Uzgojne znacajke proteolitickih sulfid-producirajucih
bakterija na novom tipu hranjive podloge

Ramljak, Vladimir

Master's thesis / Diplomski rad
2009

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:699415

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-08-05

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:699415
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:3893
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:3893
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:3893

SVEUCILISTE U ZAGREBU

Prirodoslovno-matematki fakultet
BIOLOSKI ODSJEK

Vladimir Ramljak

UZGOJINE ZNA CAJKE PROTEOLIT! CKIH
SULFID-PRODUCIRAJU CIH BAKTERIJA NA
NOVOM TIPU HRANJIVE PODLOGE

Diplomski rad

Zagreb, 20009.



Ovaj rad izrden u Laboratoriju za mikrobiologiju Botaikiog zavoda BioloSkog
odsjeka Prirodoslovno-matem#tog fakulteta u Zagrebu pod vodstvasdoc. dr. sc. Jasne
Hrenovic predan je na ocjenu BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-mate&kaagti fakulteta

Sveuilista u Zagrebu radi stjecanja zvanja prof. biologije.



Zahvaljujem doc.dr.sc Jasni Hrenévia poméi i strpljenju tokom izrade i pisanja
ovog rada. Takder zahvaljulem Renati Horvat i Tomislavu Ivankavina njihovoj pomé
tokom laboratorijskog dijela izrade ovoga rada te savjetima owmigna na moja brojna
pitanja. Velika zahvala svim kolegicama i kolegama, mojiagljima te najblizima za svu

poma i potporu koju su mi pruzili tokom studija. Posebnu zahvaliujem svojoj Andreji.



TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuiliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematki fakultet

BioloSki odsjek mmski rad

Uzgojne znaajke proteoliti ¢kih sulfid-produciraju ¢ih bakterija na novom tipu hranjive podloge

Vladimir Ramljak
Botaniki zavod, BioloSki odsjek
Prirodoslovno-matematki fakultet SvediliSta u Zagrebu
Rooseveltov trg 6, Zagreb

SAZETAK

Proteolittke sulfid-producirajtée bakterije (PSPB) Siroko su rasprostranjene u viodi
sedimentu i predstavljaju vrlo dobar pokazateljlekkog stanja ekosistema. S ekoloskog gledista
vazno je razlikovati fizioloSku skupinu PSPB-a ostatih skupina bakterija koje proizvode3iz
sulfata i tiosulfata. S tim ciljem razvijen je kisSan novi tip podloge, pepton-cistein-amonijalezs
citratni agar (PCA). Na tom je tipu podloge redovitlolazilo do stvaranja ¢eg broja PSPB
bakterijskih kolonija nego na kontrolnoj podlozil{§. Za brojanje PSPB bakterijskih kolonija
nastalih iz okoliSnih uzoraka prepdeuse simultana inkubacija istih uzoraka u aerobramaerobnim

uvjetima te bi za tunt@nje rezultata trebalo uzetidrdoroj nastalih kolonija.

(33 stranice, 10 slika, 4 tablice, 21 literaturaivad, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u SrediSnjoj bioloSkoj knjiznici

Klju ¢éne rije¢i: proteolitike sulfid-producirajée bakterije, proizvodnja 5, voda, sediment
Voditelj: dr. sc. Jasna Hrenavi

Ocjenitelji: dr. sc. Jasna Hrendyidr. sc. Ivagica Ternjej, dr. sc. Zdravko Dolenec

Rad prihvaéen: 03.06.2009.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science

Department of Biology Graduation Thesis

Plate method for counting proteolytic sulphide-prodicing bacteria

Vladimir Ramljak
Division of Botany, Department of Biology
Faculty of Science University of Zagreb

Rooseveltov trg 6, Zagreb

ABSTRACT

The proteolytic sulphide-producing bacteria (PSRB) widely distributed in the water and
sediment and are a good indicator of the ecologitzdlis of ecosystems. From the ecological point of
view it is important to distinguish the physiologigroup of PSPB from other bacteria producing H
form sulphate or thiosulphate. A new medium nameptgne-cysteine-ammonium-iron citrate agar
(PCA) was developed and tested. The medium regugmVe higher CFU of PSPB than the used
control medium (SIM). For the enumeration of PSR8nTf environmental samples, simultaneous
incubation of the same samples in aerobic and ab&econditions is recommended and a higher

number should be taken for interpretation.

(33 pages, 10 figures, 4 tables, 21 referenceginatiin: Croatian)

Thesis deposited in Central biological library

Key words: plate count, proteins, putrefaction, sediment, lsidig-producing bacteria, water
Supervisor: dr. sc. Jasna Hrendavi

Reviewers:dr. sc. Jasna Hrendyidr. sc. lvatiica Ternjej, dr. sc. Zdravko Dolenec

Thesis accepted03.06.2009.



Popis kratica:

CFU —colony forming unitsbroj poraslih bakterijskih kolonija

PCA —pepton-cistein-amonij-Zeljezov citratni agar

PSPB —proteoliticke sulfid-producirajae bakterije

SIM — sulphide production, indol formation and motilitpodloga za otkrivanje stvaranja

sulfida, indola te opazanje pokretljivosti bakterija



SADRZAJ RADA:

I 6 Y 1 PP 1
1.1. Znaaj SUMPOTaA Za ZIVI SVIJET ....eveiiiiieiiiiiiiiiieeie ettt 2.
1.2, KIUZENJE SUMPOIA oiiiiiieeeeieieieee e ee ettt ettt ettt et et eeae e ae e b sbsbas s sss s mnmnmsssesnsnnne 4

1.3. Sudjelovanje mikroorganizama u procesima kruzenja sumpora

I o 11 o | 5
1.4. Odradivanje prisutnosti sumporovodika na hranjivim

(0T | (oo =T o 1 = PR 7

1.5. Bakterijski rodovi uklju éeni u stvaranje sumporovodika

(S ) VAR o1 (0] (=] o - PP TP PRPRRTPPPR 8
2. MATERIJALI I METODE ...ttt 11
2.1, OKOIISNI UZOTCI 1.uvvviiiiiiiiieee ettt e e et n e e e e e snene e 11
P = o To | (oo - OO PR PR PTPPPP 11
2.3. Eksperimentalne Metode ..........oooiiiiiiieiiiiiiiee e 12
2.4, ANAliza POALAKE ........cccuuviiiiiiiiii e 13
T A U I 1N I R R 14
3.1. Porasle bakterijske kolonije (CFU) na testiranim podigama ..............cceeeeeeennn. 14
3.2. Mikroskopska i biokemijska analiza poraslih PSPB-a ...........ccccccceeiiiiiiiinnnnn. 24
3.3. Determinacija bakterijskih rodova pomatu API 20E kompleta .............cccueeeee. 25
4. RASPRAVA ettt 27
B, ZAKLIU CAK ..ot 31

6. POPIS LITERATURE ...ttt 32



1. UVvOD

Procesi razgradnje proteina poénobakterija imaju vaznu ulogu u mineralizaciji organskog
materijala. Brojne bakterije razghaju proteinske spojeve do produkata kao $to su amonijak,
sumporovodik i merkaptani. Mineralizacija proteina odvija se u vodeadjrsri u benttkim

sedimentima u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

Organsku tvar, nakon Sto postane dostupna, mogu iskoristiti mnogi organPrije

spomenuta mineralizacija predstavlja proces razgradnje dgadwari tijekom kojeg nastaju
jednostavnije, anorganske komponente. Mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u fun&ajanir
prirodnih okoliSa. U tim okoliSima oni obavljaju mnoge z&slaod kojih su samo neke ovdje

navedene:

