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Izolacija bakterija i karakterizacija njihovih enzima sa ciljem razvijanja biokatalizatora za 

biodegradaciju plastike 

 

SAŽETAK 

 

Usled masovne proizvodnje i neadekvatnog korišćenja plastike došlo je do rastućeg 

globalnog problema akumulacije plastičnog otpada. Različite strategije su primenjene kako bi se 

ovaj problem rešio, ali upotreba mikroorganizama i njihovih enzima za razgradnju plastičnih 

polimera bio je fokus istraživača u proteklih nekoliko decenija. Glavni ciljevi ove doktorske 

disertacije bili su izolacija i karakterizacija bakterijskih sojeva koji razgrađuju plastiku, 

prevashodno poli(etilentereftalat) (PET) i poli(uretane) (PU), njihov dalji razvoj u efikasne 

biokatalizatore, identifikacija enzima odgovornih za navedenu aktivnost i istraživanje 

potencijalnih metoda biološke valorizacije plastičnog otpada.  

Ispitivanjem laboratorijske kolekcije mikroorganizama tri bakterijska soja su odabrana kao 

potencijalni biokatalizatori za razgradnju plastike. Bacillus subtilis BPM12 efikasno je formirao 

biofilm na PET plastici i pokazao izuzetnu aktivnost na bis(2-hidroksietil) tereftalatu i različitim 

supstratima, strukturno sličnim PET oligomerima i monomerima. Kroz heterolognu i homolognu 

ekspresiju, potvrđeno je da je enzim Bpm12CE ključan za ovu aktivnost. Delovanjem više 

različitih enzima, Amycolatopsis mediterranei ISP5501 razgrađivao je različite vrste PU, a 

upotrebom model jedinjenja PU-7 potvrđena je i hidroliza uretanske veze. Streptomyces sp. PU10 

pokazao se kao jedan od najaktivnijih, do sada prijavljenih, sojeva za hidrolizu PU disperzije – 

Impranil sa preko 96% razgradnje za 72 h. Na osnovu rezultata kvantitativne proteomike 

zaključeno je da su u razgradnju PU uključene esteraza, amidaza i oksidaza ovog soja, dok se 

produkti razgradnje inkorporiraju u primarni metabolizam Streptomyces sp. PU10 i usmeravaju ka 

biosintezi poliketida. Konačno, uspostavljena je i strategija za konvertovanje biorazgradivih 

skrob/poli(vinil-alkohol) filmova u jedinjenja sa dodatom vrednošću: biopolimer 

poli(hidroksibutirat) i biološki aktivni biopigment undecilprodigiozin.  

 

 

Ključne reči: Plastika, PET, PU, Biodegradacija, Biokataliza, Bacillus, Amycolatopsis, 

Streptomyces, Undecilprodigiozin 

 

Naučna oblast: Biologija 

Uža naučna oblast: Molekularna biologija prokariota  



 
 

Isolation of bacteria and characterization of their enzymes to develop biocatalysts for 

plastic biodegradation 

 

ABSTRACT 

 

Due to mass production and inadequate plastic usage, a growing issue of global plastic 

waste accumulation has emerged. Various strategies have been employed to address this problem, 

but using microorganisms and their enzymes for plastic polymer degradation has captivated 

researchers' attention in recent decades. The primary goal of this doctoral dissertation was the 

isolation and characterization of bacterial strains capable of degrading plastics, mainly 

poly(ethylene terephthalate) (PET) and poly(urethanes) (PU), and their further development into 

efficient biocatalysts, the identification of enzymes responsible for this activity and exploration of 

potential methods for the biological valorization of plastic waste. 

From a laboratory collection of microorganisms, three bacterial strains were selected as 

potential biocatalysts for plastic degradation. Bacillus subtilis BPM12 efficiently formed biofilm 

on PET plastic, exhibiting exceptional activity on bis(2-hydroxyethyl) terephthalate and 

structurally similar PET oligomers and monomers. Through heterologous and homologous 

expression, the enzyme Bpm12CE was confirmed to be crucial for this activity. Amycolatopsis 

mediterranei ISP5501 degraded various types of PU using multiple enzymes, and the hydrolysis 

of the urethane bond was confirmed using the model compound PU-7. Streptomyces sp. PU10 

demonstrated high activity, with over 96% degradation of PU dispersion - Impranil within 72 

hours. Quantitative proteomics results indicated that an esterase, amidase, and oxidase of this strain 

were involved in PU degradation, with the degradation products being incorporated into the 

primary metabolism of Streptomyces sp. PU10 and directed towards polyketide biosynthesis. 

Finally, a strategy was established for converting biodegradable starch/poly(vinyl alcohol) films 

into value-added compounds: the biopolymer poly(hydroxybutyrate) and the biologically active 

biopigment undecylprodigiosin. 
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NAJČEŠĆE KORIŠĆENE SKRAĆENICE 

 

PE- poli(etilen) 

PP- poli(propilen) 

PVC- poli(vinil-hlorid) 

PET- poli(etilentereftalat) 

PU- poli(uretan) 

PS- poli(stiren) 

PAH- poliaromatični ugljovodonici 

PM- eng. particulate matter 

PHA- poli(hidroksialkanoat) 

PCL- poli(kaprolakton) 

PBS- poli(butilen-sukcinat) 

PLA- poli(mlečna kiselina) 

PVA- poli(vinil-alkohol) 

PHB- poli(hidroksibutirat) 

PHO- poli(hidroksioktanoat) 

IUPAC- Međunarodna unija za čistu i primenjenu hemiju (eng. International Union of Pure and 

Applied Chemistry) 

ISO- Mađunarodna organizacija za standardizaciju (eng. International Standardization 

Organization) 

IsPETaza- PETaza iz Ideonella sakaiensis 

TPA- tereftalna kiselina 

MHET- (2-hidroksietil)-tereftalat 

BHET- bis(2-hidroksietil)-tereftalat 

LCC- eng. Leaf Compost Cutinase 

PAZy - Baza podataka enzima aktivnih na plastici (eng. The Plastics-Active Enzymes Database) 
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1. UVOD 

 

1.1. Plastika i plastični otpad 

 

Plastika je oblikovala moderno društvo i postala nezamenljiv materijal. Izdržljivost, hemijska 

inertnost, hidrofobnost, niska specifična težina, lakoća manipulisanja i pre svega niska cena ovih 

sintetičkih polimera omogućila je upotrebu plastike u najrazličitijim industrijama (Wei and 

Zimmermann, 2017). Većina plastike (>98%) se dobija preradom neobnovljivih fosilnih resursa i 

zajedno sa energijom koju je potrebno utrošiti u proizvodnji čini skoro 8% globalne potrošnje 

fosilnih goriva. Pored gasova staklene, bašte proizvodnja plastike podrazumeva i ispuštanje ugljen-

monoksida, azotovih oksida i cijanovodonične kiseline u atmosferu (Ali et al., 2021). Najčešće 

korišćene vrste plastike su poli(etilen) (PE) (26,9%), poli(propilen) (PP) (19,3%), poli(vinil-

hlorid) (PVC) (12,9%), poli(etilentereftalat) (PET) (6,2%), poli(uretani) (PU) (5,5%) i poli(stiren) 

(PS) (5,3%) (Slika 1A) koji zajedno čine skoro ¾ plastičnih polimera proizvedenih svake godine 

(PlasticsEurope, 2022) (Slika 1B). Od toga se najveći deo, 44%, koristi u svrhe pakovanja, 18% u 

građevinskoj industriji, 8% u automobilskoj industriji, 7% u elektronici, 7% u svakodnevnim 

predmetima i 4% u poljoprivredi i baštovanstvu (PlasticsEurope, 2022). Od početka dvadesetog 

veka kada je sintetisan prvi plastični polimer, i 50-ih godina kada je otpočela masovna proizvodnja 

plastike pa do 2015. godine proizvedeno je oko 8300 Mt plastike (Geyer et al., 2017). Na 

godišnjem nivou se proizvodi između 380 i 450 Mt plastike, međutim, predviđeno je da će se 

proizvodnja udvostručiti u sledećih nekoliko decenija (Stegmann et al., 2022, Bergmann et al., 

2022).  

Sa masovnom proizvodnjom otpočela je i akumulacija plastičnog otpada tako da je od sredine 

50-ih godina do sada proizvedeno 5800 Mt plastičnog otpada na svetskom nivou. Najveći deo 

ovog otpada završio je u prirodnom okruženju i deponijama (4900 Mt), manji deo bio je spaljen 

(800 Mt) i samo 600 Mt ili 9% sve plastike ikada proizvedene je reciklirano. Od toga samo 10% 

reciklirane plastike je bilo reciklirano više od jedanput (Geyer et al., 2017). Plastični otpad je 

postao toliko sveprisutan u okruženju da su neki istraživači predložili prisustvo plastike kao 

geološki indikator Antropocena, epohe u kojoj živimo (Zalasiewicz et al., 2016). Akumulacija 

plastičnog otpada u kopnenim i vodenim ekosistemima dovodi do dobro dokumentovanih 

negativnih efekata na živi svet. Ovi efekti se prevashodno ogledaju u ispuštanju toksičnih 

monomera i aditiva korišćenih u proizvodnji plastike. Jedinjenja kao što su bisfenol A1 i bis(2-

etiheksil) benzen-1,2-dikarboksilat su identifikovana kao endokrini disruptori koji utiču na 

reproduktivni sistem, a mogu zagaditi podzemne vode kroz neadekvatno obezbeđene deponije 

(North and Halden, 2013). Diizocijanati i diamini koji se ispuštaju iz PU pena takođe predstavljaju 

kancerogene i supstance visokog rizika (Luft et al., 2017). Drugi način na koji plastični otpad može 

da ispolji negativne efekte jeste prosto upetljavanje različitih akvatičnih organizama u ovaj otpad, 

najčešće kornjača, vodenih sisara i ptica (Tanaka et al., 2013). Slučajnim konzumiranjem plastike 

dolazi do blokade digestivnog trakta i smanjene mobilnosti kod životinja. Do danas je prijavljeno 

 
1 IUPAC- 4,4’-(propan-2,2-dil)difenol 
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više od 690 morskih vrsti životinja u čijem digestivnom traktu su pronađeni tragovi plastike 

(Provencher et al., 2017).  

Mehaničkim oštećenjima i delovanjem abiotičkih faktora kao što su temperatura i UV zračenje 

dolazi do formiranja čestica mikro- i nanoplastike sa još nedovoljno istraženim posledicama po 

životnu sredinu i ljudsko zdravlje (Anik et al., 2021). Ono što međutim jeste poznato je da ove 

mikroskopske čestice mogu služiti kao vektori za prenos različitih zagađujućih supstanci 

raznolikog porekla, čak i patogenih mikroorganizama. Hidrofobna površina mikroplastike 

omogućava adsorpciju jedinjenja kao sto su poliaromatični ugljovodonici (PAH), polihlorovani 

bifenili, toksični metali i drugih organskih jedinjenja (Liu et al., 2016, Caruso, 2019). 

 

Slika 1. A) Hemijske strukture najzastupljenijih plastičnih polimera; B) Udeo različitih plastičnih polimera u 

godišnjoj proizvodnji na svetskom nivou. 

Imajući u vidu kontinualnu akumulaciju plastičnog otpada i štetne posledice po životnu sredinu 

i ljudsko zdravlje razvijeni su različiti pristupi u rešavanju ovog kompleksnog problema, 

uključujući strategije za mehaničko i hemijsko recikliranje, biotehnološki tretman plastičnog 

otpada, kao i napori da se plastika zameni održivim materijalima.  

 

1.2.Strategije smanjivanja akumulacije plastičnog otpada 

 

Smanjenje upotrebe, višekratno korišćenje, recikliranje i povrat sirovina (eng. Reduce, Reuse, 

Recycle and Recover) predstavljaju osnovne koncepte u strategijama smanjenja bilo kog otpada. 

Prva dva koncepta odnose se na način upotrebe određenih predmeta i proizvoda sa ciljem da ne 

dođe do stvaranja otpada na prvom mestu. Recikliranje i povrat sirovina predstavljaju načine 

zbrinjavanja već nastalog otpada (Yu et al., 2021). Imajući u vidu neefikasnost strategija usmerenih 

ka smanjenju stvaranja novog plastičnog otpada najviše pažnje biće posvećeno načinima 

recikliranja i valorizacije plastike. Najjednostavnija i najšire primenjivana strategija za 
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smanjivanje količine plastičnog otpada jeste spaljivanje. Kao što je već navedeno, 12% od sve 

plastike ikada proizvedene je spaljeno u svrhe dobijanja energije (Geyer et al., 2017). Iako ovaj 

pristup predstavlja jednu od ekonomski najefikasnijih strategija, ekološka održivost i „zelenost“ 

ovog procesa je vrlo problematična. Tokom sagorevanja plastika ispuštaju se PM čestice (eng. 

particulate matter), toksična jedinjenja kao što su toksični metali, aldehidi, ugljen-monoksid, 

azotovi oksidi, furan2 i PAH zajedno sa gasovima staklene bašte ugljen-dioksidom i metanom (Ali 

et al., 2021). Usled navedenog, spaljivanje plastike se postepeno zamenjuje održivijim metodama 

kao što su mehaničko, hemijsko i biološko recikliranje, tj. biotehnološki tretman. 

