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HROM-REDUKUJUCI MIKROORGANIZMI U BIOREMEDIJACIJI
ZEMLJISTA ZAGADENOG TESKIM METALIMA

REZIME

Mnogobrojne industrijske aktivnosti, osim koristi za ljudsku populaciju, imale su za
posledicu povecanje sadrzaja teskih metala i promene diverziteta zivih organizama u
zivotnoj sredini. Cilj ovog rada bio je ispitivanje uticaja visokih koncentracija teskih
metala na mikrobni diverzitet zemljista i mogucnosti primene ekoremedijacionih
tehnologija u cilju saniranja posledica industrijske aktivnosti. Istrazivanja su obavljena
na podru¢ju bivse fabrike “Rog” (Ljubljana, Republika Slovenija). Ispitivanje
mikrobnog diverziteta obavljeno je primenom standardnih metoda. Rezultati
istrazivanja ukazuju da je brojnost hrom-rezistentnih bakterija i gljiva bila razli¢ita i
zavisila je od koncentracije hroma u podlozi, pH vrednosti podloge i lokacije
uzorkovanja. Iz kontaminiranih uzoraka zemljiSta, ukupno su izolovana 53 izolata
hrom-rezistentnih  bakterija. Medu njima dominiraju gram-pozitivne Stapicaste
sporogene bakterije. Morfoloskom i molekularnom identifikacijom bakterijski izolati su
svrstani u rod Bacillus sp. Rast hrom-rezistentnih gljiva je zavisio od istih faktora kao i
kod hrom-rezistentnih bakterija. Gljive su morfoloski identifikovane i svrstane u rodove
Alternaria sp., Fusarium sp. i Penicillium sp. Stepen redukcije Cr(VI) zavisio je od
njegove pocetne koncentracije, bakterijskih izolata 1 vremena inkubacije. Svi bakterijski
izolati su bili sposobni za kompletnu ili delimi¢nu redukciju razli¢itih pocetnih
koncentracija Cr(V1). Precizno morfoloski okarakterisane i molekularno identifikovane
mikrobne populacije u interakciji sa biljkama tolerantnim na prisustvo metala,
predstavljaju nezamenljive karike bioremedijacionih tehnologija. Rezultati ove
doktorske disertacije imaju, osim naucnog, i aplikativni zna€aj i mogu se primeniti u

remedijaciji zemljiSta kontaminiranih industrijskim otpadom.
Kljuéne reéi: mikroorganizmi, bioremedijacija, teSki metali, hrom
Naucna oblast: Mikrobiologija

UZa naucna oblast: Ekoloska mikrobiologija
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CHROMIUM-REDUCING MICROORGANISMS IN BIOREMEDIATION OF
HEAVY METALS CONTAMINATED SOIL

ABSTRACT

The numerous industrial activities, except of the benefits for the human population,
resulted in an increase in the content of heavy metals and a change in the diversity of
living organisms in the environment. The aim of this disertation was to examine the
influence of high concentrations of heavy metals on the microbial diversity of the soil
and the possibility of applying ecoremediation technologies in order to remedy the
consequences of industrial activity. The research was carried out on the location of the
former factory "Rog" (Ljubljana, Republic of Slovenia). Examination of microbial was
carried out with using of standard methods. The results of the study indicate that the
number of chromium-resistant bacteria and fungi was different and it depended on the
concentration of chromium in the substrate, substrate pH and sampling location. From
contaminated soil samples, 53 isolates of chromium-resistant bacteria were isolated.
Among them, gram-positive rod-shaped spore-forming bacteria dominate. By
morphological and molecular identification, bacterial isolates are classified into the
genus Bacillus sp. The growth of chromium resistant fungi depend on the same factors
as for chromium-resistant bacteria. Fungi have been morphologically identified and
classified into the genus Alternaria sp., Fusarium sp. and Penicillium sp. The degree of
reduction Cr (V1) depended on its initial concentration, bacterial isolates and incubation
times. All bacterial isolates were capable of complete or partial reduction of different
initial concentrations of Cr (VI). Precisely morphologically characterized and
molecularly identified microbial populations interacting with plants tolerant to the
presence of metals are irreplaceable players in bioremediation technologies. The results
of this dissertation have scientific and applicative significance, and can be applied in the

remediation of soil contaminated with industrial waste.

Key words: microorganisms, bioremediation, heavy metals, chromium
Scientific field: Microbiology
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1. UVOD

Tokom Ccitave svoje istorije, Covek je uticao na promenu kvaliteta Zivotne sredine.
Pocetak iskoris¢avanja prirodnih resursa i pojava prvih zagadenja Zivotne sredine su
nastali izgradnjom prvih naselja, kréenjem Suma, koriS¢enjem ruda za izradu predmeta
od metala, izgradnjom stambenih objekata i puteva. Ovi problemi su se uvecali nakon
nastanka srednjevekovnih gradova, kada se povecavao broj stanovnika, a samim tim su
nastali problemi vezani za obezbedivanje pijace vode i zbrinjavanje otpadnih voda. To
je bio trenutak pocetka naruSavanja kvaliteta Zivotne sredine, Sto se narocito osetilo
tokom nagle industrijalizacije u poslednjih 200 godina. Nijedan proces tokom nastanka
moderne civilizacije nije toliko negativno wuticao na zivotnu sredinu kao
industrijalizacija. Zato se s pravom smatra da je industrija, od samog njenog nastanka,
jedan od najvecih zagadivaca Zivotne sredine. Industrijsko-tehnoloski rast, kao jedan od
stubova razvoja i napretka danasnjeg druStva, zasnovan je upravo na potrebi za stalnim
iscrpljivanjem neobnovljivih prirodnih resursa i degradaciji antroposfere, radi
zadovoljavanja potrebe ¢oveka za stvaranjem materijalnih dobara i pra¢enjem trendova
koje namece 1 diktira potroSacko drustvo.

U sredini koja nas okruzuje, konstantno se povecava broj kontaminiranih lokacija, za Sta
su odgovorne razli¢ite industrijske aktivnosti - ili kao posledica dugogodi$nje nebrige i
primene zastarelih tehnologija, ili kao rezultat aktuelnih akcidentnih situacija. Jedan od
takvih recidiva industrijske proSlosti sa nereSenim statusom se nalazi 1 u Republici
Sloveniji, u starom gradskom jezgru Ljubljane, u Trubarevoj ulici br. 72, na obali reke
Ljubljanice. Na toj lokaciji se ve¢ oko 150 godina nalazi industrijski objekat. U vreme
kada je nastao, 1871. godine, objekat se nalazio na zemljiStu koje je pripadalo
Sempeterskom predgradu. Objekat je od prvobitne koZarske radionice prerastao u
kozaru. Medutim, 50-ih godina XX veka na ovoj lokaciji su podignuti pogoni Fabrike
bicikala ,,Rog“. Ova fabrika je odigrala znacajnu ulogu u privrednom razvoju Republike
Slovenije, jer je svoje proizvode plasirala na trziste svih Sest republika tadasnje

Jugoslavije, ali 1 izvozila na trziSta drugih zemalja, kao S§to su SAD i Kina. Za vreme
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najuspesnijeg perioda, krajem osamdesetih godina, fabrika je proizvodila 300-350
hiljada bicikala godisnje. Pocetkom 90-ih godina, nakon smanjenja ekonomske
opravdanosti proizvodnje i raspada bivSe zajedni¢ke drzave, proizvodnja u fabrici
,,R0g“ se polako smanjivala i gasila, tako da je 1994. godine proizvodnja u ovoj fabrici
potpuno zaustavljena.

Sve industrijske aktivnosti na ovoj lokaciji, poc¢ev od radionice za Stavljenje koza pa do
fabrike za proizvodnju bicikala, ostavile su traga na okolnom biotopu u vidu
viSedecenijske kontaminacije razli¢itim teSkim metalima, medu kojima je najznacajnije
zagadenje hromom.

Postupci gradenja objekata sredinom 20. veka nisu bili definisani propisima iz oblasti
zaStite zivotne sredine, jer tada takvi propisi nisu ni postojali. Nakon definitivhog
napustanja objekta 90-ih godina 20. veka, objekat je ostao nezastiCen od atmosferskih
uticaja i koriS¢en je kao nelegalno odlagaliste komunalnog i infektivnog otpada.
Proizvodne linije u suterenu i kade za galvanizaciju sa ostacima tec¢nosti koje su se
koristile u Pogonu za galvanizaciju, su popucale i njihov sadrzaj se izlio van zidina
objekta. Zbog blizine reke Ljubljanice, to i danas predstavlja izuzetnu opasnost za zivi
svet reke 1 okolno stanovniStvo. Tragovi izlivanja otpadnih procednih voda iz pogona za
galvanizaciju fabrike Rog vidljivi su 1 sa ulice 1 obliznjeg parkinga ispred samog
objekta, pored reke Ljubljanice. Slivanje atmosferskih voda zagadenih ovim ostacima
teCnosti iz Pogona za galvanizaciju ve¢ godinama ugroZava floru i faunu recnog
ekosistema Ljubljanice zbog visoke koncentracije hroma(VI), kao i drugih Stetnih
jedinjenja. Zbog toga je neophodno preduzeti adekvatne mere za zaStitu i sanaciju
zagadenog podrucja.

Podaci 1 iskustva iz literature 1 prakse pokazuju da je za ovakve sluCajeve idealno
reSenje primena postupaka bioremedijacije, odnosno koriS¢enja autohtonih sojeva
mikroorganizama sa samog lokaliteta u cilju ,,CiS¢enja“ i revitalizacije zemljiSta
zagadenog razli¢itim polutantima. U tu svrhu najidealnije je Koristiti sojeve koji su
rezistentni na prisustvo teSkih metala (hroma, nikla...), a koji istovremeno imaju
sposobnost redukovanja hroma(VI) u njegov manje Stetniji Cr(lll) oblik. Primena
metoda bioremedijacije je pogodnija i efikasnija od hemijskih metoda ,,CiS¢enja*
zagadenog zemljiSta. Pri koriS¢enju hemijskih metoda dolazi do sekundarnog

zagadivanja prirodne sredine. Za razliku od toga, bioremedijacija je prirodan proces,



Dora 1li¢: Hrom-redukujuci mikroorganizmi u bioremedijaciji zemljista zagadenog teskim metalima
UvoD

koji ukljucuje delovanje mikroorganizama ve¢ prisutnih na kontaminiranim lokacijama.
Bioremedijacija takode predstavlja novu generaciju tzv. zelenih tehnologija, koje su sve
popularnije i preporucljivije u razvijenom svetu. Na kraju treba spomenuti i to da su
troSkovi same tehnologije u poredenju sa ostalim konvencionalnim metodama mnogo

nizi, §to u danasnje vreme nije zanemariva ¢injenica.



Dora lli¢: Hrom-redukujuci mikroorganizmi u bioremedijaciji zemljista zagadenog teskim metalima
PREGLED LITERATURE

2. PREGLED LITERATURE

Industrijalizacija i tehnoloSki napredak doveli su do prevelikog opterecivanja Zivotne
sredine oslobadanjem ogromnih koliCina opasnog otpada, teskih metala (kadmijuma,
hroma i olova) i metaloida (elemenata sa osobinama i tipi¢nih metala i nemetala, kao Sto
su arsen i antimon) i organskih polutanata koji izazivaju kontaminaciju zivotne sredine.
Poslednjih godina je znacajno porasla zabrinutost za globalno javno zdravlje, kao
rezultat izlozenoOsti upravo ovim metalima 1 metaloidima. Takode, izlozenost ljudi
dejstvu teskih metala je dramati¢no uveéana, nakon $to je njihova upotreba u nekim
vrstama industrije, poljoprivredi, domacinstvima i tehnoloskim postupcima dozivela
svoj eksponencijalni rast (Bradl, 2002). Gomilanje teskih metala i metaloida u zemljiStu
doprinosi ozbiljnoj zabrinutosti globalnih dimenzija, jer ti metali i metaloidi ne mogu
biti pretvoreni u netoksi¢ne oblike, ve¢ i dalje opstaju kao toksi¢ni oblici u ekosistemu.
Zagadenje zivotne sredine teSkim metalima raste preko preporucenih vrednosti i Stetno
je za sve oblike Zivota (Gaur et al., 2014, Dixit et al., 2015, Tak et al., 2013).
Standardne vrednosti sadrzaja teskih metala u zemljistu su razli¢ite: prema vrednostima
relevantnim za Evropsku Uniju za Cd iznosi 3, za Cu 140, za Pb 300, za Zn 300, za Ni
75, a za Cr 150 mg/kg (EU, 2002).

Zagadivanje teSkim metalima je trenutno najvec¢i ekoloSki problem, jer joni metala
ostaju prisutni u Zivotnoj sredini zbog njihove nedegradabilne prirode. Toksi¢nost 1
tendencija akumulacije teSkim metala u zivotnoj sredini je ozbiljna pretnja zdravlju
zivih organizama. Za razliku od organskih kontaminanata, teski metali ne mogu biti
razgradeni hemijskim ili bioloskim procesima; oni mogu biti samo transformisani u
manje toksicne oblike. Za uklanjanje teskih metala u zemljistu primenjuju se razlicite
fizicke, hemijske 1 bioloSke metode, ali mnoge od ovih metoda nisu ekonomski odrzive

I ne osiguravaju restauraciju bez rezidualnih efekata.
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2.1.  Poreklo hroma u Zivetnoj sredini

Jedinjenja hroma koja se nalaze u zivotnoj sredini su poreklom iz otpada i otpadnih
voda koje nastaju kao proizvodi tokom eksploatacije ruda, proizvodnje metala i legura,
termonuklearnog oruZzja, u procesima hromiranja, koZarskoj industriji, industriji papira i
boja, impregnaciji drveta i proizvodnji pigmenata. U prirodi je najpostojaniji u
oksidacionom stanju +3 i +6. Jedinjenja hroma u kojima se ovaj element nalazi u Cr(VI)
obliku su narocito opasna, jer su rastvorljiva u vodi i vrlo mobilna (Slika 1, modifikacija
Das et al., 2015). To predstavlja naro¢itu opasnost za podzemne vode, kao i za otvorene
vodotokove. Osim uobi¢ajenih nacina, ova jedinjenja hroma dospevaju u prirodu putem
poljoprivrednih aktivnosti (Viti et al., 2003), putem organske mase za proizvodnju

biogoriva i dubriva, za koje je dokazano da sadrze visoku koncentraciju ovog metala.

atmosfera

(Cr3, Cr+)
\

> Crise Cridi—_
T e

Slika 1. Kruzenje hroma u zagadenoj sredini (Izvor: modifikacija Das et al., 2015)

2.2. Bioloski zna¢aj hroma

Hrom(111) je esencijalni mikroelement za Zive organizme, jer ucestvuje u metabolizmu
glukoze (Vincent, 2000), u stimulaciji enzimskog sistema (Karuppanadandian et al.
2009), u stabilizaciji nukleinskih kiselina povecavanjem aktivnosti DNA-polimeraze
(Snow i Xu, 1991). Stearns (2000) i Vincent (2010) su dokazali da je deficit hroma
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povezan sa smanjenjem tolerancije na glukozu, jer olakSava prelazak glukoze iz krvi u
¢elije, ali joS uvek nije dokazano da ulazi u sastav kofaktora humanih enzima. Iako se
pretpostavlja da igra ulogu u regulaciji metabolizma lipida, regulisanju nivoa
holesterola, triglicerida (Zayed 1 Terry, 2003) i ugljenih hidrata, podaci koji svedoce o
nedostatku hroma u telu, ili nekog njegovog kompleksa, kao Sto je faktor tolerancije
glukoze (GTF), su i dalje vrlo diskutabilni, odnosno veoma retki. Bona et al. (2011)
smatraju da hrom kod sisara nema definisanu bioloSku ulogu 1 klasifikovali su ga kao
jedan od neesencijalnih elemenata. Ipak, druga istrazivanja isticu da ovaj element treba
smatrati esencijalnim za ljudsku populaciju (Anderson, 1997). Ovo ukazuje da nau¢na

javnost nema jasan stav po pitanju statusa hroma u zivim sistemima (Vincent, 2013).
2.3. Toksi¢nost hroma za Zive organizme

Metali imaju veoma razli¢ito hemijsko i fizioloSko dejstvo. Neki od njih su svrstani u
grupu elemenata koji su neophodni za Zive organizme (Fe, Mo, Co, Cu i Se) zbog
njihove uloge u procesima metabolizma. Kada sadrzaj ovih elemenata u zivim ¢elijama
premasuje njihove metabolicke potrebe, ovi elementi postaju toksi¢ni. Zbog toga se
smatraju veoma opasnim zagadivaima Zzivotne sredine, a njihov ulazak u procese
kruzenja materije i biosferu predstavlja rizik za sve Zive organizme (Sekuli¢ et al.,
2003).

Hrom(l1l) se pojavljuje u tragovima u hrani i vodi i smatra se benignim (Mertz, 1993).
Za razliku od njega, hrom(VI) je veoma toksi¢an i kancerogen (Codd et al., 2003),
mutagen (Puzon et al., 2002) i teratogen (Asmatullah et al., 1998) i klasifikovan je kao
primarni polutant (Cheung i Gu, 2007). U vodenim rastvorima se pojavljuje u obliku
hromata, koji je vrlo sli¢an sulfatnom jonu. Zahvaljujuci toj sli¢nosti, dospeva u ¢éelijski
metabolizam preko mehanizama za prenos sulfata (Patra et al., 2010), prelaze¢i u
hrom(V) i formirajuci slobodne radikale (Mabbet i Macaskie, 2001). U toku nastanka
slobodnih radikala, njegova toksi¢nost se znatno povecava (Wise et al., 2004) za sve
vrste zivih organizama, izazivajuéi oksidativni stres (Ackerley et al., 2006), oSteCenja
DNK (Mabbet i Macaskie, 2001) i promene u ekspresiji gena (Bagchi et al., 2002). Pod
normalnim fiziolo§kim uslovima, ovaj oblik hroma spontano reaguje sa intracelularnim
reduktantima (kao $to su to askorbat ili glutation), obrazujuéi tako intermedijer kratkog

zivotnog veka sa oksidacionim stanjem +5 i/ili +4, slobodne radikale i krajnji proizvod,
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hrom(l11) (Xu et al., 2005). Oblik Cr(V) ulazi u redoks-ciklus sa jednim elektronom,
stvarajuc¢i tako ponovo oblik Cr(VI), a elektron se prenosi do kiseonika. U ovom
procesu nastaju reaktivne vrste kiseonika (ROS), koja lako reaguje sa kompleksima
DNK proteina (Slika 2). Hrom(lV) se takode moze vezati za celijski materijal i
onemogucéiti normalne fizioloSke funkcije (Pesti et al., 2000, Cervantes et al., 2001).
Kod ljudi, izlozenost Cr(VI) obliku hroma dovodi do iritacija disajnih puteva,
ulceracija, iritacija koze, raka plu¢a (Gibb et al., 2000a; Gibb et al., 2000b).

jedrova opna

3Cr+6—> Cr+3
promene

DNK/proteina

Cr+6 neistrazeno

Cr+3 kompleks

bakterijska celija

Slika 2. Shematski prikaz transporta Cr(VI) u ¢eliju (Izvor: Kamnani et al., 2012)

Kontaminacija Zivotne sredine hromom(V1) dovodi do promena u strukturi mikrobnih
zajednica u zemljistu (Zhou et al., 2002, Turpeinen et al., 2004). Redukcija mikrobnog
rasta i aktivnosti su povezani sa pove¢anjem sadrzaja hroma(VI) u zemljistu (Mazierski,
1994, Shi et al., 2002). Hrom(V1) uti¢e na smanjenje klijavosti semena kod biljaka, ¢ak
i do 20%, dovodeci i do osteéenja korenova (Towill et al., 1978). Stetan uticaj hroma je
evidentiran i u procesima rasta, fotosinteze i enzimskoj aktivnosti kod algi (Sharma,
2002).
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2.4.  Tolerantnost mikroorganizama na teSke metale

Osnovni preduslov za prezivljavanje mikroorganizama na stanistima zagadenim teskim
metalima je sposobnost rezistencije i tolerancije na prisustvo ovih elemenata. Ova
osobina postoji gotovo kod svih bakterijskih vrsta (Ji i Silver, 1995). lako su ova dva
termina u literaturi ¢esto smatrana sinonimima, Gefen i Balaban (2009) ukazuju da su za
rezistentnost odgovorni geni steceni horizontalnim transferom gena ili mutacijom. Ovi
geni se nasleduju i1 obezbeduju prezivljavanje u prisustvu poviSenih koncentracija
razli¢itih antimikrobnih agenasa. Sa druge strane, tolerancija je prolazni fenotip, koji se
ne nasleduje. Ona je verovatno uzrokovana posebnim fizioloSkim stanjem odredenih
¢elija, koje je reverzibilno i zbog kojeg ove vrste mikroorganizama prezivljavaju u
prisustvu antimikrobnog agensa. Osnovna podela mehanizama tolerancije bakterija (Ji i
Silver, 1995; Nies i Silver, 1995; Nies, 1999), od kojih svaka moze imati jedan ili
nekoliko njih, obuhvata sledece procese:

a) uklanjanje metala promenom propustljivosti i biosorpcijom,

b) uklanjanje metala aktivnim transportom,

c) intracelularno kapsuliranje metala

d) ekstracelularno kapsuliranje metala.
Zahvaljuju¢i ovim mehanizmima, koje ¢elije obavezno kombinuju, mikroorganizmima
je omogucen zivot u nepovoljnim Zivotnim uslovima i na staniStima zagadenim teskim

metalima.

2.4.1. Uklanjanje metala promenom propustljivosti i biosorpcijom

Ovaj tip mehanizma tolerancije bakterija na teSke metale predstavlja u stvari promenu
konformacije celijskog zida ili membrane, koja se deSava usled fizioloSke potrebe
bakterije da se zastiti od Stetnog dejstva antimikrobnih faktora. Biosorpcija ili usvajanje
izmedu pozitivno naelektrisanog teSkog metala 1 negativno naelektrisanog ¢elijskog zida
je najces¢i koris¢en metod u biolosSkim sistemima. Strukturni elementi ¢elijskih zidova 1
ekstracelularne polimerne supstance su kompleksna jedinjenja kao $§to su
lipopolisaharidi, proteini i ugljeni hidrati. Ova hemijska jedinjenja imaju veliki broj

funkcionalnih grupa koja pruZaju mesta za vezivanje metala i njihovu imobilizaciju.
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Proces biosorpcije je pasivan proces koji ne zavisi od ¢elijskog metabolizma i moze

naci primenu u bioremedijaciji.
2.4.2. Uklanjanje metala aktivnim transportom

Mikroorganizmi obi¢no reSavaju problem toksi¢nosti teskih metala koriS¢enjem dva tipa
sistema usvajanja metalnih jona. Jedan je brz, nespecifican, i pokre¢e ga hemiosmotski
gradijent preko citoplazmaticne membrane bakterija (Nies, 1999). Drugi tip sistema
usvajanja je visoko specifi¢an za svaki supstrat, sporiji je i ¢esto koristi hidrolizu ATP-a
kao izvor energije. Celije ga obi¢no koriste kada je to neophodno, i to pri nedostatku
hranljivih supstanci ili u specifiénim metabolickim situacijama (Nies i Silver, 1995).
Aktivni transport kao mehanizam uklanjanja metala je u prirodi najrasprostranjeniji.
Nies (1992) navodi da mnogi organizmi kao Sto su vrste rodova Bacillus, Listeria,
Escherichia i Staphylococcus obezbeduju toleranciju na teske metale upravo ovim

nac¢inom njihovog uklanjanja.
2.4.3. Intracelularno kapsuliranje teSkih metala

Postupak je poznat pod imenom bioakumulacija i predstavlja akumuliranje metala u
citoplazmi u cilju spreavanja interakcije sa ostalim delovima celije pomocu proteina
bogatih cisteinom, tzv. metalotioneina. Za razliku od biosorpcije, ovo je aktivan proces i
zavisi od metabolizma éelije. Stetni uticaj metala kao §to su cink, nikl i olovo na ovaj
nacin eliminiSu rodovi Bacillus, Staphylococcus i Pseudomonas (Odokuma i Abah,
2003).

2.4.4. Ekstracelularno kapsuliranje teSkih metala

Ovaj mehanizam se zasniva na ekskreciji jedinjenja koja sa metalima mogu da formiraju
komplekse i opisan je kod rodova bakterija Klebsiella, Citrobacter i nekoliko vrsta
kvasaca i gljiva (Scott i Palmer, 1990).
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2.5.  Mehanizmi mikrobne detoksifikacije hroma

2.5.1. Biohemijske i fizioloSke osnove uklanjanja hroma i njegovih jedinjenja

Bioremedijacija podrazumeva upotrebu mikroorganizama u transformaciji Stetnih
supstanci koris¢enjem njihovih metabolickih puteva. Ovi procesi podrazumevaju
biohemijske reakcije odnosno puteve, koji kao krajnji rezultat omogucéavaju aktivnost,
rast 1 reprodukciju ovih organizama. U hemijskim reakcijama ovih procesa ucestvuju
reaktanti, zagadivaci, kiseonik ili drugi akceptori elektrona, koji transformisu metabolite

u poznate produkte.

Aerobna respiracija je proces u koji su ukljuceni mikroorganizmi koji koriste kiseonik
za oksidaciju izvora ugljenika. Mikroorganizmi koji Zzive bez kiseonika, koriste
anaerobnu respiraciju za metaboliCke procese. Za razliku od aerobne respiracije, gde
kiseonik sluzi kao glavni akceptor elektrona, anaerobna respiracija koristi neorganske
supstance, kao §to su nitrati, sulfati, gvozde i druge metale kao akceptore elektrona.
Neorganski molekuli, kao $to su amonijak, nitriti i redukovano gvozde mogu sluziti kao
donori elektrona. Kada se jednom pojave kao donori elektrona, oni se oksiduju, a
njihovi elektroni se prenose do akceptora elektrona (obi¢no je to kiseonik) zbog
proizvodnje energije koja je potrebna za procese biosinteze u ¢eliji. Za mikroorganizme
¢iji je primarni donor elektrona neorganski molekul, izvor ugljenika je ugljen-dioksid.
Redukovani metali i ostali oblici donora elektrona postaju bioprodukti anaerobne
respiracije. U uslovima kada se metali koriste kao akceptori elektrona kod anaerobnih
mikroorganizama, metali se taloze, §to dovodi do povecanja njihove koncentracije i
mobilnosti. Generalno govorec¢i, pod anaerobnim uslovima, koncentracija akceptora
elektrona ¢e rasti. Danasnja istrazivanja koja se odnose na metale kao zagadivace
zivotne sredine, obuhvataju njihovu transformaciju u oblike koji se mogu lako istaloziti
1 na taj nain odstraniti iz Zivotne sredine. Ovaj proces transformacije teskih metala
obavljaju mikroorganizmi zahvaljuju¢i svojim enzimima i koenzimima, za koje se

vezuju elektroni.
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2.5.2. Neenzimska remedijacija

Mehanizmi pomocu kojih mikroorganizmi uti¢u na prisustvo teskih metala 1 njihovu
mobilnost su jedna od fundamentalnih komponenata biogeohemijskih ciklusa.
Dostupnost teskih metala veoma zavisi od uslova u zivotnoj sredini, kao Sto su pH,
alkalitet, redoks-potencijal i aktivnost mikroorganizama (van Hullebusch et al. 2005).
Metali u prirodi obi¢no postoje u obliku jona, u obliku sulfata ili hlorida pri pH < 7
(Hietala i Roane, 2009). Dostupnost metala se povecava sa povecanjem kiselosti, $to
dovodi i do povecanja toksi¢nosti metala. Na njihovu dostupnost zivim organizmima
uti¢e i visok redoks- potencijal (od 800 do 0 mV), koji dovodi do vece rastvorljivosti
metala, dok nizak redoks-potencijal uti¢e na imobilizaciju metala i njihovo talozenje
(Hietala i Roane, 2009).

