan uticaj na odziv sistema, meduzavisnosti ispitivanih
promenljivih, kao i kombinovane uticaje nezavisno promenljivih na odabrane odzive

sistema, Sto Cini ovaj postupak veoma efikasnim.
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Zavisnost izmedu odziva sistema (zavisno promeljivih) i variranih faktora (nezavisno

promenljivih) se moze predstaviti u opStem obliku kao:

y=f(xy,xz..2) + €

Gde su:

y — odziv sistema (analizirani parametar),

f — funkcija sistema,

X1, X2, Xk — varirani faktori (ispitivani faktori),

k — broj variranih faktora i

€ — statisticka greska.

Prikazana jednacina se naziva funkcija odziva, dok je njen geometrijski prikaz odzivna
povrsina. Odzivi sistema se graficki mogu predstaviti u vidu prostornih povrsina ili preko
dvodimenzionalnih konturnih grafika (Cox i Reid, 2000; Montgomery i Runger, 2003).
Postupak odzivne povrsine je do sada uspeSno primenjen u brojnim istraZivanjima kao alat
za modelovanje i optimizaciju sastava hranljivih podloga, tako i za procesne parametre

(Martinez-Toledo i Rodriguez-Vazquez, 2011; Hwang i sar., 2012, Peng i sar., 2014; Roncevic¢
i sar., 2014; Yang i sar., 2014; Batista i Fernandes, 2015).

3.4.4.2. Izbor eksperimentalnog dizajna

Eksperimentalni dizajn se moze definisati kao planirani pristup nekom nau¢nom problemu
koji ima za cilj da se utvrdi uzroéno-posledi¢na veza izmedu zavisnih i nezavisnih parametara
nekog procesa. U zavisnosti od posmatranog procesa bira se jedan od najcesée koriséenih
tipova eksperimentalnog dizajna: centralni kompozitni dizajn, potpuni eksperimentalni
dizajn, Plaket-Burmanov dizajn, Boks-Benkenov dizajn, itd. Kada je cilj istraZivanja ispitivanje
osnovnih interakcija u posmatranom sistemu i definisanje regresionog modela, odnosno
polinoma prvog reda, u tom sluéaju se najcesée bira potpuni eksperimentalni dizajn. Ukoliko
je problem slozeniji, tj. kada je potrebno optimizovati neki proces i ispitati uzro¢no-
posledi¢ne veze izmedu zavisno i nezavisno promenljivih veli¢ina, koriste se polinomi drugog
reda. U tom slucaju se koriste centralni kompozitni, Plaket-Burmanov ili Boks-Benkenov
dizajn, pri cemu svaki od nezavisnih faktora mora biti definisan sa tri ili pet nivoa vrednosti u
zavisnosti od izabranog dizajna (Morshedi i Akbarian, 2014).

U biotehnoloskim procesima uobicajeno se koristi Boks-Benkenov dizajn tokom kog se tri

odabrana faktora variraju na tri nivoa sa tri ponavljanja u centralnoj tacki, pri ¢emu je
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potrebno izvesti ukupno 15 eksperimenata. Osnovna prednost ovog dizajna je Sto ne
ukljucuje kombinacije faktora u kojima su svi faktori na maksimalnom ili minimalnom nivou,

pa se ekstremni eksperimentalni uslovi ne uzimaju u obzir sto doprinosi kvalitetu dobijenih

rezultata.
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Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije se sastojao iz pet faza koje su prikazane na
slici 10. U ovom poglavlju detaljno su navedeni materijali, metode i uredaji koris¢eni za

postavljanje i pracenje eksperimenata u svakoj fazi.

) 3 B D

| 1 —
lzolovanje,, selekcija i Amplifikacija denitrifikujuéih Optimizacija sastava hranljivih Pronzv.od.n.]a biomase ) o
identifikacija denitrifikatora gena podloga i odabranih procesnih denitrifikatora u Primena denitrifikatora
parametara laboratorijskim bioreaktorima
KUZorkovanje \ ( *|zolacija genomske DNK i \ /  Ispitivanje uticaja \ [ *Validacija optimizovanih \ 7 slzbor i karakterizacija
spektrofotometrijsko inicijalnih koncentracija Ci parametara kultivacije u | mineralnih supstrata
*Izolovanje i selekcija odredivanje kvaliteta DNK N atoma na broj vijabilnih laboratorijskim (opeka i stenski materijal)
denitrifikatora ¢elija denitrifikatora bioreaktorima
*Uslovi amplifikacije *Kontaminacija ispitivanih
“Identifikacija denitrifikujucih gena +Optimizacija sastava *Analiza kultivacionih materijala kalijum-nitratom
denitrifikatora (Vitek®2 \,\ primenom PCR metode /; hranljivih podloga za tecnosti
Compact System i MALDI- s umno3avanje biomase D *lzbor i karakterizacija pulpi
TOF MS) denitrifikatora (Boks- ) e
Benkenov eksperimentalni lPrlprema bioaktivnog
*Ispitivanje bezbednosti dizajn i RSM metoda) sistema
primene denitrifikatora u
procesima bioremedijacije *Ispitivanje uticaja *Ispitivanje efikasnosti

bioaktivnih sistema

(antibiogram i ispitivanje odabranih bioprocesnih
\_adhezionih svojstava) Y parametarana
umnozavanje biomase
denitrifikatora

Slika 10. Sematski prikaz faza eksperimentalnog postupka

Eksperimentalna istrazivanja izokvira ove doktorske disertacije su realizovana u Laboratoriji
za mikrobiologiju, Laboratoriji za biohemijsko inzenjerstvo i Laboratoriji za ispitivanje
materijala u kulturnom nasledu na TehnoloSkom fakultetu Novi Sad, Univerziteta u Novom
Sadu. Osim toga, geneti¢ke analize iz domena ove disertacije su uradene na Nau¢nom

institutu za prehrambene tehnologije u Novom Sadu i Institutu za javno zdravlje Vojvodine.
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4.1. Izolovanje, selekcija i identifikacija denitrifikatora

Prvi deo ogleda realizovanih u okviru ove doktorske disertacije, a u skladu sa postavljenim
cilievima, odnosio se na izolovanje, selekciju i identifikaciju denitrifikatora. Pored toga,

ispitana je i bezbednost primene odabranih denitrifikatora u postupcima bioremedijacije.

4.1.1. Uzorkovanje

U periodu od juna do septembra 2015. godine, uzorci vode uzimani su tri puta sa po pet
pozicija (ID-VD) duz toka Dunava kroz Novi Sad i kanala Dunav-Tisa-Dunav (DTD) (IK-VK) na
potezu kroz gradsku oblast (slika 11). Svi uzorci vode su transportovani do laboratorije za

Mikrobiologiju Tehnoloskog fakulteta Novi Sad u hladnom lancu (4 °C).
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Slika 11. Uzorkovanje vode: a) pozicije uzorkovanja, b) kanal Dunav-Tisa-Dunav, i ¢) Dunav

4.1.2. Izolovanje i selekcija denitrifikatora

Za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama u uzorcima vode, kao i za dobijanje Cistih
kultura koris¢ena je podloga opsteg tipa PCA (Plate Count Agar, HiMedia, Mumbaj, Indija) uz
inkubaciju na 37 °C tokom 24 h.
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Postupak selekcije denitrifikatora obuhvatao je ispitivanje odabranih fizioloskih osobina i
kinetike denitrifikacije izolata sa ciljem izdvajanja izolata koji prema fizioloskim osobinama i

denitrifikacionoj sposobnosti najvise odgovara Pseudomonas stutzeri (Lalucat i sar., 2006).

Za ispitivanje fizioloSkih osobina odabranih izolata i referentnog soja Pseudomonas stutzeri
primenjeni su katalaza i oksidaza testovi. Katalaza test je raden pomocu 3% rastvora
vodonik-peroksida (SaniHem, Novi Becej, Srbija), dok je oksidaza test izveden pomocu
oksidaza diskova (Mikrobiologie Bactident Oxidase, Merck, Darmstat, Nemacka). Osim toga,
za razvrstavanje bakterija na gram-pozitivne i gram-negativne koriS¢ena je konvencionalna

metoda bojenja po Gramu i KOH test pomoc¢u 3% rastvora kalijum-hidroksida.

U daljem postupku selekcije gram-negativnih bakterijskih izolata koji po svojim
makromorfoloskim i fizioloskim osobinama odgovaraju P. stutzeri koris¢ene su selektivne
podloge MacConkey Agar (Torlak, Beograd, Srbija) i Cetrimid Agar (Merck, Darmstat,

Nemacka).

Kinetika denitrifikacije je pracena na temperaturama od 30 °C i 37 °C, tako Sto je u 3 ml
sterilnog nitratnog bujona (Difco™ Nitrate Broth, Becton, Dickinson and Company, Pont de
Claix, Francuska) preneto 0,2 ml suspenzije odabranih izolata i referentnog soja priblizne
gustine 3-108 CFU/ml. Tokom pracéenja kinetike denitrifikacije, umnoZavanje biomase
procenjivano je u odnosu na McFarland-ov nefelometar, dok je izdvajanje gasa prac¢eno
pomoc¢u Durhamovih cevéica. Promena koncentracije nitrata i nitrita u nitrathom bujonu
pracena je semi-kvantitativnom metodom pomoéu mernih traka (Quantofix” Nitrate Nitrite,
Macherey-Nagel, Diren, Nemacka). Osim toga, Grisovi reagensi su koris¢eni za kvalitativnu
ocenu prisustva nitrita u bujonu. Za detekciju amonijaka u hranljivoj podlozi koriS¢en je
Neslerov reagens. Kompletan postupak izolacije i selekcije denitrifikatora Sematski je

prikazan na slici 12.

Svi izolati koji su nakon primenjenih testova pokazali iste ili slicne osobine kao P. stutzeri
ATCC 17588 su presejani u hranljivi bujon (Nutrient Broth, HiMedia, Mumbaj, Indija) sa
dodatkom glicerola (Lach-ner, Neratovice, Ce$ka) kao krioprotektanta i deponovani u zbirku
kultura Odeljenja mikrobiologije TehnoloSkog fakulteta Novi Sad u frizideru za ultraniske

temperature (Snijders Labs, Tilburg, Norveska) na -80 °C.
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Bojenje po Gramu
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Slika 12. Sematski prikaz izolacije, selekcije i ispitivanja kinetike denitrifikatora

4.1.3. Identifikacija denitrifikatora

Izolati koji su deponovani u zbirci kultura su potom podvrgnuti postupku identifikacije. Pre
pocetka svakog ogleda i postupka identifikacije svi izolati su osveZeni zasejavanjem na PCA
hranljivu podlogu uz inkubaciju na 37 °C tokom 24 h. Identifikacija osveZenih kultura
izvedena je primenom aparata VITEK®2 Compact System (BioMérieux, Carpone, Francuska).
Postupak identifikacije se sastojao od pripreme suspenzija osvezenih kultura priblizne
gustine 3-10% CFU/ml (McFarland standard 1), koja je, prema uputstvu proizvodada,
aplikovana u kartice za identifikaciju gram-negativnih bakterija (VITEK®2 GN ID cards,

BioMérieux, Carpone, Francuska), nakon c¢ega su kartice postavljane u ureda;.

Nakon identifikacije pomocu VITEK®2 Compact System uredaja, izolat koji je identifikovan

kao Pseudomonas stutzeri zajedno sa referentnom kulturom P. stutzeri ATCC 17588 dodatno
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su identifikovani pomocéu masene spektrometrije zasnovane na matricom potpomognutom

laserskom desorpcijom/jonizacijom — MALDI MS sa TOF analizatorom.

Odbrane kulture su najpre osvezene zasejavanjem na Krvni agar (Columbia Agar + 5% Sheep
Blood, BioMérieux, Carpone, Francuska) i inkubirane na 37 °C tokom 24 h. Biomasa
pojedinacne kolonije naneta je direktno na MALDI matricu sa 96 polja (96-spot MALDI target
plate, Bruker Daltonics, Bermen, Nemacka) i osusena na vazduhu, a zatim prekrivena sa 1 L
rastvorom matriksa, tj. a-ciano-4-hidroksicinaminskom kiselinom (Bruker Matrix HCCA,
Bermen, Nemacka). MALDI-TOF MS spektri su snimljeni pomocéu MicroflexLT/SHBioTyper
spektrometra (Bruker Daltonics, Masacusets, SAD) koji je opremljen azotnim laserom
talasne duzine 337 nm ¢ije dejstvo je kontrolisano pomocu softvera Flexcontrol verzija 3.1.
(Bruker Daltonics, Masacusets, SAD). Prikupljanje spektara u masenom opsegu od 2 do 20
kDa je sprovedeno pomocu opcije Execute i akumulacijom 240 laserskih snopova (tabela 7)

ostvarenih pri 30-40% maksimalne snage lasera.

Tabela 7. Instrumentalni parametri pri snimanju MALDI spektara

Parametri, jedinica Vrednosti

Frekvencija lasera, Hz 60,00

Napon jonskog izvora 1, kV 19,90

Napon jonskog izvora 2, kV 18,53

Napon sociva, kV 6,00

4.1.4. |Ispitivanje bezbednosti primene denitrifikatora u procesima
bioremedijacije

Za svaki postupak bioremedijacije je znaéajno utvrditi da odabrani mikroorganizam:

1) nije patogen, tj. da ne moze da izazove zdravstvene posledice kod ljudi i
2) nema mogucénost formiranja biofilmova, te da se mikroorganizmi nakon zavrSenog

tretmana mogu lako ukloniti sa mesta aplikacije.

U cilju ispitivanja zdravstvene bezbednosti ljudi, pre svega operatera, tokom postupka
bioremedijacije, ispitana je in vitro osetljivost referentnog i prirodnog soja P. stutzeri na
Cetrnaest razlicitih antibiotika. Osetljivost ova dva soja prema razlicitim antibioticima

ispitana je pomocu VITEK®2 Compact System (BioMérieux, Carpone, Francuska) uz primenu
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antibiogram kartica namenjenih za gram-negativne bakterije (VITEK®2 AST-GN cards,
BioMérieux, Carpone, Francuska). Kompletna analiza uradena je na isti nacin kao u postupku
identifikacije odabranih sojeva denitrifikatora pomoéu uredaja VITEK®2 Compact System

(odeljak 4.1.3.).

Za ispitivanje adhezionih svojstava P. stutzeri, tj. mogucénosti formiranja biofilmova, koriséen
je semikvantitativni test adhezije celija. Bakterijske kulture su osveZene u Tripton soja
bujonu (HiMedia, Mumbaj, Indija) i inkubirane na 37 °C tokom 24 h. Potom je 0,1 ml
suspenzije prenesen u 9 ml Tripton soja bujona sa dodatkom 2% (v/v) glukoze (Lach:ner,
Neratovice, Ce$ka) koji je inkubiran na 37 °C tokom 24 h. U slede¢em koraku je po 200 pl
bakterijske suspenzije pripremljene u Tripton soja bujonu sa dodatkom glukoze rasporedeno
u mikrotitar plo¢u (Spectar Cacak, Cacak, Srbija) u 13 bunarciéa, a potom je mikrotitar plo¢a
inkubirana pri identi¢nim uslovima kao u prethodnim koracima. Kao negativna kontrola
umesto suspenzije mikroorganizama u bunarcicée je rasporedena ista zapremina destilovane
vode. Nakon perioda inkubacije bunarci¢i su isprani fosfatnim puferom kako bi se uklonile
slobodno suspendovane celije, te je mikrotitar plo¢a osusena na vazduhu. Fiksiranje
adhezionih éelija je izvrSeno pomodéu 95% etanola (SaniHem, Novi Becej, Srbija), a bojenje
celija sa po 100 pl boje kristal-violet (Carlo erba, Val de Reuil, Francuska) tokom 5 min,
nakon ¢ega su bunarciéi isprani destilovanom vodom. Sposobnost adhezije bakterijskih ¢elija
utvrdena je merenjem opticke gustine na talasnoj duzini od 620 nm upotrebom

automatskog Citaca MultiskanGo (ThermoScientific, Masacusets, SAD).

4.2. Amplifikacija denitrifikujucih gena

Amplifikacija denitrifikujuéih gena obuhvata dve faze. U prvoj fazi potrebno je izvrsiti
izolovanje genomske DNK i proveriti kvalitet izolovanog genetickog materijala, a potom, u
drugoj fazi, podesiti uslove reakcije i izvrsiti amplifikaciju gena u PCR uredaju i na kraju,

postupkom elektroforetskog razdvajanja, ocitati duzine amplifikovanih fragmenata.
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4.2.1. 1zolovanje genomske DNK i spektrofotometrijsko odredivanje kvaliteta
DNK

Pre postupka izolacije genomske DNK, referentna kultura i prirodni izolat P. stutzeri su
osvezeni kao u postupku identifikacije VITEK®2 Compact System uredajem (poglavlje 4.1.3.).
Genomska DNK oba soja je ekstrahovana koris¢enjem komercijalnog kita za izolaciju (Agilent
Technologies, SAD). Ekstrakcija DNK je uradena u dva ponavljanja prema modifikovanom

protokolu koji je detaljno opisan u Prilogu 1.

Nakon zavrSenog postupka ekstrakcije, €istoca i koli¢ina dobijene genomske DNK odredena
je spektrofotometrijski (NanoDrop One Spectrophotometer, Thermo Scientific, Vilnius,
Litvanija) merenjem apsorbance na tri talasne duZine: Aj30, Azeo i Azgo. Cistoca ekstrahovanih
DNK odredena je na osnovu odnosa izmerenih apsorbanci i to: Azeo/Aso i Azeo/A230.
Merenjem apsorbance na talasnoj duZini od 260 nm odredena je priblizna koncentracija

ekstrahovanih DNK i podesena tako da u svim uzorcima bude 100 ng/uL.

4.2.2. Uslovi amplifikacije denitrifikujuc¢ih gena primenom PCR metode

U cilju utvrdivanja prisustva denitrifikuju¢ih gena (napA, nirS, norB i nosZ) u genomu
referentnog soja i prirodnog izolata P. stutzeri koriséena su 4 para prajmera. Sekvence za

prajmere NAP, NIRS, NORB i NOSZ prikazane su u tabeli 8.

Tabela 8. Sekvence prajmera koriséenih za amplifikaciju denitrifikujuéih gena

Temperatura
. Sekvenca . .
Gen Opis . anilinga Literatura
(5'-3') o
(°c)
Duanii sar.,
napA Periplazmati¢na Forward: TCTGGACCATGGGCTTCAACCA 59 2015;
p nitrat-reduktaza Reverse: ACGACGACCGGCCAGCGCAG Huang i sar.,
2015
. - Forward: CCTA(Y)TGGCCGCC(R)CA(R)T Huang i sar.,
nirS  Nitrit-reduktaza Reverse: CGTTGAACTT(R)CCGGT >2 2015
norB Azot-monoksid-  Forward:CG(N)GA(R)TT(Y)CT(S)GA(R)CA(R)CC 54 Huang i sar.,
reduktaza Reverse: C(R)TA(D)GC(V)CCR(W)AGAA(V)GC 2015
nosZ Azot-suboksid- Forward: CCCGCTGCACACC(A/G)CCTTCGA 58 Huang i sar.,
reduktaza Reverse: CGTCGCC(C/G)GAGATCTCGATCA 2015
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Tokom amplifikacije svih denitrifikuju¢ih gena upotrebljen je 1 pL ekstrahovane DNK
priblizne koncentracije 100ng/uL i 12,5 pL PCR Master mix (2x) (Thermo Scientific, Vilnius,
Litvanija). U slu¢aju NAP prajmera amplifikacija je izvrSena sa 1 pL (10 uM) NAP prajmera
(Forward i Reverse), dok je u slucaju svih ostalih prajemera (NIRS, NORB i NOSZ) upotrebljen
po 1,5 uL odgovarajuéeg para prajmera (Forward i Reverse). Amplifikacija svih koris¢enih
prajmera obavljena je u PCR uredaju (SureCycler 8800 Thermal Cycler, Agilent Technologies,

Kalifornija, SAD).
Za NAP prajmer koris¢en je program koji se izvodi u sledeéim uslovima:

e 1 ciklus: inicijalna denaturacija DNK u trajanju od 5 min na 95 °C;
e 35 ciklusa:

» Denaturacija na 95 °C u trajanju od 30 s;

» Aniling na 59 °C u trajanju od 40 s;

» Ekstenzija na 72 °C u trajanju od 1 min

» Finalna ekstenzija na 72 °C u trajanju od 10 min.
Za sve ostale prajmere (NIRS, NORB i NOSZ) koriséen je sledeéi program:

e 1 ciklus: inicijalna denaturacija DNK u trajanju od 5 min na 95 °C;
e 35 ciklusa:

» Denaturacija na 95 °C u trajanju od 40 s;

» Aniling na X °C (Tabela 8) u trajanju od 40 s;

» Ekstenzija na 72 °C u trajanju od 90 s

» Finalna ekstenzija na 72 °C u trajanju od 10 min.