Mehaničko recikliranje plastike je proces koji uključuje fizičko usitnjavanje i obradu plastičnih 

materijala, koje se može i ne mora izvoditi na povišenim temperaturama, kako bi se oni ponovno 

koristili. Plastika se melje na sitnije komade, koje se nazivaju granulama ili čipsom, a koje mogu 

biti iskorišćene za proizvodnju novih plastičnih proizvoda ili kao dodaci u građevinskoj industriji, 

prevashodno za asfalt i beton (Ragaert et al., 2017). Međutim, nakon mehaničkog recikliranja 

dobijeni polimeri su lošijih karakteristika od originalnih polimera što umnogome ograničava ovaj 

tip recikliranja. Ovaj gubitak poželjnih karakteristika nakon mehaničkog recikliranja često se 

naziva i „downcycling“ (Jehanno et al., 2022, Vogt et al., 2021). Stoga se strategije koje za rezultat 

imaju dobijanje nepromenjenih polimera ili jedinjenja sa dodatom vrednošću smatraju znatno 

primamljivijim. 

Hemijsko recikliranje obuhvata različite tehnologije koje razgrađuju polimere plastike na 

molekulskom nivou, omogućavajući ponovnu upotrebu monomera i/ili smeše monomera za 

proizvodnju novih plastika (istih karakteristika kao i originalni polimer) ili čak jedinjenja sa 

dodatom vrednošću. Piroliza, hidroliza, metanoliza, i glikoliza su neke od najčešće korišćenih 

strategija (Thiounn and Smith, 2020). Piroliza podrazumeva termalnu degradaciju plastičnih 

polimera u odsustvu kiseonika nakon čega se dobijaju voskovi i gasovi koje se mogu dalje 

prečišćavati i koristiti u različite svrhe. Ovaj tip recikliranja uspešno je razvijen za PET, PS, PE, 

PP i PVC (Honus et al., 2018). Hemijska hidroliza plastike predstavlja reakciju sa vodom 

(hidrolizu) na povišenim temperaturama sa ili bez prisustva katalizatora u neutralnim, kiselim ili 

baznim sredinama (Alonso et al., 1999). Nažalost, ovaj proces, iako efikasan, ograničen je samo 

na polimere koji u svojoj strukturi imaju veze koje mogu da se hidrolizuju. Metanoliza predstavlja 

reakciju plastike sa metanolom na povišenim temperaturama i pri povišenom pritisku, a za rezultat 

ima formiranje monomera (Genta et al., 2005). Naposletku, glikoliza predstavlja reakciju plastike 

sa glikolima i za rezultat ima formiranje smeše monomera, oligomera i različitih poliola (Suh et 

al., 2000). Ovde su pomenute samo neke od mnogobrojnih metoda za hemijsko recikliranje 

plastike, međutim, upotreba ovih metoda u velikom broju slučajeva nije moguća zbog niza 

otežavajućih faktora, pre svega ekonomskih i ekoloških. Svi ovi procesi zahtevaju povišenu 

temperaturu, povišen pritisak ili upotrebu toksičnih katalizatora, a prečišćavanje komplikovanih 

reakcionih smeša iziskuje dodatne utroške resursa i energije (Thiounn and Smith, 2020, Vogt et 

al., 2021). U skorije vreme razvijeni su hemijski procesi koji zahtevaju manji utrošak energije, a 

kako bi procesi bili ekonomski isplativi, kao krajnji proizvod imaju jedinjenja sa dodatom 

vrednošću, koncept nazvan „upcycling“ (Morado et al., 2023, Liu et al., 2023c). 

 
2 IUPAC- 1-oksaciklopenta-2,4-dien 
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Razgradnja plastičnih polimera na molekulskom nivou može se postići i upotrebom hemijskih 

katalizatora ali i upotrebom bioloških katalizatora - biokatalizom. Biokataliza predstavlja primenu 

enzima i mikroorganizama kao katalizatora različitih hemijskih reakcija, koristeći ih u svrhe za 

koje nisu evoluirali (odeljak 1.3). Kao alternativni pravac smanjenja akumulacije teško 

razgradivog plastičnog otpada ulažu se i napori da se plastika zameni održivim materijalima poput 

biorazgradive bioplastike (odeljak 1.4). 

 

1.3. Biotehnološki tretman plastičnog otpada 

 

Oblast biokatalize je dostigla svoj trenutni nivo razvoja i upotrebu na industrijskoj skali kroz 

nekoliko talasa istraživanja i inovacija. Prvi talas, koji je počeo pre više od jednog veka, uključivao 

je jednostavno korišćenje ekstrakata biljaka ili mikroorganizama koji sadrže enzimsku aktivnost 

od interesa za određenu reakciju. Drugi talas, sa početka 80-ih godina prošlog veka, omogućen je 

genetičkim inženjerstvom, kloniranjem i ekspresijom enzima od interesa u odgovarajućim 

mikroorganizmima kao domaćinima. Od izuzetne važnosti je bio i početak primene usmerene 

mutageneze kako bi se izmenila sekvenca gena sa ciljem poboljšanja svojstava enzima. Treći talas 

počeo je sa razvijanjem naprednih metoda proteinskog inženjerstva tokom 90-ih, poput lančane 

reakcije polimeraze sklone greškama (eng. error prone PCR) u kombinaciji sa metodama visoke 

propusnosti za testiranje različitih varijanti enzima, koje se sada često označavaju kao dirigovana 

evolucija. Uspesi navedenih pristupa omogućili su da se  biokataliza danas koristi za različite 

primene u industriji hrane, poljoprivredi, organskoj sintezi finih hemikalija i veštačkih ukusa, a 

posebno u proizvodnji farmaceutski značajnih jedinjenja (Bornscheuer, 2018, Bornscheuer et al., 

2012). Uzevši u obzir uspehe i prilagodljivost, biokataliza se istakla kao potencijalna strategija za 

tretman plastičnog otpada. 

Pretpostavljeni mehanizam razgradnje plastike u spoljašnjoj sredini podrazumeva sinergističko 

dejstvo abiotičkih i biotičkih faktora. Mehanički stres, toplota i UV zračenje dovode od 

fragmentacije polimera i promena funkcionalnih grupa na površini i čime postaju dostupniji za 

dejstvo vanćelijskih enzima - depolimeraza. Dejstvom depolimeraza dugački polimerni lanci se 

hidrolizuju do monomera koji dalje bivaju asimilovani od strane mikroorganizama i finalno bivaju 

mineralizovani do ugljen-dioksida i vode (Ali et al., 2021) (Slika 2). Ovaj proces, prema nekim 

procenama, može da traje i preko 500 godina upravo zbog karakteristika koje su učinile plastiku 

toliko rasprostranjenom i nezamenljivom u svakodnevnom životu (Chamas et al., 2020). Visok 

nivo hidrofobnosti i visoka molekulska masa onemogućavaju efikasnu asimilaciju od strane 

mikroorganizama i adsorpciju enzima na površinu polimera (Arutchelvi et al., 2008, Wei and 

Zimmermann, 2017). Visoka kristaliničnost (uređenost lanaca polimera), hemijska inertnost i 

glatka površina polimera plastike onemogućavaju formiranje biofilma i dodatno sputavaju 

efikasnu (bio)degradaciju plastičnih polimera (Cregut et al., 2013). Uprkos brojnim preprekama i 

nedostacima ovi procesi poslužili su kao inspiracija za razvijanje bioloških/biotehnoloških rešenja 

za smanjenje plastičnog otpada. Uzevši u obzir mane mehaničkih i hemijskih metoda (odeljak 1.2), 

biotehnološka rešenja obećavaju kao ekološki održiva i ekonomski isplativa strategija za rešavanje 

problema plastičnog otpada. Niske temperature, ambijentalni pritisak, energetska efikasnost i 
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relativno lako prečišćavanje proizvoda reakcije navode se kao ključne prednosti korišćenja 

mikroorganizama i njihovih enzima u ove svrhe (Qi et al., 2021). 

Prve indikacije da mikroorganizmi mogu da razgrađuju plastiku uočene su oko 30 godina 

nakon početka masovne proizvodnje plastike (Fields et al., 1974). Od tog trenutka do 2010. godine 

identifikovano je 219 različitih mikroorganizama sa sposobnošću da u nekoj meri razgrade 

plastiku, a ovaj broj se skoro udvostručio na 436 vrsta sredinom 2020. godine. Ovakav rastući 

trend se nastavlja i danas (Rong et al., 2024, Ou et al., 2024, Bhanot et al., 2024). Najveći deo 

opisanih mikroorganizama su bakterije sa oko 65%, a manji deo čine gljive i kvasci sa oko 35%. 

Zanimljivo je napomenuti da se sve do sada identifikovane bakterije sposobne da razgrađuju 

plastiku nalaze u samo pet razdela. Proteobacteria, Actinobacteria i Firmicutes čine većinu, dok je 

znato manje predstavnika identifikovano u razdelima Bacteroidetes i Cyanobacteria. Sa druge 

strane, gljive sposobne da razgrađuju plastiku klasifikovane su kao pripadnici Ascomycota, 

Basidiomycota i Mucoromycota (Gambarini et al., 2021). Mikroorganizmi koji razgrađuju plastiku 

su prisutni na svim geografskim širinama i najrazličitijim staništima s obzirom da su pronađeni u 

zemljištu (Shah et al., 2016), kompostu (Hu et al., 2010), deponijama i smetlištima (Yoshida et al., 

2016), postrojenjima za preradu otpadnih voda (Skariyachan et al., 2018), sedimentima iz tropskih 

i muljevitih močvara (Auta et al., 2018), glečerima (Urbanek et al., 2018), okeanima (Gui et al., 

2023), crevima insekata (Kim et al., 2019a, Yang et al., 2023), i drugim staništima. Kao 

najproduktivnije stanište u pogledu mikroorganizama koji mogu da razgrađuju plastiku 

identifikovano je zemljište sa 27,8% mikroorganizama prijavljenih da razgrađuju plastiku, za 

kojim slede deponije (9,6%) i kompost (5,3%) (Gambarini et al., 2021).  

 

Slika 2. Shematski prikaz procesa razgradnje plastike u životnoj sredini. 

Mikroorganizmi vrše razgradnju plastike dejstvom različitih, pre svega, vanćelijskih enzima. 

Esteraze (EC 3.1), kutinaza (EC 3.1.1.74), lipaze (EC 3.1.13), lakaze (EC 1.10.3.2) i peroksidaze 



6 
 

(EC 3.11.1) su najčešći tipovi enzima asociranih sa razgradnjom plastike (Nikolaivits et al., 2021) 

(Tabela 1). Imajući u vidu sličnosti između sintetičkih i prirodnih polimera koji čine prirodnu, 

predominantno biljnu biomasu (npr. celuloza, lignin, kutin, hitin) i klase enzima koje učestvuju u 

razgradnji plastike, smatra se da enzimi koji razgrađuju plastiku predstavljaju promiskuitetne 

varijante enzima za razgradnju biljne biomase pre svega kutina i lignina (Chen et al., 2020). 

Voluminozno aktivno mesto sposobno da smesti dugačke polimerne supstrate, prisustvo 

hidrofobnih aminokiselina u blizini aktivnog mesta i hidrofobni vezujući domeni su karakteristike 

koje definišu ove enzime (Amobonye et al., 2021, Nikolaivits et al., 2021).  

 

Tabela 1- Najbolje izučeni enzimi i mikroorganizmi uključeni u razgradnju plastike (adaptirano iz Nikolaivits i 

saradnika). 

Enzim Mikroorganizam Vrsta plastike Rezultati Referenca 

Lakaza Rhodococcus ruber PE 2,5% gubitak mase 
(Santo et al., 

2013) 

TfH Thermobifida fusca PET 54,2% gubitak mase 

(Kleeberg et al., 

2005) 

 

TfCut2 Thermobifida fusca PET 30% gubitak mase 
(Furukawa et al., 

2019b) 

HiC Humicola insolens PET 97% gubitak mase 
(Ronkvist et al., 

2009) 

LCC 
Nepoznati 

miroorganizam 
PET 95% gubitak mase 

(Shirke et al., 

2018) 

Hidrohinon 

peroksidaza 

Azotobacter 

beijerinckii HM121 
PS 

Smanjenje 

molekulskog broja sa 

350 000 na 1 000  

(Nakamiya et al., 

1997) 

PU esteraza 
Comamonas 

acidovorans TB-35 
PU 

Oslobađanje 

monomera adipinske 

kiseline i 2,4-

diaminotoluena 

(Nomura et al., 

1998) 

Lipaza 
Cryptococcus 

MTCC 5455 
PU 96% gubitka mase 

(Thirunavukarasu 

et al., 2015) 

 

Prema podacima iz baze podataka enzima aktivnih na plastici (PAZy - The Plastics-Active 

Enzymes Database; https://pazy.eu) do sada je opisano i biohemijski okarakterisano svega 205 

enzima sposobnih da razgrađuju različite vrste plastike (Buchholz et al., 2022). U pogledu 

biorazgradivosti plastični polimeri mogu da se podele u dve grupe zavisno od veza koje sačinjavaju 

okosnicu polimera. Prva grupa, kojoj pripadaju PE, PP, PVC i PS, predstavlja nehidrolizabilne 

polimere čija se okosnica sastoji od visoko stabilnih C-C veza koje ne podležu hidrolizi. Stoga, 

identifikovana su samo četiri enzima koja mogu da razgrade PE (Sanluis-Verdes et al., 2022, 

Zampolli et al., 2023). Enzimi sposobni da direktno razgrađuju PP, PVC i PS nisu do sada 

https://pazy.eu/
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identifikovani zbog čega se smatra da biotehnološka razgradnja ovih polimera trenutno nije 

primenljiva i većina napora usmerena je na drugu grupu polimera. Ta grupa, koju prevashodno 

čine PET i PU, su hidrolizabilni ili heteroatomski polimeri čija se okosnica sastoji od estarskih i 

uretanskih veza koje su znatno podložnije enzimskoj razgradnji (Chow et al., 2022). Do danas, 

ukupno su okarakterisana 122 enzima sa aktivnošću na PET i PU među kojima je i jedini enzim 

koji se koristi za razgradnju plastike na industrijskoj skali (Tournier et al., 2020). Zbog toga je u 

okviru ove doktorske disertacije akcenat bio na biotehnološkoj razgradnji hidrolizabilnih polimera 

PET i PU. Tabela 1 prikazuje neke od najbolje proučenih enzima i mikroorganizama za razgradnju 

plastike, opisanih do 2021, gde se jasno uočavaju razlike između efekata enzima na gubitak mase 

PET i PU, u odnosu na PE. 