Na taj nacin mikroorganizmi uti¢u na sudbinu teskih metala, ali ih, nazalost, ne mogu
ukloniti aktivno$¢éu svojih metabolickih puteva, ve¢ se moze izvrsiti konverzija iz
jednog oblika u drugi ili se mogu menjati oksidaciona stanja preko reakcija oksidacije i

redukcije (Ramasamy et al., 2007).
2.5.3. Enzimska remedijacija

U procesu mikrobne remedijacije teskih metala, pa i hroma, svi procesi se odvijaju uz
pomo¢ mikrobnih enzima, bioloskih katalizatora, koji ubrzavaju konverziju supstrata u
proizvode, obezbedivanjem povoljnih uslova koji snizavaju energiju aktivacije odredene
reakcije.

U ovim procesima ucestvuju enzimi iz razlicitih klasifikacionih grupa, medu kojima su
najbrojnije oksidoreduktaze, oksigenaze (mono- i dioksigenaze) i peroksidaze. Najcesci
enzimi koji se pojavljuju u ovim procesima su oksidoreduktaze. Tokom procesa
stvaranja energije, bakterije primaju elektrone iz organskih komponenata i koriste
metale kao krajnje akceptore elektrona. Kod bakterija koje redukuju hrom(V1), opisani i
objasnjeni su mehanizmi delovanja velikog broja enzima, kao §to su FADH»-zavisna

metal reduktaza, nitroreduktaza, c-tip citohromi, hidrogenaze...
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2.5.3.1. Direktna enzimska redukcija hroma

Princip redukcione biotransformacije hroma ogleda se u smanjenju njegove mobilnosti i
toksi¢nosti kada je redukovan u nize oksidaciono stanje. U direktnim redukcionim
procesima, hrom- i ostali metal-redukuju¢i mikroorganizmi koriste oksidovani oblik

hroma Cr(VI) kao akceptor elektrona i transformisu ih u redukovan oblik Cr(111).
2.5.3.2. Indirektna enzimska redukcija hroma

Redukciona biotransformacija se moze obavljati i indirektnom imobilizacijom hroma i
ostalih teskih metala. U ovaj proces su obi¢no ukljuéene metal-redukujuce i sulfat-
redukujuce bakterije. Indirektna enzimska redukcija se odvija u sedimentima i
podzemnim slojevima zemljiSta i voda ili u anaerobnim reaktorima za precis¢avanje
otpadnih voda. Najaktivniji redukcioni proizvodi su Fe(ll) i H2S. Fe(ll) se koristi kao
donor elektrona u redukciji Cr(VI) u Cr(IIl) uz pomo¢ gvozde-redukujucih bakterija,
kao Sto su Geobacter, Desulfomonas, Shewanella i Pelobacter (Coates et al., 1996,
Wielinga et al., 2001).

2.5.4. Aerobna redukcija hroma

U prisustvu kiseonika, bakterijska redukcija hroma(VI1) se obi¢no odvija u dvo- ili
trostepenom procesu, preko stvaranja nestabilnih intermedijera sa oksidacionim stanjem
od +5 i +4 do stvaranja termodinamicki stabilnog proizvoda Cr(Ill). Jo§ uvek nije
poznato da li je redukcija +5 oblika u +4 oblik, kao i +4 u +3 spontana ili se odvija u
prisustvu enzima. NADH, NADPH i elektroni iz endogenih rezervi su opisani kao
donori elektrona u ovoj reakciji oksido-redukcije (Appenroth et. al. 2000). Hrom(V1)-
reduktaza ChrR na kratko redukuje Cr*® u Cr*® oblik, nakon ¢ega sledi transfer dva
elektrona i nastanak oblika Cr*3. Deo hrom(V)-intermedijera se spontano reoksiduje
grade¢i ROS (vrsta reaktivnog kiseonika), koji se vezuje za kompleks DNK-proteina.
Tako nastaju modifikatori DNK, kako se ¢esto naziva ova vrsta opasnih radikala.

Enzim YieF je jedinstven u zivom svetu i kataliSe direktnu redukciju oblika Cr(VI) u
Cr(Il), putem prenosa Cetiri elektrona, od kojih se tri elektrona koriste za redukciju
hroma, a jedan se prenosi na kiseonik. Iako je koli¢ina ROS-a koja nastaje uz pomo¢

YieF za vreme redukcije hroma minimalna, smatra se da je ovaj enzim efektivnija
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reduktaza od ChrR za proces redukcije hroma. Hrom(V1)reduktaza na membrani ¢elije,
izolovana iz vrste Bacillus megaterium TKW3, koristi NADH kao donora elektrona, ali

sama kinetika redukcije hroma nije razjaSnjena (Cheung et al. 2006).

2.5.5. Anaerobna redukcija hroma

U procesima transformacije hroma koriS¢ene su i1 bakterije iz grupe fakultativnih
anaeroba, kao $to su Pseudomonas dechromaticans, Ps. chromatophila i Aeromonas
dechromatica (Cheung i Gu, 2007). Kod ovih bakterija su detektovane obe vrste
reduktaza (rastvorene u citoplazmi ili pri¢vr$éene za plazma-membranu). Za razliku od
hrom-reduktaza koje su otkrivene kod aeroba, aktivnost hrom-reduktaze anaeroba je
povezana sa njihovim sistemom za prenos elektrona za katalizu elektronskih nizova duz
respiratornog lanca (Wang i Shen, 1995). Citohromi iz grupe b i ¢ ¢esto ucestvuju u
enzimskoj redukciji hroma.

Prirodni metaboliti anaeroba kao §to je H2S koji produkuju sumpor-redukujuce
bakterije, dobra su redukciona sredstva u anaerobnim uslovima (Wielinga et al., 2001).
Ranije se smatralo da su ovi procesi slu€ajni izvor energije za rast mikroorganizama, ali
sada se zna da sumpor-redukujuée bakterije koriste proces redukcije hroma kao izvor
energije za rast i razvoj. U odsustvu kiseonika, ovaj oblik hroma moze sluziti kao
krajnji akceptor elektrona u respiratornom lancu za ¢itavu grupu donora elektrona, kao
Sto su ugljeni hidrati, proteini, masti, vodonik, NAD(P)H i endogene rezerve elektrona
(Wang, 2000).

lako su otkrivene mnoge hrom-reduktaze, izolovan je i opisan veoma mali broj njih.
Ove reduktaze nisu specificne samo za redukciju hroma, ve¢ imaju vise funkcija. Zbog
toga su ove reduktaze vazne za razumevanje odnosa strukture i funkcije. Uporedne
studije sekvenci pokazuju da aktivnost hrom-reduktaze verovatno nije primarna funkcija
ovih enzima. Hrom-reduktaza bakterije Pseudomonas putida verovatno pripada flavin-
vezujuc¢oj hinon-reduktazi.

Hrom-reduktaza Pseudomonas ambiguae je sli¢na nitroreduktazi bakterije Escherichie
coli koja redukuje Cr(V1) oblik (Ackerley et al., 2004). Enzimi iz metabolic¢kih puteva
razgradnje Secera, kao Sto je dihidrolipoil-dehidrogenaza, komponenta kompleksa

piruvat-dehidrogenaze, takode redukuju hrom. Zbog toga se moze re¢i da je aktivnost
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hrom-reduktaza u stvari sekundarna funkcija ovih enzima sa razli¢itom primarnom

katalitickom funkcijom (Sarangi i Krishnan, 2008).
2.6. Hrom-redukujuce bakterije u procesima bioremedijacije

Konvencionalne metode uklanjanja toksi¢nog hroma(V1) iz zemljista zagadenih teSkim
metalima uklju¢uju hemijsku redukciju sa precipitacijom, izmenjivanjem jona, i
apsorpcijom pomocu aktivnog uglja, kaolinita i pepela. Do sada su predlagana resenja
koja su podrazumevala primenu solidifikacije, fizicko-hemijske ekstrakcije, pranje
zemlje i iskopavanje (Hawley et al, 2005). Sve ove metode zahtevaju znacajna
finansijska sredstva i energije, a dovode i do sekundarnog zagadenja (Sen i Ghosh,
2010). Zbog toga se za detoksikaciju zemljista zagadenih teskim metalima predlaze
nacin. Primena mikroorganizama u redukciji toksi¢nog hroma(V1) ima praktic¢an znacaj,
jer bioloske strategije omogucavaju primenu zelenih tehnologija, koje su ekonomski
isplativije.

Hrom 1 ostali teski metali nisu degradabilni 1 njihov §tetni uticaj u prirodnim sredinama
se moZe smanjiti samo prelazenjem iz toksi¢nijeg oblika u manje toksican. Upravo ta
bioremedijaciona strategija se moze koristiti za transformaciju Cr(VI) u manje Stetni
Cr(I11) oblik.

Prvi mikroorganizmi sposobni da izvr$e bioredukciju Cr(VI) su otkriveni 70-ih godina
20. veka (Romanenko i1 Korenkov, 1977). Otkrice hrom-redukuju¢ih mikroorganizama
je nastavljeno sa velikim entuzijazmom, tako da je izolovan velik broj aerobnih
(Garbisu et al., 1998; Ishibashi et al., 1990), anaerobnih (Komori et al., 1989;
Pattanapipitpasial et al., 2001) ili i anaerobnih i aerobnih (McLean i Beveridge, 2001;
Srinath et al., 2001) sojeva koji pripadaju ovoj grupi mikroorganizama.

Od 1977. godine i prvog pronalaska hrom-redukuju¢ih mikroorganizama, istrazen je
velik broj bakterija iz ove grupe mikroorganizama, kao Sto su Bacillus cereus, B.
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, P. ambigua, P. fluorescens, E. coli, Achromobacter
eurydice, Micrococcus roseus, Enterobacter cloacae, Desulfovibro desulfuricans, D.
vulgaris (Lovley, 1994), D. norvegicum (Michel et al., 2001), Providencia sp. (Thacker
et al., 2006), Aerococcus sp. (Srinath et al., 2001), Arthrobacter sp. i Bacillus sp.
(Megharaja et al., 2003), Burkholderia cepacia (Wani et al., 2007a), Acinetobacter
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haemolyticus (Zakaria et al., (2007), Sphaerotilus natans (Caraveli et al., 2008),
Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas sp. i Serratia fonticola (Raicevi¢ et al.,
2010) itd. Vecina ovih vrsta bakterija nije pokazala veliki kapacitet u uklanjanju hroma
iz vodenih rastvora. Donati et al. (2003) su opisali zanimljiv slu¢aj primene bakterije
Thiobacilus ferrooxidans koja koristi sumpor kao izvor energije. Sposobnost redukcije
ove bakterije je povezana sa nastankom sulfita, tiosuflata i politionata sa visokim
redukcionim kapacitetom. Za razliku od ostalih hrom-redukuju¢ih mikroorganizama, T.
ferrooxidans pokazuje veci stepen redukcije hroma pri nizim pH vrednostima.

Okeke (2008) je ispitivao moguénost primene halotolerantnih bakterija, kao Sto je
Exiguobacterium sp. GS1, koja je pokazala visok stepen redukcije Cr(VI). U podlogama
sa 1-9% soli, ova bakterija je pokazala znacajan nivo redukcije Cr(VI) u velikom
temperaturnom rasponu od 18 do 45°C i sa pocetnom pH vrednoscu od 6,0 do 6,8.
Muneer et al. (2009) su istrazivali efikasnost tri vrste mikroorganizama koji zive u
konzorcijumu (bakterija Bacillus thuringiensis, kvasac Candida etschellsii i protozoa
Stylonychia mytilus) i ustanovili da je usvajanje hroma(VI) znatno efikasnije u
poredenju sa usvajanjem hroma svakog mikroorganizma pojedinacno ili u kombinaciji
sa jo§ jednim mikroorganizmom, $to moze imati prakti¢énu primenu u bioremedijaciji.
Iako je u najveé¢em broju radova opisana redukcija Cr(VI) u Cr(l11) oblik, Daulton et al.
(2007) su ispitivali mikrobnu redukciju Cr(VI) u Cr(ll) pomocu bakterija Shewanella
oneidensis, ¢ija je reduktaza vezana za citoplazmatsku membranu.

Autori su utvrdili da Siroko rasprostranjena hipoteza da krajnji proizvod u redukciji
hroma mora da bude jedinjenje hroma u hrom(l11) obliku nije taéna. Pomenuta bakterija
redukuje Cr(VI1) u Cr(Il) oblik u anaerobnim uslovima kada je hromat krajnji akceptor
elektrona. Ovaj oblik hroma se deponuje u blizini citoplazmatske membrane, ulaze¢i i u
citoplazmu, §to je u skladu sa ranijim istrazivanjima o lokalizaciji hrom(VI)-reduktaze.
Ovo je bio prvi dokaz o formiranju Cr(Il) u bioloskim sistemima.

Istrazivanja koja su Sundar et al. (2010) sproveli na jezeru Palar (Indija), ispitujuci
kontaminaciju poreklom iz kozarske industrije, ukazala su da su bakterijski izolati iz
kontaminiranih sedimenata, vode i otpadnih voda tolerantni na visoke koncentracije
hroma i na prisustvo drugih teskih metala, kao Sto su nikl, olovo, cink i gvozde do
koncentracije od 100 mg/l i 45% rezistentni na prisustvo kadmijuma. Takode su

ustanovili i toleranciju ovih izolata na povisene koncentracije natrijum-hlorida (9%).
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Tolerantnost bakterijskih izolata na oba oblika hroma pokazuje da je, u zavisnosti od
zivotne sredine, dinamicka interkonverzija hroma(lll) u hrom(VI) u zemljistu,
sedimentima 1 vodenim ekosistemima veoma aktivna, ¢ak 1 prisustvu jona teskih metala
i NaCl.

Kombinovanjem bakterijskih procesa redukcije i imobilizacije hroma koris¢enjem
Acidithiobacillus thiooxidans i Desulfovibrio sp. se u zatvorenim sistemima moze
obezbediti ¢iS¢enje otpadnih voda zagadenih Cr(V1) i Cr(l1l) (Viera et al., 2003).

Razlic¢iti bakterijski izolati imaju razli¢itu sposobnost redukcije Cr(V1) (Tabela 1).

Tabela 1. Bakterijska redukcija Cr(V1)
(I1zvor: modifikacija Kanmani (2012) i Narayani i Shetty (2013))

Vrsta bakterije Koncentracija hroma

koju bakterija moZe da redukuje

Microbacterium sp. MP-30 100 uM
Thermus scotoductus SA-01 500 uM
Exiguobacterium sp. KCH-5 0,75 mM
Bacillus sp. KCH-3 1,5mM
Leucobacter KCH-4

Sphaerotilus natans 1,5mM
Arthrobacter aurescens P4 1,9 mM
Ochrobactrum sp. CSCr-3 153 M
Bacillus sp. CA-M9 50 mg/I
Bacillus sp. 100 mg/I
Ochrobactrum sp. 200 mg/l
Providencia sp. 400 mg/l
Brucella sp. 150 mg/I
Arthrobacter oxydans 50 pg/ml
Cellulosimicrobium cellulans 2 mM
Acinetobacter haemolyticus 50 mg/I
Pseudomonas fluorescens 112,5 mg/i
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2.7.  Mikrobioloska redukcija Cr(VI1) u prisustvu stimulatora i inhibitora
redukcije

Posto se in-situ tehnike bioremedijacije obavljaju na mestu nastanka kontaminacije, na
otvorenim staniStima gde se ne mogu obezbediti idealni laboratorijski uslovi, najveci
broj istrazivanja je sproveden u cilju ispitivanja uticaja dodavanja materija koje
stimulativno deluju na proces bioremedijacije. Shenbagavalli i Mahimairaja (2012) su
ispitivali primenu zivinskog dubriva kao sredstva za pospesivanje procesa remedijacije,
uz dodavanje Cistih kultura bakterije Pseudomonas fluorescens. Rezultati su pokazali da
je dodavanje zivinskog dubriva u zna¢ajnoj meri povecalo stepen redukcije hroma(V1),
a rezultati su jo§ bili jo§ bolji uz dodavanje pomenute bakterije. Ova laboratorijska
ispitivanja su pokazala potencijal Zivotinjskog dubriva u redukciji sadrzaja hroma u
kontaminiranim zemljistima, S§to opravdava primenu ovog dubriva u procesima
bioremedijacije.

Pal et al. su 2004. godine su proucéavali ulogu bakterije Bacillus sphaericus u procesima
detoksifikacije hroma i ustanovili da toleriSe koncentraciju od 800 mg/I i redukuje vise
od 80% hroma u Cr(VI) obliku tokom svog rasta. Redukcija hroma je mnogo efikasnija
u prisustvu donora elektrona kao Sto su glukoza i ekstrakt kvasca. Smith i Gadd su
2000. godine ispitivali stepen iskoriS¢avanja laktata kao donora ugljenika 1 energije u
prisustvu sulfata, prou€avaju¢i uticaj meSanih kultura sulforedukujuéih bakterija u
obliku biofilma na redukciju hroma. Ovi biofilmovi sulforedukuju¢ih bakterija su
sposobni da obave oko 88% redukcije ukupnog hroma(V1) u periodu od 48 sati. Leita et
al. (2011) su proucavali uticaj glukoze na redukciju hroma u zemljistu i zakljucili da,
iako zemljiSte poseduje prirodan kapacitet za redukciju hroma, dodavanje glukoze ¢e u
znacajnoj meri povecati stepen redukcije svojim abioti¢kim 1 biotickim mehanizmima.
Posto hrom negativno utice na koli¢inu 1 aktivnost biomase u zemljiStu, glukoza
verovatno igra indirektnu ulogu u snizavanju nivoa Cr(VI), promoviSu¢i rast autohtonih
mikrobioloskih vrsta. U Renipetu (Indija) je ispitivana redukcija hroma pod anaerobnim
uslovima sa melasom kao donorom elektrona i zakljucili da ona u znacajnoj meri
ubrzava reakciju enzimske redukcije hroma. S obzirom da je kontaminacija zivotne
sredine hromom pracena 1 kontaminacijom drugim teSkim metalima, predmet
istrazivanja je bio usmeren na efekat drugih teSkih metala na mikrobnu redukciju

hroma. Povecanje gustine populacije mikroorganizama i pocetne koncentracije hroma
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dovode do porasta stepena redukcije hroma, ali joni kao §to su Ni, Co, Cd i Pb
predstavljaju faktor inhibicije u ovim postupcima (Jeyasingh i Philip, 2005). Bakterija
Panonnibacter phragmitetus je pokazala izuzetan potencijal u bioremedijaciji
zagadenog zemljiSta. Takode je ispitivana autohtona vrsta Achromobacter sp. CH-1, za
koju je utvrdeno da moze da se koristi za detoksifikaciju zemljiSta kontaminiranih
hromom. Pomocu sken-elektronskog mikroskopa (SEM) je ispitana morfologija ¢elija
ove bakterije pre i posle redukcije hroma. Registrovan je nastanak proizvoda koji je bio
smesten na krajevima cCelija ove vrste bakterija. Koris¢enjem tehnika EDX (Energy-
Disperzive X-ray) i EPR (Electron Paramagnetic Resonance) utvrdeno je da je glavna
komponenta ovog redukcionog produkta hrom(lll) (Chai et al., 2010). Sposobnost
redukcije hroma(VI) ove vrste bakterije je iznosila vise od 90% od pocetne
koncentracije.

Soni et al. (2013) su istrazivali sposobnost bakterija izolovanih iz rizosfere biljaka koje
su navodnjavane otpadnim vodama iz kozarske industrije. U laboratorijskim uslovima
vrste Bacillus sp., Microbacterium sp., Bacillus subtilis i Bacillus thuringiensis su
pokazale da su u uslovima poviSene koncentracije hroma(V1) i prisustva teSkih metala
veoma stabilne. Sa druge strane, prisustvo Zive, uree 1 tiouree smanjuje aktivnost hrom-
redukujucih vrsta bakterija.

Sultan i Hasnain (2007) su ispitivali uticaj teSkih metala na redukciju toksi¢nog
hroma(VI) pomocu bakterije Ochrobactrum intermedium i zakljucili da redukciju

stimuli$e prisustvo metala kao §to su Cu, Co, Mn i Ni.

2.8.  Optimizacija uslova za mikrobnu redukciju Cr(VI)

Pal et al. su 2004. godine ispitivali optimalnu temperaturu i pH vrednost za obavljanje
redukcije hroma 1 ustanovili da optimalna temperatura za redukciju hroma pomocu
razli¢itih bakterijskih izolata iznosi 25 °C, a pH vrednost 6,0.

U Tabeli 2 su prikazani rezultati razlicitih istrazivanja koja se odnose na odredivanje
optimalne temperature i pH vrednosti za bakterijske izolate koji su ucestvovali u
redukciji hroma(VI). Rezultati pokazuju Siri raspon pH vrednosti, od 7 do 10, a
optimalna temperatura se kretala od 25 do 40 °C, sa izuzetkom termofilnih vrsta za koje

je ta temperatura znatno visa i iznosi od 60 do 80 °C (Narayani et al, 2013).
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Tabela 2. Optimalni pH i temperatura za bakterijsku redukciju hroma(VI)
(Izvor: modifikacija Narayani i Shetty, 2013)

Vrsta bakterije OptimalnapH  Optimalna temperatura
°0)
Bacillus sp. 8,0 37
Pseudomonas plecoglossicida 7,0-8,0 30-37
Arthrobacter sp. 7,0 -
Agrobacterium sp. 7,0 -
Brevibacterium casei 7,0 30
Bacillus cereus SJ1 7,0 37
Pseudomonas fluorescens 7-8
Cellulosimicrobium cellulans 7,0 35
Bacillus firmus 8,0-10,0 35
Ochrobactrum sp. CSCr-3 10,0 35
Leucobacter sp. CRB1 9,0 —
Burkholderia cepacia MCMB-821 9,0 35
Brucella sp. 7,0 37
Thermus scotoductus SA-01 7,0 80
Acinetobacter sp.PCP3 7,0 —
Nesterenkonia sp. MF2 8,0 35
Providencia sp. 7,0 37
Micrococcus sp. 7,0 37
Bacillus sphaericus 6,0 25
Bacillus thuringiensis 7,0 30
Arthrobacter crystallopoites 7,0 30
Thiobacillus thioparus 6,0 30
Desulfovibrio vulgaris 7,0 37
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Zbog eventualne primene u procesima mikrobne remedijacije u podzemnim slojevima
zemljiSta, u kojima su uslovi potpuno drugaciji od onih u laboratorijama, ispitan je
uticaj niskih temperatura na efikasnost mikrobnih konzorcijuma u redukciji hroma(V1)
(Horton et al., 2006). Vrsta koja je identifikovana pomoc¢u sekvencioniranja 16S rDNA
izolata P4 je psihrofil Arthrobacter aurescens i ta vrsta do tada nije bila poznata kao
sposobna da izvrsi redukciju hroma pri niskim temperaturama.

Vrlo interesantna studija je izvrSena na test-organizmu za detektovanje toksi¢nosti
hroma, bakteriji Vibrio fisheri. Kao test-organizam, ova bakterija bi trebalo da bude
osetljiva na prisustvo hroma. Medutim, zbog sposobnosti da redukuje Cr(VI) u Cr(III),
ona nije osetljiva na prisustvo hroma. Sposobnost redukcije hroma je direktno zavisna
od pH vrednosti, vremena inkubacije i prisustva izvora ugljenika. Tako je konstatovano
da je glukoza bolji izvor ugljenika u odnosu na glicerol (Fulladosa et al. 2006). Ovi
rezultati mogu posluziti za potencijalni izbor bakterije Vibrio fisheri u remedijaciji

zemljista i voda kontaminiranih hromom(V1).

2.9. Hrom-redukujuce gljive u procesima bioremedijacije

Kvasci 1 filamentozne gljive takode daju dobru alternativu za bioremedijaciju voda 1
zemljiSta kontaminiranih hromom. Mnoge gljive sadrze hitin, homopolimer N-
acetilglukozamina, i hitosan, heteropolimer N-acetilglukozamina i glukozamina, kao
integralni deo c¢elijskog zida. Transformacija amino grupa u glukozaminu moze sluziti
kao mesto za vezivanje metala (Pillichshammer et al., 1995). Vrste siderofora, poznate
kao rizoferin, koje imaju izraZzenu sposobnost sorpcije Cr(Ill), identifikovane su kod
gljiva iz reda Mucorales.

Rizoferin je polikarboksilatna siderofora koja je sposobna da vezuje razliCite jone
metala, ukljucujuc¢i i Cr(Ill). Hemijski tretiran micelijum vrsta Mucor mucedo i
Rhizomucor miehei efikasno vezuju hrom (Wales i Sagar, 1990). Biomasa izgradena od
vrsta Rhizomucor arrhizus, Candida tropicalis i Penicillium chrysogenum je izuzetan
biosorbent za hrom (Volesky i Holan, 1995). Mucor hiemalis MP/92/3/4 je takode
sposoban da akumulira znacajne koli¢ine hroma (Pillichshammer et al., 1995).
Vezivanje Cr(lll) je najverovatnije glavni mehanizam u pasivnoj biosorpciji ¢elijskog
zida, kao intracelularno usvajanje hroma(V1) (Voleski i Holan, 1995). Sacharomyces

cerevisiae i Candida utilis poseduju izuzetnu sposobnost za usvajanje Cr(V1), dok je
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kapacitet usvajanja osusenih ¢elija mnogo veci nego kod intaktnih ¢elija (Rapoport i
Muter, 1995). Takode, kvasac Candida tropicalis (4TD1101S) ima visoku sposobnost
bioakumulacije bakra (Radi¢ et al., 2017).
U kontekstu bioremedijacije, sposobnost biosorpcije hrom-rezistentnih sojeva moze da
se kombinuje sa njihovom sposobno$c¢u da redukuju hromate. Hrom-rezistentni sojevi
Aspergillus spp. (Paknikar i Bhide, 1993) i Candida spp. (Ramirez et al., 2000),
izolovani sa lokacija kontaminiranih hromom, takode su pokazali aktivnost u redukciji
hroma. Ova istrazivanja dokazuju da hrom-rezistentne gljive sa hrom-redukujué¢im
osobinama imaju potencijal za proces bioremedijacije.
Congeevaram et al. (2007) su izvrsili eksperimente u vezi sa fungalnom biosorpcijom
hroma, pri nizim pH vrednostima (5-5,2). Posmatrani efekti pH vrednosti su uglavnom
pripisivani specifi¢noj fiziologiji svakog organizma, $to je pokazano pozitivhom
korelacijom izmedu biomase i uklanjanja teskih metala.
U Tabeli 3 su prikazani podaci o sposobnosti redukcije hroma pomocu razli¢itih izolata
gljiva.