Dobijeni produkti PCR reakcija su razdvojeni postupkom elektroforetskog razdvajanja
automatskom Lab-on-a-Chip kapilarnom elektroforezom (Bioanalyzer 2100, Agilent
Technologies, Kalifornija, SAD). Rezultati elektroforeze se softverski predstavljaju u vidu

simuliranih fotografija gela sa kojih se oCitavaju duzine amplifikovanih fragmenata.
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4.3. Optimizacija sastava hranljivih podloga i odabranih
bioprocesnih parametara

Kako bi se proces proizvodnje biomase denitrifikatora odvijao najeefikasnije, prvenstvno
treba optimizovati sastav hranljivih podloga i odabranih procesnih parametara uz
postavljanje odgovarajuéeg eksperimentalnog plana i koriséenjem klasicnih i modernih

matematickih i statistickih metoda.

4.3.1. Ispitivanje uticaja inicijalnih koncentracija Ci N atoma na broj vijabilnih
celija denitrifikatora

Suspenzije priblizne gustine 102 CFU/mL referentnog i prirodnog soja P. stutzeri su
pripremane od osveZenih, dvadesetfetvorocasovnih, kultura. Od dobijenih suspenzija
pripremana je serija razredenja 1:10 do postizanja gustine suspenzije od priblizno 10°
CFU/mL. Kompletan sadrzaj epruvete sa suspenzijom 10> CFU/mL prenet je u erlenmajer sa
90 ml sterilne destilovane vode. Odatle je uzeto po 9 ml suspenzije i preneto u erlenmajer

boce sa 90 mL nitratnog bujona sa razli¢itim koncentracijama varirajuéih faktora (slika 11).

U okviru ovog eksperimenta izvrSeno je pojedinano variranje izvora ugljenika i azota.
Ispitivan je uticaj sledecdih izvora ugljenika u koncentracijama od 0, 0,5 i 1 g/L: glukoza
(lach:ner, Neratovice, Ceska), saharoza (lach:ner, Neratovice, Ce$ka) i glicerola (lach:ner,
Neratovice, Ceska) (slika 12). S obzirom da je sastavna komponenta nitratnog bujona
kalijum-nitrat (1 g/L), ispitan je uticaj povecanja koncentracije KNOs (2 g/L i 3 g/L) na broj
vijabilnih éelija denitrifikatora na isti nacin kao u slucaju ispitivanja uticaja inicijalne
koncentracije izvora ugljenika. Osim ispitivanja uticaja inicijalnih koncentracija Ci N atoma
ispitan je i uticaj mesSanja tako Sto je jedna serija uzoraka podvrgnuta mesanju brzinom 250
o/min (Jeiotech, CMS-350, Daejon, Juzna Koreja), dok je druga serija uzoraka ispitivana u

statickim uslovima (slika 13).
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Slika 13. Sematski prikaz ispitivanja uticaja inicijalne koncentracije izvora ugljenika na broj

vijabilnih ¢elija denitrifikatora

U definisanim vremenskim intervalima (0, 1, 3, 5, 13, 19, 24, 30, 39, 48 i 51 h) od pocetka
eksperimenta izvrSeno je uzorkovanje kultivacione tecnosti u sterilnim uslovima u cilju

odredivanja broja vijabilnih ¢elija.

4.3.2. Optimizacija sastava hranljivih podloga za umnozavanje biomase
denitrifikatora

U cilju optimizacije sastava hranljivih podloga za umnoZavanje biomase referentnog soja i
prirodnog izolata P. stutzeri upotrebljen je Boks-Benkenov eksperimentalni plan sa tri

faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj tacki, kao i metoda odzivne funkcije (RSM).

U okviru Boks-Benkenovog eksperimentalnog plana ispitivani su slededi faktori: glukoza (X,
0-2 g/L), KNOs (X2, 1-3 g/L) i pepton (X3, 0,4-4 g/L), dok je kao odziv odabran sadrzaj biomase
(Y, log). U tabeli 9 prikazane su vrednosti odabranih faktora variranih u skladu sa
primenjenim eksperimentalnim planom. Ekseprimenti predvideni Boks-Benkenovim
eksperimentalnim planom izvedeni su na isti nain kao eksperimenti ispitivanja uticaja

inicijalnih koncentracija izvora ugljenika i azota (slika 11).
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Tabela 9. Boks-Benkenov eksperimentalni plan i varirane vrednosti ispitivanih parametara

Redni broj ogleda Kodirane vrednosti faktora Varirane vrednosti faktora

X1 X2 X3 Glukoza KNO; Pepton
(/L) (g/L)  (g/L)
1. -1 -1 0 0 1 2
2. 1 -1 0 2 1 2
3. -1 1 0 0 3 2
4, 1 1 0 2 3 2
5. -1 0 -1 0 2 0,4
6. 1 0 -1 2 2 0,4
7. -1 0 1 0 2 4
8. 1 0 1 2 2 4
9. 0 -1 -1 1 1 0,4
10. 0 1 -1 1 3 0,4
11. 0 -1 1 1 1 4
12. 0 1 1 1 3 4
13. 0 0 0 1 2 2
14. 0 0 0 1 2 2
15. 0 0 0 1 2 2

Rezultati eksperimenata obradeni su polinomom drugog reda:
Y = by + by X; + byX, + b3X5 + by X2 + by X3 + bgsX3 + by, X X, + bysX X3 + bysX,Xs
gde su:

Y — Zeljeni odziv,

X1-3 — ispitivani faktori,

bo — odsecak,

b1, bz, b3 — linerani koeficijenti,

b11, b2z, b3z — kvadratni koeficijenti i

b1z, b13, bas — koeficijenti interakcije regresione jednacine.
Dobijeni matematicki modeli prikazani su graficki — odzivnim povrsinama, koje su crtane
tako Sto je jedan koeficijent imao konstantnu centralnu vrednost iz eksperimentalnog plana,
dok su vrednosti preostalih faktora varirane. Intenzitet uticaja ispitivanih faktora i njihovih
interakcija odreden je poredenjem statisticke t-vrednosti. Statisticka analiza

eksperimentalnih rezultata uradena je pomoéu programa Statistica software verzija 13.2

(Dell, Teksas, SAD).
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4.3.3. Ispitivanje uticaja odabranih bioprocesnih parametara na umnozavanje
biomase denitrifikatora

Ispitivanje uticaja bioprocesnih parametara na umnoZavanje biomase denitrifikatora
izvrSeno je pojedinacnim variranjem vrednosti tri odabrana faktora: temperatura (22, 30i 37
°C), pH vrednost (5, 6 i 7) i zapremina inokuluma (v/v) (1, 3, 5 i 10%). Prilikom variranja
vrednosti jednog faktora, druga dva faktora su odrzavana na definisanim vrednostima:

temperatura 30 °C, pH vrednost 7 i zapremina inokuluma (v/v) 10%.

Postavka ogleda u potpunosti prati Semu prikazanu na slici 11, s tim $to se umesto nitratnih
bujona sa dodatim izvorima ugljenika suspenzija ispitivanih mikroorganizama prenosila u

nitratne bujone prilagodene potrebama pojedicanih ogleda.

Za potrebe ispitivanja uticaja pH vrednosti na umnoZavanje biomase denitrifikatora pH
vrednost nitratnog bujona je sa pocetne vrednosti (pH=7) korigovana dodatkom 0,1M
hlorovodoni¢ne kiseline (Elixir Zorka, Sabac, Srbija) do odgovarajuéih vrednosti. Vrednost pH

nitratnog bujona odredivana je pH-metrom (Hanna Instruments, Vunsakat, SAD).

Promena broja mikroorganizama tokom kultivacije u svim ogledima praéena je
uzorkovanjem kultivacionih te€nosti u sterilnim uslovima u taéno definisanim vremenskim

intervalima (0, 5, 12, 18, 24 i 32 h) u dva nezavisna ponavljanja.

4.4. Proizvodnja biomase denitrifikatora u
laboratorijskim bioreaktorima

Pre projektovanja biotehnoloSkog procesa proizvodnje biomase denitrifikatora veoma je
vazno potvrditi tacnost rezultata ostvarenih tokom ogleda optimizacije parametara
kultivacije, izvodenjem nove serije ogleda pri tacno definisanim uslovima. Validacija
optimizovanih parametara kultivacije na laboratorijskom nivou sprovedena je u 2

laboratorijska bioreaktora razli¢ite zapremine (slika 14a-b).

Proizvodnja biomase oba ispitivana denitrifikatora najpre je izvedena u laboratorijskom
bioreaktoru (Biostat® A plus, Sartorius AG, Getingen, Nemacka) ukupne zapremine 3 L

(radne zapremine 2 L) sa automatskim mesSanjem i regulacijom procesnih parametara (slika

52



Ana Vidakovic¢ Doktorska disertacija

14a). MeSanje u bioreaktoru je internog tipa sa dve paralelno postavljene RusStonove
turbine, pri éemu je odnos precnika mesalice i precnika suda 0,38, bez interno postavljenih

odbojnika.

Proizvodnja biomase oba ispitivana denitrifikatora izvedena je i u laboratorijskom
bioreaktoru (Chemap AG CH-8604, Volketswil, Svedska) ukupne zapremine 7 L (radne
zapremine 5 L) sa internom regulacijom temperature. Ovaj bioreaktor opremljen je sa dve
paralelno postavljene Rustonove turbine na rastojanju od 90 mm (odnos precnika mesalice i

precnika suda je 0,44) i Cetiri vertikalno postavljena odbojnika (slika 14b).
Parametri kultivacije u oba bioreaktora i u slu¢aju oba ispitivana denitrifikatora su slededi:

e Temperatura kultivacije: 30 °C,

e pH vrednost kultivacionog medijuma: 7,
e brzina mesanja: 120 o/min,

e zapremina inokuluma (v/v): 5%,

e trajanje kultivacije: 24 h.

Slika 14. KoriS¢eni laboratorijski bioreaktori za proizvodnju biomase denitrifikatora: a)
Biostat® A plus, ukupne zapremine 3 Li b) Chemap AG CH-8604, ukupne zapremine 7 L

U definisanim vremenskim intervalima (0, 3, 5, 9, 12, 16, 19, 24, 30 i 32 h) izvrSeno je
uzorkovanje kultivacione tecnosti u sterilnim uslovima u cilju odredivanja broja vijabilnih
Celija i za karakterizaciju sastava te€nosti u pogledu sadrZaja ukupnog azota i sadrzaja

glukoze.
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4.4.1. Analiza kultivacionih tec¢nosti

Analiza kultivacionih tecnosti iz ogleda spovedenih u laboratorijskim bioreaktorima
podrazumevala je odredivanje broja vijabilnih celija, analizu sadrzaja ukupnog azota i

glukoze i ispitivanje stabilnosti dobijene biomase denitrifikatora.

Odredivanje broja vijabilnih celija u svim ogledima obavljeno je metodom povrsinskog
zasejavanja na PCA hranljivu podlogu. Sve zasejane ploce su potom inkubirane na 37 °C
tokom 24 h, nakon ¢ega su izbrojane izrasle kolonije i odreden je broj vijabilnih ¢éelija po

mililitru ispitivane te¢nosti.

Za potrebe analize sadrzaja ukupnog azota i glukoze u ogledima koji su izvedeni u
laboratorijskim bioreaktorima uzorci kultivacione tec¢nosti koji su prikupljeni u definisanim
vremenskim intervalima su centrifugirani na 10000 o/min u trajanju od 15 min (Rotina 380

R, Hettich, Balingen, Nemacka).

Sadrzaj ukupnog azota u supernatantu kultivacione tec¢nosti odredivan je metodom po

Kjeldalu (Buchu K-314 Kjeldahl Line Digestion Unit) (Herlich, 1990).

Sadrzaj glukoze u supernatantu kultivacione tecnosti odredivan je spektrofotometrijski na
UV-1800, UV-VIS spektrofotometru (Shimedzu, Kjoto, Japan) na talasnoj duzini od 340 nm

pomocu enzimskog testa Megazyme D-glucose HK Assay Kit (Megazyme, Viklou, Irska).

U cilju ispitivanja stabilnosti proizvedene biomase ispitan je uticaj niskih temperature na
odrZavanje zadovoljavajuce vitalnosti i vijabilnosti éelija prilikom skladistenja. U tu svrhu
talog (proizvedena biomasa) dobijen nakon centrifugiranja kultivacione te¢nosti na kraju
bioprocesa (nakon 32 h) je podeljen na dva jednaka dela. Jedan deo biomase je
resuspendovan u sterilnom fizioloSkom rastvoru (8,5% NaCl), a drugi deo u sterilnoj
destilovanoj vodi, a potom su dobijene suspenzije rasporedene u sterilne vijale (2 ml).
Polovina vijala sa biomasom resuspendovanom u sterilnom fizioloSkom rastvoru je ¢uvana u
frizideru na temperaturi od 4 °C, a preostale vijale u zamrziva¢u na temperaturi od -20 °C.
Isti postupak je primenjen i za vijale sa biomasom resuspendovanom u sterilnoj destilovanoj
vodi. U definisanim vremenskim intervalima (0, 7, 14, 21, 28, 35 i 50 dana) odreden je broj
vijabilnih ¢éelija prema prethodno opisanom postupku koji je primenjivan u svim prethodnim

ogledima.
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4.5. Primena denitrifikatora

Ogledi koji obuhvataju ispitivanja mogucnosti i efikasnosti primene odabranih
denitrifikatora u oblasti bioc¢iséenja gradevinskih materijala podeljeni su u pet faza: (1) izbor
i karakterizacija mineralnih supstrata (2) kontaminacija ispitivanih mineralnih supstrata
kalijum-nitratom, (3) izbor i karakterizacija pulpi odgovarajucih teksturalnih karakteristika,
(4) priprema bioaktivnih sistema i (5) ispitivanje efikasnosti bioaktivnih sistema (pulpa +

suspenzija denitrifikatora) na odabranim mineralnim supstratima.

4.5.1. Izbor i karakterizacija ispitivanih materijala

Tokom ispitivanja moguénosti primene referentnog soja i prirodnog izolata P. stutzeri za
postupak biociséenja, konkretnije desalinacije, koris¢ena su dve mineralne podloge: (1)
model supstrati opeka i (2) krec¢njacki stenski materijal. Model supstrati opeka su
pripremljeni tradicionalnom tehnologijom i laboratorijski su ostareni kako bi dobijeni model
bedema tvrdave Bac (Vuceti¢, 2017), dok je kre¢njacki stenski materijal prirodnog porekla iz
okoline Arandelovca. Tokom eksperimenata koris¢eni materijali su bili uniformnih dimenzija:
4 cm x 4 cm x 4 cm (duZina x Sirina x visina) u slu¢aju model supstrata opeke i 5cm x5 cm x

2 cm (duZina x Sirina x visina) u slucaju stenskog materijala.

Kramar i sar. (2014) su detaljno ispitali mineraloSke i teksturalne karakteristike model

supstrata opeke koji su koris¢eni u ovom radu.

Mineraloska analiza ispitivanih stenskih materijala uradena je XRD metodom na uredaju
DiffractometerPW 1729 CuKa, XRS (Philips, SAD). Teksturalne karakteristike, raspodela
velicine pora i ukupna poroznost ispitivanih materijala odredene su metodom Zivine
porozimetrije pomocdu Zivinog porozimetra Autopore 1V 9500 (Micrometric, SAD) pri pritisku
Zive od 228 MPa, sto omogucava odredivanje veli¢ine prec¢nika pora izmedu 390 um i 0,005

um.
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4.5.2. Kontaminacija ispitivanih materijala kalijum-nitratom

S obzirom na to da se model supstrati opeka i kre¢njacki stenski materijal izuzetno razlikuju
u pogledu teksturalnih karakteristika kontaminacija ispitivanih materijala kalijum-nitratom
obavljena je na dva razli¢ita nacina kako bi se u oba ispitivana sistema dostigao nivo

kontaminacije od priblizno 500 mg/mL.

4.5.2.1. Protokol kontaminacije model supstrata opeke kalijum-nitratom

Prilikom kontaminacije model supstrata opeke kalijum-nitratom primenjen je protokol
prema Vuceti¢ (2017) kako bi se dobila ravhomerna raspodela soli od oko 500 mg/mL po

¢itavoj zapremini model supstrata:

(1) Potapanje model supstrata opeke u zasi¢eni rastvor KNOs (31,7 g KNO3/100 mL H,0
na 20 °C) tokom 2h,

(2) SuSenje modela u laboratorijskoj susnici na temperaturi od 105 °C tokom 6 h,

(3) Susenje na sobnoj temperaturi (20 °C) tokom 24 h.

4.5.2.2. Protokol kontaminacije kre¢njackog stenskog materijala kalijum-nitratom

Za postizanje ravnomerne kontaminacije uzoraka stenskog materijala kalijum-nitratom

ustanovljen je sledeéi protokol:

(1) Susenje uzoraka stenskog materijala u laboratorijskoj susnici na temperaturi od 105
°C tokom 2 h,

(2) Potapanje uzoraka u zasi¢eni rastvor KNOs tokom 22 h

U cilju postizanja koncentracije nitrata od 500 mg/mL u uzorcima stenskog materijala,

navedene korake protokola je bilo potrebno naizmeni¢no ponoviti pet puta.

Provera postupka kontaminacije ispitivanih materijala izvrSena je merenjem sadrzaja nitrata
pomocéu mernih traka Quantofix’ u rastvorima dobijenih ekstrakcijom sprasenih uzoraka

ispitivanih materijala sa vodom u odnosu 1:1. Postupak kontaminacije se moze smatrati
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uspesnim ukoliko sadrzaj nitrata u ispitivanim materijalima iznosi 500 mg/mlL, a da

prethodno nisu uoceni vidljivi kristali soli na povrsini uzoraka.

4.5.3. Izbor i karakterizacija pulpi

U ogledima posveéenim ispitivanju efikasnosti bioaktivnih sistema u biociséenju
kontaminiranih model supstrata opeke koris¢ena je pulpa sledeéeg sastava (m/m):
kaolin:talk:kvarcni pesak=1:1:2. Vuceti¢ (2017) je prethodno projektovala sastav ove pulpe i
dokazala njenu efikasnost u procesu biocis¢enja u kombinaciji sa referentnim sojem P.

stutzeri ATCC 17588 na model supstratima opeka.

Za ispitivanje efikasnosti biocis¢enja kontaminiranog stenskog materijala primenjena je
pulpa sledeéeg sastava (m/m): kaolin:talk:kvarcni pesak=1:1:1 u kombinaciji sa referentnim i

prirodnim sojem P. stutzeri.

Kaolin koji je koriS¢en za pripremu pulpi predstavlja industrijsku sirovinu, mlevenu kaolinsku
glinu, Cije veli¢ine Cestica ne prelaze 43 um. Upotrebljeni talk je mleveni industrijski talk,
veli¢ine Cestica ispod 6,5 um, dok je kvarcni pesak, takode industrijska sirovina (kvarcni

livacki pesak) sa ¢esticama ispod 710 um.

Karakterizacija pulpi u pogledu teksturalnih karakteristika izvrSena je na isti nacin kao i

karakterizacija odabranih materijala (poglavlje 4.6.1.)