0 Razgradnja (mineralizacija) organskih supstrata,

0 lzvor hrane bogate nutrijentima drugim kemoheterotrofnim
mikroorganizmima; Kao rezultat pojavljuju se transformacigaoskih tvari u
njihove mineralne oblike,

0 lzvor hrane prazivotinjama, obima, kukcima koji Zive u tlu te tako pomazu u
oblikovanju hranidbenih mreza,

0 Mijenjaju tvari kako bi ih drugi organizmi mogli iskoristiti,

0 Mijenjaju kolicinu tvari dostupne u topivom i plinovitom obliku; Taj se proces
odvija ili izravno kroz njihov metabolizam ili neizravno promjenanjiaova
okolisa,

0 Proizvodnja inhibitornih tvari koje smanjuju mikrobioloSku aktivnost ili

ograntavaju prezivljavanje i funkcioniranje biljaka i Zivotinja.

Razgradnja raspaddje organske tvari posredstvom heterotrofnih bakterija, u vodi i
ekosistemima sedimenata, vazan je korak u kruzenju sumpora u pdieddin od glavnih
cilieva prokavanja mikrobiologije okolisa jest identifikacija i opisivanjgkroorganizama
koji predvode transformacije u prirodnim ekosustavima. Tijekom mnosgitazivanja

prikupljeni su podaci koji ukazuju nanjenicu kako glavnim biogeokemijskim procesima u



tlu, sedimentu i pelagkim okoliSima posreduju mikroorganizmi koji pokazuju jo$ nepoznata
fizioloSka svojstva. Ti mikroorganizmi mogu biti potpuno novi, joS @jeni tipovi ili vrste
koje pokazuju drugdja fizioloSka svojstva u svom prirodnom okruzenju od onih koja
prikazuju uzgojeni ucistim laboratorijskim kulturama. Za detaljna p#awanja takvih

fizioloSkih svojstava preduvijet je izolacija ekoloSki gmaih bakterija.

Medutim, nemogudnost uzgoja tih vrsta mikroorganizama predstavlja jedan od dlajve
problema istrazivanja mikrobiologije okoliSa. Bédda je oko 50%, a u nekim shievima i

do 90%, bakterijskih stanica uzetih iz prirodnog okruzenja metdbalktivno, pretpostavka
je kako bi se one mogle uzgoijiti i u laboratorijskim uvjetima. ditaacija u laboratoriju je
posve drugdja. Samo mali djed prije navedenog broja, otprilike 1%, mdguje uspjesno
uzgoijiti. Problem koji se pojavljuje kod §@e pokuSaja uzgoja takvih tipova bakterija jest da
se zbog vrlo specifinih uvjeta rasta samo nekoliko metabkilh tipova bakterija uspjesno
uzgaja u laboratoriju (Overmann i Gemerden 2000). tkpbne metode uzgoja stoga nisu
pogodne te se mora pristupiti razvoju novih metoda odnosno hranjivih poodiugih

medija koji¢e Sto vjernije replicirati prirodni okoli$ tih vrsta bakterija

Stoga je razvoj novog tipa hranjive podloge koja ondaga rast i razvoj fizioloSke skupine
proteolitickin sulfid-producirajéih bakterija zn&ajan korak u smjeru dobivanja novih
spoznaja o0 ekologiji i karakteristikama te skupine bakterijjekdm raspadanja proteina
odraiena koléina sumporovodika se oslatm iz aminokiselina koje sadrzavaju sumpor u
svom sastavu (organski sumpor). U aerobnim uvjetima spojevi &djZe organski sumpor
mineraliziraju se do sulfata, a u anaerobnim uvjetima &unprodukt je sumporovodik
(Fenchel i sur. 1998).

1.1. Znafaj sumpora za Zivi svijet

Sumpor predstavlja sastavni dgexni dio zivih stanica. Anorganski sumpor sudjeluje u

stvaranju nakupina Zeljezo-sumpor koje su sastavni dio kompleksroon c-oksidaze,

kompleksa ukljgenog u iskoriStavanje kisika kod aerobnih organizama.

Sumpor moze posluziti kao izvor kemijske hrane primitivnim orgamzmiNeke bakterije

koriste sumporovodik (bB) umjesto vode kao donor elektrona kod primitivnih procesa nalik



fotosintezi kod kojih je kisik akceptor elektrona. Fotosintetske zeldjubitaste sumporne
bakterije, kao i neki kemolitotrofi, koriste elementarni kisila zprocese oksidacije
sumporovodika do elementarnog sumpord).(®rimitivne bakterije koje Zive u blizini
dubokomorskih vulkanskih izvora oksidiraju sumporovodik na tajimaS druge strane,
sumporne bakterije ,udiSu sumpor® umjesto kisika. One koriste sumpor keeptar

elektrona te reduciraju sumporne spojeve do sulfidsto i do sumporovodika. Takve
bakterije mogu rasti na raznim podlogama na kojima se nalazemiljab oksidirani

sumporni spojevi, primjerice tiosulfati, tionati, polisulfig sulfiti. Sumporovodik kojeg su
ove bakterije proizvele odgovoran je za miris plinova i produkataradnge i raspadanja

¢emu ove bakterije posreduju.

Sumpor je takéer sastavni dio mnogih molekula koje sluZze kao obrambeni mehanizmi
bakterija. Primjerice, iako sumpor nije dio laktamskog prsteastasni je dio véne beta-

laktamskih antibiotika, ukljgujuci penicilin, cefalosporin i monobaktam.

Biljke apsorbiraju sumpor iz zemlje preko korijenovog sustaealiku sulfatnog iona (S9)

te ga reduciraju do sulfida prije nego ga ugrade u aminokiselimeircis ostale organske
komponente koje sadrze sumpor. U biljaka i zivotinja aminokiselsteinii metionin sadrze
sumpor, kao i svi polipeptidi, proteini te enzimi koji u svom sastamaju spomenute
aminokiseline. Homocistein, taurin i drugi spojevi td&o sadrze sumpor te su csle
strukturne grde, no njih ne kodira DNK te stoga nisu dio primarne strukture proteina.
Glutation je vazan tripeptid koji sadrzi sumpor koji sluzi kao izvaniggkog redukcijskog
potencijala posredstvom svojeg sulfhidriinog dijela (-SH). Mnogknw stanini enzimi
koriste prostetike skupine koje sadrze —SH dijelove kako bi mogle sudjelovati u jaakciu
kojima su prisutne biokemikalije s acilnim komponentama. Dva prarigkvih metabodikih

interakcija su koenzim A i alfa-lipoidna kiselina.

Disulfidni mostovi (S-S) stvoreni iznde dviju aminokiselina cisteina u peptidnom lancu
imaju vaznu ulogu u sastavljanju i strukturi proteina. Ove jeitealentne veze iznde
peptidnih lanaca daju proteinima dodatnu strukténrstocu i otpornost. Primjeric&vrstoca
perja i dlaka dijelom je posljedica visokog udjela S-S vempghovu sastavu te visokog udjela

cisteina i sumpora.