 

1.3.1.  Mikroorganizmi uključeni u razgradnju poli(etilentereftalata) 

 

PET je polimer koji se dobija reagovanjem tereftalne kiseline3 (TPA) i etilen-glikola4. Najčešće 

se koristi za proizvodnju plastičnih boca i u tekstilnoj industriji, a kao hidrolizabilni polimer sa 

najvećom godišnjom produkcijom ujedno je i najbolje izučen sa stanovišta biotehnološke 

razgradnje (Nikolaivits et al., 2021). Polimerni lanci PET se sastoje od visoko struktuiranih 

kristaliničnih regiona i nestrukturanih amorfnih regiona. Na temperaturama iznad 65°C amorfni 

regioni postaju fleksibilni i pristupačniji biokatalizatorima, shodno tome termostabilni 

biokatalizatori su poželjni pri razgradnji PET (Wei and Zimmermann, 2017). Gljive i aktinomicete 

su se pokazale kao vrlo efikasni biokatalizatori u razgradnji PET. Predstavnici roda Thermobifida, 

a naročito T. fuca, T. cellulosilytica, T. alba i T. halotolerans, se ističu u razgradnji PET materijala 

(Carr et al., 2020). Osim toga, pojedini sojevi Bacillus subtilis (Ribitsch et al., 2011), Humicola 

insolens (Ronkvist et al., 2009), Pseudomonas aestusningri (Bollinger et al., 2020) i Streptomyces 

scabei (Jabloune et al., 2020) su takođe prijavljeni da razgrađuju PET. Upotrebom ovih sojeva 

dolazi do modifikacija na površini polimera uz oslobađanje monomera, međutim, gubitak mase 

retko prelazi nekoliko procenata, a temperature na kojima ove bakterije optimalno rastu su znatno 

ispod temperatura neophodnih za efikasnu razgradnju PET (Kawai et al., 2019) 

Najveći odjek u naučnoj javnosti izazvao je pronalazak bakterije Ideonella sakaiensis 2016. 

godine (Yoshida et al., 2016). Ova bakterija, izolovana sa površine otpadnih PET boca, može da 

koristi PET kao jedini izvor ugljenika i energije na temperaturi od 30°C. Razgradnja i asimilacija 

PET od strane I. sakaiensis postiže se dejstvom dva enzima: 1) vanćelijske depolimeraze 

(IsPETaza) koja razgrađuje polimer do (2-hidroksietil)-tereftalat (MHET) koji kasnije, dejstvom 

2) unutarćelijskog enzima MHETaze, biva inkorporiran u metabolizam bakterije (Yoshida et al., 

2016). Međutim, niske stope razgradnje, u smislu ukupne konverzije PET polimera u monomere 

(< 0,1%), učinile su upotrebu ove bakterije kao biokatalizatora neisplativom. Vodeći se time, 

istraživanja ka upotrebi celih mikroorganizama išla su u smeru povećavanja katalitičke aktivnosti 

sojeva primenom genetičkog inženjerstva. Konstruisani su Bacillus sojevi koji efikasno 

eksprimiraju različite PETaze i razgrađuju PET (Wang et al., 2020, Huang et al., 2018). Takođe, 

 
3 IUPAC- benzen-1,4-dikarboksilna kiselina 
4 IUPAC- 1,2-etandiol 
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sojevi kvasca Yarrovia lipolytica konstruisani su da efikasno razgrađuju PET i koriste monomere 

nastale prilikom razgradnje (da Costa et al., 2020, Kosiorowska et al., 2022). Modifikacija soja 

kvasca Pichia pastoris GS115 da na površini ćelije ko-eksprimira PETazu iz I. sakaiensis i 

hidrofobin iz filamentozne gljive Schizophyllum commune, protein koji omogućava adheziju za 

hidrofobne površine, omogućila je povećanje katalitičke aktivnosti 328 puta. Ovaj sistem dostigao 

je 10,9% konverzije visoko kristaliničnog PET u monomere naspram oko 0,021% postignute sa 

ekvivalentnom koncentracijom prečišćene IsPETaze (Chen et al., 2022). Bez obzira na relativno 

veliki broj identifikovanih mikroorganizama i razvoj kompleksnih rekombinantnih sojeva, potraga 

za još efikasnijim biokatalizatorima za razgradnju PET se nastavlja.  

 

1.3.2.  Enzimi uključeni u razgradnju poli(etilentereftalata) 

 

Usled nedostataka postupaka u kojima se koriste cele ćelije kao biokatalizatori, što se ogleda 

u ograničenoj sekreciji enzima, uskom opsegu temperatura na kojima dolazi do razgradnje PET i 

otežanog prečišćavanja proizvoda reakcije, pažnja je sve više usmerena na enzime koji hidrolizuju 

PET (PETaze) (Kawai et al., 2020). U prilog navedenom govori činjenica o trenutno 95 opisanih 

različitih PETaza i još nekoliko optimizovanih varijanti dobijenih proteinskim inženjerstvom 

(Buchholz et al., 2022). Iako je već pomenuti enzim IsPETaza vrlo specifičan za PET kao supstrat, 

ukupna stopa konverzije polimera u monomere je vrlo niska i ne prelazi 1% za 18 h na 30°C, a na 

temperaturama preko 40°C dolazi do potpunog gubitka enzimske aktivnosti (Yoshida et al., 2016). 

Usled povećane termostabilnosti i mogućnosti da hidrolizuju PET na visokim temperaturama 

enzimi TfCut1, TfCut2 i TfH iz različitih Thermobifida sojeva i HiC iz H. insolens pokazali su se 

kao znatno efikasniji u razgradnji PET uz oslobađanje MHET i TPA (Carr et al., 2020). Međutim, 

najpotentnije PETaze i ujedno PETaze sa najvećom termostabilnošću nisu izolovane iz 

mikroorganizama koji razgrađuju PET već iz nepoznatih mikroorganizama pretraživanjem 

metagenomskih biblioteka. Dva prirodna enzima sa najvišim stopama razgradnje, izolovana 

korišćenjem metagenomske DNK komposta, su LCC (eng. Leaf Compost Cutinase) i PHL7 

PETaze (Sulaiman et al., 2012, Sonnendecker et al., 2022). Tako PHL7 u potpunosti razgrađuje 

amorfne PET filmove oslobađajući 91 mg/h TPA, a temperatura topljenja ovog enzima bila je 

84°C, znatno iznad temperatura potrebnih za efikasnu razgradnju PET (Sonnendecker et al., 2022). 

Kako bi se dodatno povećala aktivnost i termostabilnost PETaza pribegavalo se različitim 

pristupima. Dodavanjem jona Ca2+ i Mg2+ u rastvor moguće je povećati termostabilnost PETaza i 

do 15°C, ujedno pojačavajući razgradnju PET (Then et al., 2015). Takođe, pokazano je da anjonski 

i katjonski deterdženti mogu pomoći u adsorpciji PETaza na površinu plastike povećavajući 

efikasnost razgradnje i do 120 puta (Furukawa et al., 2018, Furukawa et al., 2019a). Efikasnost 

enzimske razgradnje PET je dodatno povećana korišćenjem kombinacija enzima. 

Karboksilesteraze (EC 3.1.1.1) i MHETaza korišćene su zajedno sa različitim PETazama kako bi 

time što hidrolizuju oligomere i monomere kao što su bis(2-hidroksietil)-tereftalat (BHET) i 

MHET smanjile inhibiciju proizvodima i tako povećale efikasnost PETaza (Mrigwani et al., 2022, 

Barth et al., 2016). Proteinskim inženjerstvom je takođe povećana termostabilnost i smanjena 

inhibicija proizvodima kod PETaza. Nekoliko unapređenih varijanti IsPETaze dobijeno je 
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proteinskim inženjerstvom koje je uključivalo racionalni dizajn i primenu mašinskog učenja (Lu 

et al., 2022, Son et al., 2019). Takođe, enzim LCCICCG , varijanta LCC sa samo 4 aminokiselinske 

zamene, sposobna je da razgradi 90% PET za samo 10 h oslobađajući TPA koja se može koristiti 

za ponovnu proizvodnju PET. Uzevši u obzir odlične katalitičke performanse i visoku stabilnost 

firma Carbios (Francuska; www.carbios.com) je iskoristila LCCICCG kao prvi enzim za razgradnju 

PET na industrijskoj skali (Tournier et al., 2020). 

 

1.3.3.  Mikroorganizmi uključeni u razgradnju poli(uretana) 

 

Reagovanjem različitih diizocijanata i poliola moguće je dobiti polimere raznovrsnih 

karakteristika kolektivno nazvanih poli(uretanima) (PU). Zajednička karakteristika ovih polimera 

je uretanska (karbamatna) veza (Liu et al., 2021a). PU su šesta najčešća vrsta plastike koja se 

koristi u proizvodnji sunđera, dušeka, obuće, u građevinskoj i auto-moto industriji (Liang et al., 

2021). Za razliku od PET koji ima jasno definisanu strukturu, PU pored uretanske veze u okosnici 

polimera često sadrže i druge vrste hemijskih veza. Najčešće vrste PU su poliestarski PU i 

polietarski PU koji uz uretansku sadrže i estarske i etarske veze, respektivno. Generalno, 

poliestarski PU pokazali su se pogodnijim za mikrobiološku razgradnju u odnosu na polietarske 

PU i stoga je većina istraživanja usmerena ka poliestarskom tipu (Magnin et al., 2020).  

Neke od prvih naznaka da PU mogu biti razgrađeni od strane mikroorganizama objavljene su 

pre skoro četiri decenije kada je uočeno da se zemljišni mikroorganizmi mogu koristiti u ove svrhe 

(Bentham et al., 1987). Nakon toga, brojna istraživanja pokazala su da zajednice različitih 

mikroorganizama mogu da razgrađuju različite vrste PU (Vargas-Suárez et al., 2021). Međutim, 

niske stope razgradnje i vreme inkubacije u rasponu od nekoliko meseci pa i do dve godine ukazali 

su na potrebu za pronalaženjem pojedinačnih sojeva odgovornih za ovu aktivnost. Više 

bakterijskih sojeva koji pre svega pripadaju rodovima Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter i 

Arthrobacter prijavljeni su kao PU razgrađivači, a među gljivama dominantni rodovi su 

Cladosporium, Alternaria i Aspergillus (Magnin et al., 2020). Sojevi roda Pseudomonas su 

najbolje proučeni, sa preko 10 prijavljenih sojeva i nekoliko okarakterisanih enzima uključenih u 

razgradnju PU (Buchholz et al., 2022). Commamonas acidovorans soj TB-35 je jedan od retkih 

mikroorganizama koji u potpunosti razgrađuje PU filmove uz oslobađanje 2,4-diaminotoluena 

(Nakajima-Kambe et al., 1997, Nakajima-Kambe et al., 1995). B. subtilis MZA-75 i P. aeruginosa 

MZA-85 takođe mogu da razgrađuju PU ali i da mineralizuju oslobođene intermedijere razgradnje 

(Shah et al., 2013a, Shah et al., 2013b). Iako je broj opisanih mikroorganizama koji razgrađuju PU 

veći u odnosu na one koji razgrađuju druge polimere, bitno je napomenuti da mali broj ovih sojeva 

zapravo razgrađuje uretanske veze u polimeru koje su se pokazale vrlo otpornim na dejstvo 

mikroorganizama. Usled kompleksne strukture PU vrlo često dolazi do razgradnje samo dela 

polimera koji sadrži estarske veze, dok ostatak polimera, koji sadrži uretanske veze, ostaje 

netaknut (Biffinger et al., 2015). Zbog toga se mikroorganizmi koji razgrađuju i poliestarske i 

polietarske PU smatraju znatno primamljivijim u odnosu na one koji razgrađuju samo jednu vrstu 

PU s obzirom da razgradnja potiče od hidrolize uretanskih veza polimera. Jedan od retkih primera 

razgradnje polietarskih PU je upotreba konzorcijuma sastavljenog od Cladosporium, Aspergilus i 

https://www.carbios.com/
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Penicillium sojeva. Nakon 21 dan inkubacije ovaj konzorcijum postizao je između 10% i 65% 

smanjenja mase polietarskog PU uz potvrdu razgradnje uretanske veze (Álvarez-Barragán et al., 

2016). 