4.5.4. Priprema bioaktivnog sistema

Eksperimenti vezani za primenu denitrifikatora su se odvijali paralelno kako bi se ispitala
efikasnost kako referentnog soja, tako i prirodnog izolata P. stutzeri u procesu biociséenja

kontaminiranih uzoraka gradevinskih materijala.

Ispitivani denitrifikatori su inkubirani na 37 °C tokom 24 h u odgovarajuéim tecnim
hranljivim podlogama Ciji sastav je prehodno optimizovan (3.3.2.). Nakon perioda inkubacije,
kultivaciona tec¢nost je centrifugirana (4200 o/min tokom 10 min), a supernatant je odbacen,
dok je talog u kome se nalazi biomasa denitrifikatora ispran sterilnom destilovanom vodom.
Ovaj postupak je ponovljen 3 puta, nakon c¢ega je talog resuspendovan u sterilnoj

destilovanoj vodi, tako da se dobije suspenzija priblizne gustine 108 CFU/mL.
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Bioaktivni sistemi su pripremani homogenizacijom komponenti u suvom stanju (kaolin, talk i
kvarcni pesak) u definisanom masenom odnosu, nakon ¢ega je postepeno dodavana tecna
faza —suspenzija denitrifikatora ili destilovana voda za blank uzorke uz intenzivnu
homogenizaciju. Maseni odnos ¢vrste i te¢ne faze u pulpama je iznosio 1:0,5. Pripremljena
bioaktivha pulpa je nanoSena na slobodnu stranu prethodno kontaminiranih uzoraka

gradevinskih materijala tako da se formira sloj debljine od 1 cm.

4.5.5. Ispitivanje efikasnosti bioaktivnih sistema

Pracenje efikasnosti bioaktivnih sistema u procesu biocis¢enja uradeno je ispitivanjem
sadrzaja nitratnih soli u uzorcima ispitivanih materijala pre i posle primene bioaktivnih

sistema.

U cilju ispitivanja efikasnosti bioc¢is¢éenja novoprojektoktovani sistemi su kod svih ispitivanih
mineralnih supstrata jedna strana je ostala slobodna, dok su preostale strane uzoraka
zatopljene silikonom kako bi se postupak biocis¢enja odvijao samo preko jedne povrsine, sto
je najpribliznije realnim uslovima na zidinama Tvrdave u Bacu (rezultati ostvareni u okviru

projekta Vekovi Ba¢a i HEROMAT).

U slucaju ispitivanja efikasnosti procesa bioc¢is¢enja na model supstratima opeka, ispitivanje
efikasnosti bioaktivnih sistema radeno je u sledeéim vremenskim intervalima: 3 h, 3 dana, 6
dana i 9 dana od trenutka zapocdinjanja eksperimenta. Potrebno je napomenuti da se na
model supstrate opeka sveza pulpa nanosila svaka tri dana (u slu¢aju modela na kojima je
efikasnost bioaktivnih sistema ispitivana nakon 6 i 9 dana). U definisanim vremenskim
intervalima, bioaktivni sistem je skidan, a svaki ispitivani model je busen na 3 pozicije na 3
razli¢ite dubine (2 mm, 10 mm i 20 mm) (slika 15). BuSenje model supstrata opeke izvedeno
je pomocu sistema za odredivanje otpora sile busenja DRMS Cordless (Drilling Resistance
Measurement System, SINT Technology, Italija). Tokom busenja koris¢ena burgija je bila
debljine 5 mm, brzina busenja 1000 o/min, a brzina prodiranja burgije 20 mm/min. Prahovi
materijala sa svake dubine su snimani infracrvenim spektroskopom (FTIR Spectrometer,
ALPHA Bruker, Nemacka) primenom ATR modula. Snimanje i obrada dobijenih spektara
izvrSeno je upotrebom OPUS softverskog paketa. Na snimljenim spektrima izdvajan je pik na

1380 cm™ koji je karakteristi¢an za nitratni anjon (Coenen i sar., 2018), a potom je izvriena
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operacija integraljenja povrsine ispod navedenog pika. Opisana indirektna metoda koriS¢ena
je za odredivanje sadrzaja nitrata po dubini model supstrata opeke i procenu efikasnosti

primenjenog bioaktivnog sistema.

Prah opeke sa definisane dubine

Ispitivanje efikasnosti
biocis¢enja na model
supstratima opeke

FTIR-ATR spektrometar Q

Slika 15. Sematski prikaz postupka ispitivanja efikasnosti bio¢i$¢enja na model supstratima

opeke

Efikasnost primenjenog postupka biocisSéenja na kontaminiranim uzorcima stenskog
materijala praéena je nakon 1, 2 i 6 dana od trenutka nanoSenja bioaktivnog sistema. U seriji
uzoraka u kojima se efikasnost biociséenja utvrdivala nakon 6 dana, posle 48 h je skidan
bioaktivni sistem, a zatim je ponovo nanosen sveZe pripremljen sistem koji je bilo u kontaktu
sa ispitivanim stenskim materijalom jos$ 4 dana (dvostepeno nanosenje bioaktivnog sistema).
Nakon definisanih vremenskih intervala, bioaktivni sistemi su uklanjani sa stenskog
materijala, a potom je ispitivani mineralni supstrat sprasen. PraSkasti uzorci stenskog
materijala su potom ekstrahovani sa vodom (1:1) nakon cega je sadrzaj nitrata odredivan
pomocu Quantofix” mernih traka i jonskom hromatografijom (lon Hromatography System

ICS-1000, Thermo Fisher, Masacusets, SAD).
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5.1. Rezultati izolovanja, selekcije i identifikacije
denitrifikatora

5.1.1. Rezultati izolovanja

Ukupan broj mikroorganizama u uzorcima vode iz Dunava je iznosio u proseku 145 cfu/ml,
dok je u uzorcima vode iz kanala Dunav-Tisa-Dunav ukupan broj mikroorganizama bio nesto
veci i iznosio priblizno 510 cfu/ml. 1z svakog uzorka su odabrane kolonije pravilnog kruznog
oblika, bledo Zutih nijansi sa bezbojnim obodom, tj. kolonije koje prema svojim
makromorfoloskim karakteristikama odgovaraju P. stutzeri (Lalucat i sar., 2006). Na ovaj
nacin je za dalji proces selekcije izdvojeno ukupno 140 izolata i to 74 izolata iz uzoraka vode

iz Dunava i 66 izolata iz uzoraka vode iz kanala DTD.

5.1.2. Rezultati selekcije denitrifikatora

U cilju izdvajanja potencijalnih denitrifikujuc¢ih bakterija, svih 140 izolata je podvrgnuto
razli¢itim fizioloSkim testovima i ispitivanjima moguénosti rasta na odabranim hranljivim
podlogama. Uzimajuéi u obzir da se P. stutzeri ATCC 17588 cesto koristi kao model
mikroorganizam denitrifikacije, selekcija denitrifikatora je izvrSena poredenjem rezultata
svih 140 kolonija sa karakteristikama referentne kulture datim u tabeli 10. Rezultati za 74

izolata iz Dunava dati su u Prilogu 1, a za 66 izolata iz kanala DTD u Prilogu 2.

Tabela 10. Karakteristike referentne kulture P. stutzeri ATCC 17588

jenj MacConk -
Oksidaza Katalaza KOH Bojenje . actonkey Cetrimid agar
Kultura po Oblik agar
test test test "
Gramu rast laktoza rast pigment
P. stutzeri
ATCC + + - - Stapicast + - - -
17588

Analizom rezultata dobijenih za izolate iz Dunava moze se zapaziti da je kod 68,9% izolata
konstatovano prisustvo enzima citohrom c oksidaze, detektovano preko pojave ljubicastog
obojenja usled nastanka indofenola (York i sar. 2004), dok je kod preostalih 31,1% izolata

oksidaza test bio negativan. Priblizno jednak odnos pozitivnih i negativnih rezultata ostvaren
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je i tokom katalaza testa, prilikom kog je utvrdeno da je 66,2% izolata katalaza-pozitivno, a

33,8% katalaza-negativno.

Za podelu izolata na gram-pozitivne i gram-negativne bakterije koriséena je klasicha metoda
bojenja po Gramu, ali i KOH test kako bi se potvrdila moguénost primene ovog brzeg i
jednostavnijeg testa prilikom testiranja velikog broja bakterija. Rezultati KOH testa ukazuju
da je od 74 bakterijska izolata iz Dunava 45 gram-negativno, a 29 gram-pozitivnho. Veoma
sliéni rezultati dobijeni su i bojenjem po Gramu, tj. 46 izolata je svrstano u gram-negativne, a
28 izolata u gram-pozitivne bakterije. Na osnovu dobijenih rezultata jasno se moze zakljuciti
da su razlike izmedu KOH testa i metode bojenja po Gramu minimalne, te se KOH test moze
pouzdano koristiti kao zamena ili pak kao paralelna metoda za klasifikaciju bakterija na
gram-pozitivne i gram-negativne. Osim toga, mikroskopskom analizom utvrdeno je da je u

uzorcima vode iz Dunava prisutno 15 loptastih i 59 Stapiéastih oblika.

Naredni korak selekcije podrazumevao je ispitivanje mogucnosti rasta i usvajanja laktoze na
hranljivoj podlozi McConkey. Selektivna, diferencijalna podloga McConkey u svom sastavu
sadrzi zu¢ne soli koje inhibiraju rast vec¢ine gram-pozitivnih, te podsti¢u rast gram-negativnih
bakterija poput P. stutzeri. Laktoza je takode jedna od komponenti McConkey hranljive
podloge, Cije usvajanje od strane ispitivanih izolata je praéeno promenom boje hranljive
podloge iz ljubi¢aste u Zutu (slika 16). Na ovaj nacin je omogucena selekcija izolata koji, kao i
P. stutzeri ne usvajaju laktozu (Tabela 10) (Lalucat i sar., 2006). Na osnovu rezultata
ispitivanja konstatovano je da je 40 od 74 izolata raslo na McConkey hranljivoj podlozi od
kojih je ¢ak 26 laktoza-pozitivno. Preostalih 34 izolata nije ispoljilo rast na McConkey

podlozi.

Slika 16. Ispitivanje mogucnosti rasta i usvajanja glukoze od strane odabranih izolata na
McConkey hranljivoj podlozi
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U okviru roda Pseudomonas jedna od vrsta koja se ¢esto moZze izolovati iz voda i cevovoda je
P. aeruginosa. Za razliku od P. stutzeri, P. aeruginosa se lako izoluje zasejavanjem na
selektivhu podlogu Cetrimid agar, koji pored intenzivnog rasta stimuliSe i proizvodnju
karakteristi¢nih pigmenata piocijanina (plavo-zelene boje) i fluorescina (Zuto-zelene boje).
Cetrimid je kvaternarna amonijumova so koja deluje inhibiraju¢e na brojne bakterije,
izmedu ostalih i P. stutzeri, ne dozvoljavajuci im da razviju karakteristicne kolonije. Od svih
ispitanih izolata, svega 18 je raslo na Cetrimid agaru, dok je karakteristicne pigmente
proizvelo samo 8 izolata. Preostalih 56 izolata ispoljilo je iste karakteristike kao P. stutzeri, tj.

nisu rasli na Cetrimid agaru.

Izolati iz kanala DTD podvrgnuti su istim koracima selekcije kao i izolati iz Dunava. Od
ukupno 66 izolata iz kanala DTD, utvrdeno je da je 45 izolata oksidaza-pozitivno, a 40 izolata
katalaza-pozitivno. U pogledu rezultata oksidaza i katalaza testova moze se konstatovati da

40 od 66 izolata iz kanala DTD ima identi¢ne karakteristike kao P. stutzeri (Tabela 10).

Bojenjem po Gramu utvrdeno je da 40 izolata pripada gram-negativnim bakterijama, a 26
gram-pozitivnim izolatima. Rezultati KOH testa su veoma sli¢éni rezultatima bojenja po
Gramu, tj. prema rezultatima KOH testa 39 izolata pripada grupi gram-negativnih, a 27
izolata pripada grupi gram-pozitivnih bakterija. U pogledu morfologije, utvrdeno je da 12
izolata ima loptast, a ¢ak 44 Stapicast oblik. Kao i u sluéaju izolata iz Dunava i kod izolata iz

kanala DTD se mozZe zapaziti dominantna zastupljenost Stapicastih bakterija.

Na selektivnoj hranljivoj podlozi McConkey raslo je 42 izolata od kojih je 37 laktoza-
negativno kao i referentni soj P. stutzeri (Tabela 10). Preostalih 24 izolata nije ispoljilo rast

na ovoj selektivnoj podlozi.

Prilikom ispitivanja moguénosti rasta i proizvodnje pigmenata na Cetrimid agaru,
ustanovljeno je da 18 izolata raste na pomenutoj podlozi i to bez produkcije pigmenata.

Ostali izolati, njih 48, nije raslo na Cetrimid agaru kao ni referentni soj P. stutzeri (Tabela 10).

Nakon detaljnog pregleda morfoloskih, biohemijskih i fizioloSkih osobina izolata iz Dunava i
kanala DTD odabrano je ukupno 10 izolata koji ispoljavaju identi¢ne ili pak slicne osobine

kao P. stutzeri ATCC 17588 (Tabela 11).
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Tabela 11. Karakteristike odabranih izolata potencijalnih denitrifikatora

Oksidaza Katalaza KOH Bojenje . MacConkey Cetrimid agar
Izolat po Oblik agar
test test test "
Gramu rast laktoza rast pigment
VD,/1 - + - - Stapicast + - - -
ID,/1 + + - - Stapicast + + - -
ID,/3 + + - - Stapicast + + + -
IVD,/3 + + - - Stapicast + + + -
IDs/2 + + - - Stapicast + - - -
1IDs/4 + + - - Stapicast + -
VK1/1 + + - - Stapicast + + - -
IVK2/3 + + - - Stapicast + - - -
IVK3/3 + + - - Stapicast + - - -
IVKs/4 + + - - Stapicast + - + -

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 10 i 11, jasno se moZe zapaziti da samo cetiri

izolata (ID3/2, 1ID3/4, IVK2/3 i IVK3/3) po svojim karakteristikama potpuno odgovaraju

referentnom soju P. stutzeri. Preostalih Sest izolata (VDi1/1, ID2/1, 1D2/3, IVD2/3, VKi/1 i

IVK3/4) se najmanje po jednoj osobini razlikuje u odnosu na referentni soj, a nasumicno su

izabrani zbog sli¢nosti sa ostalim izolatima koji ¢ine dominantnu mikrobnu populaciju u

ispitivanim uzorcima vode (prilog 1 2).

5.1.3. Identifikacija potencijalnih denitrifikatora

Nakon zavrSenog postupka selekcije, deset odabranih izolata je najpre identifikovano do

nivoa vrste primenom uredaja VITEK®2 Compact System (tabela 12).

Tabela 12. Identifikacija odabranih izolata pomoc¢u uredaja VITEK®2 Compact System

Izolat Rezultat identifikacije Verovatnoca identifikacije (%)
VD,/1 Citrobacter freundii 99
ID,/1 Aeromonas sobria 98
ID2/3  Aeromonas hydrophila 95
IVD,/3 Aeromonas sobria 98
ID3/2 Aeromonas sobria 98
IIDs/4  Pseudomonas stutzeri 99
VKi/1 Aeromonas hydrophila 95
IVK2/3 Aeromonas sobria 94
IVKs/3 Aeromonas sobria 98
IVKs/4 Aeromonas sobria 97
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S obzirom na to da se verovatnoca identifikacije odabranih izolata nalazi u opsegu od 94-

99%, dobijeni rezultati se mogu smatrati veoma pouzdanim.

Najvedi broj identifikovanih bakterija pripadaju rodu Aeromonas (tabela 12). Aeromonasi su
najces¢i stanovnici jezera, reka, izvora, mora, podzemnih voda, a ¢esto se izoluju i iz pijacih
voda, kako hlorisanih, tako i nehlorisanih (Anon., 2006). Od odabranih izolata dva je
identifikovano kao A. hydrophila, a ¢ak 6 kao A. sobria. Obe izolovane vrste pripadaju grupi
nepotpunih denitrifikatora, jer imaju sposobnost redukcije nitrata do nitrita, eventualno
amonijaka (Drysdale i sar., 1999). lako aeromonasi imaju mogucnost redukcije nitrata
njihova upotreba u postupku denitrifikacije je ogranic¢ena jer su u vecini slu¢ajeva patogeni

za Coveka (A. hydrophila) ili vodeni svet, pogotovo ribe (A. sobria) (Ottavianni i sar., 2011).

Jedan izolat je identifikovan kao Citrobacter freundii (tabela 12), fakultativni anaerob, koji se
Cesto izoluje iz zemljiSta, vode, kanalizacije, hrane, a moze se naci i u crevhom traktu
Zivotinja i ljudi (Wang i sar., 2000). Potvrdeno je da je ovaj soj odgovoran za smanjenje
koncentracije nitrata, konvertujuci ih do nitrita (Baohua i sar., 2015). lako se ova bakterija
smatra nepotpunim denitrifikatorom (Drysdale i sar., 1999), svrstava se u oportunisticke

patogene, te se iskljucuje iz daljih eksperimenata.

Od ukupno 140 izolata iz Dunava i kanala DTD identifikaciom pomodéu VITEK®2 Compact
System uredaja samo jedan izolat (l1D3/4) identifikovan kao Pseudomonas stutzeri, koji je
interno oznacden kao P. stutzeri D1. Uzimajuci u obzir da P. stutzeri pripada grupi potpunih
denitrifikatora, ovaj soj se moZe smatrati potencijalno najboljim izborom za procese

denitifikacije otpadnih voda, biociséenja razlic¢itih gradevinskih materijala, itd.

Osim fenotipske metode identifikacije odabranih sojeva pomocu VITEK®2 Compact System
uredaja, referentni soj i prirodni izolat P. stutzeri su dodatno identifikovani trenutno
najaktuelnijom hemotaksonomskom metodom, tj. masenom spektrometrijom zasnovanom
na matricom potpomognutom laserskom desorpcijom/jonizacijom (MALDI MS) uz TOF

analizator. Dobijeni rezultati identifikacije MALDI-TOF MS prikzani su u tabeli 13.
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Tabela 13. Rezultati identifikacije pomoc¢u MALDI-TOF MS

Organizam Organizam
Mikroorganizam . 'g . Rezultat (drugo najbolje Rezultat
(najbolje poklapanje) .
poklapanje)
P. stultjsgsATCC Pseudomonas stutzeri 2,278 Pseudomonas stutzeri 2,173
P. stutzeri D1 Pseudomonas stutzeri 2,226 Pseudomonas stutzeri 2,116

*Znacenje dobijenih vrednosti: (I) 2,300-3,000 — najverovatnija identifikacija do nivoa vrste; (ll) 2,000-2,299 — sigurna
identifikacija do nivoa roda, verovatna identifikacija do nivoa vrste; (lll) 1,700-1,999 — verovatna identifikacija do nivoa
roda i (IV) 0,000-1,699 — nepouzdan nivo identifikacije

Na osnovu rezultata MALDI-TOF MS analize prikazanih u tabeli 13 jasno se mozZe uociti da
dobijeni spektri oba testirana mikroorganizma pokazuju najbolje poklapanje i drugo najbolje
poklapanje sa spektrom Pseudomonas stutzeri. lzuzetno visoke vrednosti poklapanja
spektara ukazuju na visoku pouzdanost identifikacije do nivoa roda, pa ¢ak i do nivoa vrste.
lako se prvobitno smatralo da je identifikacija mikroorganizama pomoc¢u MALDI-TOF MS
rezervisana samo za klini¢ke izolate, najnovija istrazivanja pokazuju da se ova metoda moze
sasvim pouzdano koristiti za identifikaciju i taksonomiju izolata iz vode, zemljista, hrane, itd
(Peix i sar., 2018). U skladu sa tim, rezulatati prikazani u ovom radu ukazuju na efikasnu

primenu MALDI-TOF analize u identifikaciji denitrifikujucih bakterija.