1.2. Kruzenje sumpora

Sumpor (S), deseti po zastupljenosti element u svemiru, krhautijgnemetal bez okusa i
mirisa. Sastavni je dio mnogih vitamina, proteina i hormona ikogju vaznu ulogu kao

klimatski i regulatorni faktor u ekosistemima. dfea sumpora na Zemlji uskladistena je u
podzemnim nakupinama stijena i minerala, uklju¢i i sulfatne soli zakopane duboko unutar

oceanskih sedimenata.

Kruzenje sumpora ukljiwje atmosferske procese te procese koji se odvijaju naiaepml;
povrSini. Unutar procesa na zemljinoj povrSini kruZenje zZape troSenjem stijena,
oslobatajui uskladiSteni sumpor. Sumpor tada dolazi u doticaj sa zrakomkagpnilcega se
pretvara u sulfat (S£). Taj sulfat uzimaju biljke i mikroorganizmi te ga svojimrasgacijskim
procesima pretvaraju u organski oblik koji Zivotinje koriste u obliku hiksja uzimaju iz
okolisa, te one tako pospjeSuju kretanje sumpora kroz hranidbene lealce organizmi
ugibaju te se raspadaju, dio sumpora se opet otpusta u obliku sulfidetoga sulfata ulazi u
mikroorganizme. Takder postoji i niz prirodnih izvora koji sumpor otpustaju izravno u
atmosferu kao Sto su vulkanske erupcije, raspad organske tvaricvarama i vodama

staja&icama te ispravanje vode.

—— —

— —
Atmosfera i
/ / " COS, S0, \
Otpustanje
vulkanima
- i Isparavanje
Talozenje Pretvaranje u
/ plin
Gnojiva \
TaloZenje \
/ le— -
[ . Otpadne
( ~ Eozi|a g vode Oceani \
\ Sedimenti hinsfera |
5,50
\\_ & 50!
N~ R -~
—_ Sedimentni ciklus £ ~
‘-..‘_‘_ T ee— e — ——
~= ___ Hidroloskiciklus e~

—_— — —_— =

Slika 1. Kruzenje sumpora u prirodi



Sumpor se s vremenom istalozi natrag na zemljinu povrSinu ilra&a wa nju oborinama.
Kontinuirani gubitak sumpora odvija se preko odvodnje u rijeke i jetera,vremenom u
mora odnosno oceane. Sumpor tikoulazi u oceane putem zemljine atmosfere, tj. oborina.
Unutar oceana sumpor kruzi kroz morske zajednice i ekosisteme pileaim hranidbenih
lanaca. Dio tog sumpora se &au atmosferu, a dio se gubi u dubokomorskim sedimentima,
povezujéi se sa Zzeljezom stvardjuzeljezne sulfide odgovorne za tamnu bojuine

morskih sedimenata.

Od paetaka industrijske revolucije ljudske djelatnosti dopringlekoli€ini sumpora koji se
otpuSta u atmosferu, posebice izgaranjem fosilnih goriva idobmametala. Tr@na svog
sumpora koji dopire do atmosfere, ukidjjuci 90% sumpornog dioksida, potg od ljudskih
aktivnosti. OtpusSteni sumporni spojevi, zajedno sa duSikovim Sptgeveagiraju s ostalim
kemikalijama u atmosferi te stvaraju malestice sulfatnih soli koje se é&u na Zemlju u
obliku kiselih kiSa, uzrokujti Sirok spektar Steta na prirodnim okoliSima. No, isto tako
sumpor djeluje i kao regulator globalne klime. Sumporni dioksid i sumipaerosoli
apsorbiraju ultraljuliiasto zréenje stvarajéi nakupine oblaka koji hlade gradove, no poti

globalno zagrijavanje povavaji kolicinu dugovalnog zi@enja kroz efekt staklenika.

1.3. Sudjelovanje mikroorganizama u procesima kruZzenja sumpora prirodi

Glavni rezervoar sumpora u prirodi je organska frakcija tla (hunukdjoj se sumpor nalazi
u obliku estera sulfata i aminokiselina. Nakon smrti organizammoorganoheterotrofni
mikroorganizmi (saprofiti) mineraliziraju organske spojeve sump(Bdika 2). Kroz
anaerobnu razgradnju aminokiselina koje sadrZe sumpor nastajtnisidfa (SQ?), a
takader i otrovni plin sumporovodik (+8). Oksidacijom sumporovodika bakterijama roda
Thiobacillus preko elementarnog sumpora (S°) i tiosulfataOgS) nastaju sulfatni ioni
(SO2) koji su jedini oblik sumpora pogodan za asimilaciju u biline orgaeiz8toga je
redukcija sulfata kako bi se iskoristio u biosintezi aminokiselinprateina primjer
asimilatorne reakcije. U anaerobnim uvjetima sulfat jentealni akceptor elektrona u
procesu sulfatnog disanja obligatnin anaerobnih bakterija rd@sulfovibrio i
Desulfotomaculum prilikom ¢ega se reducira do sumporovodika. OvagimakoriStenja

sulfata kao vanjskog akceptora elektrona u procesu stvararfjdasioji se nakuplja u



okolisSu, primjer je disimilatornog redukcijskog procesa i anaerobrgraege. Sposobnost
dobivanja i koriStenja energije putem oksidacije tiosulfata kdfatsproducirajiéih bakterija

upravljana je povezanés s respiratornim lancem na razini citokroma ¢ (Sorokin 1994

7 organski S
asimilacija organotrofna
razgradnja
8042- desimilatorna | W H)S
A sulfatredukcija
kemolitotrofna
oksidacija
S032- &
Sp032-

Slika 2. Uloga mikroorganizama u ciklusu kruZenja sumpora u prirodi

U biogeokemijskim ciklusima sumpora;$l se stvara razgradnjom proteina ili redukcijom
sulfata, a u svakom slaju njegova nazmost u vodi ukazuje na anaerobiju i ta@ksist
sredine zvane ,sulfuretum“ za sve vodene organizme osim anderofmiosintetskih

sumpornih bakterija.

Vrlo malo sumpora prisutno je u zivim organizmima, no u primgkopnenim mévarama,
gdje dolazi do nakupljanja organske tvari u anaerobnim uvjetima, mEissd znéajnije
kolicine sumpora. Bakterije predstavljaju ¢iru biomase i obavljaju v¥&u kemijskih

procesa u takvim sedimentima (Nealson )9%Kkologija okoliSa bogatih sumporom josS je



slabo razjaSnjena zbog kompleksne povezanosti anaeroba i aergibavegnmutualisitkog
odnosa. Kompletni ciklus sumpora, odnosno reakcije oksidacije i redukaje se odvijati

u makrookoliSima kao Sto su kanalizacije i zégyee luke ili unutar mikrookoliSa kao Sto su
biofilmovi (Little i sur. 2000).Bitno je primijetiti kako se redukcijski dio ciklusa kruzenja
sumpora, primjerice redukcija sulfata, odvija samo u bioloSkim invge(Okabe i sur. 2004).
Koli¢ine koje ulaze u kruzenje sumpora iz takvih izvora su male, no prafjoa miris po
pokvarenim jajima prevladava u zraku oko takvih lokacija. Izraztogodan, pokvareni miris
sumporovodika uzrokovan je sulfid-produciréjn  bakterijama, ponajviSe vrstom
Shewanella putrefaciengSkjerdal i sur. 2004). Po¥ane koncentracije atmosferskog
sumpora izravna su posljedica ljudskih djelatnostiiiva tih spojeva kratkog su vijeka te se

ispiru kiselim kiSama, Sto utje na ravnotezu ciklusa kruzenja sumpora (CliffsNotes.com).