 

1.3.4.  Enzimi uključeni u razgradnju poli(uretana) 

 

Enzimska razgradnja PU pre svega podrazumeva dejstvo esteraza, amidaza (EC 3.5) i proteaza 

(EC 3.4) (Magnin et al., 2020). Od 27 enzima do sada okarakterisanih da deluju na PU većina su 

esteraze koje deluju na estarske veze unutar PU (Buchholz et al., 2022). PudA iz C. acidovorans, 

PueA, PueB i PulA iz vrsta roda Pseudomonas pokazuju odličnu aktivnost na model supstratima 

kao što je Impranil ali nemaju skoro nikakvu aktivnost na drugim vrstama PU (Liu et al., 2021a). 

Znatno više uspeha u razgradnji različitih vrsta PU postignuto je upotrebom esteraza koje ujedno 

mogu da razgrađuju i PET. LCC i TfCut2 uspešno razgrađuju PU na temperaturi od 70°C, 

međutim, ukupno smanjenje mase posle 200 h reakcije bilo je svega oko 4% (Schmidt et al., 2017). 

Zbog nedovoljne efikasnosti esteraza, amidaze, za koje je dokazano da mogu hidrolizovati 

uretansku vezu, podjednako su okupirale interesovanje istraživača. Amidaza iz Nocardia farcinica, 

ranije potvrđena da razgrađuje i monomere najlona, pokazala se kao obećavajući biokatalizator za 

razgradnju PU. Nadograđivanjem ovog enzima sa dodatnim polimer-vezujućim domenom PHA 

depolimeraze iz Alcaligenes faecalis poboljšana je adsorpcija i katalitička aktivnost prema 

polietarskom PU uz specifičnu hidrolizu uretanske veze (Gamerith et al., 2016). Integrisani 

hemijsko-biološki sistemi za razgradnju PU koji uključuju upotrebu amidaza su takođe predloženi. 

Amidaze UMG-SP-1, UMG-SP-2 i UMG-SP-3, identifikovane korišćenjem metagenomske DNK 

iz zemljišta zagađenog sa PU, su korišćene za razgradnju molekula, koji sadrže uretansku vezu, 

zaostalih nakon hemijske depolimerizacije PU. Upotrebom ovog sistema omogućeno je dobijanje 

smeše monomera koji se mogu dalje prečišćavati (Branson et al., 2023). 

Uzimajući u obzir kompleksnu strukturu PU jasno je da upotreba pojedinačnih enzima nije 

adekvatno rešenje za ovu grupu polimera. Magnin i saradnici razvili su sistem koji je uključivao 

sinergističko dejstvo esteraze i amidaze kako bi postigli razgradnju poliestarskog PU uz uspešno 

prečišćavanje monomera koji se mogu koristiti za ponovnu sintezu PU (Magnin et al., 2019b). 

Oksidoreduktaze se takođe smatraju obećavajućom alternativom za enzimsku razgradnju PU. 

Proteomska analiza marinske vrste Bacillus velezenis GUIA pokazala je da je ključni enzim u 

razgradnji poliestarske PU disperzije oksidaza Oxr-1 koja je pored PU razgrađivala i poli(butilen-

adipat-co-tereftalat) (biorazgradiva alternativa za PET) (Gui et al., 2023). Takođe, komercijalno 

dostupna lakaza iz T. versicolor identifikovana je kao još jedna oksidoreduktaza koja je uspešno 

razgrađivala kako poliestarske tako i polietarske PU (Magnin et al., 2021). Važno je napomenuti 

da neka istraživanja impliciraju da čak i dekarboksilaze, klasa enzima do sada zanemarena u 

istraživanjima razgradnje plastike, učestvuju u razgradnji PU zajedno sa različitim hidrolazama 

(Bhavsar et al., 2023). Prema do sada sprovedenim istraživanjima enzimska razgradnja PU se 

pokazala kao znatno veći izazov i nesumnjivo će uključivati više od jedne klase enzima. 
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1.4. Bioplastika 

 

Zamena teško razgradivih materijala materijalima koji su održivi i biorazgradivi, vodeći računa 

o funkcionalnosti, jedna je od strategija smanjenja akumulacije plastičnog otpada (odeljak 1.2). 

Prema preporukama Međunarodne unije za čistu i primenjenu hemiju (IUPAC), bioplastika se 

definiše kao polimer izveden iz biomase ili sastavljen od monomera poreklom iz biomase koji se 

u nekom trenutku proizvodnje može ukalupiti u određen oblik (Vert et al., 2012). Češće, 

bioplastika se koristi kao krovni termin za vrlo heterogenu grupu polimera koji moraju da ispune 

jedan od dva kriterijuma. Moraju biti biorazgradivi, što podrazumeva potpunu razgradnju od strane 

sredinskih mikroorganizama u razumnom vremenskom periodu, ili moraju biti u celosti ili 

delimično sastavljeni od ugljenika iz bioloških izvora (Nanda et al., 2022). Imajući u vidu vrlo 

pogodne fizičke i hemijske karakteristike, koje pariraju polimerima dobijenih iz neobnovljivih 

resursa, bioplastika nastoji da zameni konvencionalnu plastiku kao održiva i ekološki isplativija 

alternativa (Thakur et al., 2018). Trenutno, bioplastika predstavlja svega 1,5% ukupne globalne 

proizvodnje plastike (PlasticsEurope, 2022), međutim, predviđa se da će se tržište bioplastike 

utrostručiti u sledećih nekoliko godina (Degli Esposti et al., 2021). Neke od najčešće korišćenih 

bioplastika su poli(hidroksialkanoati) (PHA), poli(kaprolakton) (PCL), poli(butilen-sukcinat) 

(PBS), poli(mlečna kiselina) (PLA), poli(vinil-alkohol) (PVA) i različite mešavine polimera sa 

skrobom i celulozom (Jeremić et al., 2020). PHA predstavljaju porodicu prirodnih poliestara, 

proizvedenih od strane mikroorganizama kao citoplazmatski depo ugljenika i energije. Dužina 

monomera PHA diktira karakteristike polimera na osnovu čega se i dele na PHA kratkog (3 do 5 

C atoma) i dugog niza (6-16 C atoma) (Chen, 2009). Poli(hidroksibutirat) (PHB) je prvi 

identifikovani PHA koji se odlikuje manjom propustljivošću za gasove i većom čvrstinom od 

konvencionalnih petrohemijskih plastika PP i PE dok je poli(hidroksioktanoat) (PHO) vrlo 

fleksibilan polimer. Tako, mešanjem PHA različitih dužina lanca moguće je proizvoditi polimere 

strogo definisanih karakteristika koji se mogu koristiti u različite svrhe (McAdam et al., 2020). 

Zajedno sa PLA i polimerima na bazi skroba PHA predstavljaju biorazgradive bioplastike 

biološkog porekla. Dok sa druge strane PCL i PBS predstavljaju najčešće biorazgradive polimere 

dobijene iz neobnovljivih resursa (Jeremić et al., 2020).  

Iako bioplastika obećava kao materijal budućnosti, istraživači upozoravaju da biorazgradivost 

ovih polimera ne treba uzimati zdravo za gotovo. Bioplastike i mešavine bioplastika pokazale su 

se relativno otpornim na razgradnju u različitim sredinama in vivo, a većina ovih polimera ne 

zadovoljava kriterijume za biorazgradnju Međunarodne organizacije za standardizaciju (ISO) 

(Narancic et al., 2018). Bioplastični otpad može kontaminirati otpadne tokove drugih plastika što 

značajno otežava njihovo recikliranje (Nandakumar et al., 2021). Zbog ovih nedostataka 

neophodno je uporedo sa razvijanjem novih polimera razvijati i prilagodljive sisteme za 

sakupljanje i recikliranje bioplastike. 
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1.5. Biološka valorizacija plastičnog otpada 

 

U cilju poboljšanja ekološke održivosti kako biotehnoloških tako i hemijskih strategija za 

rešavanje problema plastičnog otpada predložena je valorizacija ovog otpada u jedinjenja i 

materijale sa dodatom vrednošću- „upcycling“ (odeljak 1.2) (Blank et al., 2020). 

Proizvodi pirolize PS i PET direktno su iskorišćeni kao izvor ugljenika za proizvodnju 

bioplastike PHA od strane različitih sojeva Pseudomonas, postižući umerene do dobre prinose 

optimizacijom strategija fermentacije (Kenny et al., 2008, Nikodinovic‐ Runic et al., 2011). PE 

vosak dobijen pirolizom, sastavljen od alifatičnih ugljovodonika, takođe je iskorišćen za 

proizvodnju PHA uz prisustvo biosurfaktanata (Guzik et al., 2014). Skorije, razvijeni su sistemi za 

direktnu biološku konverziju PET u PHB primenom rekombinantnih sojeva Yarrowia i 

Pseudomonas (Liu et al., 2021b). Kao i za enzimsku konverziju PET u biorazgradive PU. 

Upotrebom termostabilne PETaze PET je depolimerizovan na TPA i etilen-glikol koji su dalje 

upotrebljeni kao izvor ugljenika za P. umsongensis GO16 modifikovane da sekretuje intermedijere 

sinteze PHA. Finalno, ovi intermedijeri iskorišćeni su kao polazna jedinjenja za hemijsku sintezu 

biorazgradivih PU (Tiso et al., 2021). 

Koncept koji je privukao dosta pažnje je korišćenje bakterijskih konzorcijuma kako bi se 

valorizovao PET otpad. Dva soja P. putida konstruisana tako da jedan koristi TPA, a drugi etilen-

glikol, pokazali su se kao znatno efikasniji i prilagodljiviji sistem za prevođenje PET hidrolizata u 

PHA i mukonsku kiselinu5 koja se dalje može koristiti u sintezi nekoliko različitih polimera (Bao 

et al., 2023). Pored već pomenute upotrebe u ponovnoj sintezi PET i drugih polimera, produkti 

razgradnje PET mogu se koristiti kao reagensi za dobijanje novih jedinjenja. Upotrebom 

rekombinantnih sojeva Escherichia coli TPA je korišćena kao osnov za sintezu različitih jedinjenja, 

uključujući galnu kiselinu6, pirogalol7, katehol8,vanilinsku kiselinu9 i mukonsku kiselinu (Kim et 

al., 2019b). Produkti razgradnje PU takođe mogu biti iskorišćeni od strane mikroorganizama i 

pretvoreni u proizvode sa dodatom vrednošću. Sintetički konzorcijum mikroorganizama, 

sastavljen od rekombinantnih Pseudomonas sojeva, korišćen je za pretvaranje hipotetičke 

mešavine produkata razgradnje PU, adipinske kiseline10, 1,4-butandiola, etilen-glikola i 2,4-

diaminotoluena u ramnolipide, uz napomenu da je 2,4-diaminotoluen inhibirao rast većine članova 

konzorcijuma i morao biti ekstrahovan radi efikasnije proizvodnje (Utomo et al., 2020). 

Pored gore navedenih primera, različite vrste gljiva iskorišćene su za biološku valorizaciju 

hemijski depolimerizovanih PE i PS. Smeše degradacionih produkata uspešno su konvertovane u 

 
5 IUPAC- (2E,4E)-heksa-2,4-diendionska kiselina 
6 IUPAC- 3,4,5- trihidroksibezojeva kiselina 
7 IUPAC- 1,2,3- trihidroksibenzen 
8 IUPAC- benzen- 1,2- diol 
9 IUPAC- 4-hidroksi-3-metoksibenzoeva kiselina 
10 IUPAC- heksandionska kiselina 
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medicinski relevantne sekundarne metabolite mutilin11, ergotionin12, pleuromutilin13, 

citreoviridin14 i asperbenzaldehid15 sa značajnim prinosima čime se proširuje spektar jedinjenja 

koji se može dobiti valorizacijom plastičnog otpada (Rabot et al., 2023b, Rabot et al., 2023a). 

Hemijski depolimerizovan PE takođe je korišćen za proizvodnju visoko specifičnih 

rekombinantnih proteina (zeleni fluorescentni protein i protein paukove mreže) sa prinosima od 

preko 10 mg/mL (Connor et al., 2023). 