Tabela 3. Redukcija hroma(VI) pomo¢u razli¢itih izolata gljiva

(Izvor: modifikacija Garcia-Hernandez, 2017)

Vrsta gljive Koncentracija hroma

koju gljiva moZe da redukuje (mg/l)

Paecilomyces lilacinus 200
Aspergillus niger var. tubingensis Ed8 50
Auricularia polytricha 10
Aspergillus flavus 150
Phanerochaete chrysosporium 10
Penicillium chrysogenum 50
Trichoderma inhamatum 470
Rhizopus oryzae 400
Hypocrea tawa 50
Paecilomyces sp. 50
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2.10. Tolerantnost biljaka prema prisustvu hroma u supstratu

Za normalan rast i razvoj biljaka je neophodna dovoljna koli¢ina vode, sunéeve
svetlosti, hranljivih supstanci i makro i mikroelemenata. Ako odredeni mikroelemenat
nedostaje u adsorptivnom kompleksu, biljke ¢e ispoljiti razli¢ite patoloske simptome,
Sto ¢e se odraziti na smanjenje fizioloske aktivnosti biljke.

Za normalan rast i razvoj biljaka je neophodna raznovrsna i bogata rizosfera, odnosno
deo zemljiSta oko samog korena biljke gusto naseljen mikroorganizmima, koji svojim
metabolizmom potpomazu rast i razvoj biljke, a koja njima, na sli¢an nacéin, pomaze u
snabdevanju odredenim materijama potrebnim za njihov rast, razvoj i razmnozavanje
(Nihorimbere et al., 2011). Ako se u zemlji$tu, pa samim tim i u rizosferi, nalaze
prevelike koncentracije teskih metala, do¢i ¢e do poremecaja biohemijskih i fizioloskih
procesa u biljci i rizosfernim mikroorganizmima..

Osim toga $to je uticaj teskih metala veoma Stetan za biljku, u prirodi postoji mnogo
biljaka koje su sposobne da zive na staniStima sa poviSenom koncentracijom teskih
metala. To su obi¢no samonikle biljne vrste, koje tokom svog vegetacionog i
reproduktivnog perioda u svom korenu ili u nekom od nadzemnih organa akumuliraju
velike koli¢ine metala. Takve biljke se nazivaju hiperakumulatori. Koli¢ina ovih metala
u biljkama moze da bude i do 100 puta ve¢a nego kod obi¢nih biljaka (Baker i Brooks,
1989). Istrazivanja sproveden u rudniku boksita »Mili¢i«, Bosna i Hercegovina,
(Raicevi¢ et al., 2010) su pokazala da je u rizosferi biljke Carduus acanthoides L.
konstatovana ukupna koncentracija hroma od 204,6 mg/kg.

U literaturi su opisana mnoga istrazivanja vezana za koriS¢enje biljaka u procesima
bioremedijacije (Ojuederie i Babalola, 2017). Pri primeni hrom-redukujucih
mikroorganizama u detoksifikaciji hroma iz kontaminiranog zemljiSta postoji
potencijalna opasnost od ponovnog poveéanja nivoa polutanata u zemljiStu zbog
sposobnosti hroma(lll) da se u prisustvu kiseonika ponovo transformise u toksi¢nije
oblike (Vajpayee et al., 1999). Ova pojava je rezultat oksido-redukcionih procesa, koji
se konstantno obavljaju i u toku kojih hrom konstantno prelazi iz jednog oblika u drugi.
Primena biljaka je zbog toga neophodna, kao jedan od nacina za uspeSno eliminisanje
hroma iz zagadenog zemljiSta. Akumuliranje hroma se deSava u 90% slucajeva u
korenu, ta¢nije u vakuolama korenskih c¢elija, Sto predstavlja svojevrsnu prirodnu

reakciju biljaka na toksi¢nost (Shanker et al., 2005).
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Mei et al. (2002) su ispitivali deset vrsta ekonomski vaznih biljaka (Avena sativa,
Brassica juncea, Brassica napus, Tripholium brachycalycinum, Glycine max,
Helianthus annuus, Hordeum vulgare, Lemna minor, Nicotiana tabacum, Pinus taeda).
Zakljucili su da Helianthus annuus (suncokret) i Glycine max (soja) najbolje tolerisu
prisustvo hroma u zemljistu. Suncokret je imao vecu koncentraciju hroma u korenu, dok
je kod soje koncentracija bila veéa u listovima i izdancima. Rezultati su takode pokazali
znacCajnu translokaciju hroma iz korena prema ostalim delovima biljke soje, Sto moze da
ukaze na opravdanost potencijalne primene soje u fitoremedijacionim tehnologijama.
Mellem et al. (2012) su ispitivali bioakumulaciju Cr, Hg, As, Pb, Cu i Ni pomoc¢u
Amaranthus dubius, Siroko rasprostranjene jestive biljke Sirom Afrike, Azije i JuZzne
Amerike. Rezultati su pokazali da biljka ima ograni¢en potencijal u bioakumulaciji Cr,
Hg, Pb, Cu i Ni, ali da je veoma dobar hiperakumulator arsena.

Adki et al. (2013) su ispitivali sposobnost hiperakumulacije hroma biljke Nopalea
cochenillifera Salm. Dyck., koja je pokazala tolerantnost na prisustvo 100 uM K>CrOsu
supstratu bez ikakvih znacajnih promena u rastu korena nakon perioda inkubacije od 16
dana.

Primena agrotehni¢kih mera, kao $to je dubrenje, moze imati znacajan uticaj na
efikasnost biljaka u redukciji hroma(VI). Molla et al. (2012) su zabelezili znacajan
stepen redukcije rasta spanaca u zemljiStu u kojem je finalna koncentracija Cr(VI)
iznosila 50 mg/kg. Medutim, dodavanje organskih dubriva (stajnjaka) i1 sintetickih
adsorptivnih materijala (zeolit i getit) se pozitivno odrazilo na transfer hroma iz
zemljiste u biljku.

Usvajanje hroma(V1) bilo je statisti¢ki znacajnije pri dodavanju stajnjaka u odnosu na
sinteticke adsorbente. Autori zakljucuju da organska supstanca ima veliki znacaj u
eliminaciji toksi¢nosti dodatog Cr(VI) i povecanju sposobnosti spanaca da iz zemljista
ekstrahuje velike koli¢ine Cr(VI) u odnosu na sinteticke adsorbente. Osim spanaca, i
druge ekonomski znacajne biljne vrste se mogu koristiti za apsorpciju hroma iz

supstrata (Tabela 4).
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Tabela 4. Redukcija hroma(VI) pomocu razlicitih izolata gljiva

(Izvor: modifikacija Garcia-Hernandez, 2017)

Vrsta biljaka

Koncentracija Cr u supstratu

Nacin i koli¢ina usvojenog Cr

Spanaé 0, 5, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120§ 2,8 Cr(IIT) i 3,14 Cr(VI) pg/g
135 mg/kg Cr(I11) i Cr(VI)
Lucerka 0, 5, 10, 20 i 40 ppm Cr(IV) Progresivno povecanje sa ve¢om

koli¢inom hroma u korenu nego

izdancima

Velika detelina

0, 100, 300, 500, 1000 mg/kg
cr(li)

Mobilni Cr x biljka Cr (r=0,965)
Ukupan Cr x biljka Cr (r=0,629)

Pirinac¢ 0,5, 1,5, 25 pg/ml obeleZzenim Progresivno povecanje sa veCom
SICr koli¢inom hroma u korenu nego
izdancima
Paradajz 0, 50, 100 mg/I Cr(I1I) Koren usvaja hrom vise nego

izdanci, dok u plodovima nije
detektovan

Suncokret, kukuruz i

pticija grahorica

0-200 mg/kg

Progresivno povecanje sa ve¢om

koli¢inom hroma u korenu nego

izdancima
Crni luk 0, 5,50, 1501300 pg/ml Cr(Ill)i ~ 70-90% akumulacije u korenu
Cr(VI)
Suncokret 0, 100, 500 Cr(VI) i Cr(\V1) 5,8 mg/kg u izdancima i

212 mg/kg u korenu

Karfiol, kelj pupcar,

19,2 uM Cr(VI) i 19,2 uM Cr( III)

350 mg/kg u korenu i 2 mg/kg

kupus u izdancima

Soja 0, 0,05, 0,10, 0,50, 1,001 5,00 11,9-32,8 ppm u vrhovima
ppm

Karfiol 0.0,2, 21 10 ppm ukupnog Cr postepeno povecavanje

povecanjem koncentracije Cr
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Iz tabele se moze zakljuciti da se veca koli¢ina usvojenog hroma nalazila u korenu u

odnosu na izdanke i druge nadzemne organe. Medutim, i pored toga Sto neke biljke

toleriSu prisustvo hroma 1 mogu da rastu na staniStima zagadenim hromom, vecéina

biljaka negativno reaguje na njegovo prisustvo. U Tabeli 5 su prikazani fizioloski

procesi i efekti koje na odredene biljke ima prisustvo hroma(V1), pokazujuci znacajan

poremecaj osnovnih fizioloskih procesa i funkcija kod razli¢itih biljaka.

Tabela 5. Uticaj hroma na rast i razvoj biljaka (Izvor: modifikacija Shanker et al., 2005)

Biljka Fizioloski proces  Efekat

Boranija, detelina, zlatni Klijanje Redukcija procenta klijanja i
pasulj, SeCerna trska nicanja pupoljaka

Salix viminalis, rast korena Smanjenje duzine korena i suve
Caesalpinia mase, smanjenje precnika korena i

pulcherrima, zlatni pasulj,

pirina¢, Sorghum sp.

korenovih dlacica, proporcionalne
varijacije u kortikalnoj zoni i zoni

srzi

Curcuma sativa, Lactuca

sativa, Panicum miliaceum,

rast izdanaka

Redukcija visine biljaka

Sinapsis alba
Albizia lebbek, Acacia
holocerica, Leucaena

luecocephala, pirina¢

rast listova

Redukcija broja listova i biomase.
Trifolijjarni listovi viSe ugrozeni
kod

uvijanje lisnih vrhova, negativni

nego primarni leguminoza,

efekat na mezostrukturu lista do

50%

Portulaca oleracea, karfiol,
kupus, rotkvica, boranija

kukuruz, pti¢ija grahorica

prinos i produkcija

Suve mase

u usevima redukovan broj cvetova
na biljci, redukcija tezina zrna i
deformitet

mahune, povecan

semena

25



Dora lli¢: Hrom-redukujuci mikroorganizmi u bioremedijaciji zemljista zagadenog teskim metalima
PREGLED LITERATURE

2.11. Biljno-mikrobne interakcije u redukciji Cr(VI)

Primena biljaka u uklanjanju hroma iz kontaminirane zivotne sredine je ekonomican i
ekoloski prihvatljiv postupak, koji ima i odredene nedostatke.. Ovaj proces je spor i
zahteva veliku koli¢inu biljne biomase, odgovarajuci rast korena i mobilnost metala u
zemljistu, kako bi se dekontaminacija u zemljistima nesmetano odvijala (de-Bashan et
al., 2012, Rajkumar et al., 2010). Ovi nedostaci mogu biti otklonjeni kombinovanom
primenom biljaka i mikroorganizama, odnosno iskoristavanjem biljno-mikrobne
interakcije.

Faisal i Hasnain (2005a) su ispitivali cCetiri soja hrom-redukujuc¢ih bakterija
(Ochrobactrum intermedium, CrT-2, CrT-3 i CrT-4) prethodno izolovanih sa staniSta
kontaminiranog hromom. Posle inokulacije semenki suncokreta (Helianthus annuus
var. SF-187) i porasta klijanaca na supstratu koji je sadrzao hromate (300 ug CrCls ili
K2CrOs ml/l), konstatovana je redukcija toksicnog Cr(VI) u manje toksi¢ni Cr(IIl) u
prisustvu proklijalih semenki suncokreta. Bakterija O. intermedium je redukovala 68%
pocetne koncentracije Cr(VI) u Cr(Ill), dok je efekat redukcije kod neinokulisane
kontrole bio samo 3,5%. Inokulacija odabranim bakterijskim sojevima je dovela do
boljeg porasta biljaka u poredenju sa neinokulisanom kontrolom nezavisno od prisustva
ili odsustva hromata u supstratu. Ovaj efekat se moze objasniti ¢injenicom da mnoge
vrste bakterija stimuliSu biljke da rastu u uslovima stresa, produkuju¢i posebne
supstance koje mogu biti od pomo¢i u procesima rasta, kao §to su bakterije stimulatori
biljnog rasta (Plant Growth Promoting Bacteria - PGPB). PGP bakterijski izolati mogu
uticati na stimulaciju rast biljaka i u prisustvu organskih zagadivaca (PAH, PCB i
organokalajna jedinjenja) (Karlic¢i¢, 2017).

Pomoc¢u hrom-redukujuc¢ih bakterija i biljke Eichornia crassipes, Faisal i Hasnain
(2005b) su ispitivali pri kojim pH vrednostima je stepen redukcije Cr(VI) najveci.
Rezultati su pokazali da se proces najintenzivniji pri pH 5. Inokulacija semena ove
biljke hrom-redukuju¢im bakterijama uticala je na znatno ve¢i stepen redukcije Cr(VI) u
odnosu na neinokulisane biljke. To pokazuje da je kapacitet biljke Eichornia crassipes

za redukciju hroma iz rastvora mnogo vec¢i u prisustvu bakterijskih izolata.
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Tabela 6. PGPB izolati i biljke u uklanjanju hroma iz kontaminiranih zemljista (Izvor:

modifikacija Ahemad, 2015)

Cr(VI) rezistentne/redukuju¢e PGPB Biljna Uloga PGPB
vrsta
Brucella sp. K12 hibiskus Poboljsavanje rasta biljaka i useva,
redukcija Cr(VI) 1 u zemljistu 1 U
biljnim delovima
Microbacterium sp. SUCR140 graSak, Poboljsavanje rast biljaka,
kukuruz smanjenje toksi¢nosti Cr(VI) kod
biljaka  smanjivanjem  njegove
dostupnosti u zemljistu
Agrobacterium tumefaciens kukuruz Povecavanje biljne biomase i
stepena usvajanja Cr(VI)
Delftia sp. JD2 lucerka, Povecanje stepena azotofiksacije
detelina
Pseudomonas aeruginosa, kukuruz Poboljsavanje rasta biljaka,
Pseudomonas fluorescens, podsticanje mobilizacije metala u
Ralstonia metallidurans zemljiStu, povecavanje stepena
usvajanja Cr(VI)
Rhodococcus erythropolis MTCC grasak Poboljsavanje rasta biljaka na nizim
7905 temperaturama
Brevibacterium sp. suncokret Povecavanje visine biljaka,
koli¢ine sveze 1 suve biomase,
sadrzaja  auksina 1  procenta
klijavosti
Ochrobactrum intermedium C32413 suncokret Povecavanje duzine klica, sveze i
suve mase, fosfatazne aktivnosti,
sadrZaja auksina
Pseudomonas sp. NBRI 4014 soja Izduzivanje korena i izdanaka
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Rezultati prikazanih studija nedvosmisleno pokazuju da kombinacija primene biljaka i
rizosferne mikroflore ima velik potencijal u zameni klasi¢nih remedijacionih sistema za
uklanjanje teSkih metala, pa i hroma, iz kontaminirane zivotne sredine. U ovom procesu
poseban znacaj pripada bakterijama stimulatorima biljnog rasta (eng. plant growth
promoting bacteria - PGPB). Njihova primena u kombinaciji sa biljkama dovodi do
vece efikasnosti u uklanjanju hroma iz zivotne sredine, odnosno veée efikasnosti
remedijacije (Tabela 6), kao i porasta biljaka (de-Bashan et al., 2012).

Brz rast i razvoj novih PGPB-a sa velikim hrom-redukuju¢im potencijalom u procesima
remedijacije kontaminiranih zemljiSta doprinosi smanjenju toksi¢nosti hroma i
povecéanju biljne biomase (Magbool et al., 2014; Soni et al., 2014a; Soni et al., 2014Db).
Iz ovih sredina su izolovane mnoge vrste PGPB sa sposobnos¢u redukcije hroma(V1),
kao Sto su Ochrobactrum (Faisal i Hasnain, 2005b), Delftia (Morel et al., 2011),
Pseudomonas (Rajkumar et al., 2005), Bacillus (Karuppiah i Rajaram, 2011; Wani i
Khan, 2010; Wani et al.,, 2007b), Cellulosimicrobium (Chatterjee et al., 2009),
Mesorhizobium (Wani et al., 2008) i Rhodococcus (Trivedi et al., 2007). Sposobnost
bakterija za reduktivnu imobilizaciju hroma je posebno vazna kao mehanizam redukcije
Cr(VI), jer u tim reakcijama dolazi do transformacije toksi¢nih derivata hroma u
proizvode manje Stetne za zivotnu sredinu (Chatterjee et al., 2009; Soni et al., 2013).
Biljke inokulisane PGPB izolatima, koji pokazuju sposobnost redukcije Cr(VI),
pokazale su bolju adaptaciju tokom rasta na zemljistima koja su kontaminirana
hromom, jer ove bakterije dovode do promena u metabolizmu biljaka, kao §to su
ekstenzivna proliferacija korena, intenzivnija apsorpcija hranljivih  supstanci,
povecavanje bakterijskog usvajanja gvozda preko siderofora, povecavanje regulaciju
gena ukljucenih u ublaZavanje stresa itd. Zbog toga se i povecava njihova tolerantnost
na toksicno dejstvo hroma. PGPB povecavaju biodostupnost hroma u zemljistu
produkcijom razli¢itih primarnih i sekundarnih metabolita, siderofora i organskih
kiselina (Braud et al., 2009; Dimkpa et al., 2009; Gamalero i Glick, 2012). Takode,
bakterijski biosurfaktanti povecavaju dostupnost metala (ukljucujuéi i hrom) tako $to

potpomazu oslobadanje metala koji su snazno vezani za Cestice zemljista (Gamalero i
Glick, 2012).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Teski metali su prirodne komponente zivotne sredine, ali neselektivna upotreba i
razli¢ite ljudske aktivnosti uticale su na promenu njihovih geohemijskih ciklusa i
biohemijsku ravnotezu, $to je dovelo do akumulacije ovih polutanata u zivotnoj sredini.
Akumulacija teskih metala doprinela je smanjenju kvaliteta Zivotne sredine i povecanju
Stetnih posledica na zdravlje ljudi. Uloga mikroorganizama i biljaka u biotransformaciji
teSkih metala u netoksiéne forme se dugo proucava, a razumevanje molekularnih
mehanizma dovelo je do brojnih biotehnoloskih primena ekoremedijacionih tehnologija.
Polaze¢i od toga, kao i od postavljene hipoteze da zemljisni mikroorganizmi imaju
sposobnost da razli¢itim mehanizmima uéestvuju u biotransformaciji teskih metala, kao
i da u procesima najvec¢u efikasnost pokazuju autohtoni izolati, kao osnovni cilj u
doktorskoj disertaciji postavljeno je ispitivanje moguénosti primene ekoremedijacionih
tehnologija u cilju saniranja posledica visSedecenijske industrijske aktivnosti na podrucju
bivse fabrike ,,Rog* u Ljubljani (Republika Slovenija). Imaju¢i u vidu rezultate
preliminarnih istraZivanja na ovoj lokaciji, koji ukazuju na visok sadrzaj teskih metala,
kao i ograni¢enu efikasnost konvencionalnih metoda, primena ekoremedijacionih
tehnologija moze predstavljati dobru alternativu konvencionalnim metodama ¢ija
primena doprinosi pobolj$anju kvaliteta zivotne sredine. Istrazivanja su sprovedena na
hemijski dobro okarakterisanim lokalitetima zemljista.

S obzirom na to da su aktivnosti u fabrici ,,Rog“ obuhvatali i postupke hromiranja, kao
poseban cilj istraZivanja je postavljeno ispitivanje brojnosti bakterija i gljiva koje su
tolerantne prema razli¢itim koncentracijama hroma(V1).

Sagledavaju¢i znacaj mikrobnih populacija koje tolerisu prisustvo Cr(VI) u hranljivoj
podlozi, u ekoremedijacionim tehnologijama poseban cilj je bila izolacija i ispitivanje
tolerantnosti ovih populacija, prema razli¢itim koncentracijama Cr(VI), kao i ispitivanje
minimalne inhibitorne koncentracije hrom-tolerantnih mikroorganizama.

Osnovni korak u prakti¢noj primena tolerantnijih bakterijskih populacija u remedijaciji
zemljista kontaminiranih hromom(VI1) je ispitivanje biotransformacije Cr(VI) u

laboratorijskim uslovima. Zbog toga je testiranje stepena redukcije razli¢itih
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koncentracija Cr(VI) pomocu razli¢itih tolerantnih bakterijskih izolata izvrSeno u
laboratorijskim uslovima.

Precizna karakterizacija i identifikacija mikrobnih populacija je neophodna karika u
primeni ekoremedijacionih tehnologija, tako da je jedan od ciljeva bio formiranje
kolekcija autohtonih mikrobnih populacija sa visokom efikasno$¢u u biotransformaciji
Cr(VI). Ove populacije, morfoloski, fizioloski i molekularno okarakterisane mogu se
koristiti i u ekoremedijaciji zemljiSta sa pove¢anim sadrzajem Cr(VI).

Visedecenijske industrijske aktivnosti, procesi hromiranja i galvanizacije u objektu
bivse fabrike ,,Rog“ i narusavanje kvaliteta zivotne sredine i nakon prestanka aktivnosti
1 napustanja objekta, uticale su na smanjenje mikrobnog diverziteta i smanjenje opsteg
kvaliteta zemljiSta. Zbog toga je za vazan cilj ovih istrazivanja postavljeno i ispitivanje
bioloske vrednosti kontaminiranog zemljiSta i moguénost da se ono koristi kao supstrat
za gajenje biljaka.

Aktivnosti tokom izrade ove doktorske disertacije doprinece realizaciji dva opsta cilja, i
to: ispitivanju moguc¢nosti primene autohtonih mikrobnih populacija u redukciji Cr(VI)
u laboratorijskim uslovima i odredivanju bioloske vrednosti kontaminiranog zemljista

na lokaciji bivse fabrike ,,Rog* u Ljubljani.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1.  Istorijat industrijskih aktivnosti i kontaminacije na ispitivanom lokalitetu

Pocetni materijal u ovoj doktorskoj disertaciji predstavljaju uzorci zemljiSta uzeti sa
lokaliteta bivse fabrike ,,Rog™ u Ljubljani (Republika Slovenija). Ova lokacija se
odlikuje istorijskom kontaminacijom, jer je od oshivanja prvog postrojenja (pre oko 150
godina) do danas nekoliko puta promenjena proizvodna delatnost fabrike. S obzirom da
se tokom razli¢itih proizvodnih delatnosti nije vodilo racuna o kvalitetu zivotne sredine,
doslo je do stvaranja velike koli¢ine toksi¢nog otpada, koji je uticao i utice na kvalitet

zemljiSta 1 ekosistema u celini.

¢ Sle,

Slika 3. Satelitski snimak lokacije bivse fabrike Rog (izvor: GoogleMaps)

Kao $to je u uvodu spomenuto, objekat (Slika 3) se na spomenutoj lokaciji nalazi ve¢
150 godina. Ivan Janez (Ivan Janesch) je kupio ovaj objekat 1871. godine i sagradio
prizemnu zgradu za $tavljenje koza. Nekoliko godina kasnije, na mestu starog objekta,

vlasnik je sagradio jednospratnu kozarsku radionicu. Posle nekoliko izmena vlasnika,
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dogradivanja i renoviranja, radionica je transformisana u fabriku Indus, koja je nakon
Drugog svetskog rata konfiskovana i nacionalizovana.

U periodu od 1951-53. godine, fabrika je renovirana i preuredena, a proces proizvodnje
je preusmeren sa kozarstva na proizvodnju bicikala i1 pisa¢ih masina marke ,,Rog*. Tada
je fabrika ,,Rog", koja se nalazila u ljubljanskoj gradskoj opstini Vi€, zbog poveéanog
obima proizvodnje, preseljena na lokaciju fabrike Indus (Slika 4). Sve do 1991. godine i
raspada SFRJ, fabrika je proizvodila bicikle za celokupno trziste zajednicke drzave koja
je tada imala 22 miliona stanovnika. Pored fabrike ,,Partizan* u Subotici, osnovanoj jos
davne 1888. godine, ova fabrika je bila najznacajniji snabdevac tog velikog trzista ovim

proizvodnim artiklom. Osim trziSta republika bivSe Jugoslavije, fabrika ,,Rog“ je

izvozila bicikle i na trziSte SAD-a i Kine.

Slika 4. Fabrika ,,Rog®: a) Upravna zgrada; b) i ¢) Radionice
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Godine 1991. uoci raspada SFRJ, rukovodstvo fabrike ,,Rog“ je zbog velikih troskova
logistike odlucilo da napusti proizvodnju u pogonu u Trubarevoj ulici i da spoji celu
proizvodnu delatnost u industrijskoj zoni na Avijati¢arskom putu. Godine 1992. je
pokrenut postupak izmene prostorskog akta, koji je, izmedu ostalog, predvidao i predlog
za za$titu proizvodne zgrade pored reke Ljubljanice. Godine 1994. je potpuno
zaustavljena proizvodnja bicikala na toj lokaciji, nakon ¢ega je objekat napusten.