1.4. Odradivanje prisutnosti sumporovodika na hranjivim podlogama

Sumporovodik se uglavnom otkriva na hranjivim podlogama opaZanjenmjegjer koja
nastaju na podlozi u prisustvu soli odleaih metala (Zeljezo, olovo, bizmut), a crna boja tih
podritja posliedica je postojanja sulfida u tim metalima. Standatdaianjive podloge za
brojanje bakterija koje proizvode sumporovodik sadrZe tiosulfatsteéini pa se bakterije,
koje su sposobne stvarati sumporovodik iz bilo kojeg od dva izvora sunmopaaljuju kao
crne kolonije. No neke bakterije ne proizvode sumporovodik iz tiosulfetgp samo iz
sumpora koji potjge iz aminokiselina koje ga sadrze (Gram i sur. 1987). S ekolagkd@ta
bitno je razlikovati fizioloSku grupu proteolitin bakterija koje proizvode sumporovodik

(PSPB) od ostalih bakterija koje proizvode sumporovodik iz suliatasulfata.

Vazno je primijetiti kako ne postoji épnito prihvéen medij odnosno hranjiva podloga za
prebrojavanje poraslih kolonija PSPB-a. Temeljem prijaSnjilmistanja (Stilinow i Futac
1990) ovo istraZivanje polazi dghjenice dace se anaerobno okruzenje péisti sredini svih
bakterijskih kolonija, rasiti na povrSini hranjive podloge tijekom inkubacije. U sredini
kolonije koja proizvodi sumporovodik, nakon potrebnog vremena inkubacije ngivbjan
podlozi bogatoj aminokiselinama koje sadrze sumpor, ubezalcai do stvaranja crnog
podrwja u sredini kolonije.



Slika 3. U sredini crnih kolonija dolazi do stvaranja sumporovodika

1.5. Bakterijski rodovi uklju ¢eni u stvaranje sumporovodika (HS) iz proteina

FizioloSka grupa proizuta¢éa sumporovodika (bB) iz proteina (aminokiselina) obulbza
razlicite rodove bakterija, kao Sto suAeromonas, Brevibacterium, Clostridium,
Flavobacterium, Proteus, Sarcinél sljede€im odlomcima ukratko su navedene osnovne
fizioloSke zna&ajke navedenih bakterijskin rodova (prema Bergeyevom dmiku za

bakterioloSku determinaciju; Holt i sur. 1994).

Brevibacterium— nepravilni Stagi, 0,6-1,2 x 1,5-6 um. Dolaze pojedém® ili u parovima,
¢esto pod kutem koji im daje izgled slova V. U starijim kulturastegpti se segmentiraju u
male koke. Gram pozitivne, no lako se obezboje. Nepokretne, najatwuore. Striktni
aerobi. Kolonije mogu biti Zuto-nar&aste ili ljubtaste boje. Kemoorganotrofi sa
respiratornim metabolizmom. Optimalna temperatura rastaspora 20-35°C. Siroko

rasprostranjeni u mlifgim proizvodima, a néeni su i na ljudskoj koZzi.



Clostridium— Staptaste stanice, 0,3-2,0 x 1,5-20,0 um. Nalazimo ih u parovinkaatkim
lancima sa zaobljenim ili zaSiljnim krajevima. ©td pleomorfne (viSe oblika tokom Zivota),
Gram pozitivne, pokretljive ponga peritrihnih béeva. Stvaraju ovalne ili kruZne endospore
koje rastegnu stanicu. Vi@a vrsta je kemoorganotrofna, neke kemoautotrofne ili
kemolitotrofne. Ne obavljaju disimilatornu redukciju sulfata. Odifig anaerobi, ako rastu u
prisutnosti zraka tada je rast oskudan te je sporulacija onéemguMetabolki iznimno
raznovrsne, sa temperaturnim rasponom 10@5Siroko rasprostranjene u okolisu. Mnoge
vrste proizvode snazne egzotoksine, a neke su i patogene zajéizbtg svog potencijala za

infekciju rana te toksnog karaktera.

Sarcina— stanice okrugle ili gotovo okrugle, 1,8-3 um u promjeru. Dolarakupinama od
osam ili viSe jedinki. Neke stanice se pojavljuju same, nozdala parovima ili tetradama.
Gram pozitivhe, nepokretne, anaerobne. Kemoorganotrofne, za rasbgotmedij bogat
hranjivim tvarima i ugljikohidratima. Metabolizam fermentativ sa ugljikohidratima kao
supstratima, a kao proizvodi toga metabolizma stvaraju seadiselina, vodik, ugljikov
dioksid i drugi spojevi. Za rast optimalna temperatura 30G7 Siroko rasprostranjena u

prirodi, obino izolirana iz probavnog trakta sisavaca te sjemenki Zitarica

Aeromonas- ravni Stapii sa zaobljenim krajevima, no pojavljuju se i oblici okruglog kdoli
0,3-1,0 um u promjeru te 1,0-3,5 pm duljine. Pojavljuju sgdgoano, u parovima ili
kratkim lancima. Gram negativni. Qinio pokretni poméu jednog vrSnog ba. Fakultativni
anaerobi. Kemoorganotrofni, posjedtijuespiratorni i fermentativni oblik metabolizma.
Optimalni rast pri temperaturi 22-2&, vetina vrsta raste i na 3%C. Reduciraju nitrate.
Nalazimo ih¢istim i otpadnim vodama. Neke vrste su patogene za Zabe, ljibgei Od

ljudskih zaraza n&g&i su proljev i bakteremija.

Proteus— ravni Stapii, 0,4-0,8 um u promjeru x 1-3 um duZine. Gram negativni. Pokretni
pomau peritrihnih béeva. V&inu vrsta nalazimo u nakupinama sa pedodn ciklusima
migracija, pricemu se stvaraju kruzne zone u jednom sloju preko vlaznih povrSinaviiranji
medija stvrdnutih agarom ili Zelatinom. Kemoorganotrofni, fakwtatanaerobi. Posjeduju
respiratorni i fermentativni oblik metabolizma. Optimalan m@stemperaturi od 37C. Rastu

na kalijevom cijanidu (KCN). Obno se stvara sumporovodik {8). Reduciraju nitrate.

Pojavljuju se u crijevima ljudi te mnogih zivotinja, a pojajd se i u gnojivu, tlu i zagkenoj



vodi. Patogeni kod ljudi, uzrokujuurinarne infekcije. Takder i sekundarni patogenigesti

kod opé€enih pacijenata gdje uzrokuju gnojne rane.