Trenutno svi pomenuti procesi predstavljaju samo dokaze koncepta biotehnološke konverzije 

u jedinjenja sa dodatom vrednošću na laboratorijskoj skali. Kako bi ovi pristupi zaista našli 

primenu na industrijskoj skali neophodno je obaviti detaljne analize životnog ciklusa (eng. Life 

Cycle Assessment) ovih procesa. Analiza životnog ciklusa podrazumeva sistematsku i 

sveobuhvatnu metodu za procenu ekološkog otiska proizvoda, procesa ili usluge tokom celog 

životnog ciklusa, od ekstrakcije sirovina do odlaganja. Ova metoda uključuje ocenu korišćenja 

resursa, potrošnje energije, oslobađanja toksičnih jedinjenja i drugih ekoloških aspekata kako bi 

se stekao uvid u održivost procesa (Horodytska et al., 2020). Ovakva vrsta analize identifikovala 

je niz problema u industrijskom procesu enzimske razgradnje PET kako bi se dobila TPA za 

ponovnu sintezu. Proces koji uključuje enzimsku depolimerizaciju pokazao se i do 17 puta štetniji 

po životnu sredinu u poređenju sa prečišćavanjem fosilnih resursa i dobijanja TPA na taj način 

(Uekert et al., 2022). Uprkos trenutnim upozorenjima o neodrživosti biološke razgradnje i 

valorizacije plastičnog otpada detaljne analize životnog ciklusa su neophodne kako bi poslužile 

kao osnov za razvijanje novih strategija. Uz adekvatno planiranje i analizu nesumnjivo je da će 

valorizacija otpada igrati veliku ulogu u obezbeđivanju ekonomske isplativosti strategija za 

rešavanje plastičnog otpada. 

 
11 IUPAC- (1S,2R,3S,4S,6R,7R,8R,14R)-4-etenil-3,6-dihidroksi-2,4,7,14-tetrametiltriciklo[5.4.3.01,8]tetradekan-9-

on 
12 IUPAC- (2S)-3-(2-sulfaniliden-2,3-dihidro-1H-imidazol-4-il)-2-(trimetilazaniumil)propanoat 
13 IUPAC- (3aS,4R,5S,6S,8R,9R,9aR,10R)-6-etenil-5-hidroksi-4,6,9,10-tetrametil-1-oksodekahidro-3a,9-

propanociklopenta[8]anulen-8-il hidroksiacetat 
14 IUPAC- 6-[(1E,3E,5E,7E)-8-[(2S,3R,4R,5R)-3,4-dihidroksi-2,4,5-trimetiloksolan-2-il]-7-metilokta-1,3,5,7-

tetraenil]-4-metoksi-5-metilpiran-2-on 
15 IUPAC- 6-((R,3E,5E)-5,7-dimetil-2-oksonona-3,5-dienil)-2,4-dihidroksi-3-metilbenzaldehid 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Prekomerna proizvodnja i upotreba plastike kao i neadekvatni sistemi za njeno odlaganje, 

sakupljanje i recikliranje doveli su do nakupljanja plastičnog otpada u životnoj sredini koje je 

praćeno nizom negativnih posledica. Bez obzira na brojne napore da se problem reši, efikasne 

strategije za zbrinjavanje plastičnog otpada i dalje nedostaju. Biotehnološka razgradnja i 

valorizacija plastičnih polimera može predstavljati ekološki održiv, ali i ekonomski isplativ pristup 

koji je privukao interesovanje naučne javnosti i industrije.  

Glavni cilj ove doktorske disertacije je identifikovanje i karakterizacija potencijalnih 

biokatalizatora, kako bakterijskih sojeva, tako i njihovih enzima koji se mogu upotrebiti u 

procesima razgradnje i valorizacije plastičnog otpada. Posebna pažnja posvećena je PET i PU, 

budući da spadaju u grupu najčešće korišćenih polimera, a u svojoj okosnici sadrže veze podložne 

enzimskoj hidrolizi. 

U skladu sa opštim ciljem doktorske disertacije postavljeni su sledeći specifični ciljevi: 

 

1. Utvrditi potencijal kolekcije mikroorganizama Grupe za eko-biotehnologiju i razvoj 

lekova (IMGGI) iz zagađenih i nezagađenih staništa za razgradnju plastike; 

2. Ispitati mehanizam razgradnje PET od strane mikroorganizama koji su pokazali najveći 

potencijal za razgradnju; 

3. Utvrditi koji enzimi odabranih sojeva su uključeni u razgradnju PET; 

4. Ispitati mehanizam razgradnje PU od strane mikroorganizama koji su pokazali najveći 

potencijal za razgradnju; 

5. Utvrditi koji enzimi odabranih sojeva su uključeni u razgradnju PU i efekat razgradnje 

na centralni metabolizam; 

6. Uspostaviti sistem za pretvaranje različitih plastičnih polimera u jedinjenja sa dodatom 

vrednošću- poli(hidroksibutirat) i undecilprodigiozin. 
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3. NAUČNI RADOVI PROIZAŠLI IZ DOKTORSKE DISERTACIJE 
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1.1. A novel Bacillus subtilis BPM12 with high bis(2 hydroxyethyl)terephthalate hydrolytic 

activity efficiently interacts with virgin and mechanically recycled polyethylene 

terephthalate  
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1.2.Set of small molecule polyurethane (PU) model substrates: Ecotoxicity evaluation and 

identification of PU degrading biocatalysts 
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1.3.Proteomic examination of polyester-polyurethane degradation by Streptomyces sp. PU10: 

Diverting polyurethane intermediates to secondary metabolite production 
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1.4.Upcycling biodegradable PVA/starch film to a bacterial biopigment and biopolymer 
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4. DISKUSIJA 
 

4.1. Izolovani mikroorganizmi kao potencijalni biokatalizatori za biodegradaciju plastike 

  

Zajedno sa plastičnim otpadom skoro svaki ekosistem sadrži i mikroorganizme sa sposobnošću 

razgradnje plastike (Herrera et al., 2023). U potrazi za ovim mikroorganizmima razvijeni su 

jednostavni testovi na Petrijevim šoljama koji koriste podloge za gajenje mikroorganizama sa 

plastičnim polimerima, njihovim oligomerima i monomerima kao jedinim izvorom ugljenika 

(Molitor et al., 2020). Ovakvi testovi omogućili su jednostavnu selekciju i izolaciju 

mikroorganizama koji potencijalno mogu biti upotrebljeni za razgradnju plastike (Charnock, 2021, 

Rüthi et al., 2023, Ciric et al., 2024). Osnovni cilj ove doktorske disertacije bio je izolacija i 

karakterizacija bakterijskih sojeva i njihovih enzima koji se mogu iskoristiti u razgradnji i 

valorizaciji plastičnog otpada. Kako bi se to postiglo, kao prvi korak ovakvi testovi visoke 

propusnosti korišćeni su za određivanje potencijala 220 mikroorganizama iz različitih staništa za 

razgradnju plastike (odeljak 3.2. str. 39). Uzimajući u obzir da su zemljište i deponije najbogatiji 

izvori mikroorganizama koji razgrađuju plastiku (Gambarini et al., 2021), mikroorganizmi 

izolovani u okviru ove disertacije izolovani su iz zagađenog i nezagađenog zemljišta. Zemljište 

zagađeno plastičnim otpadom korišćeno je u cilju povećavanja verovatnoće izolovanja 

mikroorganizama iz „plastisfere“ koja predstavlja zajednicu mikroorganizama na i u blizini 

plastike različitog sastava od okolnog mikrobioma (Park et al., 2023). Na osnovu rezultata 

dobijenih u okviru ove doktorske disertacije najveći broj mikroorganizama (~5%) pokazao je 

potencijal za razgradnju PU (odeljak 3.2. i 3.3) dok značajne razlike između mikroorganizama iz 

zagađenih i nezagađenih staništa nisu uočene. Dodatno, kako bi se ispitao uticaj PU otpada na 

diverzitet mikroorganizama sprovedena je metagenomska analiza sastava zajednice 

mikroorganizama in vitro (odeljak 3.3. str. 60). Ovom analizom detektovano je samo blago 

smanjenje diverziteta u zemljištu zagađenom plastikom nakon 18 meseci inkubacije. Smanjenje 

diverziteta kao odgovor na zagađenje plastikom uočeno je i u slučaju PE, PLA i poli(butilen-

adipat-co-tereftalat), a stepen promene zavisio je od tipa plastike i njene podložnosti razgradnji 

(Rüthi et al., 2023). Međutim, s obzirom da su slične promene uočene i u kontrolnim uzorcima 

(zemljište inkubirano bez prisustva PU materijala) razlike u diverzitetu uzrokovane PU otpadom 

najverovatnije su manje izražene od promena izazvanih inkubacionim uslovima. Ukazujući na 

činjenicu da uslovi kao što su temperatura, vlažnost i pH vrednost znatno više utiču na diverzitet 

mikroorganizama od plastičnog otpada. Ovo je u skladu i sa novijim istraživanjima koja pronalaze 

visoko efikasne PETaze u ekstremnim staništima, a ne plastikom zagađenim staništima 

(Sonnendecker et al., 2022, Erickson et al., 2022) 

Shodno rezultatima dobijenim iz sličnih istraživanja sprovedenih u Norveškoj, Irskoj i 

Švajcarskoj najveći broj mikroorganizama koji su pokazali potencijal za razgradnju plastike, iz 

uzoraka korišćenih u ovoj disertaciji, pripadao je rodovima Bacillus i Streptomyces bez značajnih 

razlika između zagađenih i nezagađenih staništa (Herrera et al., 2023, Charnock, 2021, Rüthi et 

al., 2023). Herrera i saradnici identifikovali su Streptomyces, Bacillus, Enterococcus i 

Pseudomonas sojeve kao najpotentnije za razgradnju hidrolizabilnih polimera (Herrera et al., 
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2023). Generalno, sojevi rodova Rhodococcus i Streptomyces često su identifikovani kao zemljišni 

mikroorganizmi sposobni da razrađuju PET (Charnock, 2021). Dok su Ruthi i saradnici su, pored 

bakterija iz malo poznatog razdela Saccharibacteria, takođe utvrdili da su Streptomyces, 

Amycolatopsis i Rhodococcus sojevi dominantni taksoni plastisfere kao konvencionale tako i 

biorazgradive plastike u hladnim krajevima (Rüthi et al., 2023). Najaktivniji sojevi identifikovani 

u ovom istraživanju odabrani su za dalje eksperimente i detaljniju karakterizaciju mehanizama 

razgradnje različitih polimera. 

 

4.2. Primena B. subtilis BPM12 u biodegradaciji poli(etilentereftalata) 

 

Nakon pretraživanja laboratorijske kolekcije od 220 mikroorganizama, B. subtilis BPM12 

izabran je kao kandidat za razgradnju PET s obzirom da je rastao i formirao zone prosvetljenja na 

čvrstim podlogama sa BHET kao jedinim izvorom ugljenika (odeljak 3.1. str. 23). Rod Bacillus je 

vrlo dobro izučen, sa brojnim predstavnicima identifikovanim kao biokatalizatorima sposobnim 

za razgradnju ksenobiotika (Gangola et al., 2018). Dodatno, Bacillus sojevi su takođe 

identifikovani u bakterijskim konzorcijumima koji razgrađuju različite vrste plastike (Roberts et 

al., 2020, Shah et al., 2016), a pokazano je i da pojedinačni sojevi imaju sposobnost razgradnje 

PET, PU i PLA (Ribitsch et al., 2011, Shah et al., 2013b, Bonifer et al., 2019). Visoka tolerancija 

na sredinske faktore kao što su temperatura i pH vrednost i ustaljeni protokoli za genetičku 

manipulaciju čine Bacillus vrlo privlačnim za biotehnološke aplikacije (Hanim, 2017, Wang et al., 

2019). B. subtilis BPM12 takođe je pokazao vrlo poželjne karakteristike rastući na temperaturama 

preko 40°C i pH vrednostima od pH 5 do pH 10.  

Koristeći ćelije B. subtilis BPM12 ispitana je preferencija ovog soja prema različitim 

gradivnim jedinicama PET (monomerima i oligomerima), sintetisanih u svrhu lakše karakterizacije 

biokatalizatora za razgradnju PET (Djapovic et al., 2021). Monomere su predstavljali metil- i etil-

estri TPA, a oligomere su predstavljali dva do tri molekula TPA povezana etilen-glikolom (odeljak 

3.1. str. 24). Utvrđeno je da B. subtilis BPM12 razgrađuje BHET efikasnije od istaknutih sojeva 

za razgradnju BHET Enterobacter sp. HY1 i Y. lipolytica IMUFRJ 50682 (Qiu et al., 2020, da 

Costa et al., 2020). Međutim, manje efikasno od rekombinantnih Y. lipolytica Po1f i B. subtilis 168 

sojeva transformisanih sa IsPETazom (Liu et al., 2021b, Qi et al., 2021). HPLC analizom utvrđeno 

je da BHET prvenstveno biva hidrolizovan u MHET, a zatim, znatno sporije, MHET biva 

hidrolizovan do TPA. Ovakva dinamika, koja podrazumeva prvo hidrolizu BHET, a zatim znatno 

sporiju hidrolizu MHET uočena je kod različitih enzima uključenih u razgradnju PET. Prvenstveno 

se pripisuje inhibiciji enzima proizvodom, s obzirom da je pokazano da MHET inhibira aktivnost 

PETaza uključujući i PETaze poreklom iz Bacillus kao što je enzim Bs2Est (Kim et al., 2021, 

Mrigwani et al., 2022).  