Rezultati identifikacije dobijeni pomoc¢u MALDI-TOF MS analizom i VITEK®2 Compact System
uredajem su u odli¢noj korelaciji, te se moze zakljuciti da je u okviru ovog rada uspesno
izolovan i identifikovan soj Pseudomonas stutzeri. Sva dalja ispitivanja obavljana su
paraleleno sa prirodnim izolatom i referentnim sojem P. stutzeri kako bi se utvrdio njihov
potencijal i efikasnost u procesu denitrifikacije, te ispitala moguénost proizvodnje njihove

biomase u uvec¢anim razmerama.

5.1.4. Kinetika denitrifikacije

Praéenje kinetike denitrifikacije je jedan od osnovnih kriterijuma na osnovu kog se moze
odrediti orijentaciona uspeSnost novog izolata u odnosu na referentni soj. Veoma je
znacajno da se na pocetku istraZivanja utvrdi da li postoji razlika u efikasnosti u potencijalu
denitrifikacije izmedu sojeva. Ukoliko se pokaZze da novi izolat ima bolje performanse, onda
su opravdana dalja istraZzivanja koja ukljuéuju karakterizaciju soja na genskom nivou i

podesavanje uslova za proizvodnju biomase u manjim i ve¢im razmerama.
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U cilju ispitivanja kapaciteta denitrifikacije referentnog soja i prirodnog izolata P. stutzeri
ispitana je kinetika denitrifikacije na temperaturama od 30 i 37 °C praédenjem promena

odabranih parametara tokom 60 h (tabela 14).

Tabela 14. Kinetika denitrifikacije P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1

, Quantofix® Grisovi  Neslerov

Zamucenost Gas .
Vreme Temperatura Mikrooreanizam (McFarland  (+/ merne trake  reagensi  reagens
(h) (°C) & Noy | Nitrati  Nitriti  Nitriti  Amonijak

(mg/L) (mg/L)  (+/-) (+/-)

P. stutzeri ATCC

30 17588 3 - 500 80 + -
8 P. stutzeri D1 1 - 500 80 + -
P. stutzeri ATCC
37 17588 3 - 500 80 + -
P. stutzeri D1 3 - 500 80 + -
P. stutzeri ATCC
30 17588 3 + 500 80 + -
24 P. stutzeri D1 3 + 50 1 + -
P. stutzeri ATCC 3 N 50 1 . )
37 17588
P. stutzeri D1 3 + 50 1 + -
P. stutzeri ATCC
30 17588 3 * >0 1 * )
34 P. stutzeri D1 3 + 10 1 - -
P. stutzeri ATCC 3 . 50 1 . i
37 17588
P. stutzeri D1 3 + 50 1 + -
P. stutzeri ATCC
30 17588 3 * 10 1 ) )
48 P. stutzeri D1 3 + <10 <1 - -
P. stutzeri ATCC 3 . 10 1 . i
37 17588
P. stutzeri D1 3 + <10 <1 - -
P. stutzeri ATCC
30 17588 3 + <10 <1 - -
P. stutzeri D1 3 + <10 <1 - -
60 P. stutzeri ATCC 3 . <10 <1 i i
37 17588
P. stutzeri D1 3 + <10 <1 - -

Na osnovu rezultata ogleda ispitivanja kinetike denitrifikacije prikazanih u tabeli 14 mogudée
je zapaziti da prve nagle promene u koli¢ini prisutnih nitrata i nitrita pra¢ene pojavom gasa u
Durhamovim cevéicama nastaju oko 24 h od pocetka ogleda u sluéaju oba ispitvana soja.
Uzimajuéi u obzir da su u okviru ovog ogleda koriséene kvalitativne i semi-kvantitativne
metode, moguce je da se promene u koncentraciji nitrata i nitrita javljaju i ranije, ali zbog

prirode primenjenih metoda manje varijacije u koncentraciji nitrata i nitrita nisu mogle biti
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registrovane. U periodu izmedu 24 i 34 h nisu zabeleZene znacajnije promene, osim u
slucaju P. stutzeri D1 kod koga je uocen dalji pad koncentracije nitrata sa 50 na 10 mg/L pri
temperaturi od 30 °C. U periodu od 48 h, P. stutzeri D1 uspesno redukuje prisutne nitrate
(pocetna koncentracija 3 g/L u obliku KNO3) do nivoa koji je ispod granice detekcije mernih
traka Quantofix® (<10 mg/L), bez akumulacije uobitajenih intermedijera procesa
denitrifikacije i uz prisustvo gasa u Durhamovim cevcéicama. Na osnovu dobijenih rezultata,
moguce je zapaziti da je referentnom soju P. stutzeri potreban duzi period (izmedu 48 i 60 h)
kako bi ostvario iste rezultate kao testirani prirodni izolat. U dostupnim istraZivanjima
pokazano je da izolati P. stutzeri imaju moguénost da za 24 h prevedu nitrate do
molekulskog azota kada je pri pocetnoj koncentraciji nitrata od 0,16 g/L (Huang i sar., 2015) i
0,722 g/L (zZhao i sar., 2018), koja je znacajno niza od koncentracije nitrata primenjene u
eksperimentima ispitivanja kinetike denitrifikacije. Neki sojevi P. stutzeri su visoko efikasni u
procesu denitrifikacije (99,24% za 96 h) ¢ak i u sredini sa 92% kiseonika (Su i sar., 2001). Od
izuzetnog je znacaja da ispitivani sojevi denitrifikatora budu Sto efikasniji u pogledu brzine
denitrifikacije na laboratorijskom nivou u ta¢no definisanim uslovima, jer prilikom njihovog
koris¢enja u npr. postrojenjima za preciséavanje voda dolazi do smanjenja efikasnosti za oko
10-20% (Hung i sar., 2006). Do pada efikasnosti sojeva pri prelasku u veéa postrojenja dolazi
usled varijacija u C/N odnosu, prisustva drugih mikroorganizama i rastvorenih materija koje

mogu delovati inhibitorno, itd.

Rezultati prikazani u tabeli 14 ukazuju da je proces denitrifikacije nezavisan od primenjenih
temperatura u slucaju oba ispitivana mikroorganizma, Sto je u skladu sa rezultatima Deng i
sar. (2014). Sposobnost mikroorganizma da u potpunosti redukuje nitrate do molekularnog
azota bez intermedijera na razli¢itim temperaturama omogucava Sirok spektar njihove
primene u postupcima denitrifikacije. Sli¢éan postupak denitrifikacije bez nastalih
intermedijera zabelezen je kod P. stutzeri ASM-2-3, izolovanog iz morske vode u Japanu

(Kariminiaae-Hamedaani i sar., 2004).

5.1.5. Bezbednost primene denitrifikatora u postupcima bioremedijacije

Svaki postupak bioremedijacije je vrlo specifi¢an jer zavisi kako od karakteristika lokaliteta
koji je potrebno tretirati, tako i od odabranog mikrooganizma koji ¢e se u tu svrhu koristiti.

Stoga, svakom postupku bioremedijacije treba pristupiti individualno, ispitujuci sve faktore
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koji mogu imati uticaj na tok procesa. Posmatrano sa mikrobioloskog aspekta, za svaki
postupak bioremedijacije potrebno je odabrati odgovaraju¢i mikroorganizam koji pored

efikasnosti mora da zadovolji jo$ dva opSta zahteva:

e Mikroorganizam ne sme biti patogen, odnosno ni u jednom trenutku pre, tokom i
nakon bioremedijacije zdravlje ljudi i Zivotinja ne sme biti ugrozeno;

e (QOdabrani mikroorganizam ne bi trebalo da bude inicijator, odnosno pionir, u
formiranju biofilmova i mora se lako uklanjati sa tretiranog mesta po zavrSetku

bioremedijacije (Bosch-Roig i sar., 2014).

Shodno postavljenim zahtevima u okviru ovog rada ispitana je in vitro rezistencija (Tabela

15) i adheziona svojstva (Tabela 16) oba soja P. stutzeri.

Tabela 15. Rezultati in vitro rezistencije P. stutzeri

P. stutzeri ATCC 17588 P. stutzeri D1

Antibiotik MIC Interpretacija MIC Interpretacija
rezultata rezultata
tikarcilin <8 senzitivan 16 senzitivan
piperacilin <4 senzitivan <4 senzitivan
piperacilin/ tazobactam <4 senzitivan <4 senzitivan
ceftazidim <1 senzitivan <1 senzitivan
cefepim <1 senzitivan <1 senzitivan
imipenem <0,25 senzitivan <0,25 senzitivan
meropenem <£0,25 senzitivan <0,5 senzitivan
amikacin <2 senzitivan <2 senzitivan
gentamicin <1 senzitivan <1 senzitivan
tobramicin <1 senzitivan <1 senzitivan
ciprofloksacin <0,25 senzitivan <0,25 senzitivan
levofloksacin <0,12 senzitivan <0,12 senzitivan
kolistin <0,5 senzitivan <0,5 senzitivan
trimetoprim/sulfamektazol <20 senzitivan <20 senzitivan

*MIC- Minimalna inhibitorna koncentracija

Ispitivanjem uticaja Cetrnaest antibiotika na rast ispitivanih sojeva P. stutzeri konstatovano
je da su oba mikroorganizma senzitivna prema svim antibioticima (Tabela 15). Ovakvi
rezultati nedvosmisleno ukazuju da su odabrani sojevi zdravstveno bezbedni i da se mogu sa

sigurnoséu koristiti u bioremedijacionim postupcima.

Prema Abdelkarim i sar. (2009) adheziona sposobnost mikroorganizama moze biti: visoka,

ukoliko je ODg20 = 1; srednja, pri 0,1 2 ODe20 < 1 i niska, ukoliko je ODg20 < 0,1.
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Tabela 16. Rezultati ispitivanja adhezionih osobina P. stutzeri

Uzorak ODé20°
(sred. vred. £ st. dev)
destilovana voda 0,025 = 0,004
P. stutzeri ATCC 17588 0,072 £ 0,005
P. stutzeri D1 0,075 £ 0,009

* ODg20 — vVrednost apsorbance na talasnoj duZini od 620 nm

Na osnovu rezultata ispitivanja adhezionih osobina P. stutzeri mozZe se zakljuciti da oba
testirana soja imaju nisku adhezionu sposobnost (Tabela 16). Na ovaj nacin pokazano je da
je mogucnost adhezije ispitivanih sojeva P. stutzeri za abioticke povrSine minimalna, kao i
mogucnost da su ovi sojevi primarni kolonizeri biofilmova. Posto ispitivani sojevi ne
ispoljavaju tendenciju ka samoagregaciji ¢elija i formiranju biofilmova, mogu se koristiti u
razli¢itim postupcima bioremedijacije bez straha da ¢e pojava biofilmova na tretiranom

mestu izazvati nove ekoloske probleme.

Prikazani rezultati in vitro ispitivanja rezistencije i adhezionih svojstava P. stutzeri, kao i
kinetike denitrifikacije (poglavlje 4.1.4.) potvrduju da oba ispitivana soja ispunjavaju sva tri
kriterijuma prema Bosch-Roig i sar. (2014) za koris¢éenje mikroorganizama u postupcima
bioremedijacije. Ispunjenje postavljenih kriterijuma je zapravo preduslov za dalju
karakterizaciju sojeva na genetickom nivou i optimizaciju biotehnoloskih parametara za

proizvodnju biomase.

5.2. Rezultati amplifikacije denitrifikujucih gena

U okviru ovog rada izvrSena je amplifikacija Cetiri kljuéna denitrifikuju¢a gena: napA, nirsS,
norB i nosZ u genomu P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1 pomoéu PCR metode. Na
osnovu dobijenih rezultata amplifikacije prikazanih na slici 17 a-d, jasno se moZe uociti da su
sva Cetiri gena klju€na za proces denitifikacije uspesno amplifikovana iz genoma odabranih

denitrifikatora.

Prvi u nizu amplifikovanih gena je napA, koji je zaduZen za regulaciju NAP, tj.
periplazmatiéne nitrat-reduktaze. U slucaju referentnog soja veli¢ina amplifikovanog

fragmenta napA gena je iznosila 875 bp, dok je veli¢ina amplifikovanog fragmenta istog gena
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u slucaju prirodnog izolata iznosila 850 bp (slika 17a). Dobijene veli¢ine fragmenata gena
napA se poklapaju sa veli¢éinom fragmenta od 877 bp istog gena amplifikovanog iz genoma
P. stuzeri ZF1 (Huang i sar., 2015) i 876 bp amplifikovanog iz genoma izolata koji pripadaju
rodovima Pseudomonas, Achromobacter i Acinetobacter (Zhu i sar., 2012). Efikasna
amplifikacija napA gena iz genoma testiranih bakterija ukazuje na to da upravo
periplazmaticna nitrat-reduktaza katalizuje prvi korak u procesu denitrifikacije, tj. redukciju
nitrata do nitrita (Kraft i sar., 2011). Osim toga napA se Cesto koristi kao funkcionalni marker
za identifikaciju aerobnih denitrifikujucih bakterija (Hunag i sar., 2015), a uzimajuéi u obzir
da je postojanje ovog gena u genomu P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1 dokazano, moze

se zakljuciti da testirani mikroorganizmi imaju sposobnost aerobne denitrifikacije.

1500 — 1500 — 1601 o pom— — R— 1500 —

1000 — w— 1000 — u—— — 1000 —  — 1000 —  —

50 — 850 — — S50 — — 50 — —

T00 = e— 700 — s— 700 —  w— TOO = —

SO0 = w— SO0 — — SO0 —  — SO0 = —

00 ~ e— 00 — e— A0 — e— 400 — c—

300 = — 300 = cn— 300 — — 300 = e—

200 = e— 200 = s— 200 - 200 = —

150 = c— 150 - 150 - 150 = c—
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5 - 5 - 5 - 5 -

15 - 15— —— — Y e—— e — 1S —  c— — —
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Slika 17. Lab-on-chip elektroforeza produkata denitrifikujuéih gena: a) napA, b) nirS, c) norB,
d) nosZ; S: 25-1000 bp DNK standard; 1: P. stutzeri ATCC 17588 i 2: P. stutzeri D1

Pored napA gena, u genomu referentnog soja i prirodnog izolata P. stutzeri utvrdeno je
prisustvo nirS gena, koji reguliSe aktivnosti nitrit-reduktaze koja sadrzi citohrom cd1 (NirS) u
postupku redukcije nitrita do azot-monoksida. Veli¢cina amplifikovanog fragmenta nirS u
slucaju referentnog soja iznosila je 1060 bp, a u slucaju prirodnog izolata 1065 bp (slika 17b).
Fragmenti nirS amplifikovani su u slucaju brojnih denitrifikatora, medutim velicina
fragmenta znacajno varira izmedu ispitivanih sojeva. U vecini naucnih istrazivanja, veliina

fragmenta nirS iznosi izmedu 800 i 850 bp (Song i sar., 2011; Chen i Ni, 2012; Huang i sar.,
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2015). Ipak, postoje istrazivanja koja navode da je veli¢ina ovog fragmenta znacajno manja,
priblizno 425 bp (He i sar., 2015), dok je, nasuprot tome, druga grupa naucnika uspesno
amplifikovala fragment nirS veli¢ine oko 1000 bp (Zhao i sar., 2018), kao $to je slucaj u
ogledu sprovedenom u okviru ovog rada. Do velikih varijacija u veli€ini amplifikovanih
fragmenata nirS, ali i drugih denitrifikuju¢ih gena, najverovatnije dolazi usled koriséenja

kompleksnih degenerativnih prajmera.

Treéi korak u procesu denitrifikacije koji obuhvata redukciju azot-monoksida do azot-
suboksida je regulisan delovanjem enzima azot-monoksid reduktaza (Nor). Sposobnost
mikroorganizma da redukuje NO do N,O potvrduje se amplifikacijom gena norB. Na osnovu
dobijenih rezultata prikazanih na slici 17c, moze se konstatovati da je iz uzoraka DNK oba
bakterijska soja uspesno amplifikovan fragment veli¢ine 675 bp. Prema Huang i sar. (2015),
veli¢ina sekvence norB gena bi trebalo da iznosi priblizno 669 bp, sto je u odli¢noj korelaciji
sa ostvarenim rezulatima u okviru ovog rada. Slican red veli¢ine fragemnta norB gena
(priblizno 650 bp) amplifikovan je i u slu€aju drugih denitrifikatora (Zheng i sar., 2014; He i
sar., 2015) sa izuzetkom P. stutzeri XL-2 kod koga duZina ovog fragmenta iznosi ¢ak 991 bp

(zhaoiisar., 2018).

Zavrsni korak denitrifikacije, koji je karakteristican za potpune denitrifikatore, podrazumeva
redukciju azot-suboksida do molekulskog azota posredstvom azot-suboksid-reduktaze (Nos).
Aktivnost ovog enzima je Cesto supresovana u prisustvu kiseonika, mada kod pojedinih
mikroorganizama aktivnost Nos je nezavisna od koncentracije prisutnog kiseonika (Zheng i
sar., 2014). Utvrdivanjem postojanja nosZ gena u genomu nekog mikroorganizma moze se
dokazati sposobnost tog mikroorganizma da zavrdni korak denitrifikacije obavlja pri
aerobnim uslovima, te se takav mikroorganizam moze svrstati u grupu potpunih aerobnih
denitrifikatora. Kao Sto je na slici 17d prikazano, iz molekula DNK referentnog soja
amplifikovan je fragment veli¢ine 1230 bp, a iz molekula DNK prirodnog izolata fragment
veli¢ine 1225 bp. lako prema dostupnoj literaturi veli¢ina fragmenta nosZ gena iznosi oko
300 bp (Zheng i sar., 2014; He i sar., 2015; Huang i sar., 2015), postoje navodi koji ukazuju da
velicna amplifikovanog fragmenta nosZ gena zavisi od dizajniranih prajmera, kao i uslova
PCR reakcije (Scala i Kerkhof, 1998). Navedene C(injenice su potvrdene u najnovijim
istrazivanjima, uspesnom amplifikacijom fragmenta nosZ gena veli¢ine 999 bp u genomu P.

stutzeri XL-2 (Zhao i sar., 2018).
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Na osnovu prikazanih rezultata amplifikacije Cetiri klju¢na gena denitrifikacionog procesa iz
genoma ispitivanih denitrifikatora moze se zakljuciti da oba ispitivana soja poseduju sve
gene neophodne za obavljanje potpune denitrifikacije u aerobnim uslovima. Zahvaljujuci
uspesnoj amplifikaciji denitrifikuju¢ih gena, moZe se pretpostaviti da se u slucaju oba
ispitivana soja P. stutzeri proces denitrifikacije odvija prema slede¢im redukcionim koracima:

nitrat = nitrit - azot-monoksid - azot-suboksid - molekulski azot.

5.3. Definisanje sastava medijuma i optimizacija
odabranih bioprocesnih parametara za umnozavanje
biomase denitrifikatora

5.3.1. Ispitivanje uticaja inicijalnih koncentracija C i N na kinetiku rasta
denitrifikatora

U novijim istraZivanjima je pokazano da prisustvo C atoma u medijumu moZe znacajno da
ubrza konverziju nitrata do molekulskog azota (Lu i sar., 2009; Yang i sar., 2012; Zhu i sar.,
2015). Bosch-Roig i sar. (2016) su dokazali da P. stutzeri 5190 kao izvor C ili N atoma moze
da usvaja Sirok spektar jedinjenja. Takode, osim uobicajenih izvora ugljenika koji se koriste u
biotehnoloskim procesima, sprovode se istraZivanja o moguénosti upotrebe biodegradabilne
plastike kao izvor C atoma u procesu denitrifikacije, Sto je od izuzetnog znacaja u pogledu
zastite Zivotne sredine (Zhang i Zhang, 2018). Izbor N atoma isklju¢ivo zavisi od mesta
buduée primene dobijene biomase denitrifikatora, odnosno treba izabrati onaj izvor N
atoma koji je dominantan na mestu primene kako bi se izbegla pojava duge lag faze. Sem
izbora odgovaraju¢eg C i N atoma mora se obratiti paznja i na utvrdivanje optimalne
koncentracije ovih elemenata u hranljivoj podlozi, kako bi se bioproces odvijao nesmetano i

sa Sto manje zaostalih nutrijenata u kultivacionoj tecnosti po zavrSetku procesa.