Flavobacterium- Stapéi paralelnih strana sa zaobljenim krajevima, &iaé 0,5 x 1,0-4,0 um.
Endospore se ne stvaraju. Gram-negativni. Nepokretni. Aerobrsfregim respiratornim
oblikom metabolizma. Okoli$ni uzorci optimalno rastu na temperauirB7 °C. Kolonije

porasle nacvrstoj podlozi obino pigmentirane (zuto do n&esto), no pojaviljuju se i
nepigmentirane. Kolonije prozirne (ponekad neprozirne), kruzne (promjezamnin),

konveksne, glatke i sjajne sa cjelovitim rubovima. KemoorgantrSiroko rasprostranjene
u tlu i vodama, ndene i kod sirovog mesa, mlijeka i ostale hrane tedako bolnicama i kod

ljudskog klinkog otpada.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. OkoliSni uzorci

Ukupno je skupljeno 26 razliih okoliSnih uzoraka s podéa grada Zagreba. Skupljeno je
cetrnaest uzoraka vode iz prirodnih i umjetnih jezera, potokaekaijte dvanaest uzoraka
sedimenta koji su odgovarali lokacijama uzoraka vode. Tijekom uzamj@wasSena su
mjerenja pH vrijednosti i koncentracija otoplienog kisika u vodintersticijalne vode u
sedimentu pomm WTW 330 pH metra i WTW Oxi 330i oksimentra.

2.2. Podloga
Testirana je podloga imena pepton-cistein-amonij-Zeljezvatoi agar (PCA) za izolaciju i

brojenje PSPB-a.

Sastav PCA podloge:

BakterioloSki pepton (Biolife) 50¢9
Peptonska proteoza (Biolife) 50¢g
L-cistein (Fluka) 0,25¢
NaCl (Kemika) 50¢9
Amonij-Zeljezov(lll) citrat (Sigma-Aldrich) 1049
KoHPO, (Kemika) 0,39
Agar (Biolife) 1509
Destilirana voda 1000 mL
pH 74+0,.2

11



Sastav SIM podloge:

Pepton iz kaseina 20,0 ¢
Pepton iz mesa 6,60
Amonij-zeljezov(lll) citrat 0,29
Natrijev tiosulfat 0,29
Agar 15,09
Destilirana voda 1000 mL
pH 7,3%0,.2

SIM podloga (Merck) koriStena je kao kontrolna podloga za usporedbu razuttklt
vrijednost podloga namjestala se s 1 mol/L HCL ili 1 mol/L NMa®odloge su autoklavirane
(121°C/20 min) te izlijevane na Petrijeve pto

2.3. Eksperimentalne metode

Svjezi uzorci analizirani su tri sata nakon sakupljanja. Ndjpraa su serijska razijenja
(10" do 10% jednog mililitra vode ili jednog grama sedimenta. Raiajga (0,1 mL) su
nacijeplijena na oba tipa hranjivih podloga (PCA i SIM) metodoenf@& razmaza (APHA
1995) u triplikatu. Ovi triplikati odmah su inkubirani na 26 + 6C1 kako bi se dobio broj
aerobno poraslih kolonija PSPB-a. Sljédériplikat PCA i SIM podloga inkubiran je
anaerobno (26 = 0,9C) u Anaerocultu A (Merck) kako bi se dobio broj anaerobno poraslih
kolonija PSPB-a. Broj poraslih crnih kolonija nakon tri dana inkubacije sgjepovéao
inkubacijom do pet dana. Stoga je prebrojani broj svih nastalih kaloaikon tri dana od

pocetka inkubacije uzet kao koten te se izr&unao broj poraslih kolonija PSPB-a

Sve vidljivo razltite porasle kolonijje PSPB-a na PCA i SIM podlogama izoliramena
hranjivom agaru (Biolife).Ciste kulture PSPB-a obojane su Gramovom metodom te
pregledane pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus, BX51) pod imerzionim tolgek na

povetanju od 1000 puta. Iste kulture su identificirane koriStenjem 208 pribora ili po
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biokemijskim karakteristikama prema Bergeyevom g@niku za bakterioloSku determinaciju
(Holt i sur. 1994).

2.4. Analiza podataka

Statisttke analize napravljene su koriGtekompjutorski program Statistica (StatSoft Inc.
2005). Rezultati su postavljeni kao omjer broja poraslih kolonijaBP&SRa PCA podlozi
prema broju poraslih kolonija PSPB-a na SIM podlozi. Podaci ovog uip@&avisni odnosno
ne mogu se usporediti s nekim prijadnjim rezultatima te je sppgeeden i klasan t-
Studentov test. Retna hipoteza testirana ovom analizom bila je da PCA i SIM pediasy
pokazivale razlike u kogaom broju poraslih kolonija. Rezultati su se smatrali ¢aie na
razini od 5% (p=0,05). Korelacija rhe varijablama procijenjena je korigtePearsonovu

linearnu korelaciju.
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3. REZULTATI

3.1. Porasle bakterijske kolonije (CFU) na testiranim podigama

Nakon nacjepljivanja na PCA podlogu prva zacrnjenja pojavila swakon 24 sata inkubacije

te se njihov broj pou&vao inkubacijom do tri dana, no daljnom inkubacijom do pet dana broj
crnih kolonija nije rastao. SIM podloga pokazivala je isti trermbog crnih kolonija. Stoga

su se kao korgai rezultati na PCA i SIM podlogama uzimali oni dobiveni nakon perioda
inkubacije od tri dana. U svim slajevima na PCA i SIM podlogama pored PSPB kolonija
(crne kolonije) udene su i prate heterotrofne kolonije koje nisu pripadale PSPB tipu
kolonija (Zelatinozne kolonije, Slika 4). Ove bakterijske kolorieile su otprilike 98%
ukupnog broja kolonija, no nisu remetile prepoznavanje i prebrojavamgeifoPSPB tipa na
oba tipa podloga (r=0,58, p<0,05). Broj poraslih kolonija PSPB-&apma je pozitivho

odgovarao broju poraslih kolonija na oba tipa podloga (r=0,60, p<0,05).

Slika 4. Porasle crne PSPB kolonije nakon inkubacije u trajanjui oidma.
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Rezultati procjene PCA podloge u usporedbi s kontrolnom SIM podlogonolaaijg PSPB-

a iz razltitih okoliSnih uzoraka prikazani su u Tablicama 1-4 te Slikama Sv&ukupno
gledajui veci broj PSPB kolonija porastao je na PCA nego na SIM hranjivimggaatha. U
uzorcima vode (Tablica 1) broj poraslih kolonija PSPB-a u aerobninmtimegebio je u
prosjeku 1,5 puta & (p>0,05) kada su uzgajane na PCA podlogama (250/mL) nego na SIM
podlogama (175/mL). Kod uzoraka vode (Tablica 2) gdje su kolonije PSiA8gane u
anerobnim uvjetima broj kolonija bio je 1,1 putaivg>0,05) kada su se uzgajale na PCA
podlogama (139/mL) nego na SIM podlogama (122/mL). Kod uzoraka sedimabtadT3)
broj poraslih kolonija PSPB-a u aerobnim uvjetima bio je 2,9 puéa (p=0,05) kada su
uzgajane na PCA podlogama (10908/g) nego na SIM podlogama (3768/9).zKi@dkau
sedimenta (Tablica 4) uzgajanih u anaerobnim uvjetima pdemnje je kako su prosjee
vrijednosti poraslih kolonija PSPB-a 3,6 putatergp<0,05) kada su se uzgajale na PCA
podlogama (36600/g) nego na SIM podlogama (10198/g).