Nakon napustanja objekta doslo je do degradacije samog objekta i okolnog ekosistema.
Hromiranje u Pogonu za galvanizaciju fabrike ,,Rog* se odvijalo u galvanizacionim
kadama, gde su potapani odredeni delovi ramova bicikala. Pogon koji se sastojao od
viSe etaza, nakon zatvaranja fabrike je ostao nezasticen, tako da je tecnost koja je u
njima ostala ili se nakon nakupljanja atmosferske vode talozila i isticala iz ispucalih
betonskih kada, slivala niz zidove pogona prema reci Ljubljanici. Ovaj problem je
aktuelan i danas, jer atmosferski talog doprinosi kontinuiranoj kontaminaciji, §to
potvrduju i1 preliminarne hemijske analize izvrSene 15 godina nakon zaustavljanja
proizvodnog procesa u fabrici ,,Rog™ (Pavlin et al., 2010). Prema vaZze¢im regulativama
Republike Slovenije, ovo zemljiSte je okarakterisano kao veoma zagadeno i1 dobilo je
status opasnog otpada. Zbog neposredne blizine reke Ljubljanice, nametnula se potreba
reSavanja ovog aktuelnog problema Zivotne sredine, gde metode bioremedijacije daju

najprihvatljivija reSenja.

4.2. Klimatske karakteristike

Klima na ispitivanom podrucju je kontinentalna (Cfb po Koppenovoj klasifikaciji
klime), koja se grani¢i sa suptropskom vlaznom klimom (Cfa po istoj Koppenovoj
klasifikaciji klime), sa kontinentalnim karakteristikama, kao Sto su topla leta 1 umereno
hladne zime. Najtopliji meseci sa fluktuacijama temperature od 25 i 30 °C su jul i
avgust, dok je januar najhladniji mesec sa temperaturama koje se krecu uglavnom oko 0
°C. Padavine su relativno ravnomerno rasporedene tokom sva cCetiri godiSnja doba, iako
su zima 1 prole¢e malo suvlji nego leto i jesen. Za zimu je karakteristi¢na pojava tzv.
temperaturne inverzije, pri ¢emu se hladniji 1 vlazniji vazduh zadrzava u nizim
slojevima. Leta su suncana i relativno topla zbog uticaja sredozemnih vazdu$nih

strujanja.
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4.2.1. Temperatura vazduha

Prose¢na godi$nja temperatura u periodu 1980-2009. godine je iznosila 10,34 °C. U
ovom periodu je najniza prosecna godiSnja temperatura zabelezena 1980. godine i
iznosila je 9,0 °C, a najvisa 2000. godine i iznosila je 12,2 °C (Tabela 7).

Najtopliji mesec u 2010. godini je bio juli, sa prosecnom temperaturom od 22,9 °C.
Najhladniji mesec u godini uzorkovanja bio je januar sa prose¢nom temperaturom -1,5
°C (Tabela 8). U odnosu na viSegodi$nji prosek, vecina ispitivanih parametara pokazuje

nesto veée vrednosti u godini uzorkovanja (ARSO, 2018).

Tabela 7. Prose¢na godi$nja temperatura vazduha u periodu od 1980-2009. godine

Godina  Prosecna Prosec¢na Apsolutna Prosecna Apsolutna
godiSnja maksimalna maksimalna minimalna  minimalna

temperatura temperatura temperatura temperatura temperatura

0 0 O 0 O
1980 9,0 13,8 32,8 4,9 -15,2
1981 9,7 15,1 33,7 5,2 -14,4
1982 10,4 15,2 32,8 6.1 -10,6
1983 10,2 15,6 37,1 5,4 -14,1
1984 9,5 13,9 33,3 5,7 -12,9
1985 9,3 143 33,1 5,0 -20,3
1986 9,5 14,5 32,7 5,4 -13,3
1987 9,6 14,4 33,2 5,6 -18,3
1988 10,5 15,4 34,9 6,2 -14,5
1989 10,5 15,5 32,0 6,1 -11,4
1990 10,7 15,7 33,4 58 -11,1
1991 10,0 14,9 34,2 5,4 -14,6
1992 11,1 16,1 36,5 6,4 -11,3
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1993 10,6 15,6 34,9 6,1 -12,6
1994 11,8 16,7 34,7 7,5 -10,6
1995 10,8 15,6 33,5 6,5 -9,2

1996 9,8 13,9 33,3 6,1 -13,0
1997 10,8 15,6 30,8 6,4 -9,1

1998 11,0 16,0 34,1 6,5 -13,1
1999 11,0 15,6 33,1 7,0 -11,9
2000 12,2 17,3 35,6 7,5 -14,0
2001 11,4 16,2 35,2 7,0 -14,5
2002 11,8 16,4 34,9 7,6 -12,9
2003 11,6 16,9 37,3 6,6 -16,2
2004 10,7 15,2 34,3 6,5 -11,2
2005 10,4 15,0 35,0 6,3 -14,1
2006 11,4 16,2 35,9 7,0 -15,7
2007 12,0 17,1 37,0 7,4 -6,9

2008 11,6 16,2 32,7 7,4 -1,7

2009 11,7 16,5 32,9 7,1 -13,1
Prosek 10,34 15,05 33,06 6,12 -12,51
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Tabela 8. Prose¢na godiSnja temperatura vazduha u 2010. godini

Mesec Prose¢na Prose¢na Apsolutna Prose¢na Apsolutna
mesecna maksimalna maksimalna  minimalna minimalna

temperatura temperatura temperatura temperatura temperatura

(°0) °C) (°0) °0) (°0)
Januar -1,5 0,4 7,7 -3,0 -11,0
Februar 1,3 4,2 13,3 -1,3 -9,7
Mart 6,2 10,4 18,3 2,4 -5,7
April 11,5 16,9 24,6 6,1 0,5
Maj 15,3 19,8 26,8 11,2 4,9
Jun 20,3 25,5 31,8 14,5 7,9
Jul 22,9 28,9 35,9 17,3 11,9
Avgust 20,3 26,0 31,1 15,5 7,4
Septembar 14,7 19,2 25,1 11,3 7,2
Oktobar 9,5 13,6 18,3 6,1 -1,6
Novembar 8,1 10,3 16,2 6,0 -2,4
Decembar -0,4 2,4 10,1 -3,3 -11,9
Prosek 10,68 14,8 - 6,9 -

4.2.2. Koli¢ina padavina

U periodu 1980-2009. godine prosecna koli¢ina padavina je iznosila 1353,69 mm
(Tabela 9) 1 veoma odstupa od koli¢ine padavina u godini uzorkovanja, gde je
zabeleZzeno 1797,9 mm padavina (Tabela 10). U tridesetogodisnjem periodu, 2003.
godine je zabeleZena najmanja koli¢ina padavina od 1091 mm. Broj dana sa
padavinama je takode znatno ve¢i u godini uzorkovanja (186) u odnosu na visegodiSnji
period (u proseku 151,97 dana), uz manju prose¢nu dnevnu koli¢inu padavina u godini
uzorkovanja (ARSO, 2018).
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Tabela 9. Koli¢ina padavina u periodu 1980-2009. godine

Godina  Godi$nja koli¢ina Maksimalna dnevna Broj danas

padavina (mm)  Kkoli¢ina padavina (mm) padavinama (>0,1 mm)

1980 1535,0 914 169
1981 1402,3 51,8 152
1982 1418,4 68,5 155
1983 1149,2 47,8 121
1984 1423,7 66,3 169
1985 1610,6 69,6 158
1986 1265,0 54,2 157
1987 1527,8 89,7 166
1988 1178,3 104,4 142
1989 12111 76,9 130
1990 1331,3 72,2 134
1991 1181,9 48,0 146
1992 1432,5 78,8 151
1993 1176,5 80,3 150
1994 1406,7 92,5 151
1995 1422,8 66,4 172
1996 1446,4 55,0 179
1997 1229,9 85,6 149
1998 1359,2 105,7 158
1999 1500,7 70,6 156
2000 1363,1 59,4 148

37



Dora Ili¢: Hrom-redukujuci mikroorganizmi u bioremedijaciji zemljista zagadenog teskim metalima
MATERIJAL | METODE

2001 1327,7 79,9 161
2002 1287,8 54,5 161
2003 1091,0 79,2 119
2004 1696,1 86,4 151
2005 1403,3 71,4 162
2006 1140,8 68,2 133
2007 1195,9 66,2 136
2008 1490,2 62,2 158
2009 1405,5 77,7 165
Prosek 1353,69 72,69 151,97

Tabela 10. Koli¢ina padavina u 2010. godini

Mesec Prose¢na godis$nja koli¢ina Maksimalna dnevna Broj dana

padavina (mm) koli¢ina padavina (mm)
s padavinama (>0,1 mm)

Januar 124,6 38,6 18
Februar 1445 41,4 20
Mart 34,6 10,4 11
April 81,9 24,5 16
Maj 102 18,5 19
Jun 123,7 34,6 11

Jul 111,7 53,3 10
Avgust 175,8 29,1 12
Septembar 425,3 139,6 16
Oktobar 105,4 36,3 13
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Novembar 186 30,8 21

Decembar 182,4 38 19
Ukupno 1797,9 495,1 186
Prosek 149,83 41,26 15,5

4.2.3. Relativna vlaznost vazduha

U periodu od 1980-2009. godine, prosena relativna vlaznost vazduha je iznosila
72,81% (Tabela 11), a u godini uzorkovanja 78,08% (Tabela 12). Najvisa prose¢na
relativna vlaznost vazduha u visegodisnjem periodu bila je 1989. godine i iznosila je
79%, a najniza 2003. godine (68%). U godini uzorkovanja, najvisa prosecna relativna
vlaznost vazduha bila je u septembru, oktobru i decembru (97%), a najmanja u julu i
iznosila je 81% (Tabela 12). Apsolutna minimalna relativna vlaznost vazduha znatno je
veéa u godini uzorkovanja u odnosu na visegodi$nji period (Tabele 11 i 12) (ARSO,
2018).

Tabela 11. Relativna vlaznost vazduha u periodu od 1980-2009. godine

Godina Proseéna Proseéna Proseéna Prose¢na Apsolutna
relativna relativna relativna relativna minimalna
vlaznost vlaznost vazduha vlaZnost vazduha vlaznost vazduha relativna

vazduha (%) u 7h (%) u 14h (%) u 21h (%) vlaznost vazduha

(%)
1980 78 90 62 81 22
1981 76 90 60 79 19
1982 77 89 62 79 26
1983 75 90 57 78 24
1984 77 89 62 79 22
1985 77 90 61 80 19
1986 78 90 62 81 26
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1987 78 90 64 80 28
1988 77 90 62 80 26
1989 79 92 62 83 29
1990 76 90 60 79 22
1991 76 90 59 78 28
1992 76 90 61 77 25
1993 73 86 59 74 24
1994 74 86 60 46 27
1995 74 86 60 75 24
1996 75 86 62 77 24
1997 72 86 57 74 20
1998 72 86 57 73 27
1999 76 88 61 77 27
2000 72 87 56 74 22
2001 73 86 58 74 27
2002 75 88 61 77 23
2003 68 84 52 69 20
2004 76 89 61 78 23
2005 77 92 60 78 20
2006 75 90 58 78 18
2007 74 90 56 76 23
2008 76 90 59 77 22
2009 75 91 57 77 13
Prosek 72,81 85,84 57,68 73,81 22,58
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Tabela 12. Relativna vlaznost vazduha u 2010. godini

Mesec Prosecna Prosecna Prosecna Prosecna Apsolutna
relativna relativna relativna relativna minimalna
vlazZnost vlazZnost vlaznost vazduha vlaZnost vazduha relativna vlaznost
vazduha vazduha u 7h u 14h (%) u 21h (%) vazduha (%)

(%) (%)
Januar 88 93 80 89 30
Februar 86 95 76 89 37
Mart 73 90 56 73 24
April 66 89 46 63 22
Maj 69 83 54 71 27
Jun 65 82 45 67 28
Jul 64 81 46 66 29
Avgust 77 95 56 78 29
Septembar 84 97 64 92 28
Oktobar 85 97 66 92 38
Novembar 90 95 83 92 49
Decembar 90 97 82 91 45
Prosek 78,08 91,17 62,83 80,25 32,17

4.2.4. Oblaénost

Prose¢na obla¢nost u periodu 1980-2009. godine je iznosila 61,35% (Tabela 13), a u
2010. godini 67,67% (Tabela 14). Najveca prosecna oblac¢nost u periodu 1980-2009.
godine je iznosila 70% 1 zabelezena je 1984. 1 1996. godine. U 2010. godini prose¢na
oblacnost je bila najve¢a tokom januara (88%), a najmanja u julu i iznosila je 42%
(Tabela 14). Prosecan broj obla¢nih dana u 2010. godini iznosi 12,08 (Tabela 14),
odnosno 145 dana na godisnjem nivou, §to je vise u odnosu na visegodi$nji prosek koji

iznosi 126,32 dana (Tabela 13) (ARSO, 2018).
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Tabela 13. Oblacnost u periodu 1980-2009. godine

Godina Prosefna Prose¢na Prosecna Prosecna Broj
obla¢nost  oblacnost u 7h obla¢nost u obla¢nost u obla¢nih
(%) (%) 14h (%) 21h (%) dana
1980 69 81 67 60 150
1981 63 72 64 52 125
1982 65 77 63 57 138
1983 58 66 58 50 106
1984 70 79 68 62 165
1985 63 74 59 57 137
1986 65 75 61 58 146
1987 66 75 64 60 150
1988 64 73 62 56 128
1989 63 79 59 51 125
1990 59 67 57 52 129
1991 63 70 62 58 133
1992 61 67 60 56 132
1993 63 69 63 57 135
1994 65 70 62 62 132
1995 67 74 65 61 153
1996 70 76 67 66 166
1997 63 71 61 58 135
1998 62 70 59 56 113
1999 67 74 65 61 133
2000 59 66 58 53 104
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2001 62 70 62 54 112
2002 65 71 65 59 138
2003 55 60 54 52 89

2004 66 72 66 60 140
2005 64 72 60 58 121
2006 60 67 58 55 112
2007 60 69 56 55 112
2008 63 70 61 58 134
2009 62 69 60 58 123

Prosek 61,35 69,19 59,55 55,23 126,32

Tabela 14. Obla¢nost u 2010. godini

Mesec Prosecna Prosecna Prosecna Prosecna Broj
oblac¢nost oblac¢nost u obla¢nost u obla¢nost u obla¢nih

(%) 7h (%) 14h (%) 21h (%) dana
Januar 88 92 86 86 23
Februar 85 98 76 82 18
Mart 67 76 71 53 11
April 56 57 60 51 12
Maj 68 68 73 63 9
Jun 51 49 51 52 6
Jul 42 38 47 40 2
Avgust 56 69 56 43 6
Septembar 73 91 63 65 13
Oktobar 71 83 65 64 13
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Novembar 82 92 76 78 18
Decembar 73 81 69 69 14
Prosek 67,67 74,5 66,08 62,17 12,08

4.3. Objekat istrazivanja i uzimanje uzoraka zemljista

Uzorci kontaminiranog brownfield zemljista (Monserie et al., 2009) u ovim
istrazivanjima su uzeti sa jugozapadnog dela Pogona za galvanizaciju, u ulici
Trubarevoj br. 72 (N: 46°3'44"; E: 14°30'53,43"), na lokalitetu bivSe fabrike ,,Rog“ u
Ljubljani (Republika Slovenija), u neposrednoj blizini reke Ljubljanice. Uzorkovanje
brownfield zemljista je obavljeno u julu 2010. godine sa Cetiri lokacije. Opis lokacija,

oznake uzoraka i dubina uzorkovanja predstavljeni su u Tabeli 15 (ARSO, 2018).

Tabela 15.0znake uzoraka, lokacija i dubina uzorkovanja

Oznaka uzorka Lokacija uzorkovanja Dubina uzorkovanja (cm)

1 Pogon =za galvanizaciju, povrsinski 0-20

uzorak zemljista

2 Pogon za galvanizaciju, podpovrsinski 20-40
uzorak
3 Pored samog objekta, u pravcu reke 0-20

Ljubljanice, povrSinski uzorak

4 Izmedu objekta i reke Ljubljanice, 0-20

povrsinski uzorak

Kontrolni uzorak uzet je iz zemljista u blizini objekta, iz obliznjeg parka, koji nije
izloZzen kontaminaciji iz objekta bivSe fabrike ,,Rog* (N: 46°08'16.27" E: 14°51'9.313").
Uzorci su uzeti sondom za uzimanje uzoraka i ¢uvani su u frizideru na +4 °C do
hemijske 1 mikrobioloske karakterizacije.

U laboratoriji je pripremljen kompozitni uzorak, a zatim su obavljene hemijske i

mikrobioloske analize uzoraka brownfield zemljista.
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4.4.  Hemijska karakterizacija uzoraka zemljiSta

4.4.1. Osnovne hemijske analize

pH vrednost je odredena potenciometrijski u suspenziji zemljista sa vodom i 1M KCl u
odnosu 1:2,5, sadrzaj CaCO3 volumetrijski pomoc¢u Scheibler-ovog kalcimetra, sadrzaj
humusa metodom po Kotzmann-u, ukupni sadrzaj azota metodom po Kjeldahl-u,
pristupacni fosfor i kalijum AL metodom nakon ekstrakcije amonijum-laktatom (Egner
etal., 1960).

Procena reakcije sredine brownfield zemljista obavljena je na osnovu priru¢nika Soil
Survey Division Staff (1993). Grani¢ne vrednosti obezbedenosti zemljista ukupnim
azotom odredene su po Wohltmann-u, pristupacnog fosfora po Egner et al. (1960),
kalijuma prema Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢ (2011) i organskog ugljenika prema
Gracaninu (1947).

4.4.2. Odredivanje sadrZaja metala u uzorcima brownfield zemljista

Za ekstrakciju metala iz zemljiSta 1 mineralizaciju su koris¢ene jake kiseline i
mikrotalasno zracenje (Berghof, Speed wave 4, Nemacka). Digestija je radena sa 0,5 ¢
suvog uzorka u vremenu od 16h pri 105 °C. Digestija uzoraka obavljena je metodom
USEPA 3051B (2007) pomo¢u 9 ml 98% azotne kiseline, 3 ml 35% hlorovodoni¢ne
kiseline i 1 ml 30% vodonik-peroksida. Dobijeni ekstrakti su analizirani Spectro
Genesis ICP-OES metodom sa Smart Analyzer Vision softverom (SPECTRO
Analytical Instruments GmbH, Boschstr. 10. 47533 Kleve, Nemacka). Konstruisanje
krive izvr$eno je na osnovu individualnih standarda koncentracije 1 g/l (Ultra Scientific
U.S.A)) i multistandarda (SPS-SW2, LGC, Velika Britanija) za slede¢e elemente:
gvozde (Fe), mangan (Mn), natrijum (Na), cink (Zn), bakar (Cu), hrom (Cr), olovo (Pb),
nikl (Ni), kadmijum (Cd), arsen (As), ziva (Hg), molibden (Mo), sumpor (S), kalcijum
(Ca), magnezijum (Mg), kobalt (Co), antimon (Sb), kalaj (Sn), bor (B), stroncijum (Sr),

litijum (Li), aluminijum (Al), barijum (Ba), selen (Se) i vanadijum (V).
4.5.  Mikrobioloska karakterizacija uzoraka brownfield zemljista

MikrobioloSke analize uzoraka zemljiSta su izvrSene na Poljoprivrednom fakultetu

Univerziteta u Beogradu, u laboratoriji Katedre za ekolosku mikrobiologiju. Nakon
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razredivanja uzoraka u fizioloSkom rastvoru, izvrSena je homogenizacija u orbitalnom
Sejkeru (180 rpm, 25 °C, 20 min). Mikrobioloska aktivnost uzoraka zemljiSta je

odredena ispitivanjem brojnosti bakterija, gljiva i aktinomiceta.

Tabela 16. Sastav hranljive podloge 0,1XTSA

Komponenta podloge Koli¢ina

Tripton 15¢g
Soja pepton 0,59
Agar 159
NaCl 059
Destilovana voda 1000 ml

Hranljiva podloga 0,1xTSA (tripton soja agar) koriS¢ena je za odredivanje ukupnog

broja bakterija (Tabela 16).

Tabela 17. Sastav hranljive podloge Roze bengal streptomicin agar (Peper et al., 1995)

Komponenta podloge Koli¢ina

Agar 15¢g
Glukoza 10g
Pepton 50
KH2PO4 lg
MgSO4 x 7H20 0,59
Roze bengal 0,033 ¢
Streptomicin sulfat 0,3 g*
Destilovana voda 1000 ml

* nakon sterilizacije

Ukupan broj gljiva je odreden na podlogama roze bengal streptomicin agar (Peper et al.,
1995). Sastav ove hranljive podloge prikazan je u Tabeli 17.

Brojnost aktinomiceta je odredena na podlozi skrobno-amonijacni agar, ¢iji je sastav

prikazan u Tabeli 18.
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Tabela 18. Sastav hranljive podloge Skrobno-amonijacni agar

Komponenta podloge Kolicina

Skrob 10g
(NH4)2SO04 1g
MgSO4x 7H20 1g
NaCl 19
KNO3 1g
CaCOs 39
Agar 209
Destilovana voda 1000 ml

Sve hranljive podloge su sterilisane fizickom sterilizacijom u autoklavu, pri temperaturi
od 120°C u trajanju od 20 minuta. Pre zasejavanja, hranljive podloge su rastopljene i
ohladene na 45 °C. U zavisnosti od grupe mikroorganizama, inokulumom odredenog
razredenja inokulisane su sterilne hranljive podloge i inkubirane u inkubatoru (Binder,
Nemacka).

Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Brojnost mikroorganizama izraZena je kao CFU
(colony forming units) po gramu suvog zemlji$ta. Vlaznost uzoraka zemljiSta odredena
je nakon suSenja u susnici (Binder, Nemacka) na temperaturi od 105 °C u trajanju od

2h.
45.1. Odredivanje brojnosti hrom-rezistentnih bakterija

Za odredivanje brojnosti hrom-rezistentnih bakterija koriS¢ena je agarizovana Lauria-
Bertani (LB) podloga (Tabela 19). Ovoj podlozi je podesena pH vrednost na 5, 71 9,
dodavanjem odredenih koli¢ina HCI, odnosno NaOH. Reakcija sredine je podeSavana
pre dodavanja agara i obavljanja procesa sterilizacije. LB podloga je obogaéena
razliCitim koncentracijama kalijum-dihromata (K2Cr.O7), tako da su finalne
koncentracije Cr(VI) u LB podlozi iznosile 500, 1000, 1500 i 3000 mg/l. Ogled je
postavljen u tri ponavljanja. Inkubacija je obavljena u inkubatoru (Binder, Nemacka) na

30 °C u trajanju od 5 dana. Brojnost bakterija izrazena je kao CFU (colony forming

47



Dora 1li¢: Hrom-redukujuci mikroorganizmi u bioremedijaciji zemljista zagadenog teskim metalima
MATERIJAL | METODE

units) po gramu suvog zemljiSta. Vlaznost uzoraka zemljista je odredena na isti nacin

kao u poglavlju 4.5.

Tabela 19. Sastav agarizovane Lauria-Bertani (LB) podloge

Komponenta podloge Kolicina

Tripton 10g
Agar 209
NaCl 10 g
Kvascev ekstrakt 59
Glukoza 0,002 g
Destilovana voda 1000 ml

4.5.2. Odredivanje brojnosti hrom-rezistentnih gljiva

Za odredivanje brojnosti hrom-rezistentnih bakterija koris¢ena je podloga roze bengal
streptomicin agar (Tabela 17). Ovoj podlozi je podeSena pH vrednost na 5, 7 i 9,
dodavanjem odredenih koli¢ina HCI, odnosno NaOH. Reakcija sredine je podeSavana
pre dodavanja agara i obavljanja procesa sterilizacije. Finalna koncentracija Cr(V1) u
ovoj podlozi iznosila je 500 mg/l. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Inkubacija je
obavljena u inkubatoru (Binder, Nemacka) na 25 °C u trajanju od 5 dana. Brojnost
gljiva izraZena je kao CFU (colony forming units) po gramu suvog zemljiSta. VlaZnost

uzoraka zemljiSta je odredena na isti nacin kao u poglavlju 4.5.
4.6. Izolacija i dobijanje ¢istih kultura hrom-rezistentnih bakterija i gljiva

U uzorcima zemljista je nakon odredivanja brojnosti hrom-rezistentnih bakterija
uradena 1 njihova izolacija. ViSestrukom primenom metode iscrpljivanja na
agarizovanoj hranljivoj podlozi LB izolati su precis¢eni i dobijene su Ciste kulture.
OdrZzavanje ¢istih kultura izvr§eno je na LB podlozi obogacenoj sa 1 1 2 mM Cr(VI) do
daljih istrazivanja. Na identican nacin, pomocu podloge roze bengal streptomicin agar,
radena je izolacija hrom-rezistentnih gljiva, koje su odrzavane na isti na¢in kao i hrom-

rezistentne bakterije.
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4.7.  Ispitivanje morfoloskih osobina hrom-rezistentnih bakterijskih izolata

Ciste kulture bakterijskih izolata su morfoloski okarakterisane ispitivanjem
makromorfoloskih karakteristika posle rasta na podlozi hranljivi agar (Tabela 20) i
mikromorfoloskih karakteristika kolonija pomoc¢u mikroskopa Leica DMSL (Nemacka).
Nakon morfoloske karakterizacije, bakterijski izolati su ¢uvani u frizideru na +4 °C do

ispitivanja njihove tolerantnosti na Cr(V1).
Tabela 20. Sastav hranljive podloge Hranljivi agar (Torlak, Srbija)

Komponenta podloge Koli¢ina

Pepton-1 15¢g
Mesni ekstrakt 30
NaCl 59
K2HPO4 0,39
Agar 18 ¢
Destilovana voda 1000 ml

4.8. Morfoloska karakterizacija gljiva

Ciste kulture izolata gljiva su morfoloski okarakterisane ispitivanjem makromorfoloskih
posle rasta na podlogama Roze bengal streptomicin agar (Tabela 17) i Czapekov agar

(Tabela 21) i mikromorfoloskih karakteristika pomo¢u mikroskopa Leica DMSL.
Tabela 21. Sastav hranljive podloge Czapekov agar

Komponenta podloge Koli¢ina

Saharoza 309
NaNOs3 30
KH2PO4 1g

KCI 0,59
MgSQOs4x 7H20 0,59
FeSO4 u tragovima
Agar-agar 159
Kvascev ekstrakt 05-1¢
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4.9. Ispitivanje tolerantnosti bakterijskih izolata na prisustvo hroma

Za ispitivanje tolerantnosti bakterija na prisustvo Cr(VI), koris¢eni su morfoloski
razli¢iti izolati hrom-rezistentnih bakterija. Agarizovana LB hranljiva podloga, kojoj je
dodat Cr(VI1) u koncentracijama od 100, 500, 750, 1000 i 1500 mg/l je inokulisana
te¢nim inokulumom prekonoénih cistih kultura bakterija. U kontrolnoj varijanti, LB
hranljiva podloga bez prisustva hroma je inokulisana c¢istim kulturama bakterija.
Inkubacija je obavljena u termostatu (Binder, Nemacka) pri temperaturi od 30 °C u
trajanju od 6 dana. Nakon inkubacije, odreden je procenat bakterija koje su bile
tolerantne na pomenute koncentracije hroma u odnosu na kontrolu. Pod tolerantnoscu se
smatralo da je bakterijska kultura nakon perioda inkubacije pokrivala minimum 50%

povrsine agarizovane podloge. Ogled je izveden u tri ponavljanja.
4.10. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) hroma(VI)

Za odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) hroma(VI) kori$éena je
modifikovana metoda Mgbemena et al. (2012). Za ovaj ogled koris¢eni su morfoloski
razli¢iti bakterijski izolati hrom-rezistentnih bakterija. Zasejavanje prekonoénih kultura
bakterija metodom uboda je obavljeno na agarizovanoj hranljivoj podlozi LB (pH 7 i 9),
kojoj je dodat Cr(VI) do finalnih koncentracija od 100, 500, 750, 1000, 1500 i 2000
mg/l. Inkubacija je obavljena u inkubatoru (Binder, Nemacka) na temperaturi od 30 °C
U trajanju od 6 dana. Kao kontrola, koriS¢ena je agarizovana LB podloga bez dodatog
Cr(VI1). Eksperiment je postavljen u tri ponavljanja. Karakterizacija rasta bakterija
obavljena je na svaka 24 sata; rast je procenjen kao veoma dobar (++++), dobar (+++),
osrednji (++) i slab (+), dok je odsustvo rasta oznaceno kao minus (-). Najtolerantniji
izolati su odrzavani presejavanjem na LB hranljivu podlogu do ispitivanja bakterijske
redukcije hroma. Na sli¢an nacin ispitane su i MIK za rast gljiva, ali je pH vrednost LB
hranljive podloge podesSena na 6, kojoj je dodat Cr(VI) do finalnih koncentracija od 25,
50, 100, 250, 500, 1000, 1500 i 2000 mg/l. Inkubacija je obavljena u inkubatoru
(Binder, Nemacka) na temperaturi od 26 °C u trajanju od 5 dana. Kao kontrola,
koriS¢ena je agarizovana LB podloga bez dodatog Cr(VI). Eksperiment je postavljen u

tri ponavljanja.
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4.11. Ildentifikacija mikroorganizama

4.11.1. Identifikacija bakterijskih izolata primenom API testa

Ciste kulture bakterija identifikovane su primenom API i APIWEB tehnike (Biomerieux
Inc., Francuska). Za identifikaciju su, prema uputstvu proizvodaca, koris¢eni API 50
CH. Pre identifikacije, sve Ciste kulture su presejane na podlogu MPA. Za identifikaciju
su koriS¢ene kulture starosti 24h. Ocitavanje rezultata obavljeno je nakon 48h

inkubacije.