Dalja istraživanja otkrila su da B. subtilis BPM12 pokazuje i egzo- i endohidrolaznu aktivnost 

prema estarskim vezama sadržanim u monomerima i oligomerima PET. Kada je u pitanju 

egzohidrolazna aktivnost, prvenstveno je raskidana veza između TPA i etil-grupe, dok je veza 

između TPA i metil-grupe hidrolizovana u znatno manjoj meri. U oligomerima, veza između dve 
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jedinice TPA efikasno je raskidana endohidrolaznom aktivnošću. Sa druge strane niska 

rastvorljivost oligomera sa tri jedinice TPA praktično je onemogućila reakciju i samo tragovi 

degradacionih produkata su detektovani. Sličan mehanizam aktivnosti koji uključuje prvo 

hidrolizu estarskih veza između dva molekula TPA, a zatim hidrolizu do manjih molekula kao što 

su MHET i TPA pokazan je i kod Bs2Est (Kim et al., 2021). Dodatno, ovaj set PET monomera i 

oligomera korišćen je i za karakterizaciju PETaze iz Moraxella sp., koja se pokazala vrlo 

efikasnom u razgradnji PET visoke kristaliničnosti, a imala je isti profil razgradnje oligomera kao 

i B. subtilis BPM12 (Nikolaivits et al., 2022). 

Sposobnost formiranja biofilma se prilikom upotrebe celih ćelija kao biokatalizatora za 

razgradnju plastike pokazala kao važan faktor koji utiče na efikasnost razgradnje (odeljak 1.2, 

Slika 2). Visok nivo hidrofobnosti plastike onemogućava efikasno prianjanje mikroorganizama i 

adsorpciju ezima i time smanjuje efikasnost razgradnje. Tako mikroorganizmi koji mogu da 

formiraju biofilm na plastici dovode u bliski kontakt enzimsku mašineriju odgovornu za 

razgradnju plastike i stvaraju mikro okruženje pogodno za razgradnju (Howard and McCarthy, 

2023). Iz tog razloga ispitana je sposobnost formiranja biofilma B. subtilis BPM12 na PET 

filmovima (odeljak 3.1. str. 28). Uporedo, ispitana je i sposobnost formiranja biofilma ovog soja 

na mehanički recikliranim PET filmovima, s obzirom da je sve veći udeo recikliranog PET u 

otpadnim tokovima. B. subtilis BPM12 je uspešno formirao biofilm na svim testiranim PET 

filmovima. Reciklirani filmovi bili su primetno pogodniji za formiranje biofilma, najverovatnije 

zbog promena na površini filmova odnosno neravnina nastalih nakon mehaničkog recikliranja. 

Nažalost, formiranje biofilma nije bilo praćeno i smanjenjem mase i morfološkim promenama PET 

materijala pod testiranim uslovima. Iako je prianjanje mikroorganizama za plastiku jedan od 

preduslova za efikasnu razgradnju, formiranje biofilma na različitim vrstama plastike nije uvek 

povezana sa njenom razgradnjom. Dokazano je da vrste iz razdela Proteobacteria i Bacteroidetes 

predstavljaju dominantne mikroorganizme biofilmova formiranih na PE i najlonu ali da ne dovode 

do razgradnje ovih polimera (Wallbank et al., 2022). 

Upotrebom proteinskog ekstrakta B. subtilis BPM12 došlo je do morfoloških promena 

površine PET filmova nalik onim uočenim u studiji sprovedenoj od strane Chen i saradnika (Chen 

et al., 2022). Ove promene impliciraju površinsku razgradnju PET filma koja je dodatno potvrđena 

detektovanjem TPA i MHET u rastvoru (odeljak 3.1. str. 28). Bitno je napomenuti da PET film koji 

je imao najniži stepen kristaliničnosti je ujedno i onaj koji je pokazao najjasnije promene. 

Dokazano je da kristaliničnost igra ključnu ulogu u efikasnoj razgradnji PET čak i kod 

najpotentnijih enzima. Niska kristaliničnost podrazumeva više amorfnih regiona za koje se smatra 

da su pogodniji za biološku razgradnju zato što omogućavaju bolji pristup enzima (Thomsen et al., 

2022, Tournier et al., 2020). 

 

4.2.1.  Enzim Bpm12CE efikasno razgrađuje gradivne jedinice poli(etilentereftalata) 

 

Uprkos niskoj efikasnosti razgradnje PET polimera, sposobnost B. subtilis BPM12 da 

hidrolizuje različite PET monomere i oligomere ukazuje na prisustvo enzima koji mogu biti korisni 
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u razgradnji PET. Kombinacije PETaza sa enzimima koji razgrađuju monomere PET pokazale su 

se kao korisna strategija. U ovakvim sistemima PETaza razgrađuje polimerne lance na monomere 

i oligomere dok dodatni enzimi deluju na monomere i oligomere smanjujući kompeticiju za 

vezivanje za aktivno mesto PETaze i time povećavaju efikasnost razgradnje (Barth et al., 2016). 

Upotrebom sistema koji se sastojao od LCC PETaze i karboksilesteraze iz Thermus thermophilus 

postignuto je i do 100% povećanje u prinosu TPA prilikom razgradnje PET (Mrigwani et al., 2022). 

Stoga je pristupljeno genomskoj analizi B. subtilis BPM12 kako bi se identifikovali enzimi koji su 

odgovorni za aktivnost ovog soja na PET monomerima i oligomerima kao i samom PET polimeru.  

Proteom B. subtilis BPM12 upoređen je sa proteomima Bacillus sojeva koji dokazano 

razgrađuju PET i PAZy bazom enzima koji razgrađuju plastiku (odeljak 3.1. str. 25). B. 

thuringiensis C15 i B. albus PFZN01 su deo konzorcijuma koji se sastoji od pet sojeva sposobnih 

da rastu na PET kao jedinom izvoru ugljenika koristeći oslobođene monomere za rast (Roberts et 

al., 2020). Bacillus sp. AIIW2, slično B. subtilis BPM12, formirao je biofilm na PET filmovima i 

dovodio do površinskih promena materijala (Kumari et al., 2021). Skoro polovina proteina B. 

subtilis BPM12 imaju svoje homologe u proteomima tri soja prijavljena da razgrađuju PET, najviše 

sa Bacillus sp. AIIW2. Prema transkriptomskoj analizi soja AIIW2 gajenog u prisustvu PET, 

protein sa najintenzivnijom promenom ekspresije bila je unutarćelijska karboksilesteraza 

(WP_020451834.1) koja ima 68% identičnosti sa alfa/beta hidrolazom (WP_014480039.1) iz B. 

subtilis BPM12. Ova α/β hidrolaza identifikovana je kao enzim potencijalno odgovoran za 

hidrolizu PET oligomera od strane B. subtilis BPM12. Međutim, kao najbolji kandidat pokazala 

se karboksilesteraza nazvana Bpm12CE koja ima 98% identičnosti sa PETazom iz B. subtilis 4P3-

11 koja hidrolizuje PET filmove, ali ujedno može i da hidrolizuje PET trimere (Ribitsch et al., 

2011). Ova pretpostavka je potvrđena delecijom bpm12CE gena čime je B. subtilis BPM12 izgubio 

sposobnost da raste na BHET kao jedinom izvoru ugljenika i formira jasne zone prosvetljenja. 

Ovaj gubitak sposobnosti rasta u korelaciji je sa hipotezom da B. subtilis BPM12 koristi etilen-

glikol, nastao hidrolizom BHET, kao izvor ugljenika. Prisustvo blage zone prosvetljenja, čak i bez 

vidljivog rasta, ukazuje na moguće učešće i drugih enzima u razgradnji PET monomera i oligomera 

ali da Bpm12CE svakako igra ključnu ulogu u ovom procesu. Dodatna potvrda dobijena je 

transformisanjem B. subtilis 168 koji nije imao sposobnost razgradnje BHET. Nakon 

transformacije sa plazmidom koji je nosio bpm12CE gen, stepen hidrolize BHET ovog soja postao 

je skoro identičan onom koji je uočen kod B. subtilis BPM12. Paralelnom, homolognom 

ekspresijom istog gena u B. subtilis BPM12 došlo je do 1.6 puta povećane hidrolize BHET u prva 

24 h (odeljak 3.1. str. 26). Svi ovi rezultati zajedno ukazuju na to da je Bpm12CE enzim odgovoran 

za razgradnju PET monomera i oligomera i da soj B. subtilis BPM12 može biti iskorišćen kao 

ekspresiona platforma u sistemima za razgradnju PET. 

Bacillus je povoljniji ekspresioni sistem za PETaze u poređenju sa klasičnim sistemima kao 

što je E. coli zbog urođene sposobnosti sekrecije i boljeg uvijanja proteina, što rezultira većim 

prinosom stabilnijih enzima (Souza et al., 2021, Wei et al., 2019). Do sada su uspešno eksprimirana 

četiri enzima sa PETaznom aktivnošću upotrebom Bacillus sojeva. T. fusca hidrolaza (TfH) 

dobijena je korišćenjem B. megaterium sa odličnim prinosom na skali od 2 l (Yang et al., 2007). 

Naknadno, sličan enzim, TfCut2 takođe je dobijen upotrebom B. subtilis sa visokom čistoćom, a i 

njegova aktivnost na PET je potvrđena. TfCut2 eksprimiran u Bacillus pokazuje bolju termalnu 
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stabilnost u poređenju sa E. coli, sa tačkom topljenja višom za 4°C usled pravilnijeg uvijanja 

enzima (Wei et al., 2019). Optimizacija signalnih peptida omogućila je i poboljšanu sekreciju 

IsPETaze (Huang et al., 2018, Wang et al., 2020) i BhrPETaze (Xi et al., 2021) u različitim Bacillus 

sojevima. S obzirom na to da B. subtilis BPM12 poseduje urođenu aktivnost razgradnje PET 

monomera i oligomera, mogao bi poslužiti kao idealna platforma za eksprimiranje različitih 

PETaza i drugih pomoćnih enzima kako bi se poboljšali trenutni sistemi za razgradnju PET otpada. 

 

4.3. Amycolatopsis mediterranei ISP5501 hidrolizuje uretansku (karbamatnu) vezu i različite 

vrste poli(uretana) 

 

Poli(uretani) zauzimaju šesto mesto među plastičnim polimerima koji se najviše proizvode na 

svetskom nivou i njihova proizvodnja je tek nešto manja od PET. Iako u okosnici polimera sadrže 

veze podložne hidrolizi tj. biološkoj razgradnji, usled velike raznovrsnosti i nedostataka 

biokatalizatora koji specifično prepoznaju i hidrolizuju uretansku vezu, efikasan sistem za 

biološku razgradnju PU i dalje nedostaje (Liu et al., 2021a). Najrasprostranjeniji supstrat za 

procenu razgradnje PU je koloidna disperzija Impranil (Covestro, Nemačka), alifatični poliestarski 

PU (Zhang et al., 2022). Impranil je našao široku primenu s obzirom da je razgradnju moguće 

detektovati spektrofotometrijski prateći smanjenje optičke gustine disperzije (Howard et al., 

2001). Međutim, Impranil sa sobom nosi i znatne mane. Pre svega nepoznata hemijska struktura 

Impranila, zaštićena poslovnom tajnom, otežava napore ka identifikovanju specifičnih 

mehanizama razgradnje ovog polimera. Vrlo je teško napraviti razliku da li je prilikom razgradnje 

došlo do hidrolize estarskih ili uretanskih veza polimera, a neki istraživači upozoravaju da nivo 

smanjenja optičke gustine nije uvek u korelaciji sa stepenom razgradnje (Biffinger et al., 2015). 

Zbog toga, u potrazi za specifičnijim supstratima, istraživači su se okrenuli malim molekulima koji 

sadrže uretansku vezu. Molekuli obeleženi p-toluensulfonamidom i p-nitrofenolom uspešno su 

korišćeni za ispitivanje mehanizma razgradnje uretanske veze (Magnin et al., 2019b, Gamerith et 

al., 2016). Skorije, dikarbamati niske molekulske mase nastali glikolizom PU pena iskorišćeni su 

za identifikaciju i karakterizaciju tri enzima, sposobnih da hidrolizuju uretansku vezu, poreklom 

iz metagenomske biblioteke (Branson et al., 2023). Tako je model jedinjenje PU-716 dobijeno 

reagovanjem toluen-2,4-diizocijanata (najčešćeg diizocijanata korišćenog u proizvodnji PU) i 2-

etoksietanola, iskorišćeno za detaljnu karakterizaciju A. mediterranei ISP5501 nakon što je ovaj 

soj pokazao aktivnost na Impranilu (odeljak 3.2. str 42). S obzirom da je dobijen reagovanjem 

monomera PU, PU-7 predstavlja teoretski intermedijer razgradnje PU i kao takav oslikava realno 

molekulsko okruženje sa kojim bi enzim koji razgrađuje uretanske veze došao u kontakt. 

Bakterijski soj A. mediterranei ISP5501 hidrolizovao je obe uretanske veze prisutne u PU-7. 