U uzorcima vode broj PSPB-a koji su uzgojeni aerobno bio ¢& nvego onih uzgojenih
anaerobno (1,8 i 1,4 putadra PCA nego na SIM podlozi, p>0,05). U uzorcima sedimenta
broj anaerobno uzgojenih PSPB-a bio jéivego onaj uzgojenih aerobnim putem (3,4 i 2,7
puta viSi na PCA podlozi nego na SIM podlozi, p<0,05). Ovaj afipitgiulacija PSPB-a
prema rastu u aerobnim i anaerobnim uvjetima objaSnjava $®®vojn sposobnés
adaptacije na okoliSne uvjete.chije, koncentracija otopljenog kisika bila je viSa u uzorcima
vode (6,9-8,7 mg @L), dok su uzorci sedimenta bili anoksi (0,4-0,2 mg @QL). Prosj&na

pH vrijednost uzoraka sedimenata (7,75 = 0,33) bila jecgna niza (p<0,05) od

odgovarajdih uzoraka vode (8,31 £ 0,32).

Kada sazmemo sve rezultate, broj poraslih kolonija PSPB-a kimajajnije vei (p<0,05) u
slwajevima kada se izolirao na PCA nego na SIM hranjivu podlogsj€®ne vrijednosti
broja poraslih kolonija PSPB-a bile su 3,4 putéev&ada su se kolonije uzgajale na PCA
podlozi (11 + 24 x 1Y nego na SIM podlozi (3 + 8 x 0 Medusobni odnos izmki PCA i

SIM podloge bio je zri@jno pozitivan (r=0,72, p<0,05), Sto ukazuje na to da poviSeni broj
poraslih kolonija nije posljedica laznog pozitivhog rezultata. Kxijefit varijacije rezultata
PCA podloga bio je prosjaeo 8,0%, Sto nije viSe nego Sto je za SIM podlogu (10,6%) i
zadovoljavajde je za oblik bioloSke metode kao 5to je ddranje poraslih bakterijskih

kolonija.

15



Tablica 1. Broj poraslih kolonija (CFU/mL) aerobno uzgojenih protediitn sulfid-
producirajiéih bakterija izoliranih iz uzoraka vode na PCA i SIM podioga

SD = standardna devijacija, KV = koeficijent varijacié)(

PCA SIM
Uzorak br. Srednja SD | KV Srednja | SD | KV
vrijednost vrijednost

1 100 10| 10,0 70| 10| 14,3
2 95 5| 53 18 3| 14,2
3 0 0 0 0| O 0
5 18 2| 111 0 0 0
6 25 5| 20,0 0| O 0
7 70, 10| 14,3 50| 10| 20,0
8 55 5| 91 10| O 0
9 63 8| 12,0 45 5| 111
10 1453 118| 8,1 1098| 13| 1.1
12 400, 20| 5,0 320 30| 94
13 10 0 0 8 3| 33,3
14 330, 40| 12,1 25 5| 20,0
15 125 15| 12,0 75 5| 6,7
16 755/ 55| 7,3 690| 80| 11,6
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Slika 5. Graficki prikaz broja poraslih kolonija (CFU/mL) aerobno uzgojenih priiti€&ih

sulfid-producirajédih bakterija izoliranih iz uzoraka vode na PCA i SIM podlogama
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Tablica 2. Broj poraslih kolonija (CFU/mL) anaerobno uzgojenih proteiiiti sulfid-
producirajiéih bakterija izoliranih iz uzoraka vode na PCA i SIM podioga

SD = standardna devijacija, KV = koeficijent varijacié)(

PCA SIM
Uzorak br. Srednja | SD| KV Srednja SD KV
vrijednost vrijednost

1 80| 10 12,5 17 3 17,6
2 9| 2 17,6 8 2 25,0
3 o O 0 0 0 0
5 9, 1 11,1 0 0 0
6 100 O 0 9 2 17,6
7 18| 3 14,3 0 0 0
8 22| 2 9,1 24 6 25,0
9 26| 4 154 16 4 25,0
10 405| 25 6,2 380 20 5,3
12 520 30 5,8 455| 55 12,1
13 9 1 111 9 2 17,6
14 95| 15 15,8 90| 20 22,2
15 59| 12 19,7 49| 11 22,4
16 690| 20 2,9 655| 5 0,8
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Slika 6. Graficki prikaz broja poraslih kolonija (CFU/mL) anaerobno uzgojenihquittickih

sulfid-producirajéih bakterija izoliranih iz uzoraka vode na PCA i SIM podinga
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Tablica 3. Broj poraslih kolonija (CFU/g) aerobno uzgojenih protetkiti sulfid-

producirajiéih bakterija izoliranih iz uzoraka sedimenata na PCA i $bdlogama.

SD = standardna devijacija, KV = koeficijent varijacié)(

PCA SIM
Uzorak br. Srednja SD KV Srednja | SD KV
vrijednost vrijednost

1 1750 50 2,9 1015| 185 18,2
3 1020| 180| 17,6 95 5 5,3
4 16600| 1000 6,0 1000| 100 10,0
5 2550 250 9,8 160| 40 25,0
6 2650 150 5,7 170 30 17,6
8 25425| 575 2,3 4975| 525 10,6
10 8700| 400| 4,6 8950| 50 0,6
11 7150, 50 0,7 1500/ 300 20,0
12 18800 200 1,1 15250/ 250 1,6
13 7300 200 2,7 355| 45 12,7
15 30500 2700| 8,9 4450| 150 3,4
16 8450, 250| 3,0 7300| 100 1,4




Uzorak sedimenta, aerobni
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Slika 7. Graficki prikaz broja poraslih kolonija (CFU/g) aerobno uzgojenih proteifi

sulfid-producirajéih bakterija izoliranih iz uzoraka sedimenata na PCAM $bdlogama.
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Tablica 4. Broj poraslih kolonija (CFU/g) anaerobno uzgojenih protexiiti sulfid-
producirajiéih bakterija izoliranih iz uzoraka sedimenata na PCA i $bdlogama.

SD = standardna devijacija, KV = koeficijent varijacié)(

PCA SIM
Uzorak br. Srednja SD KV Srednja SD | KV
vrijednost vrijednost
1 1950 350| 17,9 650 50| 7,7
3 1050 50| 4,8 510 10, 2,0
4 87500, 1100 1,3 3600| 600| 16,7
5 550 50| 9,1 405 5/ 1,2
6 9000, 1000| 11,2 4925| 175| 3,6
8 23300; 3500| 15,0 6025| 225| 3,7
10 106250 10750| 10,1 51600, 400, 0,8
11 5200 100| 1,9 4500, 300| 6,7
12 20600, 1800| 8,7 22900/ 3100| 13,5
13 15800 400, 2,5 1450, 250| 17,2
15 85500, 2500/ 2,9 9800| 1500/ 15,3
16 82500, 2500| 3,0 16000| 1300| 8,1
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Slika 8. Graficki prikaz broja poraslih kolonija (CFU/g) anaerobno uzgojenih prittekih

sulfid-producirajéih bakterija izoliranih iz uzoraka sedimenata na PCAM $bdlogama.
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3.2. Mikroskopska i biokemijska analiza izoliranih PSPB-a

Mikroskopska analiza izoliranih kolonija aerobno poraslih PSPB-a ptavelida se u svim
slwéajevima radi o Gram negativnim nesporogenim stap. Zajedntka karakteristika
izoliranih kultura bila je Zelatinozna aktivnost te fakultativnaarobni metabolizam. Izolirani
uzorci pripadali su w@nom rodovimaAeromonasi Shewanellate u nekim sléiajevima
rodovima Erwinia i Citrobacter Bakterije roda Shewanella spadaju u vodene
mikroorganizme svjetske raSirenosti. Njihovo glavno obiljezjengbova velika varijabilnost
respiratornih sposobnosti (Hau i Gralnick 2p0¥Ma anaerobno uzgojenim kulturama pored
spomenutih fakultativnih anaeroba tdko su izolirani i obligatni anaerobi iz roda

Clostridium Izmeiu bakterijskih rodova izoliranih na PCA i SIM podlogama nij@ Idzlike.