U cilju pravilne formulacije sastava hranljivih podloga za umnoZavanje biomase
denitrifikatora u okviru preliminarnih eksperimenata ispitan je uticaj inicijalnih koncentracija

tri razli¢ita izvora ugljenika, kao i uticaj pocetne koncentracije kalijum nitrata na kinetiku
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rasta i produkciju biomase odabranih denitrifikatora. Pored toga, ispitan je i efekat mesanja

na prinos biomase P. stutzeri sojeva ATCC 17588 i D1.

U okviru ovog rada za ispitivanje uticaja pocetne koncentracije C atoma na kinetiku rasta
denitrifikatora odabrani su: glukoza kao uobicajen izvor C atoma i zbog svoje dostupnosti na
trziStu; saharoza kao najkoris¢eniji disaharid u biotehnologiji i glicerol zbog njegove

ekonomicnosti, jer se javlja kao jedan od nusproizvoda u industriji nafte.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 18a mogudée je zakljuciti da do maksimalnog
umnozavanja biomase (9,5 log jedinica) u slucaju referentnog soja dolazi kada u medijumu
nisu prisutni izvori C atoma, nezavisno od uticaja mesSanja. Nasuprot tome, najveci broj
kolonija P. stutzeri D1 (9,1 log jedinice) ustanovljen je u medijumu sa dodatkom 0,5 g/L
glicerola koji je bio podvrgnut mesanju (slika 18b). Osim toga, mogude je zapaziti da je
eksponencijalna faza u slucaju referentnog soja traje do 30 h kod svih ispitivanih medijuma,
sem medijuma bez dodatka C atoma u stati¢kim uslovima u kome eksponencijalna faza traje
24 h. Na osnovu ispitivanja uticaja razlicitih izvora ugljenika na kinetiku rasta i produkciju
biomase P. stutzeri D1 mogude je zapaziti da izmedu ispitivanih medijuma nema razlike u
duZini pojedinacnih faza rasta, te da je u svim slu¢ajevima kraj eksponencijalne faze oko 24 h
od pocetka kultivacije. Ispitivani denitrifikatori nisu dostigli fazu odumiranja ni nakon 50 h

kultivacije u svim ispitivanim medijumima.
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Slika 18. Uticaj razlicitih izvora C atoma u koncentraciji od 0,5 g/L sa i bez uticaja mesanja na

produkciju biomase: a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1
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Pri koncentraciji od 1 g/L ispitivanih izvora ugljenika u slucaju P. stutzeri ATCC 17588 zapaza
se da u medijumu sa dodatkom glukoze uz primenjeno mesanje dolazi do skradenja
eksponencijalne faze koja u ovom sluc¢aju traje do 20 h (slika 19a). Na kraju eksponencijalne
faze u pomenutom medijumu ukupan broj ¢elija je bio oko 9 log jedinica, $to je za oko 0,5
log jedinice manje u odnosu na broj ¢elija u medijumu bez dodatka izvora C atoma. Ovakav
rezultat ukazuje na moguénost da referentni soj lakSe usvaja ugljenik iz peptona koji se
nalazi u sastavu nitratnog bujona, te da nema potrebe za dodavanjem novih izvora C atoma
kako bi se postigao veéi prinos biomase. Ukoliko se uporede krive rasta za P. stutzeri D1 za
medijume u kojima je koncentracija izvora C atoma 1 g/L, jasno se moZe zapaziti da se
maksimalan broj kolonija (9,7 log jedinica) na kraju eksponencijalne faze ostvaruje u

medijumu sa dodatkom glukoze (slika 19b).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se najveca brojnost (9,5 log jedinica) P.
stutzeri ATCC 17588 postize u medijumu bez dodatka C atoma, dok se maksimalan broj (9,7

log jedinica) P. stutzeri D1 ostvaruje u medijumu sa dodatkom 1 g/L glukoze.

Tokom eksperimenata u kojima se ispitivao uticaj poveéane inicijalne koncentracije kalijum-
nitrata na 2 i 3 g/L (pocetna koncentracija kalijum-nitrata u sastavu nitratnog bujona je 1
g/L) na kinetiku rasta ispitivanih denitrifikatora zapazeno je da nema bitnih razlika (slika 20a-
b). Naime, pri povedanim koncentracijama kalijum-nitrata oba mikroorganizma dostizu
maksimalnu brojnost od priblizno 9 log jedinica izmedu 20 i 24 h od pocetka kultivacije. Pri
poveéanim koncentracijama kalijum-nitrata u medijumu nakon 48 h moZe se zapaziti

pocetak faze odumiranja kod oba ispitivana mikroorganizma.
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Slika 19. Uticaj razliitih izvora C atoma u koncentraciji od 1 g/L sa i bez uticaja mesanja na

produkciju biomase: a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1
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Slika 20. Uticaj razli¢itih koncentracija KNOs sa i bez uticaja mesanja na produkciju

biomase: a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1
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Rezultati izvedenih eksperimenata ukazuju na veoma male razlike u kinetici rasta i
postignutom maksimalnom broju mikroorganizama u ispitivanim medijumima sa i bez
uticaja mesanja. Dobijeni rezultati su u skladu sa dostupnim istraZivanjima u kojima je
pokazano da mesSanje nije znacajan faktor kako za rast denitrifikatora, tako i za sam proces
denitrifikacije (Yang i sar., 2012). Eliminisanje uticaja jednog faktora je veoma pogodno sa
aspekta smanjenja broja promenljivih u bioprocesima, pri ¢emu se lakSe uocavaju uticaji i
interakcije izmedu drugih faktora znacajnih za dati bioproces. Takode, izvodenje bioprocesa

u statickim uslovima na industrijskom nivou doprinosi znac¢ajnoj ustedi elektricne energije.

5.3.2. Formulacija sastava medijuma za proizvodnju biomase

Prilikom formulacije sastava hranljivih podloga za proizvodnju biomase odabranih
denitrifikatora bilo je neophodno odabrati komponente i definisati njihove koncentracije. Za
potrebe definisanja sastava medijuma za proizvodnju biomase denitrifikatora odabrane su
sledeée komponente: KNOs, pepton i glukoza. Polazna ideja za izbor ovih komponenti je
proistekla iz sastava nitratnog bujona, koji se koristi za diferencijaciju bakterija na osnovu
sposobnosti redukcije nitrata. Dve glavne komponente nitratnog bujona, KNOs i pepton,
odabrane su kao komponente medijuma za umnoZavanje biomase odabranih
denitrifikatora. U nitratnom bujonu se pepton nalazi u koncentraciji od 4 g/L, dok je
koncentracija KNOs 3 g/L. U okviru ovog rada koncentracije KNOs i peptona su varirane kao
Sto je prikazano u tabeli 9, kako bi se smanjila cena medijuma za umnoZavanje biomase

denitrifikatora.

Kao tre¢a komponenta medijuma za proizvodnju biomase denitrifikatora odabrana je
glukoza na osnovu rezultata dobijenih u okviru eksperimenata prikazanih u poglavlju 5.3.1.
Sadrzaj glukoze u medijumu za proizvodnju biomase variran je u skladu sa postavljenim

Boks-Benkenovim eksperimentalnim planom.

Nakon odabira komponenti, definisanje sastava hranljivih podloga za proizvodnju biomase
odabranih denitrifikatora izvrSeno je u skladu sa postavljenim ciljem rada i predloZzenim
Boks-Benkenovim ekperimentalnim planom. S obzirom da je cilj ovog ogleda formulacija
sastava medijuma za proizvodnju biomase denitrifikatora, sadrzaj biomase je odabran kao

odzivni parametar. Za definisani odziv uspostavljen je polinom drugog reda u cilju
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sagledavanja uticaja ulaznih promenljivih (KNOs, pepton i glukoza). Rezultati ogleda

prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17. Rezultati Boks-Benkenovog eksperimentalnog plana

SadrZaj biomase Sadrzaj biomase

Redni broj ogleda P. stutzeri ATCC 17588  P. stutzeri D1

(log CFU/mL) (log CFU/mL)
1 7,80 7,18
2 7,49 6,20
3 7,58 7,61
4 5,86 6,23
5 7,20 5,98
6 5,63 6,20
7 8,53 8,51
8 8,48 7,48
9 5,77 7,70
10 5,28 6,53
11 8,36 7,95
12 8,38 8,62
13 6,95 6,90
14 6,97 6,30
15 6,59 6,70

Razvoj adekvatnih matematickih modela je znacajan korak prilikom optimizacije, simulacije i
upravljanja procesima (Hodzi¢ i Hodzi¢, 2014). Kako bi se definisale zavisnosti koje opisuju
uticaj pojedinacnih komponenti hranljive podloge na broj mikroorganizama na kraju
bioprocesa, rezultati prikazani u tabeli 18 fitovani su polinomom drugog reda. Intenzitet
uticaja statisti¢ki znacajnih koeficijenata regresione jednacine odreden je poredenjem
apsolutnih vrednosti Studentovog testa (t-test). Regresioni koeficijenti i njihova znacajnost

prikazani su u tabeli 16 za oba ispitivana soja P. stutzeri.

Na osnovu predznaka koeficijenata u regresionim jednacinama mogude je ustanoviti uticaj
svakog faktora pojedinacno, ali i uticaj njihovih medusobnih interakcija na definisani odziv.
Naime, ukoliko je predznak pozitivan to ukazuje na sinergisticki uticaj odredenih faktora na
analizirani odziv. Nasuprot tome, ukoliko je predznak koeficijenta negativan, veza izmedu

odredenih faktora i odziva sistema je antagonisticka.
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Tabela 18. Koeficijenti regresione jednacine i njihova znacajnost

SadrZaj biomase

SadrZaj biomase

Odzivi P. stutzeri ATCC 17588 P. stutzeri D1
(log) (log)
Efekti Koeficijent t-vrednost Koeficijent t-vrednost
Odsecak
bo 6,76588 7,18236 8,94928 7,44287
Linearni
by -1,05680 -1,90973 0,62697 0,88764
[ 0,22577 0,28982 -2,08125  -2,09311
bs™"  0,23200 0,68347 -0,68468  -1,58023
Kvadratni
b 0,42917 2,37809 -0,24292  -1,05456
b2 -0,08333 -0,46176 0,41458 1,79980
bss 0,01784 0,31541 0,17708 2,45305
Interakcije
b1 -0,35250 -2,03303 -0,10000  -0,45185
bis 0,21296 2,21764 -0,16066  -1,31072
bas 0,08098 0,84329 0,24663 2,01206

Legenda: *1- glukoza, ** 2-KNO3, ***3-pepton

Na osnovu vrednosti prikazanih u tabeli 18, mozZe se zapaziti da na definisani odziv u slucaju

referentnog soja P. stutzeri najviSe uticaja ima linearni i kvadratni ¢lan koncentracije

glukoze. Osim toga, na broj kolonija referentnog soja uti¢u i uzajamne interakcije glukoze sa

druga dva faktora (b1 i b1s).

U sluéaju P. stutzeri D1 najvedi uticaj na odziv sistema imaju linerni ¢lan KNOs, kvadratni ¢lan

peptona i koeficijent interakcije KNOs i peptona (b23).

Kako bi se bolje razumeo uticaj variranih faktora na sadrzaj biomase nacrtane su odzivne

povrsine koje su prikazane na slikama 20-22.
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Slika 21. Uticaj inicijalnih koncentracija glukoze i KNOs na

sadrzZaj biomase a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1

pri konstantnoj koncentraciji peptona (2 g/L)

Uticaj inicijalne koncentracije glukoze i
KNOs na sadrZaj biomase P. stutzeri
ATCC 17588 i D1 pri konstantnoj
koncentraciji peptona od 2 g/L
prikazan je na slici 21a-b. Na osnovu
dobijenog modela prikazanog na slici
21a, moze se konstatovati da se
maksimalan sadrzaj biomase (priblizno
8 log CFU/mL) referentnog soja
ostvaruje u medijumu bez glukoze,
dok koncentracija KNOs nema uticaj
na definisani izlaz modela. U slucaju
soja D1, maksimalni sadrZaj biomase
(priblizno 7,5 log CFU/mL) se postize
pri najnizoj (1 g/L) i najvisoj (3 g/L)
koncentraciji KNO; kada se
koncentracija glukoze nalazi u opsegu

od 0g/Ldo1g/L (slika21b).
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Slika 22. Uticaj inicijalnih koncentracija peptonai

glukoze na sadrZaj biomase a) P. stutzeri ATCC 17588 i b)
P. stutzeri D1 pri konstantnoj koncentraciji KNOs (2 g/L)

Slike 22a-b prikazuje predikciju sadriaja
biomase u kultivacionoj tecnosti po
zavrSetku bioprocesa pri konstantnoj
koncentraciji KNOs (2 g/L) i pri variranim
inicijalnim koncentracijama glukoze i
peptona. Na osnovu prikazanih rezultata
jasno se zapaza da u slucaju referentnog
soja (slika 22a), sadrZaj biomase se
povecava sa povecanjem koncentracije
peptona, skoro nezavisno od
koncentracije glukoze. Nasuprot tome,
najveci sadrzaj biomase P. stutzeri D1
(slika 22b) se zapaza u medijumu sa
maksimalnom koncentracijom peptona (4
g/L) i koncentracijom glukoze u opsegu

od0Og/Ldo1g/L.
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Slika 23. Uticaj inicijalnih koncentracija peptona i KNO;

na sadrZaj biomase a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P.

stutzeri D1 pri konstantnoj koncentraciji glukoze (1 g/L)

Doktorska disertacija

Slike 23a-b prikazuje modelom predviden
uticaj inicijalnih koncentracija peptona i
KNOs na sadrzaj biomase referentnog soja

i prirodnog izolata P. stutzeri pri

koncentraciji glukoze od 1 g/L. Na osnovu

prikazanih rezultata moze se uoditi da je

za ostvarenje maksimalnog sadrzaja

biomase oba ispitivana denitrifikatora

potrebna  maksimalna  koncentracija

peptona u

Takode,

kultivacionom medijumu.

za umnoZavanje biomase P.
stutzeri D1 neophodna je i najveda
koncentracija KNOs (3 g/L) (slika 23b), dok

za referentni soj koncentracija KNO;

nema znacajan uticaj na sadrZaj biomase
(slika 23a).
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Zahvaljujuéi prikazanim modelima mozZe se zakljuciti da je optimalan sastav hranljivih

podloga za produkciju biomase ispitivanih mikroorganizama slededi:

1) za P. stutzeri ATCC 17588 (priblizno 8,5 log CFU/mL) — 0 g/L glukoze, 2 g/L KNOs i 4 g/L
peptonai

2) za P. stutzeri D1 (priblizno 8,6 log CFU /mL) — 1 g/L glukoze, 3 g/L KNOs i 4 g/L peptona.

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se konstatovati da na sadrzaj biomase ispitivanih
denitrifikatora ulazni faktori imaju razlicit uticaj. Ovakav rezultat ukazuje na Cinjenicu da iako
testirani sojevi pripadaju istoj vrsti svaki od njih ispoljava razli¢itu metaboli¢ku aktivnost, te
se sastav hranljivih podloga mora optimizovati individualno, za svaki soj, bez obzira na

njihovu filogenetsku sli¢nost.

5.3.3. Ispitivanje uticaja odabranih procesnih parametara na sadrzaj biomase
P. stutzeri

5.3.3.1. Teorijska vrednost sadrzaja biomase P. stutzeri

Prema Lalucat i sar. (2006), ¢elija P. stutzeri je cilindri¢nog oblika prosecnog precnika (R) 0,5
pum i duZine (H) 2 um. Na osnovu ovih podataka moguce je izraCunati teorijsku vrednost
sadrZaja biomase u jedinici zapremine. Zapravo, teorijska vrednost maksimalnog sadrzaja
biomase mikroorganizma je veli¢ina koja definiSe idealno pakovanje ¢elija u jednici
zapremine. Na osnovu poznatog precnika i duzine ¢elija mogudée je izracunati njenu

zapreminu (V¢):

_ 52 _ . 10-13 ~m3
Ve=(3) mH = 392510713 cm

Dalje, teorijski broj éelija (n) u zapremini od 1 ml, tj. 1 cm3 (V) iznosi:

n= Vl = 2,55 - 1012 ¢elija

IzraCunata teorijska vrednost odgovara maksimalnom sadrzaju biomase po mililitru
kultivacione tec¢nosti. U daljim eksperimentima optimizacije procesnih parametara moguce
je utvrditi efikasnost bioprocesa pri definisanim uslovima sredine poredenjem dobijenih

vrednosti sadrZaja biomase sa teorijskom vrednoscu.
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5.3.3.2. Uticaj temperature na sadrzaj biomase P. stutzeri

Temperatura je jedan od najvaznijih procesnih faktora koji uticu na rast mikroorganizama,
ali i na efikasnost procesa denitrifikacije. U okviru ovog rada ispitan je uticaj tri temperature
(22 °C, 30 °C i 37 °C) na rast i produkciju biomase referentnog soja i prirodnog izolata P.

stutzeri (slika 24a-b).

Kod oba soja P. stutzeri se na sve tri ispitivane temperature moze zapaziti lag faza u prvih 5 h
kultivacije. Pojava kratke lag faze moZe biti posledica adaptacije ¢elija na novonastale
uslove, tj. promena hranljive podloge i temperature. Na temperaturi od 37 °C oba ispitivana
soja ispoljavaju najbrzi rast, pri cemu je sadrzaj biomase na kraju eksponencijalne faze
(nakon 24 h) iznosio priblizno 9 log CFU/mL. Rast P. stutzeri D1 na temperautri od 30 °C je
blago usporeniji u odnosu na temperaturu od 37 °C, ali i pored toga nakon 24 h oba
ispitivana soja dostizu 9 log CFU/ml. U pogledu sadriaja biomase oba ispitivana
mikroorganizma, temperatura od 22 °C je najmanje efikasna, tj. maksimalan sadrzaj biomase

na kraju eksponencijalne i pocetku stacionarne faze iznosi priblizno 8 log CFU/mL.
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Slika 24. Uticaj temperature kultivacije na sadrzaj biomase:
a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1
Uzimajuéi u obzir da je na temperaturama od 30 °C i 37 °C postignut podjednak sadrzaj
biomase za ispitivane sojeve P. stutzeri, mozie se zakljutiti da je temperatura od 30 °C
najpogodnija za postizanje maksimalnog sadrzaja biomase. Osim toga, vodenje procesa
temperaturama S$to blizZim ambijentalnim je jednostavnije i efikasnije u ekonomskom
pogledu. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji upucuju na to da je
temperatura od 30 °C dvostruko efikasna, tj. optimalna je za rast i produkciju biomase, a

istovremeno se na toj temperaturi najjate ispoljava denitrifikaciona aktivnost
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mikroorganizama poput Bacillus YX-6 (Song i sar., 2011), P. stutzeri ZF31 (Huang i sar., 2015)
i P. stutzeri XL-2 (Zhao i sar., 2018).