Enzimi uključeni u hidrolizu PU su pre svega esteraze, amidaze i proteaze. Dejstvom amidaza i 

proteaza uretanska veza se raskida tako da nastaju amin i alkohol (Magnin et al., 2020). Prema 

literaturnim podacima postoje dva predložena mehanizma hidrolize uretanske veze od strane 

esteraza. Liu i saradnici predlažu da nakon hidrolize uretanske veze dolazi do formiranja 

 
16 IUPAC- bis(2-etoksietil) (4-metil-1,3-fenilen)dikarbamat 
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karbamatne kiseline i alkohola (Liu et al., 2021a), dok Magnin i saradnici tvrde da će produkti 

razgradnje biti amin i alkohol, uz oslobađanje molekula ugljen-dioksida zbog nestabilnosti 

karbamatne kiseline (Magnin et al., 2020). Aktivnošću A. mediterranei ISP5501 dobijeni su kako 

amini tako i karbamatne kiseline, što ukazuje na mogućnost da ovaj soj ima više od jednog enzima 

sa sposobnošću hidrolize uretanske veze. Pored sposobnosti da razgrađuje Impranil i uretansku 

vezu u malim molekulima A. mediterranei ISP5501 razgrađivao je i polietarski PU, za koji ima 

vrlo malo literaturnih podataka. Razgradnja polietarskih PU prevashodno se vezuje za gljive iz 

roda Alternaria, Aspergillus, Cladosporium i Penicillium (Álvarez-Barragán et al., 2016, 

Matsumiya et al., 2010). Podaci o bakterijskoj razgradnji se svode na istraživanja koja uključuju 

kompleksne zajednice mikroorganizama kako bi se razgradili polietarski PU (Cregut et al., 2013). 

Pored rezultata iznetih ovde, Amycolatopsis sojevi su se pokazali kao obećavajući kandidati u 

potrazi za biokatalizatorima sposobnim da razgrade plastiku. Istraživanja o mogućnosti primene 

Amycolatopsis vrsta u razgradnji plastike otkrila su nekoliko efikasnih PLA depolimeraza 

(Pranamuda and Tokiwa, 1999), a analiza filogenetske distribucije enzima za razgradnju plastike 

pokazala je da najveći broj PLA depolimeraza vodi poreklo od predstavnika roda Amycolatopsis 

(Gambarini et al., 2021). Dodatno, više od 10 enzima sličnih PETazama takođe je identifikovano 

različitim u vrstama Amycolatopsis (Joo et al., 2018), čineći ovaj rod obećavajućim izvorom novih 

biokatalizatora za razgradnju plastike ali potencijalno i alatkom za proizvodnju jedinjenja sa 

dodatom vrednošću imajući u vidu da se A. mediterranei koristi za proizvodnju rifamicina17 na 

industrijskom nivou (Singhvi et al., 2021). 

 

4.3.1. Enzimi uključeni u razgradnju poli(uretana) kod A. mediterranei ISP5501 

 

Razgradnja plastičnih polimera kao što su PU prevashodno se odvija u vanćelijskoj sredini 

usled visoke molekulske mase i hidrofobnosti polimera, u procesu koji uključuje sekretovane 

enzime. Međutim, neki mikroorganizmi kao što su C. acidovorans, P. capeferrum i jedan soj 

Penicillium poseduju membranske proteine sposobne da razgrade PU (Puiggené et al., 2022, 

Magnin et al., 2019a, Akutsu et al., 1998). U slučaju P. capeferrum vanćelijske vezikule pokazivale 

su sposobnost razgradnje PU ukazujući da membranski proteini mogu biti podjednako važni kao i 

sekretovani. Slično, testiranjem različitih ćelijskih frakcija utvrđeno je da enzimi uključeni u 

razgradnju PU kod A. mediterranei ISP5501 takođe mogu biti membranski. Kako bi se dodatno 

suzio izbor, proteom A. mediterranei ISP5501 upoređen je sa poznatim enzimima aktivnim na PU 

iz PAZy baze (odeljak 3.2. str. 44).  

Među enzimima homolognim onima iz PAZy baze našle su se dve esteraze homologne sa 

lipazom Tcur_1278 iz Thermomonospora curvata. Ovaj enzim pokazao je aktivnost i na PET, 

Impranilu i na čvrstim termoplastičnim PU. Međutim, slično drugim sojevima, A. mediterranei 

ISP5501 uprkos odličnoj aktivnosti na Impranilu razgradnja čvrstih PU rezultirala je smanjenjem 

 
17 [(7S,9E,11S,12R,13S,14R,15R,16R,17S,18S,19E,21Z)-2,15,17,27,29-pentahidroksi-11-metoksi-3,7,12,14 ,16,18,22-
heptametil-6,23-diokso-8,30-dioksa-24-azatetraciklo[23.3.1.14,7.05,28]triakonta-1(29),2,4,9,19,21, 25,27-oktaen-13-
il]acetat 
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mase od svega nekoliko procenata (Schmidt et al., 2017). Dodatno, aktivnost A. mediterranei 

ISP5501 na PU može se pripisati i enzimu, koji je 100% identičan, AML kutinazi koji razgrađuje 

PCL i PBS. Iako ovaj enzim nije testiran direktno na PU, PBS korišćen u studiji koja je ispitivala 

AML kutinazu bio je dodatno umrežen uretanskim vezama, tako da razgradnja ovog polimera 

može biti usled razgradnje kako estarskih tako i uretanskih veza (Tan et al., 2021). Kao što je već 

pomenuto najverovatnije je više enzima A. mediterranei ISP5501 uključeno u razgradnju PU i 

rezultati prezentovani u ovoj disertaciji predstavljaju samo prvi korak u identifikovanju svih 

enzima odgovornih za ovu aktivnost. 

 

4.4. Streptomyces sp. PU10 efikasno razgrađuje poliestarsku poli(uretansku) disperziju 

 

Streptomicete su široko prepoznate zbog svoje uloge kao vrednog rezervoara medicinski 

značajnih jedinjenja, uključujući antibiotike, antifungalna jedinjenja, imunosupresante i lekove 

protiv raka (Alam et al., 2022), ali se takođe ističu i po raznolikom enzimskom arsenalu koji se 

može upotrebiti za različite biotehnološke aplikacije (Spasic et al., 2018, Vojnovic et al., 2024). 

Ovaj spoj enzimske raznovrsnosti i sposobnosti proizvodnje sekundarnih metabolita iskorišćen je 

za recikliranje papira, tekstila i otpada iz agroindustrije (Cuebas‐ Irizarry and Grunden, 2023, 

Kashiwagi et al., 2017). Kao integralni deo zemljišnog mikrobioma, Streptomyces sojevi su 

relativno malo proučavani u kontekstu razgradnje plastike. Većina istraživanja sprovedeno je na 

razgradnji PE, međutim, ova istraživanja bazirala su se samo na uočenom formiranju biofilma i 

površinskim promenama PE bez identifikovanja enzima i jasnog mehanizma delovanja (Soud, 

2019, El-Shafei et al., 1998, Han et al., 2020). Više uspeha postignuto je u razgradnji PET 

pronalaskom enzima SM14est iz marinske vrste Streptomyces sp. SM14 (Carr et al., 2023) i 

razgradnji biorazgradivih polimera kao što je PHA gde je identifikovana nova supergrupa PHA 

depolimeraza (Gangoiti et al., 2012). 

Iako su neki sojevi Streptomyces pokazali aktivnost na Impranilu u okviru testova na šoljama, 

temeljnija istraživanja u ovom smeru nisu sprovedena (Rüthi et al., 2023). Streptomyces sp. PU10 

pokazao se kao izuzetno efikasan u razgradnji poliestarske PU disperzije Impranila (odeljak 3.3. 

str. 61). Pokazan stepen i brzina razgradnje prevazišli su i najbolje do sada prijavljene 

mikroorganizme sposobne da razgrade Impranil. Cladosporium halotolerans 6UPA1 razgrađivao 

je 80%, a Cladosporium sp. P7 94.4% Impranila za svega 3 dana (Zhang et al., 2022, Liu et al., 

2023a). Embarria clametidis MFLUCC 14-0652, izdvojena kao najaktivnija od 33 testirana soja, 

dostizala je 88.84% razgradnje 1% Impranila za dve nedelje (Khruengsai et al., 2022). Prema FTIR 

rezultatima, najveći deo razgradnje Impranila od strane Streptomyces sp. PU10 pripisan je 

raskidanju estarskih veza dok su uretanske veze hidrolizovane u nešto manjoj meri. Ovakav trend 

razgradnje primećen je i kod drugih biokatalizatora sposobnih da razgrade Impranil (Zhang et al., 

2022). Imajući u vidu visok nivo razgradnje ali i činjenicu da Streptomyces sp. PU10 konvertuje 

Impranil u biomasu, izvršena je proteomska analiza kako bi se identifikovali enzimi uključeni u 

razgradnju ali i promene u metaboličkim putevima prilikom korišćenja Impranila kao jedinog 

izvora ugljenika i energije (Slika 3). 
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Slika 3. Shematski prikaz toka istraživanja razgradnje PU od strane Streptomyces sp. PU10 i najvažnijih dobijenih 

rezultata. 

  

4.4.1.  Biodegradacija poli(uretana) kod Streptomyces sp. PU10 se odvija posredstvom 

Est_PU10, Am_PU10 i Oxr_PU10 

 

Kako PU predstavljaju vrlo heterogenu grupu polimera i u svojoj okosnici sadrže različite 

tipove hemijskih veza, kao što je istaknuto u odeljku 1.3.4, skorija istraživanja ukazuju na to da je 

za njihovu efikasnu razgradnju neophodna aktivnost više različitih enzima. Stoga, poseban akcenat 

stavljen je na esteraze, amidaze ali i oksidoreduktaze iz Streptomyces sp. PU10. 

Upotreba Impranila kao izvora ugljenika dovela je do povećanja ekspresije hidrolaza, 

oksidoreduktaza i proteaza - fenomen koji je takođe uočen kod Fusarium sp. IA2 i F. oxysporum 

BPOP18 sposobnih da razgrađuju PU (Taxeidis et al., 2023). Predloženi mehanizam razgradnje 

PU od strane Streptomyces sp. PU10 uključuje aktivnost amidaze, esteraze i oksidaze (odeljak 3.3. 

str. 63). Najveći deo razgradnje najverovatnije se odvija dejstvom konstitutivno eksprimirane 

esteraze Est_PU10 koja je srodna sa PETazama visoke aktivnosti. Est_PU10 je bliski homolog 

PHL1, PHL2, PET40 i Enzimu 607 otkrivenih pretraživanjem metagenomskih biblioteka, a koje 

pokazuju izuzetnu termostabilnost (Sonnendecker et al., 2022, Erickson et al., 2022, Zhang et al., 

2023). Povećana stabilnost ezima srodnih sa Est_PU10 može se takođe dovesti u vezu sa 

činjenicom da Streptomyces sp. PU10 razgrađuje Impranil i na temperaturama preko 40°C. Mali 

molekuli koji sadrže uretansku vezu, oslobođeni dejstvom Est_PU10, dalje indukuju ekspresiju 

amidaze Am_PU10 za koju je pretpostavljeno da dalje razgrađuje ove molekule do intermedijera 

koji mogu biti inkorporirani u primarni metabolizam. Ova pretpostavka zasnovana je na homologji 

sa uretanazama UMG-SP-1, UMG-SP-2 i UMG-SP-3, enzimima sposobnim da hidrolizuju 

uretansku vezu u jedinjenjima niske molekulske mase asociranim sa nepotpunom hemijskom 

razgradnjom PU (Branson et al., 2023). Razgradnja malih molekula koji sadrže uretansku vezu 



98 
 

potencijalno je dodatno potpomognuta dvema hidrolazama, čija je ekspresija takođe bila povećana, 

a koje su srodne sa enzimom iz Microbacterium hydrocarbonoxydans sposobnim da razgrađuje 

etil karbamat (Kang et al., 2021). Finalno, kao i u primeru B. velenzis (Gui et al., 2023), enzim sa 

najvećom promenom ekspresije bila je oksidaza Oxr_PU10. Oxr_PU10 je daleki homolog Oxr-1 

enzima i najverovatnije doprinosi razgradnji Impranila do sada nepoznatim mehanizmom. Iako je 

u poslednjih nekoliko godina sve više istraživanja fokusirano na upotrebu oksidoreduktaza u 

razgradnji PU, tačan mehanizam aktivnosti i dalje nije poznat, a mali broj do sada okarakterisanih 

enzima ograničava upotrebu bioinformatičkih alatki u pronalaženju novih oksidoreduktaza za 

razgradnju PU. 

 

4.4.2.  Streptomyces sp. PU10 inkorporira intermedijere razgradnje poli(uretana) u 

primarni metabolizam i kanališe ih ka sintezi poliketida 

 

Napori ka razumevanju puteva uključenih u inkorporaciju produkata razgradnje plastičnih 

polimera u metabolizam umnogome zavise od vrste plastike. Polimeri sa strogo definisanom 

strukturom kao što su PS i PET mnogo su bolje izučeni od PU koji mogu biti sastavljeni od 

mnoštva različitih gradivnih jedinica. Metabolički put razgradnje stirena18, monomera PS, poznat 

je skoro tri decenije (Mooney et al., 2006, Hartmans et al., 1990). Metabolički put razgradnje 

tereftalne kiseline takođe je poznat uključujući i proteine odgovorne za njen transmembranski 

transport (Yastrebova et al., 2022, Pardo et al., 2020). Dodatno, i putevi razgradnje 1,4 butandiola, 

adipinske kiseline i 2,4-dimaminotoluena, nekih od najčešćih produkata razgradnje PU, su 

otkriveni (put razgradnje 2,4 toluendiamina nije u potpunosti potvrđen) (Li et al., 2020, Parke et 

al., 2001, Espinosa et al., 2020). Međutim, usled kompleksne strukture PU velika većina produkata 

razgradnje, među kojima je i jedan od najčešćih produkata- 4,4’ metilendianilin, se metaboliše za 

sada nepoznatim putevima (Liu et al., 2021a).  