Ukratko, karakteristike bakterijskih rodova izoliranih iz ateaih uzoraka su sljede (prema

Bergeyevom priréniku za bakterioloSku determinaciju; Holt i sur. 1994):

Aeromonas- ravni Stapii sa zaobljenim krajevima, no pojavljuju se i oblici okruglog kdoli
0,3-1,0 um u promjeru te 1,0-3,5 um duljine. Pojavljuju sgdgoano, u parovima ili
kratkim lancima. Gram negativni. Qinio pokretni poméu jednog vrSnog ba. Fakultativni
anaerobi. Kemoorganotrofni, posjedtijuespiratorni i fermentativni oblik metabolizma.
Optimalni rast pri temperaturi 22-2&, vetina vrsta raste i na 37C. Reduciraju nitrate.
Nalazimo ih¢istim i otpadnim vodama. Neke vrste su patogene za zabe, ljibgei Od

ljudskih zaraza n&g&i su proljev i bakteremija.

Citrobacter — ravni Stagii, velicine otprilike 1 pm u promjeru te 2-6 pm u duzinu. Gram
negativni. Veéina vrsta pokretna. Kemoorganotrofni, fakultativni anaerobi. Optienal
temperatura rasta kod 3Z. Reduciraju nitrate. Izoliraju se iz ljudskih kikih uzoraka, u
vise od 50% uzoraka iz respiratornog sustava. Rijetko se pogwap oportunistki

patogen.

Clostridium — Staptaste stanice, 0,3-2,0 x 1,5-20,0 um. Nalazimo ih u parovinkaaikim
lancima sa zaobljenim ili zaSiljnim krajevima. ©td pleomorfne (viSe oblika tokom Zivota),
Gram pozitivne, pokretljive ponga peritrihnih béeva. Stvaraju ovalne ili kruzne endospore
koje rastegnu stanicu. Vi@ma vrsta je kemoorganotrofna, neke kemoautotrofne ili

kemolitotrofne. Ne obavljaju disimilatornu redukciju sulfata. Odifig anaerobi, ako rastu u
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prisutnosti zraka tada je rast oskudan te je sporulacija onéerguMetabolki iznimno
raznovrsne, sa temperaturnim rasponom 10@5Siroko rasprostranjene u okolisu. Mnoge
vrste proizvode snazne egzotoksine, a neke su i patogene zajéizbtig svog potencijala za

infekciju rana te toksnog karaktera.

Erwinia — ravni Stagii, veli¢cine 0,5-1,0 x 1-3 um. Pojavljuju se pojedina, u parovima, a
katkad u kratkim lancima. Gram negativne. Polree pomeéu peritrihnih béeva (osim E.
stewartii). Fakultativni anaerobi. Kemoorganotrofni, posjedujaspiratorni i fermentativni
oblik metabolizma. Optimalna temperatura rasta pri rasponu d@2D2Z. Mnoge vrste ne
reduciraju duSikove spojeve. Povezane sa billkama kao patoggnifis te izgrauju

epifitsku floru. Vrlo rijetko izolirani iz ljudi.

Shewanella- ravni, lagano zakrivljeni Stafj veli¢ine 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um. Gram negativne.
Pokretljive poméu jednog ili viSe polarnih Beva. Fakultativno anaerobni. &&ni u mnogim
okoliSima kao Sto su slatkovodna jezera, morski sedimenti, podzemmeci@ i na
razlicitim dubinama stratificiranih vodenih sustava. Posjeduju izh@gnéu sposobnost
koriStenja Sirokog spektra spojeva koji sluze kao akceptori elektnopepcesima disanja.
Neki od njih su kisik, zeljezo, mangan, uran, krom, vanadij, nitratit te fumarat. Ova
raznovrsnost respiratornin  magnosti ¢ini bakterije roda Shewanellaposebno vaznim
objektom u razvoju biotehnoloSkih metoda, ali i procesima bioremgdijakoliSa zagdenih

metalima i radioaktivnim otpadom (Doe Joint Genome InstiGiewanella genus).

3.3. Determinacija bakterijskih rodova pomatu API 20E kompleta

Ukoliko je mikrob Gram negativha Stapsta bakterija, jedan od gafe koristenih
dijagnosttkih testova jest API 20E pteca. Ona se sastoji od dvadeset zasebnih, minijaturnih
testnih pretinaca, od kojih svaki sadrZi réitlireagens prema kojem se odisgu metabolike
sposobnosti bakterije te u kaméci njen rod i vrsta. Nakon inkubacije svaki pretinac se
analizira prema promjeni boje, Sto dpie na prisutnost metabdke reakcije. Rezultati
dvadeset reakcija pretvaraju se u sedmeroznamenkastwiggfrae znéenje provjerava u
bakterijskom prirdniku koji sadrzi imena bakterijskih vrsta povezanih s dobivenim

sedmeroznamenkastim brojem.
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Slika 9. API 20E; biokemijska serija te kasnije determiniranje rodualterija pomoéu

dobivenih rezultata.
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4. RASPRAVA

Sumporovodik (HS) predstavija srediSnju kariku u ciklusu sumpora, biogeokemijskom
ciklusu kruzenja sumpora na Zemlji. Sumpor-reduciraju sulfat-reducirajeée bakterije
dobivaju energiju oksidacijom vodika ili organskih molekula u odsustvu kisika Sto
reduciraju sumpor ili sulfate do sumporovodika. Druge, protékétibakterije oslobi#aju
sumporovodik razgradnjom aminokiselina koje sadrze sumpor. Sumpororoyddi),
toksikan je za Zivotinje i biljke te njegovo stvaranje u okoliSivlpéi veliku pozornost. Do
nakupljanja sumporovodika u tlu i sedimentu mozéi diko postoji izvor (geotermalni,
prirodni izvor plinovitog HS-a) ili ako se odvija bioloSka anaerobna degradacija, kao Sto je
sliaj u mavarama ili anaerobnim nakupinama raspaézgu biljnog i Zzivotinjskog

materijala.

Prisustvo sumporovodika u uzorcima uzetima iz okoliSa moze bitjegasa anaerobnog
raspadanja organske tvari, posredstvom proteékilitibakterija, koja sadrzi sumpor u obliku
aminokiselina Wwijem se sastavu on nalazi kao Sto su metionin, cistein nessimilacijska
redukcija sulfata) ili potjge od redukcije sulfata ili tiosulfata (disimilacijskaltécija sulfata)
(Bitton 2005). Na uokiajenom tipu podloge za detekciju bakterija koje proizvode
sumporovodik nije mogie razlikovati potjée li sumporovodik od degradacije proteina ili
redukcije tiosulfata. Cistein ima tu prednost koja mu ondopu da ga oslolaanjem

sumporovodika iskoriste odtene bakterije koje ne reduciraju sulfat ili tiosulfat.