5.3.3.3. Uticaj pH vrednosti na sadrzaj biomase P. stutzeri

Prema Lalucat i sar. (2006) nijedan soj P. stutzeri nije tolerantan na uslove kisele sredine i ne
raste u sredinama sa pH vrednosti ispod 4,5. Pored toga $to pH vrednost direktno utice na
rast mikroorganizama, ovaj procesni parametar uti¢e i na aktivnost enzima i gena koji su
povezani sa denitrifikuju¢om aktivnosti mikroorganizama. Stoga su ogledi ispitivanja uticaja
pH vrednosti na sadrZaj biomase postavljeni tako da se ispita efekat pH vrednostiod 5, 6 i 7
jedinica na rast oba soja P. stutzeri, jer su ove vrednosti optimalne za proces denitrifikacije

(Jiisar., 2015).
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Slika 25. Uticaj pH vrednosti medijuma na sadrZaj biomase:
a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1
Na osnovu rezultata prikazanih na slici 25a-b mozZze se konstatovati da ispitivane pH
vrednosti nemaju znacajan uticaj na sadrzaj biomase niti na kinetiku rasta oba soja P.
stutzeri. Bez obzira na pocetnu vrednost pH oba ispitivana soja na kraju kultivacije dostizu
vrednost sadrZaja biomase od 9 log CFU/mL. Ovakvi rezultati su veoma pogodni prilikom
prelaska sa laboratorijskog nivoa na poluindustrijsku ili industrijsku proizvodnju jer ni vece
oscilacije u pH vrednosti tokom bioprocesa ne remete njegov tok, niti utiCcu na prinos
biomase, Sto znadajno pojednostavljuje vodenje takvog procesa. S obzirom da pH vrednost
ne utice na tok bioprocesa, proces proizvodnje biomase odabranih denitrifikatora bi trebao
da se odvija u neutralnoj sredini (pH oko 7), jer je u takvim uslovima (pH 7-7,5) i

denitrifikuju¢a aktivnost najveca (Ji i sar., 2015).
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5.3.3.4. Uticaj velic¢ine inokuluma na sadrzaj biomase P. stutzeri

Kada je cilj podi¢i biotehnolosku proizvodnju na vece razmere, onda parametar kao $to je
veli¢ina inokuluma postaje veoma znacajan. Naime, tokom industrijske ili poluindustrijske
proizvodnje mogu se ostvariti znac¢ajne ustede ukoliko se proces zapocinje sa manjom
koli¢inom inokuluma, a da se pri tome odrzi visok prinos Zeljenog proizvoda ili biomase
(Schmidt, 2005). U okviru ovog rada ispitan je uticaj Cetiri veli¢ine inokuluma (1%, 3%, 5% i

10% (v/v)) na sadrZaj biomase P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1 (slika 26a-b).

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 26a moze se zapaziti da se u slucaju referentnog soja,
bez obzira na veli¢inu inokuluma, na kraju bioprocesa dostize sadrzaj biomase u rasponu od
8,5 do 9,1 log CFU/mL. Na slici 26b se moZe zapaziti da je najveci sadrzaj biomase (9,8 log
CFU/mL) P. stutzeri D1 ostvaren kada je na pocetku kultivacije upotrebljen inokulum od 5%.
Za sve ostale velic¢ine inokuluma u slucaju P. stutzeri D1 sadrzaj biomase je u rasponu od 8,6
do 9,2 log CFU/mL. Najmanji sadrzaj biomase kod oba ispitivana mikroorganizma se moze
zapaziti pri koriséenju inokuluma od 1%. Osim postizanja najmanjeg sadrzaja biomase, pri
najmanjoj zapremini inokuluma bioproces je znatno usporeniji u odnosu na kultivacije sa

vedim zapreminama inokuluma.

Sadriaj biomase ((log CFU/mL)
Sadriaj biomase ((log CFU/mL)

0 5 12
Vreme (h) Vreme (h)
Slika 26. Uticaj veli¢ine inokuluma na sadrzaj biomase:
a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1

19 24 32

Upotreba inokuluma &ija je veli¢ina veéa od 10% (v/v) moze da prouzrokuje probleme tokom
bioprocesa. Tacnije, Sto je na pocetku bioprocesa veéi broj celija ve¢a je kompeticija za
supstratom i obrnuto (Thakur i sar., 2014). Stoga je za bioproces koji se odvija u vec¢im
razmerama neophodno odabrati optimalnu vrednost veli¢ine inokuluma koja daje

maksimalan prinos Zeljenog proizvoda ili biomase i ne ometa tok procesa.
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Na osnovu rezultata prikazanih na slici 26a-b moze se zakljuciti da je zapremina inokuluma
od 5% (v/v), najpogodnija za proizvodnju biomase P. stutzeri D1. S obzirom da se u slucaju
P. stutzeri ATCC 17588 na kraju bioprocesa dobijaju pribizno isti sadrzaji biomase, veli¢ina
inokuluma od 5% (v/v) se moZe smatrati najoptimalnijom kako bi se izbegli eventualni
problemi pri proizvodnji sa maksimalnim ili minimalnim veli¢cinama inokuluma (Thakur i sar.,

2014).

Ukoliko se uporede vrednosti sadrzaja proizvedene biomase u ogledima optimizacije
odabranih procesnih parametara (slike 24-26) sa izraCunatom teorijskom vrednosti sadrZaja
biomase (poglavlje 5.3.3.1.), moZe se konstatovati da su eksperimentalne vrednosti sadrzaja
biomase manje za priblizno 3 log jedinice u odnosu na teorijsku vrednost. Ovakav rezultat je
ocekivan, jer se tokom izraCunavanja teorijske vrednosti sadrZaja biomase polazi od
pretpostavke da su Celije idealno rasporedene jedna do druge u definisanoj zapremini, Sto u
realnim uslovima nije moguce. Uzimajuéi u obzir da je u svim ogledima optimizacije
odabranih procesnih parametara sadrzaj biomase iznosio priblizno 9 log CFU/mL, te da celije
nisu idealno rasporedene u kultivacionoj te¢nosti, moze se zakljuciti da su izvedeni ogledi

efikasni i konzistentni u pogledu proizvodnje biomase odabranih denitrifikatora.

5.4. Validacija optimizovanih parametara kultivacije u
laboratorijskim bioreaktorima

Pre projektovanja predloZzenog biotehnoloskog procesa dobijanja biomase denitrifikatora u
uvecanim razmerama, neophodno je izvrsiti validaciju rezultata ostvarenih u ogledima
optimizacije sastava hranljivog medijuma i odabranih procesnih parametara. Validacija
optimizovanih parametara kultivacije u ovom radu izvrSena je izvodenjem nove serije ogleda
pod tacno definisanim uslovima u dva bioreaktora ukupnih zapremina 3 Li 7 L. Izvodenjem
ovih ogleda u laboratorijskim bioreaktorima ujedno se vrsi validacija optimizovanih
parametara i ispitivanje moguénosti proizvodnje biomase denitrifikatora u uveéanim
razmerama. Pod uspesnom validacijom rezultata se smatra adekvatno poklapanje rezultata
dobijenih u ogledima optimizacije sa rezultatima kultivacije izvedene pri optimizovanim

parametrima. Ukoliko su odstupanja u rezultatima izrazena, optimizacioni rezultati se mogu
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smatrati neodgovarajuc¢im, te se ogledi optimizacije moraju ponoviti (Baras i sar., 2009).
Bitno je naglasiti da u ovom radu nije praktikovana klasicna Sema biotehnologije koja
podrazumeva da se pri prelasku iz manjih u veée zapremine postupno povecava zapremina
za 10 puta kako bi se ispitala stabilnost biotehnoloskog procesa. U eksperimentima
validacije optimizovanih parametara u laboratorijskim reaktorima proizvodnja biomase
denitrifikatora je iz 100 mL kultivacione te¢nosti direktno pove¢anana 2 Lina 5L, odnosno,
pri prelasku iz erlenmajera u laboratorijske bioreaktore zapremina kultivacione tecnosti je

povecana 20, odnosno 50 puta.

Osim pracenja broja bakterija tokom kultivacije, po zavrSetku biosinteze uzorci kultivacione
te€nosti su analizirani u pogledu sadrzaja glukoze i ukupnog azota kako bi se u potpunosti

sagledala efikasnost izvedenog bioprocesa.

Na slikama 27a-b prikazana je kriva rasta P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1 tokom
kultivacije izvedene u bioreaktorima ukupnih zapremina 3 Li 7 L. Na osnovu krivi rasta oba
testirana mikroorganizma moze se zapaziti lag faza tokom prvih 5 h kultivacije koja oznacava
period prilagodavanja mikroorganizama odgovarajuéoj tecnoj hranljivoj podlozi za
umnozavanje biomase (slike 27a-b). U ogledima koji su se odvijali u bioreaktoru zapremine 3
L uocava se jasna eksponencijalna faza rasta u periodu izmedu 5-og i 24-og ¢asa kultivacije
na c¢ijem kraju se ostvaruje maksimalni sadrzaj biomase ispitivanih denitrifikatora od
priblizno 9 log CFU/mL. Ukoliko se analiziraju krive rasta tokom kultivacija u bioreaktoru od
7 L moZe se zapaziti da je eksponencijalna faza blago usporena Sto dovodi do neznatnog
smanjenja sadrzaja biomase ispitivanih mikroorganizama (priblizno 8,8 log CFU/mL). Razlog
za usporavanje bioprocesa moze biti promena geometrije suda, razlike u tipu impelera
izmedu bioreaktora i postojanja odbojnika u bioreaktoru od 7 L. lako meSanje nije kriti¢an
parametar za proizvodnju biomase P. stutzeri ATCC 17588 i D1, jer mogu da rastu i u
aerobnim i u anaerobnim uslovima, neophodno je tokom bioprocesa podesiti brzinu
mesanja tako da se obezbedi homogena raspodela nutrijenata po Citavoj radnoj zapremini
suda. Promena tipa impelera i postojanje odbojnika moze poveéati brzinu mesanja, Sto u
pojedinim slucajevima mozZe uticati na prelazak sa jednog tipa metabolizma na drugi ili do
usporavanja rasta mikroorganizama (Schmidt, 2005). lako je eksponencijalna faza nesto
sporija u bioreaktorima od 7 L, oba mikroorganizma nakon 24 h dostizu brojnost od oko 9

log CFU/mL. U svim izvedenim ogledima nakon 24 h moZe se uociti pocetak stacionarne faze
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kada je, zbog ekonomske isplativosti i efikasnosti bioprocesa, najbolje zaustaviti proizvodnju

biomase denitrifikatora.

Osim praéenja direktnog pokazatelja uspesnosti procesa, kao $to je u slucaju ovog rada
sadrzaj biomase odabranih denitrifikatora, veoma je vaZno analizirati optereéenost
otpadnog toka bioprocesa. U cilju zaStite Zivotne sredine, ali i smanjenja troskova
proizvodnje, opterecenost otpadnih tokova, tj. prisustvo ostataka organskog i neorganskog

porekla mora biti svedena na minimum.

Uzimajuéi u obzir da su glavne komponente hranljivih podloga za umnoZavanje biomase
odabranih sojeva P. stutzeri bila azotna jedinjenja po zavrSetku bioprocesa uzorci
kultivacionih te¢nosti su analizirani u pogledu sadrzaja ukupnog azota. Dobijeni rezultati
prikazani su graficki na slici 26¢ za P. stutzeri ATCC 17588 i na slici 26d za P. stutzeri D1.
Takode, kao izvor C atoma u hranljivoj podlozi za umnoZavanje biomase P. stutzeri D1
koriséena je glukoza, te je njena potrosSnja od strane ispitivanog denitrifikatora pracena u

definisanim vremenskim intervalima tokom kultivacije.

Na osnovu rezultata analiza sadrZzaja ukupnog azota u kultivacionim te¢nostima prikazanim
na slikama 27c-d, moze se zakljuditi da do smanjenja sadrzaja azota dolazi skoro odmah po
inokulaciji hranljive podloge. Na pocetku bioprocesa u kultivacionoj tecnosti u slucaju P.
stutzeri ATCC 17588 sadrzaj ukupnog azota je bio 603 mg/mL, a u slucaju P. stutzeri D1 617
mg/mL. Tokom eksponencijalne faze, kada je rast mikroorganizama najintenzivniji, dolazi do
znacajnog smanjenja koncentracije ukupnog azota. Sa pocetkom stacionarne faze, promene
sadrZaja ukupnog azota u kultivacionim tec¢nostima su minimalne. Na kraju umnoZavanja
biomase referentnog soja u bioreaktoru od 3 L koncentracija ukupnog azota je u slucaju
referentnog soja iznosila 110 mg/mL, odnosno postignuta je konverzija azota od 81,76%,
dok je u bioreaktoru od 7 L koncentracija ukupnog azota po zavrSetku bioprocesa iznosila
174 mg/mL, tj. ostvarena je konverzija azota od 71,14%. Na kraju kultivacije P. stutzeri D1 u
bioreaktoru od 3 L, koncentracija azota je iznosila svega 26 mg/mL, a u bioreaktoru od 7 L 58
mg/mL. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je tokom kultivacije prirodnog
izolata u bioreaktoru manje zapremine postignuta konverzija azota od 95,79%, a u

bioreaktoru vece zapremine 90,60%.

91



Ana Vidakovic¢ Doktorska disertacija

10 10
= S 94
£ £
B. 8 ‘§ 8
S 7 o 74
o )
g £ ¢
S— s o
g i g
E ¢
. S -
a2 ~fii— Bioreaktor 3 L =
;g % ﬁ 2 4 = Bioreaktor 3 L
o 1 a) =4~ Bioreaktor 7 L g . b) o=Bioreaktor 7 L
“ o . . - ; 3 : . v
0 + T T . r .
0 3 5 9 12 16 19 24 =30 32 0 3 S 9 12 16 19 24 30 32
Vreme (h) Vreme (h)
= 650 = 650
? 600 ~—Bioreaktor3 L ? 600 ~#—Bioreaktor 3 L
= 550 - - 550
‘E 500 ~4—Bioreaktor 7 L og 500 - ~4-=Bioreaktor 7 L
& 450 4 8 450
“oﬂ 400 g‘ 400 -
& 350 4 g 350 -
2 300 2 300 -
: 250 = 250
2 200 4 £ 200 |
E 150 | € 1s0 -
-
§ 100 { ¢ § 100
£ 50 g so
2 0+ T T 1 § 0 Y
0 5 12 24 32 0 S5 12 24 32
Vreme (h) Vreme (h)

12
=~ Bioreaktor3 L

w—pBioreaktor 7 L

Ve

08
06
04

0.2 e)

Koncentracija glukoze (mg/L)

0 3 5 9 12 16 19 24 30 32
Vreme (h)

Slika 27. Validacija optimizovanih parametara bioprocesa u bioreaktorima za proizvodnju
biomase a) P. stutzeri ATCC 17588 i b) P. stutzeri D1 i rezultati analize kultivacione te¢nosti u
pogledu sadrzaja ukupnog azota u slucaju c) P. stutzeri ATCC 17588 i d) P. stutzeri D1 i
sadrzaja glukoze u slucaju e) P. stutzeri D1

Osim profila potrosSnje ukupnog azota u slucaju prirodnog izolata P. stutzeri napravljen je

profil potrosnje glukoze, kao jedne od glavnih komponenti hranljive podloge za

umnoZavanje biomase. Kriva potrosSnje glukoze od strane P. stutzeri D1 (slika 27e) u
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potpunosti prati njegovu krivu rasta (slika 27b). Tokom lag faze (0-5 h) koncentracija glukoze
ostaje nepromenjena, dok u eksponencijalnoj fazi (5-30 h) rasta koncentracija glukoze
znacajno opada. Nakon eksponencijalne faze, do kraja izvodenja bioprocesa, koncentracija
glukoze se menja znacajno. Ukoliko se uporedi koncentracija glukoze na pocetku i na kraju
bioprocesa, moZe se zakljuCiti da je ukupna potrosnja glukoze oko 0,7 mg/mL kada se
kultivacija odvija u bioreaktoru manje zapremine i priblizno 0,6 mg/mL kada se kultivacija

odvija u bioreaktoru od 7 L.

Rezultati ispitivanja stabinosti proizvedene biomase u pogledu odrZavanja vitalnosti i
vijabilnosti ¢elija na temperaturi frizidera (4 °C) i temperaturi zamrzivaca (- 20 °C) prikazane

su na slici 28a-d.

Rezultati prikazani na slikama 28a-b. jasno ukazuju da je uticaj temeprature friZidera na
ispitivan sadrZaj biomase ispitivanih denitrifikatora tokom 50 dana ispitivanja priblizno isti.
Naime, prilikom skladiStenja biomase odabranih denitrifikatora u obliku suspenzije
pripremljene sa sterilnim fizioloSkim rastvorom i sa sterilnom destilovanom vodom tokom
35 dana ne dolazi do znacajne razlike u broju éelija. Prilikom ispitivanja sadrzaja biomase
testiranih denitrifikatora 50-og dana od pocetka ogleda zapaZeno je da je doslo do
smanjenja sadrzaja biomase za priblizno jednu log jedinicu i u suspenzijama pripremljenim

sa sterilnim fizioloskim rastvorom i sa sterilnom destilovanom vodom.

Nasuprot tome efekat temperature zamrzivaca (-20 °C) na ispitivane mikroorganizme je
znacajno drugadiji u odnosu na efekat temperature frizidera (slike 28c-d). U svim uzorcima
suspenzija ispitivanih mikroorganizama koji su bili skladiSteni na temperaturi zamrzivaca
sadrzaj biomase se smanjio za priblizno jednu log jedinicu ve¢ nakon nedelju dana i ostaje
priblizno konstantan sve do 14-og dana ispitivanja. U sluc¢aju referentnog soja nakon tri
nedelje ogleda, sadrzaj biomase u sterilnom fizioloSkom rastvoru opada sa priblizno 9,7 na 6
log CFU/mL, nakon Cega se broj ¢elija ne menja znacajno do 35-og dana, a potom 50-og
dana nije konstatovan rast nijedne kolonije. Nasuprot tome, pokazano je da temperatura od
-20 °Cima letalan efekat po éelije referentnog soja koje su se nalazile u sterlinoj destilovanoj
vodi nakon 3 nedelje skladistenja. Relativno brzo odumiranje ¢elija na temeraturama ispod 0
°C moZe biti povezano sa formiranjem kristala leda koji narusavaju integritet celijske
membrane, usled ¢ega dolazi do smrti ¢elija (Uzunova-Doneva i Donev, 2005). Efikasan nacin

za reSenje ovog problema je upotreba krioprotektanata, poput glicerola, koji se u odredenoj
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zapremini dodaje suspenziji ¢elija pre skladistenja na temperaturama ispod 0 °C. Glicerol

.....

leda, omogucavajuci ¢eliji da prezivi u takvoj sredini. Ipak, u ovom radu, prilikom skladistenja
¢elija nisu dodati krioprotektanti, jer u daljoj primeni pripremljenih suspenzija oni mogu

negativno uticati na postupak biocis¢enja.
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Slika 28. Uticaj skladiStenja na temperaturi frizidera na sadrzaj biomase a) P. stutzeri ATCC
17588 i b) P. stutzeri D1 i na temperaturu zamrzivaca na sadrzaj biomase c) P. stutzeri ATCC
17588 i d) P. stutzeri D1

Na osnovu prikazanih rezultata na slikama 28c-d, moZe se konstatovati da tecnost za
pripremu suspenzije (fizioloski rastvor i destilovana voda) gotovo nema uticaj na vitalnost i
vijabilnost ¢elija P. stutzeri D1 prilikom skladistenja na temperaturi od -20 °C. Nakon
prvobitnog smanjenja sadrzaja biomase za priblizno jednu log jedinicu nakon nedelju dana
skladistenja, brojnost ¢elija ostaje priblizno konstantna do 35-og dana ogleda. Potom, sli¢no
kao i kod suspenzije referentnog soja pripremljene u sterilnom fizioloSkom rastvoru i

skladistene na temepraturi zamrzivaca (slika 28a), 50-og dana od pocetka ogleda, dolazi do
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naglog smanjenja sadrZaja biomase, odnosno u pripremljenim suspenzijama nisu

detektovane vijabilne celije.

Prikazani rezultati ispitivanja uticaja niskih temperatura skladiStenje suspenzija na vijabilnost
odabranih denitirifikatora ukazuju na mogucnost ¢uvanja sveZze pripremljenih suspenzija
denitrifikatora na temperaturi frizidera u sterilnoj destilovanoj vodi i sterilnom fizioloSkom
rastvoru tokom mesec dana uz potpuno ocuvanje vijabilnosti i vitalnosti ¢elija. Ovo je veoma
znacajno iz ugla primene denitrifikatora u postupku biocis¢enja gradevinskih materijala, jer
Cuvanje denitrifikatora u destilovanoj vodi omogucava njihovu direktnu primenu u
adekvatne nosace za postupak biocis¢enja, bez unoSenja dodatnih jona koji mogu izazvati
dalje oStecenje materijala. Osim toga, na ovaj nacin se moze izbeci postupak liofilizacije
celija, Sto smanjuje kompleksnost pripreme suspenzije celija i cenu postupka biociS¢enja. Sa
druge strane, skladistenje suspenzija denitrifikatora na temperaturi od -20 °C nije
preporucljivo, jer bez odgovaraju¢eg krioprotektanta delije brzo odumiru i pripremljena
suspenzija gubi na kvalitetu. Za razliku od éelija referentnog soja, jasno se moze uoditi da
celije prirodnog izolata duZe zadrZavaju vitalnost i vijabilnost na temperaturi zamrzivaca.
Moze se pretpostaviti da su prirodni sojevi naviknuti na razne, ¢esto ekstremne, promene
okoline (temperatura, vlaznost, nedostatak nutrijenata, itd.), te se u laboratorijskim

uslovima lakse prilagodavaju nametnutim uslovima u odnosu na referentne sojeve.