4.11.2. Molekularna identifikacija bakterijskih izolata primenom metode

Polimeraza lancane reakcije (PCR)

Identifikacija i potvrdivanje pet izolata Cr(VI) redukujucih bakterija (212-9, 342-9, 270-
9R, 351-9 i 270-9C) izvrSena je molekularnom karakterizacijom. Genomska DNK iz
Bacillus spp. Izolovana je prema postupku koji je opisao Dimki¢ et al. 2017. 16S rDNK
gen je amplifikovan koriS¢enjem  univerzalnih  prajmera UNI1ligF  (5'-
GAGAGTTTGATCCTGGC-3") i UNlwsR (5'-AGGAGGTGATCCAGCCG-3'). Za
bolju identifikaciju, tuf gen (kodiranje faktora eluacije TU) amplifikovano je prethodno
opisanom metodom Caamano-Antelo et al. (2015) i kori§¢ena u radu Draganica et al.
(2017). Za amplifikaciju prajmera tuf gena su koriS¢eni tufGPF (5'-
ACGTTGACTGCCCAGGACAC-3") i tufGPR (5'-
GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA-3"). PCR amplifikacija 16S i tuf gena je
izvedena u zapremini od 25 pL reakcione smese, koja sadrzi 1 pL matriéne DNK, 1,75 i
2 uL 25 mM MgCl2 (KAPA Biosystems, USA). 2.5 uL 10 x KAPA Taq pufera; 0.5 uL
(10 mM) of dNTP smese (KAPA Biosystems, USA); 1 uL i 2.5 puL svakog prajmera (10
uM) za 16S i tuf; 17.15 1 13.9 pL of ultra-Ciste vode bez prisustva enzima DNase/RNase
(Gibco, UK) za 16S i tuf 1 0.1 pL (5U/uL) KAPA Taq polimeraze (KAPA Biosystems,
USA). PCR reakcije za 16S rDNK su izvedene pocetnim korakom denaturacije na 94
°C u trajanju od 5 min, nakon ¢ega je usledilo 30 ciklusa na 94 °C u trajanju od 30 s, 50
°C spajanje primera u trajanju od 1 min, i produzenom fazom na 72 °C u trajanju od 30
s, sa terminalnom elongacijom na 72 °Cu trajanju od 7 min. Uslovi za PCR
amplifikaciju tuf gena su bili slede¢i: pocetni stepen denaturacije na 95 °C u trajanju od

8 min, nakon cega je usledilo 35 ciklusa od 30 s denaturacije na 95 °C, spajanje
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prajmera na 55 °C u trajanju od 1 min i 30 s za elongaciju na 72 °C; terminalna
elongacija je izvrSena na 72 °C u trajanju od 10 min. Proizvodi PCR-a (1500 baznih
parova za 16S rDNA i 791 za tuf) precisceni su koriS¢enjem kolone QIAquick PCR
Purification KIT/250 (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) i poslati na
sekvencioniranje u Macrogen Sequencing Service (Holandija). Kod dobijenih sekvenci
je ispitivana homologija sa sekvencionisanim genom u bazi podataka GenBank,
koris¢enjem BLAST 2.5.0 programa za nukleotide Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (http://www.ncbi.nih.gov/). Sve sekvence su sloZene koris¢enjem Clustal W
programa i filogenetsko stablo je napravljeno pomo¢u MEGA 7, metodom spajanja
suseda (Neighbour-joining metoda) koja se zasniva na merenju matri¢ne udaljenosti
pomoc¢u Kimurinog dvoparametarskog modela zamene nukleotida. Topologija stabala je
ocenjena pomocu metode ponovnog uzorkovanja (bootstrap resampling method) sa

1000 replikata i Clostridium botulinum je ukljucen kao spoljasnja grupa.
4.11.3. MorfoloSka identifikacija gljiva

Identifikacija Cistih kultura gljiva obavljena je nakon ispitivanja morfoloskih osobina na
podlogama Roze bengal streptomicin agar i Czapekov agar. Dobijeni rezultati su

uporedeni sa podacima iz kljuca za identifikaciju gljiva (Samson et al., 2004).

4.12. Redukcija hroma(V1) pomocéu bakterijskih izolata i pracenje rasta
bakterija

Nakon odredivanja tolerantnosti bakterijskih izolata na razli¢ite koncentracije
hroma(V1), ispitana je njihova sposobnost redukcije hroma. Tokom ovih ogleda, pracen

je i rast bakterijskih izolata.

4.12.1. Ispitivanje sposobnosti redukcije hroma(V1) pomoc¢u bakterijskih
izolata

Za odredivanje sposobnosti redukcije Cr(VI) pomocu bakterijskih izolata, koriS¢ena je
sterilna te¢na LB hranljiva podloga (sa dodatkom glukoze 10 g/1), koja je inokulisana sa
10% (v/v) bakterijskog 20-o¢asovnog inokuluma (1x10® éelija/ml), uz dodatak razli¢itih

koncentracija K>Cr207 tako da su finalne koncentracije Cr(V1) u podlozi bile 50, 100,
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200, 300, 500 i 1000 mg/l. Inkubacija je obavljena na temperaturi od 30 °C u trajanju od
48h u orbitalnom Sejkeru (IKA, IK-3692500, Nemacka) pri 120 rpm/min. SadrZaj
preostalog hroma u supernatantu odreden je DPC (diphenylcarbazide) metodom
(Bartlett and James, 1996) merenjem apsorbance na talasnoj duzini od 540 nm pomocéu
spektrofotometra DR 3800 sc VIS Spectrophotometer (Danska). U kontrolnoj varijanti,
abiotiCka redukcija hroma (bez prisustva bakterija) je pra¢ena u te¢noj LB hranljivoj
podlozi kojoj su dodate navedene koli¢ine hroma. Uzorci za merenje sadrzaja hroma
uzeti su na pocetku ogleda, kao i nakon 2, 4, 6, 18, 24 i 48h. Svi eksperimenti su
postavljeni u tri ponavljanja. Za ispitivanje sposobnosti redukcije hroma(VI) su
odabrani izolati izolati 270-9R, 342-9, 212-9, 351-9 i 270-9C.

4.12.2. Bakterijski rast tokom redukcije hroma

Rast bakterijskih izolata tokom redukcije hroma u te¢noj LB hranljivoj podlozi pracen
je spektrofotometrijski merenjem apsorbance na talasnoj duzini od 600 nm pomocu
spektrofotometra DR 3800 sc VIS Spectrophotometer (Danska). Pocetni sadrzaj hroma
u LB podlozi, uslovi inkubacije i intervali uzimanja uzoraka za merenje bakterijskog

rasta bili su identi¢ni kao Sto je opisano u poglavlju 4.11.1.

4.13. Rast biljaka na zemljiStu kontaminiranom teSkim metalima

U cilju ispitivanja potencijala kontaminiranog zemljista kao supstrata za klijanje semena
biljaka, postavljen je preliminarni ogled gde su odabrane sledece biljke: lucerka
(Medicago sativa), tatula (Datura stramonium), zevalica (Antirrhinum major), ljubi¢ica
(Viola tricolor), salata (Lactuca sativa), engleski ljulj (Lolium perenne), suncokret
(Helianthus annuus), bosiljak (Ocimum basilicum), estragon (Artemisia dracunculus) i
uljana repica (Brassica napus). Sva semena su dobijena od lokalnog distributera. U
ovom preliminarnom ogledu koris¢ena su dva supstrata za klijanje: jedan je bio
kontaminirano zemljiSte iz uzorka 1, a drugi kontaminirano zemljiSte iz uzorka 1 1
kontrolno zemlji§te u ovim istraZzivanjima u odnosu 1:4. Hemijski sastav ovih zemljiSta
prikazan je u Tabelama 23 i 24.

Ogled je postavljen u plasticnim sudovima u staklari Poljoprivrednog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Vlazenje supstrata je izvrSeno po potrebi. Nakon 10 dana

ustanovljeno je da kod vecine biljnih vrsta nije doslo do klijanja semena, ili je procenat
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isklijalih semena bio veoma nizak, a duzina klijanaca mala. Jedino su semena biljaka
suncokreta, bosiljka, estragona i uljane repice pokazala klijala na oba supstrata i
koris¢ena su u daljim istrazivanjima.

Pre postavljanja ogleda, semena ovih biljnih vrsta su podvrgnuta ispiranju u 3%
rastvoru natrijum hipohlorita (NaClO) u trajanju od 60 sekundi. Ogled je postavljen
plasti¢nim kutijama zapremine 2 litra (24x12x12cm). Eksperiment je obavljen u komori
za isklijavanje i postavljen na temperaturne, dan/no¢ (30/20 ‘C), vremenske (12/12h), i
svetlosne (110 - 160 pumol fotona m? s) uslove isklijavanja (ISTA, 1996). Kao supstrat
za naklijavanje koriS¢eni su uzorci kontaminiranog zemljista sa lokacije 1 i kontrolno
zemlji$te iz parka u centru Ljubljane u razli¢itim odnosima. Hemijske osobine ovih
uzoraka prikazane su u Tabelama 23 i 24. U ovom ogledu koris¢eno je 4 supstrata koje
su ¢inili kontaminirano i kontrolno zemljiste u razli¢itim odnosima:

1. 100% zemljiste iz parka — kontrola

2. 80% zemljista iz parka + 10% kontaminiranog zemljista (tretman 10)

3. 70% zemljista iz parka + 20% kontaminiranog zemlji$ta (tretman 20)

4. 60% zemljiSta iz parka + 30% kontaminiranog zemljista (tretman 30)
Tretmanima 10, 20 i 30 dodat je kompost dobijen iz JKP Stari grad Sabac u
koncentraciji od 5% (w/w) ukupne mase supstrata. Ovim tretmanima dodata je i
suspenzija ¢istih kultura hrom-redukujucih bakterija 212-9 i 342-9 i bakterijskih izolata
12/2 i 1716, iz kolekcije Katedre za ekolosku mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, za koje su ustanovljene PGPB karakteristike. Suspenzija
bakterija u odnosu 1:1:1:1 je dodata supstratu u koncentraciji od 5% (w/w) ukupne mase
supstrata.

Ukupna masa supstrata u svakoj plasticnoj kutiji iznosila je 1000 g. U svaku kutiju
zasejano je po 15 semena. Ogled je postavljen u 6 ponavljanja. Na svakih 7 dana
zaklju¢no sa 21. danom meren je procenat proklijalih semena. Nakon 3 nedelje po pet
reprezentativnih (prose¢nih) biljaka iz svakog ponavljanja je odabrano za merenje sveze
biomase i duzine klijanaca.

Sadrzaj teskih metala (hroma) u zemljiStu odreden je metodom plamene atomske
apsorpcione spektrofotometrije na aparatu Shimadzu 7000 AA, a prema uputstvu
metode ISO 11047. Prethodna ekstrakcija teSkih metala (hroma) iz zemljiSta uradena je

uz korisc¢enje carske vode po metodi ISO 11466. Sadrzaj hroma u zemljistu odreden je
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na pocetku i1 kraju ogleda. Prethodna ekstrakcija teSkih metala (hroma) iz biljnog
materijala uradena je uz kori$¢enje azotne i perhlorne kiseline (1:2,5). Sadrzaj hroma u

biljnom materijalu je odreden na kraju ogleda.

4.14. Statisticka obrada podataka

Statisticka znacajnost dobijenih rezultata o mikrobnom diverzitetu kontaminiranog
zemljiSta izrazena je pomocu neparametarskog Kruskal-Wallis testa na nivou
znacajnosti p>0,05.

Analiza varijanse je uradena pomocu Kolmogorov-Smirnovog testa za ispitivanje
normalnosti i Levenovog testa za homogenost varijanse. Dobijeni podaci su bili
podvrgnuti analizi varijanse (ANOVA) i testiranju najmanje znacajne razlike izmedu
redukcije Cr(VI) i bakterijskog rasta u razli¢itim koncentracijama odabranih izolata, sto
je pokazano Tukeyevim HSD testom. Nivo znacajnosti je procenjen na p>0,05. Svi
eksperimenti su izvedeni dva puta u tri ponavljanja. Statisticka analize su izvedene po
opsStim procedurama STATISTICA v.7 (StratSoft, Inc.) i IBM SPSS Statistic v.20
(SPSS, Inc).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

ZemljiSte moze biti kontaminirano teSkim metalima 1 metaloidima iz razli¢itih
industrija, eksploatacijom uglja, Sirenjem otpada sa visokim koncentracijama ovih
elemenata, fosilnim gorivima, Sirokom upotrebom mineralnih dubriva, pesticida,
sagorevanje uglja i plastike itd. (Khan et al., 2008; Zhang et al., 2010; Tripathi et al.,
2016). Ove aktivnosti su glavni uzroci degradacije i kontaminacije zemljista i
predstavljaju veliki izazov za bezbednost hrane i javno zdravlje (Tripathi et al., 2015).
Zbog toga su kontaminacija i degradacija zemljiSta vazna pitanja sa aspekta zivotne
sredine i poljoprivrede.

Radi primene mera zaStite i obnavljanja Zivotne sredine koja je kontaminirana teSkim
metalima, neophodna je karakterizacija lokacije (Wuana and Okieimen, 2011). Vazece
zakonodavstvo u pogledu zaStite Zivotne sredine 1 javnog zdravlja je zasnovano na
hemijskoj karakterizaciji, a posebno onih parametara koji potencijalno mogu imati
ulogu u lancu ishrane (Kabata-Pendias i Pendias, 2001). Karakterizacija zemljiSta pruza
znacajne informacije o specifi¢nosti i biodostupnosti teskih metala, a istrazivanja o
remedijaciji zemljiSta kontaminiranih teSkim metalima se oslanjaju na poznavanje
izvora kontaminacije, osnovnih hemijskih karakteristika zemljista i posledica izazvanih
prisustvom teSkim metala u Zivotnoj sredini. Ovakav pristup omogucava donoSenje
odluke o unapredenju kvaliteta Zivotne sredine i1 javnog zdravlja (Zhao i Kaluarachchi,
2002). Povecana kontaminacija zemljista i vodenih ekosistema zahteva razvijanje

strategija remedijacije, gde bioremedijacione tehnologije zauzimaju znacajno mesto.

5.1. Hemijske karakteristike ispitivanog zemljiSta

Visok sadrzaj teskih metala kao $to su hrom, olovo, kadmijum i arsen uzrokuju promene
svojstava zemljista kao $§to su pH, sadrzaj hranjivih supstanci (Hansda et al., 2014),
¢ime se znaajno uti¢e na plodnost zemljiSta, kvalitet mikrobnih zajednica, status

vegetacije kao i zdravstveni rizik na razliitim nivoima lanca ishrane kroz dobro
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uspostavljen proces bioakumulacije (Upadhyay et al., 2016). pH vrednost zemljista,
odnosno reakcija sredine zemljiSnog rastvora, veoma je vazan hemijski parametar, jer je
zemljis$ni rastvor bogat azotom, fosforom i kalijumom, koji su neophodni biljkama. Ove
supstance su potrebne biljkama za normalan rast i razvoj a njihova pristupacnost je
Cesto vezana i za reakciju sredine. pH u KCI-u se kretala od 6,88 u uzorku 1 do 7,73 u
uzorku 4, dok se pH u H20 kretala od 7,52 u uzorku 1 do 8,03 u uzorku 3. Na osnovu
ovih rezultata mozZe se konstatovati da je pH vrednost uzoraka neutralna do blago
alkalna. Brady i Weil (2002) konstatuju da je pH vrednost izmedu 6,5 i 7,5 povoljna za
pristupacnost hranljivih supstanci biljaka i oporavak oste¢enih zemljista, $to je u skladu
sa naSim rezultatima.

Organski ugljenik se moze koristiti kao parametar produktivnosti oStecenih zemljista
kao 1 za procenu koli¢ina ugljenika koje su akumulirane u zemljiS§tu nakon raspadanja
biljnih i Zivotinjskih ostataka (Dekka et al., 2008). Koli¢ine organskog ugljenika koje su
vece od 0,8% ukazuju na dobar kvalitet prirodnih ili oSte¢enih zemljista, dok se loSim

kvalitetom smatra zemljiste sa sadrzajem organskog ugljenika ispod 0,4% (Ghosh et al.,

1983).

Tabela 22. Osnovne hemijske analize ispitivanih uzoraka

Parametar Jedinica 1 2 3 4 kontrola
pH u KCI - 6,88 7,41 7,60 7,73 7,03
pHuUHO - 7,52 7,97 8,03 8,00 7,53
CaCOs % 0,99 1,83 2,39 2,25 1,83
OrganskiC % 1,84 2,22 2,67 2,61 4,87
Ukupni N % 0,16 0,19 0,23 0,23 0,42
P20s mg/100g 15,93 38,75 47,78 48,10 23,15
K20 mg/100g 26,10 24,00 25,60 28,40 30,50

Plodnost zemljista, kao parameter kvaliteta zemljiSta utice na fizicke (npr. strukturu
zemljista), hemijske (npr. pH, C: N odnos itd.) i bioloske, odnosno mikrobioloske

karakteristike koje zajedno reguliSu rast biljaka. Sa druge strane nepovoljni uslovi u
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zemljiStu mogu onemoguciti rast vegetacije. Shodno iznetim vrednostima, moze se
konstatovati da ispitivani uzorci zemljiSta imaju visok sadrzaj organskog ugljenika
(Tabela 22). Prema Gracaninu (1947) dobijeni rezultati za kontaminirane uzorke
zemljista odgovaraju klasi ,,dosta humozno zemljiste, dok kontrolno zemljiste pripada
klasi ,,jako humozno zemljiste“.Azot je glavni limitiraju¢i hranljivi element za rast
biljaka. Azot iz oSte¢enih zemljista koji biljke koriste vodi poreklo od organske
supstance zemljista, primene dubriva i setve leguminoza (Maiti et al., 2002). Plodnost
zemljiSta odslikava status zemljiSta u pogledu pristupac¢nih hranljivih supstanci za
ishranu biljaka. U povrSinskom sloju zemljista sadrzaj azota je najveéi i smanjuje se sa
dubinom zemljisnog profila, $to je povezano sa trendom opadanja sadrzaja organskog
ugljenika (Prasuna Rani et al., 1992). Uzorci 1 i 2 se mogu okarakterisati kao dobro
obezbedeni azotom, uzorci 3 i 4 kao bogati azotom, a kontrolni uzorak kao vrlo bogat
azotom (Tabela 22).

Fosfor je elemenat koji se u prirodi nalazi u sastavu Zemljine kore, vode i svih zivih
organizama. To je jedan od elemenata koji su neophodni za rast biljaka (Mullins, 2009).
I pored njegovog nesumnjivog znacéaja za rast biljaka i metabolizam, fosfor je svakako
najmanje pristupacan hranljivi element u zemljiStu. Njegova niska rastvorljivost je
uslovljena stvaranjem kompleksa sa katjonima Al i Fe pri kiseloj pH vrednosti
zemljis$nog rastvora, odnosno Ca i Mg pri alkalnoj pH vrednosti (Balemi i Negisho,
2012). Stepen iskoriS¢enosti fosfora u zemljiStu je izuzetno visok, tako da, prema nekim
procenama, u zemljistima posle 2050. godine rezerve fosfora ¢e potpuno nestati (Vance
et al., 2003; Cordell et al., 2011). Sadrzaj pristupa¢nog fosfora je najmanji u uzorku 1 i
1znosi 15,93 mg/100 g a najveci u uzorku 4 (48,10 mg/100 g apsolutno suvog zemljista).
U uzorku 1 sadrzaj pristupac¢nog fosfora je nizak, u uzorku 2 visok a u uzorcima 3 i 4
veoma visok. U kontrolnom zemljistu zastupljenost pristupacnog fosfora je dobra
(Tabela 22).

Kalijum je esencijalni hranljivi elemenat za biljke 1 ima znacajnu ulogu u proceni
kvaliteta zemljista. Od najvaznijih hranljivih supstanci, kalijum je najzastupljeniji u
zemljistu i ¢ini 1,9% Zemljine kore (Tisdale et al., 1985). U zemljistu se moze naci u
razli¢itim oblicima, od kojih su neke rastvorljive, a druge nisu. U rastvorenom obliku je
veoma mobilan i translocira se kroz delove biljke, izlucuje preko korena u zemljiste,

tako da je veoma teSko proceniti njegovu koli¢inu u zemljistu (Sekhon, 1999). Sadrzaj
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kalijuma u uzorcima zemljiSta ne pokazuje velika odstupanja. U svim uzorcima se

zastupljenost pristupacnog kalijuma moze oznaciti dobrom (Tabela 22).

5.2.  Sadrzaj metala u ispitivanim uzorcima zemljiSta

Na osnovu preporucenih vrednosti Ministarstva gradevinarstva, prostornog planiranja i
zivotne sredine Holandije (Dutch Sediment Quality Standards, 2000), moze se
konstatovati da u ispitivanim uzorcima (Tabela 23) sadrzaj arsena (As) ne prelazi
maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK). Sadrzaj antimona (Sb) u uzorku 1 je
ispod granice MDK, u uzorku 4 na granici MDK, a u uzorcima 2 i 3 iznad granice
MDK. Sadrzaj kadmijuma (Cd), molibdena (Mo) i cinka (Zn) se nalazi izmedu MDK i
remedijacionih vrednosti (RV). Sadrzaj kobalta (Co) u uzorcima 2 i 3 je na granici RV,
dok u uzorcima 1 i 4 prevazilazi RV. Sadrzaj barijuma (Ba), hroma (Cr), bakra (Cu),
olova (Pb) i nikla (Ni) su znatno veci od RV.

Na osnovu preporuka Kanadskog saveta ministara za zivotnu sredinu (Canadian
Council of Ministers of the Environment, 2007), moze se zakljuciti da je sadrzaj
barijuma (Ba), kadmijuma (Cd), zive (Hg) 1 vanadijuma (V) ispod granica MDK, dok je
sadrzaj hroma (Cr), bakra (Cu), olova (Pb), nikla (Ni) 1 cinka (Zn) ve¢i od MDK. Ispod
granice RV je sadrzaj antimona (Sb), kobalta (Co), molibdena (Mo) i kalaja (Sn), dok je
sadrzaj bora (B) i sumpora (S) veéi od granice RV. Kontrolni uzorak se moze
okarakterisati kao nekontaminiran, jer po preporukama Kanadskog saveta ministara za
zivotnu sredinu (Canadian Council of Ministers of the Environment, 2007) nijedan
parametar ne prelazi grani¢ne vrednosti, dok prema vrednostima Ministarstva
gradevinarstva, prostornog planiranja i zivotne sredine Holandije (Dutch Sediment
Quality Standards, 2000) je jedino sadrzaj vanadijuma iznad MDK.

Dobijeni rezultati ukazuju na kontaminaciju ispitivanih uzoraka teskim metalima, Sto se
moze povezati za viSedecenijskom industrijskom proizvodnjom bicikala i postupcima
galvanizacije i hromiranja.

Rezultati nedvosmisleno ukazuju na neophodnost sanacije lokaliteta. Postoji niz
tradicionalnih i konvencionalnih tehnologija koje su Siroko prihvaéene, medutim, ovi
pristupi su dugotrajni i obi¢no stvaraju sloZzen sekundarni otpad. U kontekstu
obnavljanja svojstava zemljiSta kroz primenu remedijacionih tehnologija uz najnizi

potencijalni troSak i bez nezeljenih efekata pocetna aktivnost je ispitivanje mikrobnog
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diverziteta i selekcija populacija koje efikasno mogu ucestvovati u procesima

bioremedijacije.

