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Molekularna karakterizacija mikroorganizama izolovanih iz kontaminirane Zivotne
sredine i njihova primena za degradaciju bis(2-hidroksietil) tereftalata

N. Petronijevié"”, M. LjeSevié?, B. Loncarevié’, K. Joksimovié?, A. Zeradanin’, G. Gojgi¢-Cvijovid?,
V. Beskoski', Jasmina Nikodinovié-Runié’

(1) Univerzitet u Beogradu, Hemijski fakultet, Studentski trg 12-16, Beograd, (2) Univerzitet u
Beogradu, Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju, NjegoSeva 12, Beograd, Srbija, (3)
Univerzitet u Beogradu, Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Vojvode Stepe
444a, Beograd, Srbija;

*npetronijevic@chem.bg.ac.rs

Plastika kao izvor zagadenja postaje sve veci globalni problem. Veéina plastike je
dizajnirana za jednokratnu upotrebu, $to dodatno povecava koli¢inu plasticnog otpada.
Usled preopterec¢enja zemlje i voda plasticnim otpadom neophodno je razviti procese koji
¢e omoguciti efikasno uklanjanje plastike iz zZivotne sredine [1]. Polietilen-tereftalat (PET)
spada u najkoriscenije polimere za izradu plastike, te je neophodno naéi efikasan nacin za
njegovu degradaciju. Kao povoljan metod degradacije PET plastike predlaze se enzimska
hidroliza kori§¢enjem mikroorganizama koji kao izvor ugljenika mogu koristiti PET [2].
Bis-(2-hidroksietil)-tereftalat (BHET) je intermedijer u izgradnji PET polimera, te je
koris¢en kao model sistem za ispitivanje degradacije PET plastike [3].

Cilj ovog rada je bila identifikacija mikroorganizama koji potencijalno razgraduju
BHET, kao i primena ¢istih kultura za degradaciju istog.

Tokom studije testirana je osetljivost mikroorganizama na antibiotike (penicillin i
nalidiksinsku kiselinu). Pra¢ena je pojava zona inhibicije 24h nakon zasejavanja
mikroorganizama. Nakon antibiograma radeno je izolovanje DNK po protokolu za Gram-
pozitivne 1 Gram-negativne bakterije. Za svaki soj mikroorganizama umnozeni su geni za
16s rRNK lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR). Radena je preparativna agarozna
elektroforeza sa PCR produktima i DNK je ekstrahovana iz gela. Uzorci su poslati na
sekvenciranje 1 dobijene sekvence su spojene u programu BioEdit. Dobijene sekvence su
poredene u NCBI BLAST bazi podataka i identifikovani su rodovi izolovanih
mikroorganizama.

Ispitivana je degradacija BHET-a pomocu Ccistih kultura mikroorganizama, gde je
kori$¢ena mineralna podloga, a jedan od izvora ugljenika bio je BHET. Inkubacija je trajala
14 dana, a degradacija je pracena u prvom i poslednjem danu inkubacije pomocu tankoslojne
hromatografije (TLC). KoriS¢en je sistem rastvaraa benzen:dioksan:sirCetna kiselina
(90:25:4, v/v/v). Na slici 1 su prikazani rezultati TLC-a gde su koriS¢eni sojevi
Pseudomonas, Bacillus i Rhodococcus. Kao najefikasniji soj pokazao se Rhodococcus.
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Slika 1. Hromatogram uzoraka nakon degradacije BHET-a

Kako je pokazano da sami mikroorganizmi mogu da potpuno ili delimi¢no
transformiSu BHET, dalji eksperimenti ¢e se odvijati u smeru ispitivanja potpune
degradacije pomocu konzorcijuma mikroorganizama.
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