Na osnovu rezultata ogleda izvedenih u laboratorijskim bioreaktorima moze se zakljuditi da
je tokom svih kultivacija sadrzaj biomase ispitivanih denitrifikatora iznosio priblizno 9 log
CFU/mL, sto je u odli¢noj korelaciji sa rezultatima ostvarenim tokom optimizacije odabranih
procesnih parametara, te se validacija optimizovanih parametara moZe smatrati u
potpunosti uspeSnom. Pored toga, moZe se zapaziti da pri prelasku iz sudova manjih u
sudove vecih zapremina ne dolazi do znacajnih varijacija u toku kultivacije niti u sadrzaju
biomase. Stabilnost i odrZivost proizvodnje biomase denitrifikatora kako u manjim, tako i u
veéim zapreminama ukazuje na mogucnost podizanja nivoa proizvodnje na poluindustrijski i
industrijski nivo. Takode, otpadni tok bioprocesa sadrzi male koli¢ine ukupnog azota i
glukoze, te se moze smatrati minimalno optere¢enim, sto je povoljno za bioproces u smislu
iskoris¢enja nutrijenata i po oéuvanje Zivotne sredine. Osim toga, mogucénost skladistenja
biomase u obliku suspenzija na temperaturi od 4 °C tokom mesec dana, znacajno utice na

jednostavnost i efikasnost postupka biocis¢enja u ekonomskom pogledu.
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5.5. Primena denitrifikatora

U zavrSnom segmentu disertacije paralelno je ispitivana efikasnost P. stutzeri ATCC 17588 i
P. stutzeri D1 na model supstratima opeke i na odabranom stenskom materijalu, dva

najzastupljenija gradevinska materijala.

5.5.1. Rezultati ispitivanja efikasnosti denitrifikatora na model supstratima
opeke

Visoka efikasnost referentnog soja P. stutzeri u kombinaciji sa pulpom P11, sastava:
kaolin:talk:kvarcni pesak=1:1:2, na model supstratima opeke je ranije dokazana (Vucetié,
2017). Uzimajudi u obzir da se u okviru ovog rada efikasnost bioaktivnog sistema ispituje
FTIR metodom (slika 29), a ne spektrofotometrijski kao prema Vuceti¢ (2017), neophodno je

bilo paralelno ispitati efikasnost kako referentnog soja, tako i prirodnog izolata P. stutzeri.
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Slika 29. Primer integracije povrsine pika na 1380 cm™ kao indirektne metode za procenu

efikasnosti bioaktivnih sistema za biociséenje

Kompletna karakterizacija model supstrata opeke i pulpe P11 koris¢ene u okviru ovog
eksperimenta detaljno je predstavljena u radu Vuceti¢ i sar. (2017). Ova grupa autora je u
radu istakla visoku efikasnost dve pulpe kao nosaca mikroorganizama P9 i P11, ali je za

oglede u okviru ovog rada odabrana pulpa P11, jer su sve njene komponente jeftine i lako
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dostupne, Sto je veoma znacdajno sa aspekta primene u realnim uslovima. Na slici 30

prikazana je postavka ogleda biociséenja na model supstratima opeka.

'..w-‘\ .

vev 7

Slika 30. Postavka i pracenje postupka biociséenja na model supstratima opeke

Dobijeni rezultati indirektnog pracenja efikasnosti bioaktivnih sistema predstavljeni su

graficki na slici 30.
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Slika 31. Efikasnost bioaktivnih sistema na model supstratima opeke pracena FTIR-ATR
uredajem

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 31, moZe se zapaziti da su najveée vrednosti
integracije povrsine pika na 1380 cm™ dobijene prilikom ispitivanja kontaminiranog modela
opeke. Ovakav rezultat je ocekivan, s obzirom da su model supstrati opeke kontaminirani
kalijum-nitratom prema usvojenom protokolu datom u poglavlju 4.5.2.1. Takode, moze se

zapaziti da su vrednosti integracije povriine pika 1380 cm™ za kontaminiran model opeke
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priblizno jednake po dubini supstrata, sto je potvrda da je protokol kontaminacije model
supstrata opeke uspesan, tj. da je koncentracija kalijum-nitrata uniformna po zapremini

supstrata.

Aktivnost bioaktivnog sistema sa referentnim sojem P. stutzeri i prirodnim izolatom P.
stutzeri D1 moze se zapaziti ve¢ nakon 3 h tretmana na svim ispitivanim dubinama model
supstrata opeke. Naime, nakon 3 h od pocetka tretmana uocdava se znacajno smanjenje
vrednosti integracije povrsine pika 1380 cm™, sa poletne vrednosti od priblizno 7,500 na
oko 3,000-3,500. Relativho posmatrano, moZe se konstatovati da je sadrzaj soli tokom prva
3 h u zapremini model supstrata opeke smanjen za priblizno 50 %. Ovako znacajno
smanjenje sadrzaja kalijum-nitrata na samom pocetku tretmana je posledica difuzije vode iz
pulpe u materijal usled ¢ega dolazi do rastvaranja prisutnih soli. Pored toga, u prvim
c¢asovima je najintenzivnija metabolicka aktivnost primenjenih denitrifikatora kojima su
nitrati, u trenutku postavljanja bioaktivnog sistema na povrSinu model supstrata opeke,

glavni izvor energije.

Sa produZenjem tretmana biociSéenja uocCava se trend smanjenja vrednosti povrSine
integracije ispod pika 1380 cm™ na svim ispitivanim dubinama supstrata. Nakon 9 dana
tretmana na povrsini uzoraka (2 mm) efikasnost oba ispitivana bioaktivha sistema je
priblizno jednaka i iznosi oko 70%. Razlike u efikasnosti primenjenih sojeva P. stutzeri tokom
tretmana biocis¢enja su minimalne. Jedina znacajna razlika izmedu ispitivanih sojeva moze
se zapaziti u vrednosti integracije povrsine ispod karakteristicnog pika prilikom ispitivanja
model supstrata opeke nakon ukupno 9 dana tretmana, na dubini od 20 mm (slika 30).
Naime, P. stutzeri D1 nakon 9 dana tretmana postize najveca efikasnost uklanjanja nitrata
od priblizno 95% na dubini od 20 mm, dok na istoj dubini referentni soj P. stutzeri uklanja
oko 72% prisutnih nitrata. Ovakvi rezultati ukazuju na to da primenjeni denitrifikatori
efikasno uklanjaju nitrate ne samo sa povrsine, vec i iz dubine kontaminiranih modela, kao i
da je sistem trostepene aplikacije bioaktivnih sistema (3x3 dana) najefikasniji u tretmanu
bioCis¢enja model supstrata opeke u sluéaju oba ispitivana bioaktivna sistema. Posebno
treba istaéi da pracenje efikasnosti po dubini supstrata u dostupnim publikacijama nije
posebno istrazeno, vec¢ se rezultati efikasnosti izrazavaju samo kao rezultat uklanjanja

nitrata sa povrsine uzoraka (Ranalli i sar., 1996; Alfano i sar., 2011). Osim toga, prikazani
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rezultati za referentni soj P. stutzeri su u odli¢noj korelaciji sa prethodnim ispitivanjima

sprovedenim od strane Vucetic¢ (2017).

5.5.2. Rezultati ispitivanja efikasnosti denitrifikatora na stenskom materijalu

Sa obzirom na to da je stenski materijal prirodnog porekla i da ima znacajne razlike kako u
mineraloSkom sastavu tako i u teksturalnim karakteristikama u odnosu na opeku, bilo je

neophodno najpre izvrsiti kompletnu karakterizaciju ispitivanog prirodnog materijala.

5.5.2.1. Ispitivanje mineraloskih karakteristika stenskog materijala

Rezultati mineraloskih karakteristika stenskog materijala koriS¢enog u okviru ovog rada

prikazani su na slici 32.
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Slika 32. Rendgenostrukturna analiza uzorka stenskog materijala

Na osnovu rendgenostrukturne analize stenskog materijala moze se konstatovati prisustvo
samo jedne mineralne forme — kalcita (C). S obzirom da rendgenostrukturnom analizom nisu
identifikovane druge mineralne forme, moze se smatrati da je stenski materijal korisé¢en u

ovom radu po svom mineraloskom sastavu 100% kalcit.
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5.5.2.2. Ispitivanje teksturalnih karakteristika stenskog materijala

U nastavku ogleda odredene su teksturalne karakteristike modela stenskog materijala pre i
nakon kontaminacije kalijum-nitratom, kao i odabrane pulpe, tj. nosa¢a mikroorganizama u
postupku biociS¢enja. Rezultati teksturalne karakterizacije uzoraka stenskog materijala i

pulpe prikazani su u tabeli 19 i slici 33.

Tabela 19. Rezultati Zivine porozimetrije uzoraka stenskog materijala i odabrane pulpe

Ukupna zapremina pora

Uzorak (%)
Nekontaminiran model stenskog materijala 14,32
Kontaminiran model steskog materijala 1,74
Pulpa 47,79
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Slika 33. Uporedni prikaz raspodele veli¢ine polupreénika pora stenskog materijala pre i
nakon kontaminacije kalijum-nitratom
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Slika 34. Uporedni prikaz raspodele veli¢ine poluprec¢nika pora kontaminiranog stenskog
materijala i odabrane pulpe

Na osnovu rezultata Zivine porozimetrije nekontaminirani uzorci stenskog materijala se
mogu okarakterisati kao modeli sa srednjom do visokom vrednosc¢u ukupne poroznosti, oko
14% (tabela 19). Nasuprot tome, kontaminirani uzorci stenskog materijala imaju znacajno
nize vrednosti ukupne poroznosti (1,74%), Sto je posledica zatvaranja pora usled prisustva
kalijum nitrata. Ukupna zapremina pora pulpe u suvom stanju iznosi 47,79%, te se moze

ocekivati da pulpa ima odli¢an kapacitet biociséenja.

Rezultati teksturalne karakterizacije stenskog materijala (slika 33) ukazuju na razli¢itu
poroznu strukturu ispitivanih kontaminiranih i nekontaminiranih modela. Naime, modeli
stenskog materijala pre kontaminacije kalijum-nitratom imaju dominantan udeo pora ¢iji su
poluprecnici veéi od 32 um, dok kontaminirani modeli imaju dominantan udeo pora (oko
40%) u rasponu od 0,5-1 um. Pomeranje raspodele veli¢ine pora ka manjim vrednostima
nakon kontaminacije rezultat je popunjavanja velikih pora stenskog materijala kristalima

soli.

Na osnovu uporednog prikaza rezultata Zivine porozimetrije kontaminiranog stenskog
materijala i odabrane pulpe (slika 34) moZe se ocekivati da ée se biociS¢enje odvijati
mehanizmom advekcije. Naime, da bi se postupak biocis¢enja odvijao u Zeljenom smeru (iz
kontaminiranog stenskog materijala u pulpu) i mehanizmom advekcije, neophodno je da
pulpa ima vedi udeo sitnijih pora u odnosu na kontaminirani sistem. Na osnovu prikazanih

rezultata jasno se moze zakljuciti da odabrana pulpa ima veci udeo pora u rasponu od 0,5-1
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um u odnosu na kontaminirani stenski materijal i da poseduje sitne pore koje omoguéavaju

odvijanje advekcije suSenjem (slika 34).

5.5.2.3. Ispitivanje efikasnosti denitrifikatora na stenskom materijalu

Efikasnost bioaktivnih sistema, tj. denitrifikatora P. stutzeri ATCC 17588 i P. stutzeri D1
umesanih u odabranu pulpu, pracena je paralelno. S obzirom da stenski materijal sadrzi
karbonate (slika 31), efikasnost procesa biociséenja se nije mogla pratiti FTIR metodom kao
u sluéaju opeka. Naime, usled prisustva karbonata u uzorku, za koje se karakteristi¢an pik
nalazi u rasponu talasnih duZina od 1300-1500 cm™ (Henry i sar., 2017), dolazi do
preklapanja karakteristi¢nog pika nitrata na talasnoj duZini od 1380 cm%, te je nemoguce na
ovaj nacin pratiti tok postupka biocis¢enja. Iz tog razloga je u okviru preliminarnih ispitivanja
efikasnost bio¢is¢enja odredivana semikvantitativno — mernim tradicama Quantofix’®, kako bi
se ispitala moguénost upotrebe tracica za brzu procenu efikasnosti bioaktivnih sistema u
postupku biociS¢enja. Osim toga, efikasnost biocis¢enja utvrdena je i kvantitativnom
metodom — jonskom hromatografijom. lzgled stenskog materijala pre i nakon postavke
pulpe sa odabranim denitrifikatorima prikazan na slici 35, dok su dobijeni rezultati

ispitivanja promene koncentracije nitrata tokom biocis¢enja prikazani u tabeli 20.

Slika 35. Stenski materijal pre (levo) i nakon (desno) postavke bioaktivnog sistema za

biociséenje
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Tabela 20. Promena koncentracije nitrata tokom procesa biocis¢enja na stenskom materijalu

Koncentracija nitrata (mg/mL)

Trajanje odredena pomocu Quantofix’ mernih Koncentrac'ija_nitrata (mg/mL) od_r_edena
b'.)oitvu’pk:f\ traka pomodéu jonske hromatografije
ioCiS¢enja ; p
(dan) P. Stlf;:;lsATCC P. stutzeri D1 P. stt;t;;;lsATCC P. stutzeri D1
0 500 500 476 599
1 100 50 249 65,1
2 100 50 332 197
6" 50 10 296 80,3

* - sveZa pulpa je naneta nakon 48 h (dvostepeno nanosenje pulpe)

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 20. moZe se zapaziti da je, bez obzira na primenjeni
mikroorganizam i nacin odredivanja koncentracije nitrata, proces biociséenja najintenzivniji
tokom prvog dana. Dobijeni rezultat je u skladu sa rezultatima dostupnih istaZivanja u
kojima se navodi da je efikasnost denitrifikatora najvec¢a tokom prvih ¢asova primene

(Bosch-Roig i sar., 2013; Bosch-Roig i sar., 2014; Vuceti¢ i sar., 2017).

Na osnhovu rezultata merenja koncentracije nitrata pomo¢u Quantofix” mernih traka moze
se zapaziti da se tokom prvog dana koncentracija nitrata smanjuje sa pocetnih 500 mg/L na
100 mg/L u slucaju referentnog soja P. stutzeri, odnosno na 50 mg/L u slucaju P. stutzeri D1 i
ostaje nepromenjena i nakon 48 h od pocetka postupka biociséenja. Po zavrSetku Sestog
dana, odnosno dvostepenog nanoSenja bioaktivnog sistema na kontaminirani stenski
materijal, koncentracija nitrata u slucaju P. stutzeri ATCC 17588 je bila 10 puta manja, a u
slu¢aju P. stutzeri D1 ¢ak 50 puta manja u odnosu na koncentraciju nitrata u stenskom

materijalu pre postupka biocis¢enja (500 mg/mL).

Na osnovu rezultata jonske hromatografije utvrdeno je da je pocCetna koncentracija nitrata u
kontaminiranom stenskom materijalu 476 mg/mL koji je koris¢en u ispitivanjima postupka
bioCis¢enja pomocu referentnog soja P. stutzeri, dok je poCetna koncentracija nitrata u
stenskom materijalu korisS¢enom u ispitivanjima biociséenja pomocu P. stutzeri D1 nesto visa
i iznosi 599 mg/mL (tabela 18). Razlika u inicijalnim koncentracijama nitrata je najverovatnije
posledica koris¢enja prirodnog stenskog materijala Cije teksturalne karakteristike mogu da
variraju od uzorka do uzorka. Bez obzira na razliku u pocetnoj koncentraciji nitrata u
stenskom materijalu, postupak biocis¢enja je za oba ispitivana soja bio najintenzivniji tokom
prvog dana kada je u slucaju referentnog soja P. stutzeri koncentracija nitrata smanjena na

249 mg/mL, a u slucaju prirodnog izolata P. stutzeri D1 na 65,1 mg/mL. Tokom drugog dana,
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moZe se zapaziti povecanje koncentracije nitrata u stenskom materijalu, pa je u slucaju P.
stutzeri ATCC 17588 koncentracija nitrata iznosila 332 mg/mL, a u sluéaju P. stutzeri D1 197
mg/mL. Do povecanja koncentracije u uzorcima stenskog materijala je najverovatnije doslo
usled kretanja vlage i soli iz stenskog materijala u pulpu. Prilikom nanoSenja vlaznog
bioaktivnog sistema na kontaminirani uzorak stenskog materijala dolazi do kretanja vlage iz
pulpe u stenski materijal (faza navlaZivanja), pri ¢emu se pulpa susi, usled ¢ega u narednom
koraku vlaga zajedno sa solima, mehanizmom advekcije, prelazi iz stenskog materijala u
pulpu (Vuceti¢, 2017). Ipak, ukoliko bioaktivni sistem nakon opisanog postupka ostane na
tretiranom materijalu moze do¢i do spontanog prelaska vlage sa rastvorenim solima iz pulpe
u stenski materijal usled ¢ega dolazi do porasta koncentracije nitrata u stenskom materijalu.
Zbog toga je veoma znacajno odrediti optimalno trajanje postupka biociséenja. Nakon
dvostepenog nanosenja pulpe, primeéeno je znacajno smanjenje koncentracije nitrata u
odnosu na pocetnu vrednost, ali je koncentracija nitrata ve¢a nakon 6 dana, nego nakon
jednog dana od pocetka postupka biociséenja (tabela 20). Takode, vazno je napomenuti da i
sama pulpa, bez mikroorganizama, utice na smanjenje koncentracije nitrata u mineralnim
supstratima i to sa efikasno$¢u oko 50% u pogledu uklanjanja nitrata sa povrSine uzoraka i
oko 15% u pogledu uklanjanja nitrata iz dubine uzoraka tokom aplikacije od 3 dana (Vucetic,
2017). Dakle, pulpa bez mikroorganizama predstavlja sistem male efikasnosti, dok
metaboli¢ki aktivni denitrifikatori inkorporirani u mineralne pulpe znadajno uti¢u na

povecanje efikasnosti istih, ¢ineci ih efikasnim do vrlo efikasnim sistemima za biocis¢enje.