Tabela 23. Sadrzaj metala u uzorcima

Parametar jedinica uzorak

1 2 3 4 kontrola
Fe a/kg 142,07 143,90 135,02 168,67 26,9
Mn mg/kg 501,2 458,9 407,8 5711 1343,4
Na mg/kg 51770 5454,0 5319,0 5348,0 55,3
Zn mg/kg  535,3 4533 644,7 497,7 128,8
Cu mg/kg 1956,0 1470,6 1828,8 1650,9 20,8
Cr mg/kg 9457,8 9519,0 9796,8 121442 28,7
Pb mg/kg 1317,9 1218,7 1249,5 1277,0 76,0
Ni mg/kg 21690,3 19536,3 19886,5 252191 32,4
Cd mg/kg 1,66 1,15 1,00 1,21 0,00
As mg/kg 11,22 7,34 7,54 9,10 15,6
Hg mg/kg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mo mg/kg 4,45 4,45 4,44 5,86 0,00
S mg/kg 8844 805,8 8719 981,2 86,1
Ca mg/kg 16584,6 16291,4 16516,7 16031,8 31508,8
Mg mg/kg  2515,7 3183,6 2737,0 2334,2 9189,6
Co mg/kg 274,02 236,65 233,26 291,84 7,3
Sh mg/kg 2,5 3,3 6,3 3,0 3,42
Sn mg/lkg 147,42 137,37 141,65 179,62 0,00
B mg/kg 559,58 960,19 949,23 1182,78 0,6
Sr mg/kg 183,5 187,6 190,8 216,3 0,00
Li mg/kg 4,2 4,9 4,5 4,3 18,6
Al mg/kg  2062,7 1738,9 1758,2 1880,4 22399,1
Ba mg/kg 1445,14 1522,78 1523,61 1343,75 1249
Se mg/kg 0,32 0,33 0,27 0,33 0,00
V mg/kg 19,86 19,86 21,37 27,51 46,8
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5.3. Mikrobni diverzitet uzoraka zemljiSta kontaminiranih teSkim metalima

Znanja o prokariotskim mikroorganizmima, i pored nesumnjivog napretka i primene
savremenih tehnologija, nepotpuna su i vrlo ¢esto kontroverzna (Pires, 2010). Zbog
njihove velike zastupljenosti i1 diverziteta, imaju znacajnu ulogu u biohemijskim
procesima kao Sto su primarna produkcija organske supstance, kruzenje hranljivih
supstanci u kopnenim i vodenim ekosistemima, azotofiksaciji i biljno-mikrobnim
interakcijama (Madigan et al., 2003; Doney et al., 2004). Procenjuje se da ukupan broj
prokariotskih vrsta na planeti iznosi oko 10%° (Dykhuizen, 1998; Whitman et al., 1998).
Prosedan broj prokariotskih éelija po gramu zemljista, iznosi oko 10, dok u jednom
mililitru morske vode ima oko 108 éelija (Pires, 2010). Iz ovih podataka jasno se vidi da
viSe od polovine ukupne biomase na Zemlji pripada prokariotskim organizmima
(Whitman et al., 1998).

Mikrobne zajednice u zivotnoj sredini egzistiraju u vidu grozdova (engl. cluster) veceg
ili manjeg broja vrsta mikroorganizama, gde svaka ima razli¢itu i1 specificnu ulogu
(Torsvik i Ovreas, 2002). Karakteristike koje neki organizam ispolji u laboratoriji u in
vitro uslovima, vise ili manje odslikava njegove stvarne osobine u zivotnoj sredini.
Mnogi autori ukazuju da na bakterijske zajednice, njihov diverzitet 1 strukturu uticu
prostorni i vremenski faktori kao $to su temperatura (Panswad et al., 2003), salinitet
(Bernhard et al., 2005), pH, prisustvo hranljivih supstanci (Mills et al., 2003) i
kontaminacija razli¢itim polutantima (Li et al., 2006).

U globalnom smislu, Zivotna sredina kontaminirana teskim metalima predstavlja opsti 1
veoma opasan problem za zivotnu sredinu i zdravlje ljudi, ¢ije reSavanje zahteva
znaajna finansijska ulaganja (Pires, 2010). Mnoge industrijske 1 aktivnosti u
poljoprivredi dovele su do oslobadanja velikih koli¢ina tesSkih metala u Zivotnu sredinu
(Ansari i Malik, 2007).

Mikroorganizmi su najznacajnija komponenta bioloske faze zemljista. Akumulacija
polutanata, smanjenje biodiverziteta i redoks-statusa moze da se prati preko brojnosti
mikrobnih populacija kao vaznog indikatora plodnosti zemljiSta, kao 1 njegovog
sanitarnog statusa. Zastupljenost mikroorganizama, njihov medusobni odnos i dinamika
enzima je odraz bioloske aktivnosti (biogenosti) odredenog ekosistema. Metali kao
veoma vazni abioticki faktori su takode znacajan parametar ekosistema i njihova

koncentracija uglavnom zavisi od bioloskih i geoloskih procesa (Erlich, 2002). U
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podgrupi teskih metala nalaze se elementi, ¢ije je prisustvo neophodno za Zivi svet
(mikroelementi), ali su takode prisutni i elementi ¢ija fizioloSka uloga jo$ nije
razjasnjena (Lenart-Boron 1 Boron, 2014). Kako ¢e teSki metali uticati na zZive
organizme i Celijske procese koji se u njima odvijaju, zavisi od njihove koncentracije.
Neki od njih su u malim koncentracijama neophodni za metaboliticke procese, dok su u
visokim koncentracijama toksi¢ni (Appenroth, 2010). Osim na c¢elijskom nivou, upravo
olovo 1 hrom su jedni od najces¢ih teskih metala koji izazivaju veoma ozbiljne posledice
po zivotnu sredinu (Hu et al., 2007).

Dokazano je da dugogodiSnja kontaminacija zemljiSta ovom grupom metala ima
negativne posledice na mikrobiolosku aktivnosti zemljiSta, pogotovo na mikrobnu
respiraciju (Doelman i Haanstra, 1984, Sobolev i Begonia, 2008). Stetno delovanje
teSkih metala na aktivnost mikroorganizama u zemljiStu je zapazeno preko smanjenja
intenziteta transformacije organskih supstanci, redukcije zemljisnog disanja i inhibicije
aktivnosti odredenih enzima u zemljistu (Tyler, 1974). Zapazene su i proucavane i
promene koje nastaju u morfologiji mikroorganizama, u procesima kruzenja hranljivih
supstanci i pigmentaciji (Hafengurg i Kothe, 2007).

U cilju proucavanja i boljeg razumevanja uticaja teSkih metala na zive organizme,
hemijske analize su ukazivale na stepen kontaminacije odredenog lokaliteta, ali na
zalost nisu odslikavale posledice uticaja ovih metala na najvaznije metabolicke procese
koji se odvijaju u zemljistu (Lenart i Wolny-Koladka, 2013). Tako su mnoga
istrazivanja ukazala na cinjenicu da 1 male koli¢ine teSkih metala mogu imati Stetan
efekat na celokupni zivi svet, transformaciju organskih supstanci i kruzenje hranljivih
elemenata (Hu et al., 2007). S obzirom na to da su za funkcionisanje ekosistema
nezamenljivi ¢lanovi i pripadnici mikrobnog diverziteta, veoma je vazno da su zemljiste
i voda odgovarajuceg kvaliteta i Cistoc¢e. Povecanje koncentracije teskih metala dovodi
do selektivne inhibicije mikrobioloske aktivnosti, koja je jedan od indikatora kvaliteta
zemljista (Hu et al., 2007). Zbog toga je uloga mikroorganizama u biogeohemijskim
ciklusima teskih metala u ekosistemima u zivotnoj sredini veoma vazna (Lenart-Boron i
Boron, 2014), pa su tako istrazivanja ovog mikrobnog diverziteta od fundamentalnog
znacaja za selekciju 1 primenu najpogodnijih remedijacionih tehnika na kontaminiranim

podruc¢jima (Gremion et al., 2004).
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Ukupan broj bakterija je vazan parametar biogenosti zemljista, kao jedne od njegovih
najvaznijih bioloskih osobina (Mandi¢ et al., 2005). Rezultati u ovom istrazivanju
pokazuju da je mikrobni diverzitet zavisio od lokacije i prisustva/odsustva
kontaminacije. Ukupan broj bakterija je bio najveéi u kontrolnom uzorku (17,45x10°
CFU/g), dok je u kontaminiranim uzorcima broj bakterija znatno manji (Slike 5 i 6,
Tabela 24).

Slika 5. Rast bakterija na podlozi 0,1xTSA (uzorak 3)

Slika 6. Rast bakterija na podlozi 0,1XTSA (uzorak 4)
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Tabela 24. Ukupan broj bakterija u ispitivanim uzorcima

Oznaka  Ukupan broj bakterija
uzorka  (x 10® CFU/g)

1 3,35
2 6,88
3 1,21
4 5,08
Kontrola 17,45

Ovi rezultati obradeni su deskriptivnom statistikom 1 ukazuju na postojanje statisticki
znacajnih razlika izmedu lokacija (H=12,433(4, N=15), p>0.05).

Razlike u brojnosti bakterija u ispitivanim uzorcima bi se mogle objasniti korelacijom
sa karakteristikama zemljiSta. Prethodna istrazivanja su ukazivala na to da je, u
zavisnosti od mehanickog sastava zemljiSta, ukupan broj bakterija uglavnom bio ve¢i u
nekontaminiranom zemlji§tu u odnosu na kontaminirano (Chen et al., 2014).
Kontaminacija teSkim metalima utiCe na smanjenje intenziteta respiracije zemljiSta i
mikrobne biomase (Baath et al., 1998).

U prethodnim istraZivanjima je potvrdena i pozitivna korelacija izmedu kontaminacije
teSkim metalima i usporavanja procesa transformacije organske supstance (Berg et al.,
1991), sto je svakako glavni uzrok redukcije mikrobioloSke aktivnosti zemljiSta. Razlog
smanjenja bakterijskog diverziteta u zemljisStima zagadenih teSkim metalima lezi u
toksicnom uticaju tih elemenata na mikrobni diverzitet zemljiSta. Zato dobro
poznavanje funkcionisanja zemljisnih ekosistema i uloge mikroorganizama koje oni u
njima igraju svakako doprinose otkrivanju novih potencijalnih moguénosti za njihovu
implementaciju u bioremedijacionim tehnikama.

Gljive su sistematska grupa mikroorganizama koja, zahvaljujuéi raznovrsnoj enzimskoj
aktivnosti, aktivno ucestvuje u razlaganju organskih jedinjenja i usvajanju hranljivih

elemenata (Hoorman, 2011).
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Tabela 25. Ukupan broj gljiva u ispitivanim uzorcima

Oznaka Ukupan broj gljiva
uzorka  (x 103 CFU/g)

1 30,3
2 5,03
3 10,99
4 2,23
Kontrola 54,02

Od kontaminiranih lokacija, najveéa brojnost gljiva bila je u uzorku 1 (30,3x10°
CFU/qg), a najmanja u uzorku 4 (2,23x10° CFU/g). Kruskal-Wallis-ov test pokazuje da
postoje statisticki znacajne razlike izmedu lokacija u ukupnom broju gljiva
(H=15,1665(4, N=15), p>0,05). Slicno kao i kod ukupnog broja bakterija, najveéa
brojnost medu uzorcima bila je u kontrolnom uzorku (Slika 7) i iznosila je 54,02x10°
CFU/g (Tabela 25). Radovi drugih autora takode potvrduju da je ukupan broj gljiva bio
manji u kontaminiranom zemlji$tu u odnosu na nekontaminirano (Chen et al., 2014).
Istrazivanja pojedinih autora su pokazala i da je promena broja plesni u zemljistu

zavisna od koncentracije i vrste metala (Ili¢-Baus et al., 2015).

Slika 7. Rast gljiva na podlozi RBSA - kontrolni uzorak

Filamentozne gljive su prisutne u razli¢itim supstratima i1 ekosistemima kao, saprotrofi,

paraziti biljaka, zivotinja ili kao simbionti fototrofnim organizama, cijanobakterijama,
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algama i biljkama. Saprotrofne gljive razgraduju mnoge vrste organskih i neorganskih
supstrata, aktivno ucestvuju¢i u procesima biodegradacije i kruZzenja hranljivih
supstanci, ¢ime doprinose odrzavanju i funkcionisanju ekosistema. Sposobnost gljiva da
toleriSu visoke ili niske temperature, i druge abioticke faktore, ukazuje na to da postoje
razliCiti adaptivni  mehanizmi koji im omogucavaju opstanak u ekstremnim
okruzenjima.

Brojnost gljiva u zemljistu zavisi od udaljenosti od izvora kontaminacije i sezone
uzorkovanja. Sposobnost gljiva da toleriSu visoke ili niske temperature u ekstremnim
okruzenjima ukazuje na to da postoje vrste sa adaptivnim mehanizmima koji mogu biti
zaduZeni za smanjivanje uticaja stresa. Takvi enzimi, pronadeni u kod razli¢itih
termofila i psihrofila su prou¢avani u biotehnoloske i farmaceutske svrhe (Kubicek et
al., 2007). Akhtar et al. (2013) opisali su rezistenciju nekih filamentoznih gljiva na
prisustvo nekih teskih metala, Sto ukazuje na mogucénost njihove primene u
bioremedijaciji kontaminiranih lokacija. Uloga gljiva kao eukariotskih organizama koji
Zive u svim tipovima zemljiSta je svakako veoma znacajna u svim biohemijskim
procesima, a posebno u razgradnji slozenih organskih molekula (Imberger i Chiu,
2002).

U degradaciji organskih supstanci, jedne od glavnih ucesnica su i aktinomicete (Seong
et al.,, 2001), koje nepristupac¢na jedinjenja transformiSu u pristupaéne hranljive
supstance (Mileti¢ 1 Radulovi¢, 2005). Aktinomicete pripadaju heterotrofnim
mikroorganizmima, uglavnom saprofita, sa malim brojem patogenih vrsta. Igraju

znacajnu ulogu u procesima humifikacije i mineralizacije organskih supstanci.

Tabela 26. Ukupan broj aktinomiceta u ispitivanim uzorcima

Oznaka Ukupan broj aktinomiceta

uzorka (x 10% CFU/qg)
1 381,82
2 318,24
3 366,30
4 302,15
Kontrola 481,91
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Od kontaminiranih lokacija, najve¢a brojnost aktinomiceta bila je u uzorku 1
(381,82x10° CFU/g). Sli¢no kao i kod ukupnog broja bakterija i gljiva, najveca brojnost
medu uzorcima konstatovana je u kontrolnom uzorku 481,91x10° CFU/g (Tabela 26),
Sto je potvrdeno i u istrazivanjima drugih autora (Vitezova, 2013).

I kod ove sistematske grupe mikroorganizama prisutne su statisticki znacajne razlike u
brojnosti izmedu ispitivanih lokacija (H=10,83(4, N=15), p>0,05). Kao i kod brojnosti
bakterija 1 gljiva, u uzorku sa lokacije 1 broj aktinomiceta bio je najvec¢i. Ukupno
smanjenje zastupljenosti mikrobnih populacija u kontaminiranim uzorcima u odnosu na
kontrolni iznosila su za bakterije 60,6-93,0%, za gljive 43,9-98,0% i za aktinomicete
20,8-37,3%. U prethodnim istrazivanjima konstatovana je redukcija broja aerobnih
heterotrofnih bakterija za 47-67% u odnosu na nekontaminirano zemljiste (Oliveira i
Pampulha, 2006). Isti autori ukazuju na manju osetljivost aktinomiceta prema prisustvu
teSkih metala u zemljistu (stepen redukcije 20,2-31,3%), §to je u skladu i sa rezultatima

dobijenim u ovim istrazivanjima.
5.4.  Brojnost hrom-rezistentnih mikroorganizama

5.4.1. Brojnost hrom-rezistentnih bakterija

Mikrobni diverzitet zemljiSta je tesno povezan sa kvalitetom Zivotne sredine; svako
pogorsanje kvaliteta Zivotne sredine neminovno utic¢e i na aktivnost mikroorganizama u
zemljistu (Peciulyte i Dirginciute-Volodkiene, 2009). Sama sredina kontaminirana
teSkim metalima moze ubrzati adaptaciju 1 selekciju mikroorganizama otpornih na teske
metale (Clausen, 2000).

PreZivljavanje mikroorganizama u zemljiStima koja su kontaminirana teSkim metalima
zavisi od biohemijskih, fizioloskih i/ili genetickih adaptacija, koje ukljucuju
transformacije oblika metala, odnosno prevodenje iz lako dostupnog toski¢nog oblika u
nerastvorni oblik (Abou-Shanab et al., 2007).

Mnogobrojna istrazivanja o uticaju teskih metala na zemljiSne bakterije pokazale su da
kratkotrajno delovanje teskih metala na bakterije dovodi do selekcije rezistentnih sojeva
za veoma kratko vreme, ¢ak 1 manje od nedelju dana, dok duze delovanje dovodi do
sporije selekcije bakterija. Dugo delovanje teskih metala, sa druge strane, vodi ka

selekciji/adaptaciji mikrobnih zajednica, koje se dalje razvijaju u kontaminiranom
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zemljistu (Perez-de-Mora et al., 2006; Dell"Amico et al., 2008, Chien et al., 2008). Ali,
generalno posmatrano zemljista koja sadrze teske metale su potencijalni izvori bakterija
otpornih na toksi¢ne metale (Rahman et al., 2015). Istovremeno prisustvo razli¢itih
metala ima Stetnije dejstvo na mikrobnu biomasu/aktivnost i diverzitet u odnosu na
lokacije sa jednim teskim metalom iznad dozvoljenih vrednosti (Renella et al., 2005).
Dobijeni rezultati ukazuju da je broj hrom-rezistentnih bakterija razli¢it u zavisnosti od
koncentracije hroma, pH vrednosti podloge i lokacije uzorkovanja (Tabela 27). Najveci
broj hrom-rezistentnih bakterija bio je u uzorku 2, a najmanji u uzorcima 1 i 4.

Najveci broj hrom-rezistentnih bakterija konstatovan je u uzorku 2, pri koncentraciji
hroma od 1000 i pH vrednosti 7 (127,1x10* CFU/g) i koncentraciji 1500 mg/I pri pH
vrednosti 9 (126,3x10* CFU/qg). Pri pH vrednosti podloge od 5 u skoro svim varijantama
ogleda bakterijski rast nije zabeleZzen. Optimalni uslovi za rast hrom-rezistentnih
bakterija u uzorku 3 su koncentracija hroma od 1500 mg/l. Na najvecoj ispitivanoj

koncentraciji hroma od 3000 mg/I rast hrom-rezistentnih bakterija bio je izuzetno slab.

Tabela 27. Brojnost hrom-rezistentnih bakterija (x10* CFU/g)

Uzorak Koncentracija Cr(VI) (mg/l)

500 1000 1500 3000

pH5 pH7 pHY9 pH5 pH7 pHY9 pH5 pH7 pH9 pHS5 pH7 pHI

0,0 04 29 00 07 26 00 00 00 00 00 00

0,0 532 04 11 1271 165 00 00 1263 00 04 O1

0,1 19 21 02 10 19 123 371 136 00 03 01

A w|l N R

0,0 05 275 00 00 235 00 09 00 00 04 02

5.4.2. Brojnost hrom-rezistentnih gljiva

Istrazivanja pokazuju da je tolerancija filamentoznih gljiva na metale povezana sa
njihovim mestom izolacije, toksi¢nosti ispitivanog metala, njegovom koncentracijom i
karakteristikama izolata (Oladipo et al., 2018).

Rezultati ukazuju na razli¢it broj hrom-rezistentnih gljiva u zavisnosti od uzorka i pH
vrednosti podloge (Tabela 28). Najveca brojnost hrom-rezistentnih gljiva bila je u

uzorku 1 (11,8x10% CFU/g), a najmanja u uzorku 4 (0,2 x10° CFU/g). Kontaminirane
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lokacije poznate su kao glavni izvori metal-rezistentnih filamentoznih vrsta gljiva

(Munoz et al., 2012). Osim u uzorku 1, ne postoje velike razlike u rastu hrom-

rezistentnih gljiva na podlozi ¢ija je pH vrednost 51 7.

Odsustvo rasta gljiva zabelezeno je na podlozi ¢ija je pH vrednost 9. I drugi autori

ukazuju da se gljive odlikuju visokom rezistencijom pri kiseloj pH vrednosti podloge

(Joshi, 2014). Fukuda et al. (2008) su konstatovali da najveci stepen rasta gljiva

konstatovan pri pH izmedu 3 1 6. Generalno, u ovom eksperimentu, diverzitet vrsta

gljiva nije bio izraZen: svega nekoliko morfoloski razli¢itih vrsta je uoceno tokom

inkubacije. Ovi izolati su i koriS¢eni za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Cr(V1).

Tabela 28. Brojnost hrom-rezistentnih gljiva (x10° CFU/g)

uzorak  pH vrednost podloge

5 7 9
1 11,8 9,5 0,0
2 1,2 1,2 0,0
3 4,5 4,4 0,0
4 0,2 0,3 0,0

5.5. Izolacija i morfoloska karakterizacija hrom-rezistentnih bakterija

Ukupno su izolovana 53 izolata hrom-rezistentnih bakterija (Dijagram 1). Medu njima

dominiraju gram pozitivne Stapicaste sporogene bakterije (Slike 8, 9, 10, 11 i 12).
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Dijagram 1. Morfoloske karakteristike bakterijskih izolata

Slika 8.Cista kultura (a) i mikroskopski preparat (b) gram-pozitivnog bakterijskog
izolata 212-9

W
™.

Slika 9. Cista kultura (a) i mikroskopski preparat (b) gram pozitivnog bakterijskog
izolata 342-9
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Slika 10. Cista kultura (a) i mikroskopski preparat (b) gram pozitivnog bakterijskog
izolata 270-9R

Slika 11. Cista kultura (a) i mikroskopski preparat (b) gram negativnog bakterijskog
izolata 351-9

Slika 12. Cista kultura (a) i mikroskopski preparat (b) gram negativnog bakterijskog
izolata 270-9C
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Viti et al. (2003) i Mishra et al. (2010) potvrduju dominaciju gram pozitivnih bakterija
na lokacijama koje su kontaminirane teSskim metalima, §to je potvrdeno u ovim
istrazivanjima. Medutim, Dey i1 Paul (2013) ukazuju na vecu zastupljenost gram

negativnih bakterija u sli¢nim istrazivanjima.

5.6. Tolerantnost bakterija na prisustvo hroma

Relativna tolerantnost izolovanih bakterijskih vrsta na hrom je ispitivana kori§¢enjem
agarizovane LB podloge u koju je dodat Cr(\VI1) do finalnih koncentracija od 100 do
1500 mg/l. Dobijeni i prikazani rezultati pokazuju da sa porastom koncentracije Cr(VI)

u LB podlozi, broj hrom-tolerantnih bakterijskih izolata opada (Tabela 30).

Tabela 29. Tolerantnost bakterijskih izolata na razli¢ite koncentracije Cr(VI)

Uzorak Koncentracija Cr(VI) (mg/l)
0 100 500 750 1000 1500
Br. % Br. % Br. % Br. % Br. % Br. %
1 17 100 8 47,1 5 294 1 5,9 0 00 O 0,0
2 13 100 7 538 5 38,5 4 30,8 3 23,1 3 23,1
3 9 100 6 66,7 3 333 2 222 1 111 1 111
4 14 100 11 786 5 35,7 2 143 1 71 1 7,1

U poredenju sa kontrolom, dodavanje 100 mg/l hroma izazvalo je redukciju
bakterijskog rasta. Na toj koncentraciji, u zavisnosti od uzorka, 47,1 do 78,6% izolata je
bilo sposobno za rast. Ipak, rast bakterijskih izolata na 500 mg/l Cr(VI) je veoma
redukovan u poredenju sa kontrolom. Stepen tolerantnosti bakterija je bio od 29,4 do
38,5% izolata. Jo§ intenzivnija redukcija bakterijske tolerantnosti na 750 mg/l Cr(VI) u
poredenju sa kontrolom je uocena u svim uzorcima (od 5,9% u uzorku 1 do 30,8% u
uzorku 2). Pri koncentracijama ve¢im od 1000 mg/l Cr(VI), bakterijski rast nije uocen u
uzorku 1. U drugim uzorcima, samo nekoliko izolata je tolerisalo ovu koncentraciju i to
tri izolata (270-9C; 270-9R i 342-9) iz uzorka 2, jedan izolat (351-9) iz uzorka 3 i jedan
izolat (212-9) iz uzorka 4. Slican stepen redukcije bakterijskog rasta je uocen i tokom

drugih studija. Ur Rahman et al. (2007) su uocili da je samo 12% bakterija sposobnih da
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rastu na podlozi sa 500 mg/l Cr(VI) takode imalo sposobnost rasta i pri koncentraciji od
1000 mg/l Cr(VI). Isti autori konstatuju razlike u bakterijskom rastu pri
koncentracijama od 1200 do 1500 mg/l Cr(VI). Ipak, Dey et al. (2014) su otkrili da je
stepen redukcije bakterijskog rasta bio oko 50% na koncentracijama Cr(\V1) od 600 mg/|
u poredenju sa kontrolom, §to je slicno rezultatima dobijenim u ovim istrazivanjima.
Zbog visoke tolerancije na koncentracijama od 1000 i 1500 mg/l Cr(VI), pet izolata
(270-9C, 270-9R, 342-9, 351-9 i 212-9) je odabrano za naredna istrazivanja vezana za
redukciju hroma.

Karakteristike ovih bakterijskih izolata su predstavljene u Tabeli 29.

Tabela 30. Makro- i mikromorfoloske karakteristike izolata tolerantnih na prisustvo

razli¢itih koncentracija hroma

Kolonija Celija

Broj Oznaka Oblik Veli¢éina  Boja Bojenje po Oblik Veli¢ina Formiranje
uzorka izolata Gramu spora
2 270-9C  nepravilno  Velika krem + Stapi¢ 0,7 pm -

sferi¢an
2 270-9R  Sferi¢an Velika zuCkasta  + Stapi¢  0,6x1,6 um  +
2 342-9 Sferian Mala bela + Stapi¢  0,6x1,1 um +
3 351-9 Sferian Mala bela + Stapi¢ 0,8 pm -
4 212-9 nepravilno  Mala bela + Stapi¢  1x3,5um  +

sferi¢an

5.7.  Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentnih bakterija i

gljiva

Jedan od wvaznih zadataka pri ispitivanju bioremedijacionog potencijala
mikroorganizama je i odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) elementa

ili jedinjenja koje je neophodno transformisati ili ukloniti iz Zivotne sredine.

5.7.1. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentnih
bakterija

Dobijeni rezultati ukazuju da rast bakterijskih kolonija pri pH 7 zavisi od bakterijskog

izolata, koncentracije hroma u podlozi i vremena inkubacije (Tabela 31).
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Pri koncentraciji hroma od 100 mg/L, zabelezen je brz rast kolonija svih bakterijskih
izolata tokom perioda inkubacije. Pri ovoj koncentraciji prisutno je konstantno
povecanje bakterijskog rasta od poCetka do zavrSetka inkubacionog perioda. Pri visSim

koncentracijama hroma, bakterijski rast je kod vecine izolata znatno slabiji.