Stoga se u ovom istrazivanju pristupilo izradi podloge kod koje su prgtimi izvor
sumpora. Razvoj ovoga novog tipa hranjive podloge od velikog jéamnabudidi da
omoguiava rast proteolitkinh sulfid-producirajéih bakterija. Takder je zn&ajno da prije
nije postojala hranjiva podloga koja bi oméguala razlikovanje fizioloskih skupina sulfid-
producirajéih bakterija. Véi broj poraslih kolonija PSPB-a dobivenih na PCA nego na SIM
podlozi vjerojatni je rezultat sastava koriStenih peptona (Kahn 1@2g@etnog sadrzaja

cisteina.
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Thermoproteales
Desulfurococcales Thermococcales

Various genera, e.g., Rhodobacter,
Rhodospirillum, Rhodomicrobium

Alcc 5 Desulfurobacterium, Thermovibrio,
Rubrivivax, Rhodocyclus, Rhodoferax Balnearum

Chloroflexus

Me
Uni Gamm tel ria
Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae

Ammonifex

Chlorobiaceae
Desulfuromonas, Desulfurella, Desulfuromusa,

Various genera, e.g., Sulfurospirillum,
Nautilia, Caminibacter

Fototrofni oksidanti sumpora [E Kemolitotrofni oksidanti sumpora [ Reducenti sumpora Reducenti sulfata [ PotroSaci organskog sumpora

Slika 10. Shematsko filogenetsko stablo koje prikazuje ragjgorest razliitih vrsta
mikroorganizama te njihove metahidé sposobnosti iskoriStavanja sumpora.

PSPB mogu biti fakultativni anaerobi ili mogu imati obligatni enodni tip metabolizma.
Stoga se postavlja pitanje u kojoj bi se koncentraciji kisi&bati inkubirati okoliSni uzorci.
Na izratenu podlogu u ovoj studiji nacijepljeni su uzorci te inkubirani i u aerolknum
anaerobnim uvjetima. Nastajanje sumporovodika otkrivalo se najivima podlogama
opaZzanjem zacrnjenja koja nastaju na podlozi u prisustvu solderdhe metala (Zeljezo,
olovo, bizmut), a crna boja tih podija posljedica je postojanja sulfida u tim metalima. Ta su
se zacrnjenja pojavila ¥enakon perioda inkubacije od 24 sata, no njihov je broj rastao s
trajanjem inkubacije do tri dana, a nakon tog perioda broj ckoillonija nije se viSe
povetavao. Rezultati su pokazali kako se razvilo viSe kolonija PSBB@robnim uvjetima

kada su se inkubirali uzorci vode koji su imalicuekoncentraciju otopljenog kisika. Kod
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anoksténih uzoraka sedimenta é&iebroj kolonija PSPB-a uzgojen je prilikom inkubacije
uzoraka u anaerobnim nego u aerobnim uvjetima. Ovakvi rezultadirgqav prilog Sirokom
spektru respiratornin mognosti ove skupine bakterijaAnaerobni mikroorganizmi, za
razliku od aerobnih, razvili su sustave zaianje energije kako bi se Sto uspjesnije mogli
prilagoditi okoliSnom stresu i promjenama. Mikroorganizmi prildga takvim varijabilnim
uvjetima imaju mnoge biotehnoloSke primjene kao Sto su bioremgalijacklanjanje
polutanata iz okoliSa te biokatalize u kojima dolazi do stvaramggije(Lowe i sur. 1993).
Kod nekih anaerobnih bakterija, primjerice ro@dostridium ukoliko daie do prekida
anaerobnih uvjeta dolazi i do ugibanja bakterij&od promatrane proteolitke skupine
sulfid-producirajéih bakterija u ovom istraZzivanju moze se zakijukako ova skupina
bakterija ima izrazitu sposobnost prilagodbe na okolis u kojemlaei haiduti da su rezultati
pokazivali vée brojeve poraslih kolonija na PCA hranjivoj podlozi obzirom na sredinu u
kojoj su se bakterije nalazile. Stoga za prebrojavanje brojaslgor&olonija PSPB-a
dobivenih simultanom inkubacijom okoliSnih uzoraka u aerobnim i anaerobnimmejet
preporia se uzeti w@ rezultat prilikom interpretacije rezultata. Uziméjw obzir dobivene
rezultate, tj. véi broj poraslih bakterijskih kolonija, novi tip hranjive podloge kejirazvijen

te koriSten u ovom istrazivanju prepouje se kao medij za otkrivanje fizioloSke skupine
proteolitickin sulfid-producirajéih bakterija.

Za procjenu ukupne koncentracije proizvedenog sumporovodika u okoliSu potrebnt je uze
obzir njegovu proizvodnju i kod bakterija koje ne stvaraju sumporovodik pribt&om
razgradnjom aminokiselina koje sadrze sumpor u svom sastavu.aQmpegiz drugih izvora,
primjerice sulfata i tiosulfata. Simultanim uzgojem leagskih kolonija na hranjivim
podlogama koje sadrze sumpor u svim navedenim oblicima (proteiat stiisulfat) stekao

bi se uvid u potencijal koae koncentracije bakterijski proizvedenog sumporovodika.

Pored nize koncentracije otopljenog kisika ispitani uzorci sedinewtiasu i nize vrijednosti

pH nego pripadajti uzorci vode, Sto je ugivalo na j&i intenzitet procesa truljenja kod tih
uzoraka. Procesi raspadanja organske tvari u sedimentu int¢ginsiwnnego u vodenom
stupcu, Sto objasnjava & dobivene brojeve kolonija PSPB-a u sedimentu nego u uzrocima
vode. PSPB uvijek se moguda vodama za koje je poznato da se u njih ulijevaju otpadne
vode, ljudski ili Zivotinjski otpad (Thompson 1921). Dotok velikih &wla otpadnih tvari
stvara povoljnu sredinu za bujanje PSPB-a. Stoga se izoRSRB-a iz okoliSnih uzoraka
moze povezati s kvalitetom vode. lzoliranje PSPB-a iz okdl@eder ukazuje i na

29



proizvodnju sumporovodika koji svojom toksb&u predstavlja opasnost za vodene okoliSe
te Zivotinjski svijet. Zbog svega navedenog razvoj novog tipajitieapodloge omogtuje
brzo otkrivanje fizioloSke skupine PSPB-a $to moZecivati na prisutnost organske tvari u

okolisu.
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5. ZAKLJU CAK

Predstavljena PCA podloga oma@gna izolaciju véeg broja kolonija PSPB-a nego korisStena

kontrolna standardna SIM podloga.

Pom@&u novog tipa podloge omoéen je rast i razvoj proteolitke skupine sulfid-
reducirajiih bakterija, Sto omodiava daljnja istrazivanja fiziologije tih bakterija tehgivog

utjecaja na okolis.

Bakterije iz ove fizioloSke skupine pokazuju mnoga zanimljivgssva adaptacije na ragiie

okoliSne uvjete, Sto ukazuje na mégast njihove primjene u biotehnologiji.

Inkubacija PCA podloga moze se vrsiti u aerobnim ili anaerobnim mgeitako bi se dobio
Sto taniji broj kolonija PSPB-a iz okoliSnih uzoraka.

Predstavljena metoda mogla béhprimjenu u otkrivanju nakupljenih PSPB-a u okoliSu gdje

raspadanje proteina i proizvodnja sumporovodika im&ana ulogu.
Takader bi otkrivanje PSPB-a porio ove metode moglo daprimjenu i u analizama

kakvate voda budéi da je pronalazak PSPB-a u vodi povezan s ispustanjem otpamttahuv
vodotokove, odnosno kvalitetom voda.
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