Rezultati prikazani u tabeli 20 ukazuju na uspeSno sprovedene postupke biocis¢enja
primenom odabranih denitrifikatora. Takode, na osnovu dobijenih rezultata moze se
konstatovati da je za odabrani stenski materijal optimalno trajanje postupka biocis¢enja
jedan dan kada se ostvaruje efikasnost biocis¢enja od 47,7% u slucaju referentnog soja, a u
slucaju prirodnog izolata P. stutzeri ¢ak 89,2%. Ostvareni rezultati nesumnjivo ukazuju na
visoku efikasnost ispitivanih sojeva, posebno P. stutzeri D1, te se mogu primenjivati kao

bioloski aktivhe komponente sistema za biociséenje.
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Istrazivanja koja su obuhvaéena ovom doktorskom disertacijom su proistekla iz potrebe za
reSavanjem problema akumulacije nitrata u prirodi kroz izolovanje i karakterizaciju
denitrifikatora, optimizaciju biotehnoloskih parametara za proizvodnju biomase i procenu
mogucnosti primene aktivne biomase odabranih denitrifikatora u cilju uklanjanja nitrata sa
razli¢itih gradevinskih materijala. Sveobuhvatan prikaz procesa od izolovanja do proizvodnje
biomase denitrifikatora se ne moZe pronadi u dostupnoj literaturi, a od izuzetne je vaznosti
u procesima bioremedijacije u kojima je neophodno ukloniti akumulirane nitrate sa velikih
povrSina, za Sta je potrebno obezbediti dovoljnu koli¢inu aktivhe biomase. U okviru
doktorske disertacije karakterizacijom visoko efikasnog denitrifikatora P. stutzeri D1 i
detaljnim prikazom postupka optimizacije bioprocesnih parametara i validacije
optimizovanih bioprocesnih parametara u laboratorijskim bioreaktorima nacinjeni su prvi
koraci ka definisanju idejnog reSenja i uveéanju razmera predloZenog bioprocesa. Osim toga,
visoka efikasnost odabranih denitrifikatora u postupcima biocis¢enja razli¢itih gradevinskih
materijala, koja je postignuta u laboratorijskim uslovima predstavlja dobar osnov za
nastavak istraZzivanja u realnim uslovima, kako na gradevinskim materijalima, tako i u

tretmanima zemljista i otpadnih voda.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske teze se mogu rezimirati u okviru sledecih

zakljucaka:

* Tokom postupka izolovanja denitrifikatora iz vodenih sredina izdvojeno je ukupno
140 izolata i to 74 izolata iz Dunava i 66 izolata iz kanala Dunav-Tisa-Dunav. Na
osnovu makromorfoloskih, mikromorfoloskih i kulturabilnih osobina u postupku
selekcije denitrifikatora izdvojeno je 10 izolata koji po svojim osobinama odgovaraju
Pseudomonas stutzeri ATCC 17588, soju koji predstavlja model mikroorganizam u
proucavanju procesa denitrifikacije.

* QOdabrani izolati su identifikovani pomoc¢u Vitek 2® Compact System uredaja i to
osam izolata kao Aeromonas sobria, dva izolata kao Aeromonas hydrophila i po jedan
izolat kao Citrobacter freundii i Pseudomonas stutzeri koji je u daljim analizama
oznacen kao P. stutzeri D1. lzolat D1 i referentni soj P. stutzeri su dodatno
identifikovani metodom cetvrte generacije, MALDI-TOF MS, ¢ime je nesumnjivo

potvrdeno da oba soja pripadaju vrsti Pseudomonas stutzeri.
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* Pracenjem kinetike denitrifikacije utvdeno je da izolat D1 uspesno redukuje 3 g/L
kalijum-nitrata u kultivacionoj te¢nosti u vremenskom intervalu od 34 do 48 h, a
referentni soj P. stutzeri redukuje istu koncentraciju kalijum-nitrata u intervalu od 48
do 60 h. Pored pracenja kinetike denitrifikacije, za oba soja je uraden antibiogram i
test sposobnosti adhezije celija ¢ime je pokazano da su oba soja senzitivha prema
svim ispitivanim antibioticima i da je moguc¢nost adhezije éelija za povrsinu
minimalna. Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da se oba soja mogu
oznaciti kao denitrifikatori i da je njihova upotreba u postupcima bioremedijacije
bezbedna.

* U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je amplifikacija cetiri klju¢na
denitrifikujuéa gena: napA, nirS, norB i nosZ u genomu P. stutzeri ATCC 17588 i P.
stutzeri D1 pomodéu PCR metode cime je pokazano da ispitivani sojevi imaju
sposobnost da vrSe potpunu aerobnu denitrifikaciju. Zahvaljuju¢i uspesnoj
amplifikaciji denitrifikuju¢ih gena, moZe se pretpostaviti da se u slucaju oba
ispitivana soja P. stutzeri proces denitrifikacije odvija prema sledeéim redukcionim
koracima:

nitrat - nitrit - azot-monoksid - azot-suboksid -> molekulski azot.

* Sastav hranljive podloge za maksimalnu proizvodnju biomase ispitivanih sojeva
definisan je pomodu statisti¢kih tehnika. Da bi se ostvarila maksimalna proizvodnja
biomase soja D1 hranljiva podloga se mora sastojati od 1 g/L glukoze, 3 g/L KNOs3 i 4
g/L peptona, a u slucaju referentnog soja hranljiva podloga mora da sadrzi 2 g/L
KNOs i 4 g/L peptona.

* Na osnovu rezultata dobijenih prilikom ispitivanja uticaja odabranih procesnih
parametara moze se zakljuciti da se maksimalni sadrzaj biomase oba ispitivana soja
od priblizno 9 log CFU/mL postize za 24 h pri temperaturi od 30 °C, pocetnoj pH
vrednosti kultivacionog medijuma od 7 jedinica i uz veli¢inu inokuluma od 5 % (v/v).

*  Validacija optimizovanih parametara kultivacije izvrSena je izvodenjem nove serije
ogleda pod tacno definisanim uslovima u dva bioreaktora ukupnih zapremina 3 Li 7
L, uz karakterizaciju otpadnog toka bioprocesa. Rezultati validacije optimizovanih
parametara kultivacije ukazuju na stabilnost bioprocesa prilikom uvec¢anja zapremine

kultivacione teénosti za 20 i 50 puta pri ¢emu je sadrZaj biomase oba soja P. stutzeri
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iznosio priblizno 9 log CFU/mL. Po zavrsetku bioprocesa u bioreaktorima kultivacione
te€nosti su analizirane u pogledu sadrzaja ukupnog azota i glukoze. U slucaju P.
stutzeri ATCC 17588 tokom kultivacije u bioreaktoru ukupne zapremine 3 L
postignuta je konverzija ukupnog azota od 81,76%, a u bioreaktoru veée zapremine
71,14%. Efikasnije iskoriséenje nutrijenata zapaZeno je u slucaju P. stutzeri D1 kod
kojeg je tokom proizvodnje biomase u bioreaktoru od 3 L konvertovano 95,79%
ukupnog azota i 70% glukoze, dok je u bioreaktoru od 7 L iskoris¢eno 90,60%
ukupnog azota i 60% glukoze.

* Rezultati ispitivanja uticaja niskih temperatura skladistenja suspenzija na vijabilnost
odabranih denitirifikatora ukazuju na moguénost Cuvanja sveZe pripremljenih
suspenzija denitrifikatora na temperaturi frizidera u sterilnoj destilovanoj vodi i
sterilnom fizioloSkom rastvoru tokom 30 dana uz potpuno ocuvanje vijabilnosti i
vitalnosti éelija. Ovo je veoma znacajno iz ugla primene denitrifikatora u postupku
bioc¢iséenja gradevinskih materijala, jer ¢uvanje denitrifikatora u destilovanoj vodi
omogucava njihovu direktnu inkorporaciju u glinene pulpe tokom formiranja
bioaktivnih sistema za postupak biocis¢enja, bez unosenja dodatnih jona koji mogu
izazvati dalje oStecenje materijala.

* |spitana je i prakti¢na primena proizvedene biomase odabranih denitrifikatora u cilju
biociS¢enja gradevinskih materijala. UmeSavanjem biomase u novorazvijene
mineralne pulpe obrazovani su bioaktivni sistemi ¢ija je efikasnost pra¢ena na model
supstratima opeke i prirodnom stenskom materijalu koji su vestacki kontaminirani
kalijum-nitratom. Na povrSini model supstrata opeke (2 mm) nakon trostepene
aplikacije bioaktivnog sistema efikasnost biocCiS¢enja je iznosila priblizno 70% u
slu¢aju oba soja P. stutzeri, dok je u dubini materijala (20 mm) efikasnost biociséenja
iznosila 72% primenom referentnog soja i 95% tokom upotrebe prirodnog izolata.
Ispitivanjem bioaktivnih sistema primenjenih na kontaminirane uzorke stenskog
materijala konstatovano je da se najveca efikasnost postize tokom prvih 24 h, kada je
efikasnost bioaktivnog sistema sa P. stutzeri ATCC 17588 47,7%, a bioaktivnog
sistema sa P. stutzeri D1 Cak 89,2%. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da ispitivani bioaktivni sistemi, a posebno sistemi sa P. stutzeri D1, imaju veliki

potencijal za primenu u postupcima biociséenja razli¢itih gradevinskih materijala.
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PRILOG 1.

Protokol za ekstrakciju DNK

(Agilent Technologies, SAD, modifikovano)

Odmeriti najvise 0,1 g osvezene biomase bakterija u sterilne epruvetice.
Odmerene uzorke sterilno preneti u sterilan avan.
Dodati 500 pl pufera za ekstrakciju i izmacerirati.

Dobijeni macerat vratiti u sterilnu epruveticu i dobro homogenizovati na vorteksu

AN

Sadrzaj epruvetice preneti u epruveticu sa filterom (F) koja se potom postavlja

unutar vece epruvete (V).

6. Kompletan sadrzaj (F+V) centrifugirati pri slede¢im uslovima: 14000 o/min tokom 1
min.

7. Nakon centrifugiranja izvaditi (F) i prosuti sadrzaj koji se nalazi u (V), a zatim opet
vratiti (F) u (V).

8. Dodati 500 ul pufera za ispiranje.

9. Centrifugirati pri slede¢im uslovima: 14000 o/min tokom 1 min.

10. Ponoviti postupak pod rednim brojem 7.

11. Dodati 500 pul 80% etanola.

12. Centrifugirati pri sledeé¢im uslovima: 14000 o/min tokom 1 min.

13. Postupke pod rednim brojevima 11. i 12. ponoviti naizmeni¢no 3 puta.

14. Potom ponoviti postupak pod rednim brojem 7.

15. Centrifugirati pri sledeé¢im uslovima: 14000 o/min tokom 2 min.

16. Nakon centrifugiranja izvaditi (F), prosuti sadrzaj koji se nalazi u (V), a potom (F)
postaviti u novu (V).

17. Direktno na filter epruvetice (F) dodati 100 ul elucionog pufera.

18. Zatvoriti poklopac epruvetice (F) i inkubirati 10 min na sobnoj temeraturi.

19. Centrifugirati pri sledeé¢im uslovima: 14000 o/min tokom 1 min.

20. Nakon centrifugiranja odbaciti tubicu sa filterom (F), a ekstrahovanu DNK koja se

nalazi u epruveti (V) ¢uvati na -20 °C.
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PRILOG 2.

Tabela 21. Karakteristike izolata iz Dunava

lzolat Oksidaza Katalaza KOH Bojenje po Oblik MacConkey Cetrimid agar
test test test Gramu agar
rast laktoza rast pigment
Prvo uzorkovanje (08.06.2015.)
ID1/1 - + + - Stapicast - - - -
ID1/2 + + - - Stapiéast  + + - -
ID1/3 - + + Stapicast  + - - -
ID:/4 - - + + Stapicast - - - -
ID1/5 + + + + Stapicast - - -
ID1/6 + - + + Stapicast  + - - -
ID1/7 + + - + Stapicast - - - -
I1D1/1 + - + + Stapicast - - - -
11D1/2 + + + + Stapicast - - - -
[IDy/3 - + + + loptast - - - -
111D1/1 + + - - Stapicast - - - -
111D1/2 + + + + loptast - - - -
111D1/3 + + + + Stapicast - - - -
1ID1/4 + - + + Stapicast - - - -
1ID1/5 - + + - Stapicast - - - -
I1ID1/6 - + + + loptast + - - -
IVDy/1 - + - - Stapicast  + + - -
IVD:/2 + - - Stapicast - - - -
IVD:/3 + + - - Stapicast  + + + +
IVD./4 + + - - Stapicast - - + +
IVD1/5 + + - - Stapicast  + - + +
IVD./6 - + + + Stapicast  + + + +
IVD./7 - - + + Stapicast - - - -
IVD./8 + + - - Stapicast  + + + +
VD./1 - + Stapicast  + - - -
VD./2 + + - - loptast + + - -
VD./3 + + - - Stapicast  + - + +
VD./4 + + - - Stapicast  + + + +
VD4/5 + + - - Stapiéast  + - + +
VD,/6 - + - - Stapiast  + + + +
VD./7 - - + + loptast - - - -
VD./8 + + - - Stapiéast  + + - -
Drugo uzorkovanje (22.06.2015.)
ID,/1 + + - - Stapiéast  + + - -
ID,/2 + + - - Stapicast - - + -
ID,/3 + + - - Stapiéast  + + + -
ID,/4 - + + + loptast + + - -
[ID2/1 + + - - Stapiéast  + + - -
[1D2/2 + + - - Stapiéast  + + - -
[1D2/3 - - + + Stapicast - - - -
[ID,/4 + + - - Stapiéast  + + - -
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11Dy/1 - - + + Stapicast - - -
11Dy/2 + + - - Stapiéast  + + +
111D2/3 - - + + loptast - - -
1ID,/4 + - - - Stapiéast  + + -
I11D2/5 + + - - Stapicast - - -
1ID,/6 - + + + loptast - - -
IVD,/1 + - + + Stapidast  + + -
IVD,/2 + + - - Stapicast - - +
IVD,/3 + + Stapicast  + + -
IVD,/4 - - - - Stapicast - - -
VD,/1 + + - - Stapidast  + + -
VD,/2 + - + + Stapidast  + + +
VD,/3 + + - - Stapicast  + - +
VD,/4 - - + + loptast - -
Trece uzorkovanje (29.06.2015.)
IDs/1 + - - - Stapicast - - -
IDs/2 + + - - Stapi¢ast  + - -
IDs/3 + - - - Stapiéast  + - -
IDs/4 + - - - Stapicast - - -
ID3/5 + + - - loptast - - -
[IDs/1 + + - - Stapicast + - +
11D3/2 + + - - Stapi¢ast  + - -
[ID3/3 + - + + Stapicast - - -
[IDs/4 + + - - Stapicast  + + -
[ID3/5 + - - - Stapicast - - +
1IDs/1 + - - - Stapicast  + - -
11ID3/2 + + + + Stapicast - - -
IVDs/1 + + - - loptast + + -
IVD3/2 - + - - loptast + + -
IVDs3/3 - + + loptast - - -
IVDs/4 + + + + Stapicast - - -
IVD3/5 - + + + loptast - - -
VDs/1 + - - - Stapicast  + + -
VD3/2 - + loptast + + -
VDs/3 + - - - Stapicast  + - +
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PRILOG 3.

Tabela 22. Karakteristike izolata iz kanala Dunav-Tisa-Dunav

lzolat Oksidaza Katalaza KOH Bojenje po Oblik MacConkey Cetrimid agar
test test test Gramu agar

rast laktoza rast pigment

Prvo uzorkovanje (10.06.2015.)

IKy/1 - + + + Stapicast - - - -

IKy/2 + - - - Stapicast  + - - -
11Ky/1 + - - - Stapicast  + - - -
11K1/2 + + + + loptast - - - -
11K1/3 - + + + loptast - - - -
IIK:/4 + - + + Stapi¢ast - - - -
1IK1/5 - - + + Stapiéast - - - -
1IK1/6 + + + + loptast - - - -
1IKy/7 + + - - Stapicast - - + -
K1/1 + + + + Stapicast - - - -
11K1/2 - - - - Stapicast  + - - -
11K1/3 - - - - Stapicast  + - - -
K./4 + + + + Stapicast - - + -
11IK1/5 - + - - Stapicast  + - - -
IVK:/1 - + + + Stapicast - - - -
IVK1/2 + + - - Stapicast  + - + -
IVK1/3 + + - - Stapicast - - + -
IVK:/4 + - + + Stapicast - - - -
IVK1/5 - + - - Stapicast  + - + -
IVK+/6 - + + + Stapicast - - - -
VKi/1 + + - - Stapicast  + + - -
VK1/2 + - - - Stapicast  + + + -
VK1/3 + + + + Stapicast - - - -
VK1/4 + + - - $tapidast  + - + -
VK1/5 + + + + Stapiéast - - - -
VK1/6 + + - - Stapicast  + + - -
VK1/7 + + + + loptast - - - -
Drugo uzorkovanje (24.06.2015.)

IKy/1 + - - - Stapicast - - - -
IKy/2 + + + + Stapiast  + - - -
IK2/3 + + + + Stapicast  + - + -
11K2/1 + - - - Stapicast  + - - -
11K2/2 + - - - Stapicast  + - - -
11K2/3 + - - - Stapicast  + - + -
Kz/1 + + - - Stapicast  + - + -
K2/2 + + - - Stapicast - - + -
K2/3 + + - - Stapicast  + - - -
IK2/4 - - + + loptast - - - -
1K2/5 - + + + loptast - - - -
IVKy/1 + - - - Stapicast  + - + -
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IVK,/2 + + - - Stapicast  +
IVK,/3 + + - - Stapiast  +
VKy/1 + + - - Stapiast  +
VK,/2 - + - - Stapiast  +
VK,/3 + + + + loptast +
VKa/4 - + + + loptast -
VK,/5 + - - - Stapicast  +
Trece uzorkovanje (30.06.2015.)
IKs/1 + + + + loptast +
IKs/2 + - - - Stapicast  +
IKs/3 + + + + loptast +
11K3/1 - + + + loptast +
11K3/2 - - - - Stapicast  +
11K3/3 + + Stapicast -
IIKs/4 + - - - Stapi¢ast  +
111Ks/1 - - - - Stapidast  +
111K3/2 - - + + Stapicast  +
111K3/3 - - - - Stapidast  +
I1IKs/4 + + + + loptast -
IVKs/1 + + - - Stapi¢ast  +
IVK3/2 - - - - Stapidast  +
IVKs/3 + + - - Stapicast  +
IVKs/4 + + - - Stapi¢ast  +
IVKs/5 + + + + Stapicast -
VKs/1 + - - - Stapicast  +
VKz/2 - - - Stapicast  +
VKs/3 + - - - Stapicast  +
VKs/4 - - + - Stapicast  +
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Abstract:
AB

The main goal of this PhD thesis is to establish the procedure of isolation and
characterization of denitrifiers along with the optimization of biotechnological conditions
for the biomass production and testing the efficiency of the produced biomass in terms of
biocleaning of various building materials.

Within the research involved in this PhD thesis, novel denitrifier strain was isolated and
identified as Pseudomonas stutzeri by using MALDI TOF. In all experiments, the
characteristics and performances of the newly isolated strain of P. stutzeri (internally
denoted as D1) were compared with the reference strain P. stutzeri ATCC 17588, which is
a model microorganism for studying the denitrification process. By using PCR method the
presence of four key denitrification genes (napA, nirS, norB and nosZ) in genome of the
both strains was established indicating their genetic predisposition to perform complete
aerobic denitrification. Also, the composition of the cultivation medium for obtaining the
maximum content of biomass of P. stutzeri D1 (1 g/L glucose, 3 g/l KNO3 and 4 g/L
peptone) and P. stutzeri ATCC 17588 (2 g/L KNOs and 4 g/L peptone) was detemined by
employing Box-Bhenken experimental design and RSM. In addition, the selected
bioprocess parameters were optimized for the production of biomass of the both
denitrifiers — temperature 30 °C, pH value of the cultivation medium of 7 units and
inoculum size of 5% (v/v). Validation of the optimized bioprocess parameters was carried
out by performing new series of experiments under previously define conditions in
laboratory bioreactors with total volumes of 3 L and 7 L. The results of validation showed
the stability of bioprocess while increasing the volume of the cultivation broth with the
achievment of a maximum biomass content og 9 log CFU/ml for the both strains with
minimum load of waste stream. The results of the application of the denitrifiers as a part
of bioactive system (poultice with a suspension of denitrifiers) used onto the artificially
contaminated brick model supstrates indicate a high efficiency of nitrate removal, namely
95% in the case of P. stutzeri D1 and 72% in the case of reference strain. By examing
bioactive systems applied to contaminated stone material it was found that the highest
efficiency in nitrate removal was achieved during the first 24 h (47.7% for the reference
strian and 89.2% for the P. stutzeri D1).

The results obtained in this PhD thesis including the established procedure for isolation
and characterization of denitrifiers and detailed presentation of the optimization and
validation process of bioprocess parameters represent the first steps made towards
defining the conceptual solution and scale up of the proposed bioprocess. Moreover, the
high efficiency of selected denitrificators in the biological treatment of various building
materials, achieved in laboratory conditions is a good basis for continuing research in real
conditions on construction materials, as well as in soil and wastewater treatment.
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