Tabela 31. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentnih bakterija pri

rastu na podlozi sa razli¢itom koncentracijom Cr(VI) pri pH 7

Izolat Vreme Koncentracija hroma (mg/l) kontrola

(h) 100 500 1000 1500 2000

270-9C 24 + + + + - +
48 ++ + + + - ++
72 ++ + + + - ++
96 ++ ++ + + - +++

342-9 24 + + + + - +
48 ++ + + + - ++
72 ++ + + + - +++
96 +++ + + + - ++++

212-9 24 + + + + - +
48 + ++ + + - ++
72 + ++ + + - +++
96 ++ ++ + + - +++

270-9R 24 ++ + + + - ++
48 ++ + + + - +++
72 ++ + + + - +++
96 +++ ++ ++ + - ++++

351-9 24 + ++ + ++ - +
48 + +++ ++ ++ - ++
72 ++ ++++ ++ +++ - +++
96 ++ ++++ ++ +++ - ++++

++++ veoma dobar rast, +++ dobar, ++ osrednji, + - slab, — odsustvo rasta

Rezultati ukazuju na brzu adaptaciju pojedinih bakterijskih izolata na prisustvo razli¢itih
koncentracija hroma u podlozi. Kod izolata 270-9C identi¢an je rast kolonija u

kontrolnoj i varijanti sa 100 mg/l hroma u podlozi nakon 24, 48 i 72 h, dok je na kraju
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inkubacije u kontrolnoj varijanti rast izrazeniji. Kod izolata 212-9 bakterijski rast u

kontroli je bio ve¢i u odnosu na varijante sa dodatnim hromom tokom trajanja

inkubacije, osim nakon 24h inkubacije. Sli¢ni rezultati su dobijeni i za izolat 342-9 i

270-9R. Kod izolata 351-9 veti je pre¢nik kolonija zabelezen u varijanti sa 500 mg

hroma po litru u odnosu na ostale ispitivane varijante (Tabela 31). Na kraju inkubacije,

rast ovog izolata bio je identi¢an u kontroli i varijanti sa 500 mg Cr(VI) u podlozi.

Tabela 32. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentnih bakterija pri

rastu na podlozi sa razli¢itom koncentracijom Cr(VI) pri pH 9

Izolat Vreme Koncentracija hroma (mg/l) Kontrola

(h) 100 500 1000 1500 2000
270-9C 24 + + + + - +

48 ++ ++ + + - ++
712 ++ ++ + + - ++
96 ++ ++ ++ + - +++

342-9 24 ++ ++ ++ + - ++
48 4+ ++ ++ + - +++
72 4+ ++ ++ + - +++
96 ++++ +++ ++ + - ++++

212-9 24 + + + + - +
48 ++ + ++ + - +
72 ++ + +++ + - ++
96 4+ 4+ +4++ ++ - ++++

270-9R 24 ++ ++ + + - ++

48 ++ ++ + + - ++
72 ++ ++ + + - +++
96 +++ +++ +++ ++ - ++++

351-9 24 ++ + + + - ++
48 ++ + + + - ++
72 ++ + + + - +++
96 et ++ ++ + - ++++

++++ veoma dobar rast, +++ dobar, ++ osrednji, + - slab, — odsustvo rasta
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Jasno se vidi da se rast bakterija uglavnom povecava tokom perioda inkubacije (Tabela
32). Sa povecanjem sadrzaja hroma u podlozi pri pH=9, u vecini slucajeva se bakterijski
rast usporava. Kod bakterijskog izolata 342-9, identi¢ni karakteri rasta su konstatovani u
kontrolnoj i varijanti sa 100 mg/l hroma u podlozi tokom perioda inkubacije. U
kontrolnom i tretmanu sa 100 mg/l hroma u podlozi, zabelezen je slican rast izolata 270-
9R i 351-9 u prvih 48h inkubacije, dok je u kasnijim fazama inkubacije intenzivniji rast
konstatovan u kontroli.

Kod svih izolata, najslabiji rast je zabelezen pri koncentraciji hroma od 1500 mg/l. Bez
obzira na pH vrednost, pri koncentraciji hroma od 2000 mg/l, bakterijski rast nije
konstatovan. Do sli¢nih rezultata dosli su i Nazeema i Nirmala (2017). Ganguli i
Tripathi (2002) zakljuCuju da tolerantnost mikroorganizama prema hromu(VI) ima

prakti¢ni znacaj i predstavlja osnovu za selekciju organizama, koji bi se potencijalno

.....

5.7.2. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentih gljiva

Kao i kod hrom-rezistentnih bakterija, rast hrom-rezistentnih gljiva je zavisio od
koncentracija hroma u podlozi, vremena inkubacije 1 izolata. Povecanje vremena
inkubacije je uglavnom uticalo na povecanje stepena rasta gljiva. Do sli¢nih rezultata
dosli su i Congeevaram et al. (2007) koji su koristili gljivu Aspergillus sp. i konstatovali
porast gljive tokom inkubacionog perioda.

U kontrolnoj varijanti, najbolji rast pokazali su izolati 248-7 i 121-7. Kod izolata 248-7
moze se konstatovati sliéna dinamika rasta gljive u kontroli i1 tretmanima sa
koncentracijom hroma od 25 do 100 mg/l. Kod izolata 101-7 je tokom inkubacije rast u
kontroli i tretmanima sa koncentracijom hroma do 1500 mg/l bio slab, dok je na kraju
inkubacije rast izrazeniji u kontroli. Izolat gljive 222-7 je pokazao bolji rast na podlozi
sa koncentracijama hroma od 25 do 250 mg/l u odnosu na kontrolnu varijantu (Tabela
33). Kao i kod bakterijskih izolata, ni gljive nisu imale sposobnost rasta pri
koncentraciji hroma od 2000 mg/l. Shriram et al. (2014) su ispitivali MIK za 22 izolata
gljiva koji su izolovani iz industrijskih otpadnih voda u provinciji Gudzarat (Indija) i
konstatovali da se vrednosti kre¢u od 400-2200 mg/l. Sa porastom koncentracije

hroma(V1) u podlozi smanjuje se i rast gljive Paecilomyces sp., ali je ova gljiva imala
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sposobnost rasta i pri koncentraciji hroma od 2000 mg/l (Cardenas-Gonzales i Acosta-
Rodriguez, 2010).

Tabela 33.Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) hrom-rezistentnih gljiva

Izolat Vreme Koncentracija hroma (mg/l)
Kontrola
(h) 25 50 100 250 500 1000 1500 2000
248-7 48 ++ ++ ++ + ++ ++ + - ++
72 +++ +++  ++ + ++ ++ + - +++
120 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - ++++
144 ++++ ++ ++ + - ++++
121-7 48 + + + + + + + - +
72 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - ++
120 +++ +++  H++ HH+ HHE HHE - +++
144 e e o o T S T e - ++++
48 + + + + + + + - +
72 + + + + + + + - +
101-7
120 + + + + + + + - +
144 ++ ++ ++ + + + + - +++
48 ++ ++ ++ + + + + - +
72 ++ ++ ++ + + + + - +
222-7
120 +++ +++  +++ 4 + + + - +
144 +++ +++  H++ HHE 4 + + - ++

++++ veoma dobar rast, +++ dobar, ++ osrednji, + - slab, — odsustvo rasta
5.8. Ildentifikacija izolovanih mikroorganizama

5.8.1. ldentifikacija izolovanih bakterija APl metodom

Sve Stapicaste bakterije (izolati 270-9R, 342-9, 212-9, 351-9 i 270-9C) identifikovane
su pomoc¢u API 50 CH sistema.

Ocitavanjem dobijenih rezultata pomocu sistema APIWEB konstatovano je da su Ciste
kulture izolata 270-9R i 342-9 najsli¢nije vrsti Bacillus pumilis (stepen sli¢nosti od
99,7% ). Za izolate 270-9R i 342-9 je dobijena pozitivna reakcija na glicerol, L-

arabinozu, D-ribozu, D-ksilozu, D-galaktozu, D-glukozu, D-fruktozu, D-manozu, D-
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manitol, metil-a-D-manopiranozid, N-acetilglukozamin, amigdalin, arbutin, eskulin feri
citrat, salicin, D-celobiozu, D-laktozu, D-saharozu, D-trehalozu, D-rafinozu i
geniobiozu. Negativna reakcija je dobijena na eritrol, D-arabinozu, L-ksilozu, D-
adonitol, metil-B-D-ksilopiranozid, L-sorbozu, L-ramnozu, dulcitol, inozitol, D-sorbitol,
metil-a-D-glukopiranozid, D-maltozu, D-melibiozu, inulin, D-melecitozu, amidon
(skrob), glikogen, ksilitiol, D-turanozu, D-liksozu, D-taganozu, D-fukozu, D-arabitol,
L-arabitol, kalijum-glukonat, kalijum 2-ketoglukonat, kalijum 5-ketoglukonat.

Primena APl 50 CH sistema pokazuje da je bakterijski izolat 212-9 je najsli¢niji vrsti
Brevibacilus laterosporus (stepen sli¢nosti 67,1%), uz napomenu da postoji verovatnoca
da se radi o vrsti Bacillus thuringiensis. Za izolat 212-9 je dobijena pozitivna reakcija za
D-ribozu, D-glukozu, D-fruktozu, D-manozu, N-acetilglukozamin, arbutin, eskulin feri
citrat, salicin, D-celobiozu, D-trehalozu i D-maltozu. Negativna reakcija je dobijena za
glicerol, eritrol, D-arabinozu, D-ksilozu, L-ksilozu, D-adonitol, metil-B-D-
ksilopiranozid, D-galaktozu, L-sorbozu, L-ramnozu, dulcitol, inozitol, D-manitol, D-
sorbitol, metil-a-D-manopiranozid, metil-a-D-glukopiranozid, amigdalin, D-laktozu, D-
melibiozu, D-saharozu, inulin, D-melecitozu, D-rafinozu, glikogen, Kksilitol,
gentiobiozu, D-turanozu, D-liksozu, D-taganozu, D-fukozu, L-fukozu, D-arabitol, L-
arabitol, kalijum-glukonat, kalijum 2-ketoglukonat i kalijum 5-ketoglukonat.

Ciste kulture izolata 351-9 i 270-9C primenom APl 50 CH sistema pokazuju da su one
najsli¢nije vrsti Bacillus subtilis (stepen sli¢nosti 95,3%). Za izolate 351-9 i 270-9C je
dobijena pozitivna reakcija na glicerol, L-arabinozu, D-ribozu, D-ksilozu, D-glukozu,
D-fruktozu, D-manozu, inozitol, D-manitol, D-sorbitol, metil-aD-glukopiranozid,
amigdalin, arbutin, eskulin feri citrat, salicin, D-celobiozu, D-maltozu, D-melibiozu, D-
saharozu, D-trehalozu, inulin, D-rafinozu, amidon (skrob), glikogen, gentobiozu i D-
turanozu. Negativna reakcija je dobijena na eritrol, D-arabinozu, L-ksilozu, D-adonitol,
metil-pD-ksilopiranozid, D-galaktozu, L-sorbozu, L-ramnozu, dulcitol, metil-aD-
manopiranozid, N-acetilglukozamin, D-laktozu, D-melecitozu, ksilitiol, D-liksozu, D-
taganozu, D-fukozu, D-arabitol, L-arabitol, kalijum-glukonat, kalijum 2-ketoglukonat,

kalijum 5-ketoglukonat.
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5.8.2. Identifikacija izolovanih bakterija pomocu polimeraza lancane reakcije

(PCR)

Zbog visoke tolerancije na koncentracije Cr(VI) od 1000 i 1500 mg/L, za dalju
identifikaciju i ispitivanje stepena redukcije je odabrano 5 izolata. 1zolati 270-9C, 270-
9R, 212-9, 351-9 i 342-9, koji su pokazali sposobnost redukcije razli¢itih pocetnih
koncentracija Cr(V1), bili su gram-pozitivni, kratki sporogeni Stapié¢i, koji su formirali
kremaste kolonije na LB podlozi. Filogenetska rekonstrukcija zasnovana na 16S rDNK i
tuf-nukleotidnim sekvencama ispitivanih izolata pokazana je na Dijagramu 2. Rezultati
nakon sekvenciranja 16S rDNK nedvosmisleno pokazuju da je identifikacija na ovom
nivou nedovoljno diskriminatorna. (Dijagram 2A).

BLAST rezultati su za dva izolata, 270-9R i 342-9, pokazali 99,87% identi¢nost sa
vrstama Bacillus safensis, Bacillus pumilis i1 Bacillus zhangzhouensis (maksimalna i
ukupna vrednost 1382; Q. preklapanje 100%, E. vrednost 0,0). lzolati 270-9C i 351-9
su pokazivali najvecu sli¢nost sa vrstama Bacillus subtilis sa identi¢nos$¢u od 99,89%
(maksimalna i ukupna vrednost 1664; Q. preklapanje 100%; E. vrednost 0.0) kao i
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum sa malo nizim stepenom identi¢nosti od 99,78%
(maksimalna i ukupna vrednost 1659; Q. preklapanje 100%; E. vrednost 0,0).

Sliéno zapazanje je uoCeno i kod izolata 212-9, koje je potkrepljeno visokim
vrednostima bootstrap-a i koje ukazuje na pripadnost vrstama Bacillus thuringiensis i
Bacillus toyonensis sa identi¢nosc¢u od 99,34% (maksimalna i ukupna vrednost 2204; Q.
preklapanje 100%; E. vrednost 0,0). Iako je 16S rDNK bio mocan alat za identifikaciju i
filogenetske studije na nivou roda, njegova upotreba je dovedena u pitanje na nivou
vrste, naro€ito za razlikovanje odredenih vrsta iz roda Bacillus (Bohme et al., 2011).
Ipak, u ovoj studiji su koris¢eni tufGPF i tufGPR univerzalni prajmeri (Dijagram 2B),
¢ija je primena potvrdena u identifikaciji svih Bacillus spp. (Caamano-Antelo et al.,
2015). Za razliku od dobijenih rezultata nakon 16S rDNK amplifikacije,
sekvencioniranje tuf gena nedvosmisleno odreduje izolate ¢ak i ispod nivoa vrste,
pokazujuci svoju visoku diskriminatornu sposobnost.

Za izolate 270-9R i 342-9 je dokazano da imaju visok tuf bootstrap vrednost i da su
nesumnjivo veoma povezane sa B. safensis (CP018100), dok su izolati 270-9C i 351-9
potvrdeni kao B. subtilis subsp. subtilis (CP021921). Izolat 212-9 je formirao jednu

granu i bio je najsli¢niji B. thuringiensis (CP003687), kao Sto je prikazano na
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Dijagramu 2B. Sekvence nastale nakon tuf PCR amplifikacije za izolate 212-9, 342-9,
270-9R, 351-91 270-9C, deponovane su u bazi NCBI GenBank sa pristupnim brojevima
MH122621, MH122622, MH122623, MH122624 i MH122625. Moze se re¢i da su tuf
geni dobri targeti za diferencijalnu karakterizaciju B. subtilis i B. cereus grupe od drugih
blisko povezanih vrsta, jer takva diferencijacija ne moze biti postignuta 16S rDNK

sekvencioniranjem (Caamano-Antelo et al., 2015).

A 270-9R

A
A 3429

Bacillus safensis FO-36b (NR 041794)

Bacillus pumilus ATCC 7061 (NR 043242)

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372 (NR 148786)
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28 (NR 104873)
W 270-9C

W 3519

43| Bacillus subtilis NBRC 13719 (NR 112629)

@ 2129
40(]{ Bacillus thuringiensis NBRC 101235 (NR 112780)
1
Bacillus toyonensis BCT-7112 (NR 121761)

Clostridium botulinum 2318 (NR 036786)

0.02
A 2709R
B 43‘7

100 {Bacillus safensis BRM1 (CP018100)

‘A 342-9
100

M 3519

W 270-9C
100

Bacillus subtilis subsp. subtilis SRCM101392 (CP021921 )|

@2129
100 - —
‘Bam\lus thuringiensis MC28 (CPDOSEBT}‘

Clostridium botulinum B Eklund 17B (NC 010674)

0.05

Dijagram 2. Filogenetsko stablo bazirano na 16S r DNK (A) i sekvencama tuf gena (B)

(1500 and 791 bp) pokazuje vezu izmedu ispitivanih izolata (212-9, 342-9, 270-9R,
351-9 i 270-9C) i povezanih referentnih sojeva roda Bacillus. Clostridium botulinum
(NR_036786 1 NC _010674) su koriSteni kao spoljaSnja grupa. Bootstrap vrednosti
(izrazene kao procenat od 1000 ponavljanja) su prikazane kao tacke grananja.
Horizontalni stupci pokazuju na geneticku udaljenost od 0.02 za 16S rDNA i 0,05 za tuf

gen.
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5.8.3. Identifikacija gljiva morfoloskim metodama

U ovim istrazivanjima, izolovana su i morfoloski okarakterisana Cetiri izolata gljiva.

Izolat 248-7 identifikovan je kao Alternaria spp. Veli¢ina kolonija varira (od 3 do 8 cm
u pre¢niku). Kolonije su ravne, paperjaste i vunaste, prekrivene sivkastim, kratkim,
vazduSastim hifama. Povrsina kolonija je na pocetku sivobela, a kasnije tamni 1 postaje
zelenkastocrna ili maslinastobraon sa svetlim rubovima. Donja strana je tipicno braon
do crne boje sa produkcijom pigmenta. Hife ove gljive su septirane, braon boje,
konidiofore septirane, braon boje, ponekad u cik-cak obliku. Grade jednostavne ili
razgranate duge konidije, sa uzduznim i popre¢nim pregradama. Mogu se videti kao
pojedinacne ili kao akropetalni lanci, a mogu nastati i germinacione cevcice. Ovalnog su
oblika, tamnog pigmenta, pravilno rasporedene, glatke ili hrapave. Krajevi konidija

blizu konidiofore su zaobljeni. Konidije imaju specific¢an kruskolik oblik.

1 e L N E
Slika 13. Rast Fusarium verticillioides na Czapek podlozi

Izolat 121-7 identifikovan je kao Fusarium verticillioides. Ovu gljivu karakterise brz
rast. Kolonije su sa gornje strane bele, kremaste, Zute, crvene, ruzicaste ili ljubicaste
boje, dok sa donje mogu biti bezbojne, crvene, tamno ljubicaste ili braon (Slika 13).
Konidiofore su septirane, fijalide cilindri¢ne, pojedinacne ili sa kompleksnim sistemom
grananja. Formiraju monofijalide (kao glavice) i polifijalide (u obliku lanaca).
Makrokonidije su velike od 3-8 x 11-70 um i nastaju kao proizvod fijalida na
nerazgranatim ili razgranatim konidioforama. Mikrokonidije su velike 3-4 X 7 5-9 ym i

nastaju na dugackim ili kratkim konidioforama.
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Izolat 101-7 je identifikovan kao Penicillium spp. Kolonije su veli¢ine 1-3 cm, u
pocetku belicaste a kasnije zelenkaste do zelene boje (Slika 14). Hife su uglavnom
kratke, konidiofore razgranate i zavrSavaju se grozdovima fijalida oblika boce. Fijalide
mogu biti pojedinacne, u grupi ili nastaju grananjem metula. Imaju cilindri¢an bazalni
deo. Spore nastaju na vrhovima fijalida. Mlade spore se nalaze blize osnovi fijalida i

najcesce su zelene boje.

e 5
Slika 14. Rast Penicillium spp. na Czapek podlozi

Izolat 222-7 identifikovan je kao Penicillium digitatum. Ova gljiva sporo raste na
Czapek podlozi (Slika 15). Kolonije su u pocetku zuckaste do braon, a zatim postaju
maslinastozelene. Konidije su krte i nastaju od potpovrSinskih ili vazdu$nih hifa.
Nepravilno se granaju. Na njima se nalaze metule, koje se zavrSavaju sa najcesée 3-6
fijalida, koje su uglavnom pojedina¢ne i cilindriénog oblika. Konidije imaju glatke

zidove. Naj¢escée su elipsoidnog ili cilindri¢nog oblika, veli¢ine 4-7 X 3-3,5 pm.

Slika 15. Rast Penicillium digitatum na Czapek podlozi
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5.9. Uticaj bakterijskih izolata na redukciju Cr(VI)

Od kad je opisan Pseudomonas dechromaticans kao prvi mikroorganizam sposoban za
redukciju hroma(VI) (Romanenko i Korenkov, 1977), veliki broj istrazivanja u ovoj
oblasti doprineo je razvoju laboratorijskin metoda za redukciju hroma i njihovoj
prakti¢noj primeni na kontaminiranim lokacijama (Kanmani et al., 2012). Tako su danas
dostupne brojne informacije o bakterijama koje efikasno mogu redukovati hrom(V1)
(He et al., 2011; Upadhyay et al., 2017).

Rezultati pokazuju da stepen redukcije hroma zavisi od pocetne koncentracije,
bakterijskih izolata i vremena inkubacije (Tabela 34). Prac¢enje redukcije Cr(VI) je
pokazalo da su svi bakterijski izolati bili sposobni za redukciju razli¢itih pocetnih
koncentracija Cr(V1).

Redukcija hroma je u veéini uzoraka bila zavrSena obezbojavanjem te¢ne podloge. Od
pet bakterijskih izolata, Cetiri su bila sposobna za kompletnu redukciju 50 mg/l Cr(VI):
jedan od njih (342-9) nakon inkubacije od 6h, jedan izolat (270-9R) nakon inkubacije
od 18h, jedan izolat (212-9) nakon 24h inkubacije i jedan izolat (351-9) nakon 48h
inkubacije.

Sli¢na pocetna koncentracija je takode efikasno redukovana u drugim istrazivanjima.
Izolati SUK 1201 i SUK 1205 pokazuju kompletnu redukciju 0,1 mM Cr(VI) u
inkubacionom periodu od 48h (Dey et al., 2014). Takode, Nesterenkonia sp. MF2 je
pokazala maksimalnu efikasnost redukcije 0,2 mM Cr(VI) u periodu od 24h
(Amoozegar et al., 2007). Stepen redukcije 50 mg/l Cr(V1) izolata 270-9C je bio veéi od
99%.
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Tabela 34. Redukcija razli¢itih koncentracija Cr(VI) pomoc¢u autohtonih bakterijskih populacija

Konc, Cr Vreme (h)
(mg/l) tzolat 0 2 4 6 18 24 48

270-9C 3,317+ 0,02 1,238+ 0,02 0,70+ 0,01 0,22°+ 0,01 0,137+ 0,01 0,09° + 0,01 0,01° £ 0,00

342-9 0,339+ 0,01 0,076+ 0,01 0,05"+ 0,01 0,00° 0,00 0,00 = 0,00 0,009+ 0,00 0,00° + 0,00

212-9 1,35° + 0,01 0,35+ 0,01 0,20°+ 0,01 0,079+ 0,01 0,01% £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00° £ 0,00

%0 270-9R 0,41°+ 0,01 0,219+ 0,01 0,10 + 0,01 0,01 + 0,00 0,00° £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00° £ 0,00
351-9 0,28+ 0,01 0,189+ 0,01 0,149+ 0,01 0,11°+ 0,01 0,09°+ 0,01 0,04°+ 0,01 0,00° 0,00

Kontrola 0,289+ 0,01 0,26° + 0,00 0,26° + 0,00 0,29% + 0,00 0,27% £ 0,00 0,30% £ 0,00 0,282+ 0,01

270-9C 2,812+ 0,01 1,60%+ 0,02 1,042 £ 0,01 0,672+ 0,01 0,12°+0,01 0,08°+ 0,01 0,01° + 0,00

342-9 0,28° £ 0,01 0,107+ 0,01 0,04° £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00¢ + 0,00 0,009 + 0,00 0,00° + 0,00

212-9 1,51° + 0,02 0,88°+ 0,01 0,61°+ 0,01 0,159+ 0,01 0,007 £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00° £ 0,00

100 270-9R 0,84°+ 0,01 0,58° + 0,02 0,30% + 0,01 0,04¢ + 0,00 0,00% £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00° + 0,00
351-9 0,55+ 0,01 0,45¢+ 0,01 0,34° £ 0,02 0,23°+ 0,01 0,08°+ 0,01 0,05°+ 0,01 0,00° + 0,00

Kontrola 0,27¢ £ 0,00 0,26° + 0,00 0,279+ 0,00 0,28°+ 0,00 0,28+ 0,00 0,29% £ 0,00 0,27 £ 0,00

270-9C 3,26+ 0,01 3,032+ 0,01 2,56% + 0,03 1,712+ 0,01 0,46% + 0,02 0,20°+ 0,01 0,02° £ 0,00

342-9 0,85¢ + 0,00 0,43¢+ 0,01 0,209+ 0,01 0,17¢ + 0,00 0,06% + 0,00 0,009 + 0,00 0,00° 0,00

212-9 2,90°+ 0,01 1,77° £ 0,02 1,00° 0,01 0,26+ 0,01 0,07°+ 0,00 0,019+ 0,00 0,00° £ 0,00

200 270-9R 1,82°+ 0,01 1,23+ 0,01 0,98°+ 0,01 0,121+ 0,01 0,01% £ 0,00 0,007+ 0,00 0,00° + 0,00
351-9 1,109+ 0,02 1,059+ 0,02 0,97°+ 0,04 0,71°+ 0,01 0,472+ 0,02 0,14°+ 0,01 0,02°+ 0,00

Kontrola 0,357+ 0,01 0,37+ 0,00 0,36° = 0,00 0,38°+ 0,00 0,35° = 0,00 0,35 £ 0,01 0,33+ 0,00

270-9C 3,46% + 0,03 3,342+ 0,01 2,372+ 0,02 2,92+ 0,03 0,73° £ 0,02 0,43°+0,01 0,15°+ 0,02

342-9 1,709+ 0,02 0,87¢+ 0,01 0,15°+ 0,01 0,07+ 0,01 0,00° £ 0,00 0,007+ 0,00 0,007 + 0,00

200 212-9 3,31°+ 0,02 2,95+ 0,01 1,70°+ 0,01 1,22°+0,01 0,55° + 0,02 0,20° + 0,01 0,007 £ 0,00
270-9R 2,69°+ 0,01 2,28°+ 0,01 2,00°+ 0,01 1,62°+ 0,01 1,30°+ 0,01 1,00%+ 0,01 0,572+ 0,01

351-9 1,709+ 0,02 1,704+ 0,01 1,67°+ 0,01 1,119+ 0,01 0,62¢+0,02 0,249+ 0,01 0,13¢£ 0,01

Kontrola 0,41¢ + 0,00 0,407+ 0,00 0,39+ 0,00 0,40° + 0,00 0,40% £ 0,00 0,39°+ 0,00 0,38° £ 0,00

500 270-9C 3,21+ 0,01 3,11+ 0,01 2,16+ 0,02 1,509 + 0,02 0,55¢+ 0,01 0,42° + 0,00 0,269+ 0,01
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Konc, Cr 1zolat
342-9
212-9
270-9R
351-9
Kontrola

270-9C
342-9
212-9

270-9R
351-9

1000

Kontrola

1,809+ 0,01
3,49+ 0,01
3,47+ 0,00
2,89°+ 0,02
0,45° £ 0,00

3,12°+ 0,01
1,939+ 0,01
3,415+ 0,01
3,482+ 0,01
3,50° % 0,00
0,50° % 0,00

0,75+ 0,01
3,482+ 0,01
3,34+ 0,01
2,619+ 0,02
0,477+ 0,00

2,98°+ 0,02
1,509 + 0,02
3,50 + 0,00
3,478+ 0,01
3,39°+ 0,01
0,52¢+ 0,01

0,68¢ = 0,01
3,49°+ 0,01
3,300+ 0,01
1,819+ 0,01
0,46" + 0,00

2,60°+ 0,01
0,899+ 0,01
3,472+ 0,01
3,492+ 0,01
3,100 + 0,01
0,49° % 0,00

Vreme (h)
0,217+ 0,00
2,432+ 0,01
3,152+ 0,02
1,59+ 0,01
0,44¢ £ 0,00

3,34°+0,03
0,20°+ 0,01
3,498+ 0,01
3,33+ 0,01
2,98°+ 0,02
0,487+ 0,00

0,157+ 0,02
1,98°+ 0,01
2,70+ 0,02
1,30°+ 0,01
0,45¢+ 0,01

1,599+ 0,02
0,16+ 0,01
3,482+ 0,00
3,20° £ 0,01
2,80°+ 0,02
0,47¢+0,01

0,009 + 0,00
1,10°+ 0,06
2,512+ 0,01
1,02°+ 0,02
0,44°+ 0,01

1,20°+ 0,01
0,101 + 0,00
3,432+ 0,02
3,02+ 0,01
0,839+ 0,02
0,49° = 0,01

0,00° + 0,00
0,50¢ + 0,02
2,122+ 0,01
0,76° + 0,02
0,44+ 0,01

0,92°+ 0,01
0,00+ 0,00
3,10%+ 0,02
2,920+ 0,01
0,30°+ 0,01
0,49¢+ 0,01

2 Srednje vrednosti (n=3) redukcije Cr(VI) pomocu ¢istih kultura bakterija i standardna devijacija

* Prema Tukey HSD testu, vrednosti sa istim slovnim oznakama unutar kolona, pojedinacno za svaku koncentraciju Cr(VI),

nisu statisticki znacajne (P < 0,05)
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Pocetna koncentracija 100 mg/l Cr(VI) je takode uspesno redukovana pomocu
bakterijskih izolata. Efikasnost izolata 270-9C je bila ve¢a od 99%, dok su cetiri ostala
izolata kompletno redukovala Cr(V1): izolat 342-9 za 6 h, 212-9 i 270-9R u toku 18h, a
351-9 na kraju inkubacionog perioda. Sli¢ni rezultati za izolat 270-9C su uoceni pri
pocetnoj koncentraciji Cr(VI) od 200 mg/l, dok izolat 351-9, za razliku od pocetne
koncentracije od 100 mg/l, nije imao sposobnost kompletne redukcije Cr(\V1). Ostali
izolati su pokazali maksimalnu efikasnost kao u prethodnim eksperimentima, ali u toku
24h (izolati 342-9 i 270-9R) i 48h (izolat 212-9). Isto tako, sli¢na sposobnost redukcije
hroma je detektovana i kod Exiguobacterium sp. ZM-2, sa redukcijom 0,5 mM Cr(VI)
za 56h (Alam i Malik, 2008), i za Arthrobacter sp. SUK 1201, sa stepenom redukcije od
75% za 800 uM Cr(VI) u periodu od 48h (Dey et al., 2014).