Povećana ekspresija acetil-CoA sintetaze FadD, enzima zaduženog za započinjanje 

katabolizma masnih kiselina, kao i drugih enzima iz ovog puta ukazuju na to da se produkti 

razgradnje Impranila inkorporiraju u metabolizam Streptomyces sp. PU10 preko puta katabolizma 

masnih kiselina (odeljak 3.3. str. 64). Analizom transkriptoma ovaj metabolički put takođe je 

predložen kao glavni put katabolizma produkata razgradnje Impranila i kod C. halotolerans 

6UPA1 (Zhang et al., 2022). FadD se odlikuje vrlo širokom supstratnom specifičnošću, kako u 

Streptomyces sojevima tako i u drugim bakterijama, omogućavajući metabolizam alifatičnih i 

aromatičnih supstrata (Hume et al., 2009). Pored toga, povećana ekspresija FadD povezana je i sa 

efikasnom proizvodnjom sekundarnih metabolita kod drugih sojeva Streptomyces (Banchio and 

Gramajo, 2002). Acetil-CoA nastao u katabolizmu masnih kiselina dalje postaje supstrat za acetil-

CoA karboksilazu BccA i biva transformisan u malonil-CoA. Malonil-CoA i BccA su ključni za 

premošćavanje jaza između primarnog i sekundarnog metabolizma (Laakel et al., 1994) i 

identifikovani su kao veza između katabolizma masnih kiselina i biosinteze poliketida (Summers 

et al., 1995). Povećavanjem ekspresije acetil-CoA karboksilaze i obezbeđivanjem veće količine 

 
18 IUPAC- etenilbenzen 



99 
 

malonil-CoA metaboličkim inženjerstvom uspešno je povećan prinos proizvodnje antibiotika kod 

nekih Streptomyces sojeva (Liao et al., 2022, Zabala et al., 2016). Svi gore navedeni procesi 

ukazuju na to da se proizvodi razgradnje Impranila integrišu u centralni metabolizam Streptomyces 

sp. PU10 i usmeravaju ka proizvodnji poliketida, primarno ka proizvodnji undecilprodigiozina19. 

Poliketida sa karakterističnom tripirolnom strukturom i antimikrobnim, antikancer, 

antioksidativnim i UV protektivnim svojstvima (Stankovic et al., 2012, Ho et al., 2007). Povećana 

proizvodnja undecilprodigiozina takođe je uočena kod S. coelicolor M145 izloženog česticama 

nanoplastike PLA, međutim, istraživanja usmerena ka otkrivanju metaboličke osnove ovog 

odgovora nisu sprovedena (Liu et al., 2023b). Nizak prinos undecilprodigiozina soja Streptomyces 

sp. PU10 može potencijalno objasniti niskom ekspresijom tioesteraze RedJ u ovom soju, s obzirom 

da aberantna ekspresija ovog proteina dovodi do smanjene sinteze različitih prodigionina (Whicher 

et al., 2011). 

Pored konverzije produkata razgradnje Impranila u poliketide, na osnovu aktivnih 

biosintetskih puteva, postoje indikacije da Streptomyces sp. PU10 može proizvoditi i terpenoide 

kao što je izorenieraten20 koji služi kao zaštita od UV zračenja (Wagener et al., 2012) i slabo 

izučene neribozomalno sintetisane peptide ashimid A21 i B22 (Shi et al., 2019). Na osnovu rezultata 

predstavljenih ovde može se zaključiti da streptomicete predstavljati rezervoar biokatalizatora za 

razgradnju PU, vredan daljeg istraživanja. Dodatno, ove bakterije poseduju očigledan potencijal 

za valorizaciju produkata razgradnje PU, bilo iz biološke ili hemijske razgradnje, u jedinjenja sa 

dodatom vrednošću kao što su poliketidi i niz drugih biološki aktivnih jedinjenja koje proizvode 

predstavnici ovog roda. 

 

4.5. Biorazgradivi skrob/poli(vinil-alkohol) filmovi mogu se konvertovati u 

polihidroksibutirat i undecilprodigiozin 

 

Bioplastika može zameniti konvencionalne plastične materijale u mnogim industrijama i 

proizvodima pružajući rešenja za različite probleme koji se vezuju za akumulaciju plastičnog 

otpada. Polimeri na bazi termoplastičnog skroba su održiva i biorazgradiva alternativa, a mogu se 

dobiti iz obnovljivih izvora kao što su kukuruz i krompir (Rommi et al., 2016, Fahrngruber et al., 

2019). Važno je istaći da se mehaničke karakteristike polimera na bazi skroba mogu znatno 

poboljšati dodavanjem aditiva kao što su glicerol23, sorbitol24 i urea ili mešanjem sa drugim 

biorazgradivim polimerima PCL, PLA ili PVA (Tian et al., 2017, Jeremić et al., 2020). Međutim, 

ukoliko želimo da nove generacije polimera zaista otklone sve nedostatke konvencionalnih 

 
19 IUPAC- (2Z,5Z)-3-metoksi-5-pirol-2-ilidin-2-[(5-undecil-1H-pirol-2-il)metilidin]pirol 
20 IUPAC- 1,2,4-trimetil-3-[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-3,7,12,16-tetrametil-18-(2,3,6-

trimetilfenil)oktadeka-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaenil]benzen 
21 IUPAC- [(6S,8aR)-8a-(hidroksimetil)-1-metil-2,5,8-triokso-6,7-dihidro-3H-imidazo[1,2-a]pirazin-6-il]metil 2-

hidroksi-2-(hidroksimetil)-3-okso-4H-1,4-benyoksazin-5-karboksilat 
22 IUPAC- [(6S,8aS)-8a-(hlorometil)-1-metil-2,5,8-triokso-6,7-dihidro-3H-imidazo[1,2-a]pirazin-6-il]metil 2-

hidroksi-2-(hidroksimetil)-3-okso-4H-1,4-benzoksazin-5-karboksilat 
23 IUPAC- propan-1,2,3,-triol 
24 IUPAC- (2S,3R,4R,5R)-heksan-1,2,3,4,5,6-heksol 
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plastika neophodno je obezbediti sistem koji će biti ne samo ekološki već i ekonomski održiv kroz 

valorizaciju ovih polimera u jedinjenja sa dodatom vrednošću. 

Skrob, kao prirodni polimer, poseduje urođenu biorazgradivost tako da se u uslovima 

kompostiranja filmovi od termoplastičnog skroba razgrađuju za 30 do 84 dana (Kliem et al., 2020, 

Torres et al., 2011). Sa druge strane, biorazgradivost PVA je takođe dokazana i dobro 

dokumentovana. Bacillus spp, Pseudomonas spp, i različiti sojevi kvasaca pokazali su se kao vrlo 

efikasni u razgradnji PVA in vivo (Mori et al., 1996, Liu et al., 2019, Chiellini et al., 2003). Iako 

kompostiranje predstavlja efikasan način zbrinjavanja biorazgradivog otpada, na ovaj način 

ugljenik koji može biti iskorišćen za proizvodnju vrednih jedinjenja biva efektivno izgubljen. Soj 

Ralstonia eutropha H16 uspešno je preveo skrob/PVA filmove korišćene u ovom istraživanju u 

PHB (odeljak 3.4. str. 80). Ranije je proizvodnja PHB iz skroba uspešno je postignuta primenom 

Azotobacter chroococcum, Heloferax mediterranei ali i drugim sojevima R. eutropha (Kim, 2000, 

Haas et al., 2008), međutim proizvodnja PHB iz PVA i polimera koji predstavljaju mešavinu 

skroba i drugih biorazgradivih polimera nije do sada prijavljena. Relativno nizak prinos PHB iz 

skrob/PVA filmova može se objasniti nedostatkom amilaza i glukoamilaza, enzima neophodnih za 

razgradnju skroba (Volodina et al., 2016). Ubuduće nizak prinos ovog procesa može se prevazići 

saharifikacijom skroba kao što je pokazano u slučaju R. eutropha koja je proizvodila visoke 

koncentracije PHB iz saharifikovanog skroba iz krompira (Haas et al., 2008) ili upotrebom tehnika 

genetičkog inženjerstva. Tako je Corynebacterium glutamicum koji prirodno proizvodi PHB 

modifikovan da na površini eksprimira α–amilazu kako bi se postigla efikasna proizvodnja PHB 

koristeći skrob kao jedini izvor ugljenika (Volodina et al., 2016). 

Konverzija skrob/PVA filmova u PHB predstavlja značajan porast u vrednosti koji se može 

dobiti od ovih filmova obzirom da je tržišna vrednost 1 kg skrob/PVA granula 3-4 EUR naspram 

10-24 EUR koliko vredi 1 kg PHB (Manikandan et al., 2021). Alternativno, upotrebom 

Streptomyces sp. JS520 skrob/PVA filmovi mogu se pretvoriti u undecilprodigiozin čija je 

vrednost, prema podacima proizvođača, ~360 EUR/mg (odeljak 3.4. str. 79). Pored jasnih 

ekonomskih prednosti, kao što je već pomenuto, undecilprodigiozin se karakteriše nizom korisnih 

bioloških aktivnosti (Ho et al., 2007). Proizvodnja undecilprodigiozina uspešno je postignuta 

upotrebom različitih prostih šećera ali i skroba i celuloze kao izvora ugljenika kod S. coelicolor 

(Luti, 2018). Najviši do sada prijavljeni prinos undecilprodigiozina iz Streptomyces sp. JS520 je 

12 puta veći od prinosa dobijenog upotrebom skrob/PVA kao jedinog izvora ugljenika (Stankovic 

et al., 2012). Međutim, važno je napomenuti da je takav prinos dobijen upotrebom optimizovanih 

kako podloga za gajenje, tako i samog procesa proizvodnje, što ukazuje na mogućnost znatnog 

povećanja prinosa ovog metabolita.. Sa druge strane, istraživanja o upotrebi otpada kao izvora 

ugljenika za proizvodnju undecilprodigiozina su vrlo limitirana i odnose se samo na otpad iz 

agroindustrije (Luti and Yonis, 2014). Valorizacija bioplastičnih polimera kroz prevođenje u 

biološki aktivna jedinjenja predstavlja važan stepenik u razvijanju održivih tehnologija koje za cilj 

imaju smanjenje plastičnog otpada i integrisanje bioplastike u široku upotrebu. A upotreba 

otpadnih tokova u biotehnološkim procesima je ujedno i korak ka smanjenju cene proizvodnje 

terapeutski značajnih jedinjenja. 
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5. ZAKLJUČCI 
 

Uzevši u obzir opšte i specifične ciljeve ove doktorske disertacije, a na osnovu dobijenih rezultata 

izvedeni su sledeći zaključci: 

Pretraživanjem kolekcije mikroorganizama Grupe za eko-biotehnologiju i razvoj lekova 

(IMGGI) poreklom iz različitih zagađenih i nezagađenih staništa ustanovljeno je sledeće: 

1. B. subtilis BPM12 se može koristiti u biotehnološkoj razgradnji PET s obzirom da ima 

aktivnost na monomerima i oligomerima koji ulaze u sastav PET, izaziva morfološke 

promene na PET filmovima i vezuje se za površinu recikliranog i nerecikliranog PET; 

2. Karboksilesteraza nazvana Bpm12CE ima ključnu ulogu u razgradnji PET monomera i 

oligomera, čineći B. subtilis BPM12 pogodnom platformom za ekspresiju različitih 

PETaza; 

3. A. mediterranei ISP5501 se može koristiti u biotehnološkoj razgradnji PU s obzirom da 

specifično hidrolizuje uretansku (karbamatnu) vezu u jedinjenjima niske molekulske mase 

i razgrađuje kako poliestarske tako i polietarske PU; 

4. Streptomyces sp. PU10 se može koristiti u biotehnološkoj razgradnji PU s obzirom da se 

pokazao kao jedan od najpotentnijih sojeva za razgradnju poliestarske PU disperzije 

Impranila; 

5. Razgradnja PU od strane Streptomyces sp. PU10 uključuje sinergističko dejstvo više 

enzima: esteraze Est_PU10 je zadužena za najveći deo razgradnje kroz hidrolizu estarskih 

veza, amidaze Am_PU10 hidrolizuje uretansku (karbamatnu) vezu u intermedijerima 

razgradnje, dok oksidaze Oxr_PU10 koja doprinosi razgradnji do sada još nepoznatim 

mehanizmom; 

6. Prilikom razgradnje PU, Streptomyces sp. PU10 inkorporira produkte razgradnje u 

primarni metabolizam kroz put katabolizma masnih kiselina, koje zatim kanališe ka 

biosintezi poliketida, među kojima je i undecilprodigiozin; 

7. Upotrebom R. eutropha H16 i Streptomyces sp. JS520 biorazgradivi skrob/PVA filmovi 

mogu se prevesti u PHB i undecilprodigiozin, pružajući način valorizacije otpadne 

bioplastike u jedinjenja sa dodatom vrednošću. 
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