Na visim pocetnim koncentracijama Cr(VI), stepen redukcije je bio manji u poredenju
sa prethodnim eksperimentima. Stepen redukcije 300, 500 i 1000 mg/l Cr(VI) pomocu
izolata 270-9C je bila 96, 92 i 70%.

Smanjivanje stepena redukcije sa povecanjem sadrzaja Cr(VI) u te¢nim podlogama je
takode primecena u ¢istoj kulturi izolata 270-9R. KoriS¢enjem izolata 351-9, uocen je
visok stepen redukcije, posebno pri koncentraciji 300 i 1000 mg/l (oko 92%). O¢igledno
je da je sposobnost redukcije hroma snazno uslovljena pocetnom koncentracijom
Cr(VI), sto je dokazano u prethodnim radovima (Alam i Ahmad, 2012; He et al., 2009;
He et al., 2011). Kod vecine bakterija, pri pocetnim koncentracijama od 300 i 500 mg/I
Cr(VI), pocetna slaba redukcija je nakon 6h pracena naglim padom opti¢ke gustine. S
druge strane, izolat 342-9 je pokazao maksimalnu efikasnost u redukciji svih
proucavanih pocetnih koncentracija Cr(V1), kao i izolat 212-9 pri 300 mg/l Cr(VI). Kao
Sto se moze videti u Tabeli 34, primecena je nekompletna redukcija pocetne
koncentracije hroma od 1000 mg/1 kod cetiri od pet koris¢enih izolata. Ovi rezultati su u
skladu sa drugim istrazivanjima (Megharaj et al., 2003; Dey i Paul, 2012). Za sve
periode inkubacije, u neinokulisanoj tecnoj podlozi nije doSlo do promene u
koncentraciji hroma (Tabela 34).

U najvecem broju uzoraka postoji veoma izraZena statisticki znacajna razlika izmedu
abioticke, sa jedne strane, 1 bioticke redukcije Cr(VI), sa druge strane. Pri pocetnim
koncentracijama Cr(VI1) od 50 i 100 mg/l na kraju inkubacionog perioda, bakterijski

izolati su uglavnom pokazali maksimalnu efikasnost redukcije, tako da ne postoje
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statisticki  znaCajne razlike izmedu izolata. Medutim, pri viSim pocetnim
koncentracijama Cr(VI), tokom inkubacije su izrazene statisticki znaCajne razlike
izmedu redukcione sposobnosti bakterija, a na kraju inkubacije su razlike prisutne
izmedu izolata koji se odlikuju sposobnos¢u kompletne redukcije Cr(VI), sa jedne
strane, 1 izolata koji delimi¢no redukuju Cr(VI), sa druge strane.

Osim biotransformacije, zahvaljujuci celijskoj strukturi mikroorganizama, moze se
desiti da metalni joni budu zarobljeni i sorbovani na odredenim mestima na ¢elijskom
zidu (Malik, 2004). Ovaj proces je poznat pod imenom biosorpcija ili pasivno usvajanje
I odvija se nezavisno od celijskog metabolizma (Ayangbenro i Babalola, 2017).
Koli¢ina usvojenih metala zavisi od mnogih faktora. Mehanizmi ukljucuju nekoliko
procesa, kao §to su elektrostaticka interakcija, jonska razmena, precipitacija, redoks

proces, povrsinska kompleksacija (Slika 16).

™

adsorpcija na
Lpovri'ln'l celije

™ ™™

bioakumulacija

elektrostatitke Kompleksiranje

interakcije

jonska razmena

precipitacija

Slika 16. Mehanizmi usvajanja teskih metala pomocu mikroorganizama

(Izvor: Ayangbenro i Babalola, 2017)

Ovi procesi su veoma brzi i obavljaju se u vremenskom intervalu od nekoliko minuta.
Biosorpcija se obavlja pomoc¢u fragmenata celija ili tkiva, mrtve ili zive celijske
biomase kroz pasivno usvajanje i kompleksiranje na celijskom zidu i drugim
spolja$njim slojevima (Fomina i Gadd, 2014). Postoje i drugi procesi, u kojima joni
teskih metala prolaze kroz ¢elijsku membranu i1 dolaze do citoplazme. Ovaj proces je

poznat pod imenom bioakumulacija ili aktivno usvajanje. To je proces koji obavljaju
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zive Celije 1 zavisi od razli¢itih fizickih, hemijskih i bioloskih faktora. Organizmi koji
mogu da akumuliraju teske metale se odlikuju tolerancijom prema visokim
koncentracijama jednog ili ve¢eg broja metala, transformiSu¢i njihove toksi¢ne oblike u
manje toksi¢ne ili netoksi¢ne, uz njihovo istovremeno skladiStenje (Mosa et al., 2016).
Analiza Raman spektroskopijom ukazala je da kod izolata kvasaca koji obavlja
biuoakumulaciju bakra Candida tropicalis dolazi do promene na spektru ukazuju na
prisustvo CuS i/ili Cuzxs mineralnog kompleksa kao i na indukovanu sintezu

metalotioneina u vidu Cu-tioneina (Radi¢, 2017).
5.10. Kinetika rasta bakterijskih izolata tokom redukcije Cr(VI)

Svi bakterijskih izolati su bili sposobni za rast u te¢noj LB podlozi u koju su dodate
razli¢ite pocetne koncentracije Cr(VI). U vedini uzoraka stepen rasta je opadao sa

poveéanjem koncentracije Cr(VI) u podlozi (Grafik 1, 2, 3, 41 5).
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Grafik 1. Kinetika rasta bakterijskog izolata 270-9C

Sporiji rast je primeéen kod izolata 270-9C (Grafik 1): u vecini uzoraka lag-faza je

trajala do 18 h (izuzev pri pocetnoj koncentraciji hroma od 200 mg/l), nakon koje je
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usledila log-faza koja je trajala do kraja perioda inkubacije, izuzev kod pocetnih
koncentracija hroma od 200 i 1000 mg/1, gde je pocetak stacionarne faze uocen na kraju
perioda inkubacije.Sli¢na kinetika rasta je postignuta i na pocetnoj koncetraciji Cr(VI)
od 50, 100 i 200 mg/1 koris¢enjem izolata 342-9 (Grafik 2), dok je na ve¢im pocetnim
koncentracijama hroma pocetak stacionarne faze bio registrovan, uglavnom posle 24h

inkubacije.
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Grafik 2. Kinetika rasta bakterijskog izolata 342-9

Histogrami rasta bakterijskih izolata 270-9C (Grafik 1), 342-9 (Grafik 2), 270-9R
(Grafik 3) i 351-9 (Grafik 4) pokazuju malu promenu vrednosti opticke gustine posle 24
i 48h inkubacije sa koncentracijama od 300 do 1000 mg/l Cr(V1), izuzev izolata 351-9
za koji nije zapaZeno statisticki zna¢ajno smanjenje rasta na kraju inkubacionog perioda

I svim ispitivanim koncentracijama.
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Grafik 3. Kinetika rasta bakterijskog izolata 270-9R
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Grafik 4. Kinetika rasta bakterijskog izolata 351-9
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Grafik 5. Kinetika rasta bakterijskog izolata 212-9

Koriséenje hrom-rezistentnog bakterijskog soja KKF, Mistry et al. (2010) su zapazili da
je stacionarna faza pocela nakon 18h inkubacije. Slicna kinetika rasta sa rezultatima
dobijenim u ovim istrazivanjima opisana je u istrazivanjima koja su obavili Dey i Paul
(2014), koji su primetili da broj ¢elija izolata SUK 1201 i SKPD 1204 raste do 40h
inkubacije. Kao §to se mozZe videti iz rezultata prikazanih u ovoj disertaciji, u vecini
uzoraka, visok stepen redukcije hroma je ostvaren tokom log-faze. To verovatno moze
biti povezano sa eventualnom produkcijom H>S (Fude i Shigui, 1992). Istrazivanja
ukazuju da bakterije iz mnogih rodova imaju sposobnost redukcije razlicitith pocetnih
koncentracija Cr(VI). Klebsiella pneumoniae MS 1.5, odnosno Mangrovibacter
yixingensis MS 2.4 pokazale su sposobnost redukcije 80 mg/l, odnosno 100 mg/l Cr
(Sanjay et al., 2018). Gupta et al. (2018) ukazuju da Klebsiella sp. ima sposobnost
sinteze hrom-reduktaze, Sto objasnjava njenu efikasnost u redukciji Cr(VI).
Cellulosimicrobium sp. (KX710177) je pokazao visoku efikasnost (96,98-99,33%) u
uklanjanju Cr(VI) u koncentracijama 50, 100, 200 i 300 mg/L (Bharagava i Mishra,
2018).

Svi ispitivani bakterijski izolati su bili sposobni da redukuju razli¢ite koncentracije

hroma u te¢noj podlozi, $to moze ukazivati da se Cr(OH)s akumulira oko bakterijskih
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¢elija 1 S§titi ith od Stetnog uticaja hroma, koji je prethodno potvrden koriS¢enjem
Pseudomonas sp. za redukciju hroma (Ur Rahman et al., 2007).

Mnogi autori ukazuju na sposobnost redukcije hroma(V1) pomocu bakterijskih vrsta iz
roda Bacillus sp. Upadhyay et al. (2017) su iz oSte¢enih zemljiSta u okviru rudnika uglja
izolovali bakteriju Bacillus subtilis MNU16, za koju su ustanovili sposobnost
produkcije indol-siréetne kiseline, siderofora, solubilizacije fosfata i aktivnost ACC-
deaminaze. Ispitivajuc¢i njenu multirezistentnost na razliCite teske metale, konstatovali
su da je u toku 72h ova bakterija za 75% redukovala pocetnu koncentraciju Cr(VI) od
50 mg/l. Wani et al. (2007b) su iz rizosfernog zemljista izolovali tri vrste iz roda
Bacillus sp. i ispitali njihov rast pri razli¢itim koncentracijama Cr(VI). Sojevi su bili
sposobni da toleriSu koncentracije Cr(VI) od 400-550 pg/ml.

Iste bakterije su imale i sposobnost kompletne ili delimi¢ne redukcije Cr(VI) u
zavisnosti od pocetne koncentracije Cr(VI) i bakterijskog soja: pocetna koncentracija
Cr(VI) od 50 pg/ml je kompletno redukovana, koncentracija od 100 pg/ml za oko 70-
80% a koncentracija od 150 pug/ml za 50-60% za vreme od 120h. Chen et al. (2012) su
opisali mehanizme redukcije Cr(VI) pomocu bakterije Bacillus cereus i konstatovali da
je pocetna koncentracija od 104 mg/l kompletno redukovana tokom nekoliko ¢asova
inkubacije na LB podlozi. Tanu et al. (2016) takode konstatuju da bakterija Bacillus
cereus veoma efikasno redukuje Cr(VI) u laboratorijskim uslovima. Minimalna
inhibitorna koncentracija Cr(VI) za izolat ove bakterije PGBw4 iznosila je izmedu 1050
1 1450 pg/ml u zavisnosti od hranljive podloge. Stepen redukcije poCetne koncentracije
Cr(VI) od 100 pg/ml iznosio je oko 70% a koncentracije od 500 pg/ml oko 42% nakon
48h inkubacije. Sharma i Adholeya (2012) su opisali kompletnu redukciju 1,24 mg/l
Cr(VI) 1 delimi¢nu redukciju Cr(VI) u koncentracijama od 50, 100 i 200 mg/l pomocu
tri bakterije iz roda Bacillus sp. koje su izolovane iz otpadnih voda kozarske industrije.
Ova sposobnost bakterija iz roda Bacillus sp. se ¢esto povezuje sa aktivno$¢u hrom-
reduktaze (Concei¢ao et al., 2009). | bakterija Bacillus amyloliquefaciens CRB-36,
izolovana iz otpadnih voda iz koZarske industrije, pokazala je rezistentnost prema
koncentraciji Cr(VI) od 500 mg/l, kao i visok stepen redukcije ovog oblika hroma
(Sakthivel et al., 2016). Ovi autori su izvrsili optimizaciju uslova za $to efikasniju
redukciju Cr(VI) 1 zakljucili da se dodavanjem skroba i1 peptona kao izvora ugljenika i

azota, pri pH vrednosti 7,0 i inkubacionoj temperaturi od 30°C postize najveci stepen
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redukcije toksi¢nog hroma. Basu et al. (2014) su iz zemljista kontaminiranog hromom,
olovom i zivom izolovali bakteriju Bacillus subtilis i ispitali moguénost redukcije
Cr(VI) pomoc¢u ove bakterije. Ustanovili su da je nakon 24h stepen redukcije pocetnih
koncentracija Cr(VI) od 2,5, odnosno 5,0 ug/l iznosio 97, odnosno 90%.

Ogled je izveden na temperaturi od 30°C pri pH 7,0 a zapremina inokuluma bila je 5% u
odnosu na ukupnu zapreminu. | Bacillus circulans izolovan iz mokrih polja (wetland)
pokazao je sposobnost redukcije hroma. Minimalna inhibitorna koncentracija Cr(VI) za
ovu bakteriju bila je 1050-1100 mg/I a stepen redukcije pocetne koncentracije Cr(VI) od
500 mg/l je nakon 4 dana iznosila 48%, a nakon 5 dana 65% (Khanafari et al., 2008).
Bakterija Bacillus coagulans, izolovana iz zemljista kontaminiranog hromom, pokazala
je visok potencijal redukcije Cr(VI), ¢ak i pri po€etnoj koncentraciji ovog oblika hroma
od 3000 mg/l. Povecanje inicijalne gustine bakterijskih ¢elija uticalo je na povecanje
stepena redukcije Cr(VI). U prisustvu donora elektrona (NADH, NADPH i malata)
stepen redukcije je znacajno povecan (Philip et al., 1998). Liu et al. (2006) su izolovali
pet hrom-redukujucih sojeva iz zemljiSta kontaminiranog hromom i dva od njih, XW-2 i
XW-4 su identifikovana kao Bacillus sp. Soj XW-4 je odabran za ispitivanje
rezistentnosti na Cr(VI) 1 redukcije ovog oblika hroma. Uoceno je da je ispitivani soj
bio tolerantan na prisustvo hroma u koncentraciji Cr od 100 mg/I, ali je i uocen uticaj na
rast Celija u prisustvu hroma(VI), pogotovo pri koncentraciji hroma od 100 mg/l.
Eksperimenti su takode pokazali da je toksi¢ni Cr(VI) efikasno redukovan u manje
toksi¢ni Cr(IIT) pomocu soja Bacillus sp., XW-4, i da je bakterijska redukcija hroma(V1)
znacajno povecana dodavanjem glukoze.

Pocetna pH vrednost u ovom ogledu bila je razlic¢ita 1 kretala se u rasponu od 4 do 10, a
krajnja pH vrednost je bila izmedu 5 1 6. IstraZivanja su pokazala da optimalna pocetna
pH vrednost za efikasnu redukciju Cr(VI) iznosi 9. Bakterijske ¢elije su efikasnije
redukovale Cr(VI) na pri inkubacionoj temperaturi od 37 °C u poredenju sa
eksperimentima na temperaturi od 20 i 47 °C. Pri identiénom trajanju perioda
inkubacije, sukcesivno povecanje pocetne koncentracije Cr(VI) od 10 do 80 mg/l je bilo
upravo srazmerno povecéanju koli¢ine redukovanog Cr(VI1). Prisustvo NO3~ i SO4*™ nisu
imali uticaja na bakterijsku redukciju hroma(VI). Wani et al. (2018) ukazuju da je
Bacillus sp. MAI3 znacajno redukovao koncentracije od 50 i 100 pg/ml Cr(VI) pri

temperaturama od 25 i 35 °C.
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Xiao et al. (2017) su izolovali dva bakterijska izolata koji su pokazali veliku sposobnost
redukcije hroma(VI). lzolati su bili izolovani sa kontaminiranih lokacija, odnosno
efluenata iz pogona za galvanizaciju i kozarske industrije. Identifikacijom je
ustanovljeno da izolati pripadaju rodovima Bacillus i Arthrobacter. Rezultati su
pokazali da i Bacillus sp. FY1 i Arthrobacter sp. WZ2 toleri$u koncentraciju hroma do
1000 mg/l i da su bili sposobni da redukuju od 78-85%, odnosno 75-82% hroma(V1)
(pri pocetnim koncentracijama od 100-200 mg/l) u toku 24h. Stepen redukcije
hroma(VI) je opadao sa povecanjem njegove koncentracije (od 200 do 1000 mg/l).
Optimalna pH vrednost za redukciju hroma(VI) je bila izmedu 7 i 8, temperatura 30-35
°C i koncentracija inokuluma od 1x108 ¢elija/ml. Najnoviji dokazi bioremedijacionog
potencijala Bacillus sp. FY1 i Arthrobacter sp. WZ2 govore o visokom redukcionom
kapacitetu razli¢itth pocetnih koncentracija Cr(VI). Stepen redukcije pocetne
koncentracije Cr(VI) od 100 mg/l u kontaminiranom zemljistu iznosio je 83-91%, 200
mg/l 78-85% i 500 mg/l 71-78% u periodu od 7 dana. Ova otkri¢a potvrduju visok
potencijal Bacillus sp. FY1 i Arthrobacter sp. WZ2 za koriS¢enje u procesima
bioremedijacije zemljista kontaminiranih Cr(V1).

Bakterija Bacillus thuringiensis je poznata kao dobar remedijacioni agens (Babu et al.,
2013). Oves et al. (2013) su izolovali Bacillus thuringiensis soj OSM29 iz rizosfernog
zemljiSta gde je gajen karfiol, a navodnjavan je kontaminiranom vodom sa povecanim
sadrzajem teSkih metala. Ovi autori su ispitivali optimalnu pH vrednost za uklanjanje
teSkih metala i ustanovili da je za Ni i Cr optimalna pH 7 a za Cd, Cu i Pb 6. Stepen
biosorpcije hroma bio je najveci (89,4%) kod najmanje pocetne koncentracije Cr (25
mg/l) i smanjivao se sa porastom pocetne koncentracije, tako da je kod najvece
koncentracije (150 mg/l) iznosio 80,8%. Ovaj soj je pokazao i sposobnost redukcije Cd,
Cu, Pb i Ni. Rathnayake et al. (2009) su potvrdili tolerantnost bakterije Bacillus
thuringiensis na prisustvo razli¢itih koncentracija Cd, Cu i Zn. Jahan et al. (2016) su
izolovali bakteriju Bacillus thuringiensis soj Cr-S1 iz industrijskih otpadnih voda i
ispitali njenu sposobnost redukcije hroma. Ova bakterija je pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama hroma imala sposobnost konstantnog rasta tokom 24 ¢asa inkubacije.
Osim toga, redukovala je pocetnu koncentraciju od 100 ug/ml za 87,04% za vreme od
24 casa. Iz zemljista kontaminiranog uranom Huang et al. (2014) su izolovali bakteriju

Bacillus thuringiensis soj BRC-ZYR2 koja je pocetnu Cr(VI) koncentraciju od 25 do 75
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mg/l kompletno redukovala pri pH 9,0 i temperaturi od 40 °C za vreme od 24 casa. Sa
porastom pocetne koncentracije Cr(VI), stepen redukcije se smanjivao. Dodavanje
glukoze uticalo je na smanjenje stepena redukcije, ali ovo smanjenje nije bilo statisticki
znacajno. Medutim, Wang i Xiao (1995) i Garbisu et al. (1998) ukazuju da dodavanje
glukoze stimulise bakterijsku redukciju Cr(VI). Soni et al. (2013) su ispitivali redukciju
Cr(VI) pomoc¢u bakterije Bacillus thuringiensis soj JN674184 i utvrdili da ova bakterija
moze da kompletno redukuje Cr(VI) u koncentraciji od 0,2 mM za vreme od 120
¢asova. Dodavanje 0,1 mM NADH ubrzava redukciju Cr(VI) pomocu ovog izolata.

Sojevi bakterije Bacillus safensis su sposobni da produkuju industrijske enzime, kao §to
su amilaza (Kothari et al., 2013), celulaza (Khianngam et al., 2014), proteaza (Berrada
et al., 2012), keratinaza (Lateef et al., 2015a) itd. Takode se moze koristiti i kao
biokontrolni agens (Berrada et al., 2012), za promociju rasta biljaka (Kothari et al.,
2013), probiotik (Nath et al., 2012) i za bioremedijaciju (Motesharezadeh i Savaghebi-
Firoozabadi, 2011). Zbog toga se Bacillus safensis smatra idealnim mikroorganizmom
za razli¢ite aplikacije u biotehnologiji (Lateef et al., 2015b). lako su Raja i Omine
(2012), odnosno Mathe et al. (2012) opisali izolate Bacillus safensis MS11, odnosno
BBN7, koji su imali sposobnost rezistencije 1 tolerancije na prisustvo razli€itih teskih
metala (medu kojima i hrom), redukcija hroma pomocu ove bakterije, prema dostupnim
podacima iz svetske literature, ovo je tek drugo navodenje sposobnosti bakterije
Bacillus safensis u redukciji hroma (Shafique at al., 2016). Bakterijski izolat 342-9 je,
za razliku od jedinog do sada opisanog izolata bakterije Bacillus safensis MX-3 sa
maksimalnim stepenom redukcije od 150 pg Cr(VI), pokazao kompletnu redukciju
Cr(VI) u podlozi sa koncentracijom hroma od 1000 mg/l. Bacillus safensis je u
istrazivanjima koris¢en za redukciju drugih supstanci koje narusavaju kvalitet zivotne
sredine. Iz otpadnih voda fabrike za proizvodnju Celicnih Zica izolovana je bakterija
koja je identifikovana kao Bacillus safensis. Soj ove bakterije LAU 13 je kori$¢en kao
biosorbent za uklanjanje teskih metala iz otpadnih voda iz kojih je izolovan. Nakon
perioda inkubacije od 48h, procenat uklanjanja kobalta iznosio je 100%, mangana 82,2-
98,97%, bakra, gvozda i cinka izmedu 44 i 55% a hroma oko 10% (Ojoawo et al.,
2017). Priyalaxmi et al. (2014) su ispitivali redukciju i sorpciju kadmijuma pomocu
bakterije Bacillus safensis. Ustanovili su da je stepen redukcije i sorpcije Cd veci pri

pocetnoj koncentraciji Cd od 40 ppm u odnosu na 60 ppm. Najveci stepen redukcije bio
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je pri pH 7, a sorpcije pri pH 7 i 8. Bakterija Bacillus safensis KTSMBNL 26, izolovana
iz zemljiSta kontaminiranog eksplozivima, koriS¢ena je za sorpciju aluminijuma u
bioreaktoru (Dhanarani et al., 2016). Autori su konstatovali da je za sorpciju pocetne

koncentracije Al od 100 mg/l optimalna pH 6,0 i temperatura 35 °C.

5.11. Klijavost semena, biomasa i duZina klijanaca u supstratu sa

kontaminiranim zemljiStem

Poznato je da u prirodnim i agroekosistemima dolazi do raznovrsnih interakcija izmedu
biljaka i zemljiSta. Biljkama zemljiste predstavlja podlogu, odnosno supstrat za rast i
razviée, iz koga koriste mnoge hranljive supstance (West, 2015), dok, sa druge strane,
prisustvo korenovog sistema uti¢e na poboljSanje fizickih, hemijskih i1 bioloskih osobina
zemljista. Biljke su, takode, sposobne da usvajaju odredene materije iz
podloge/zemljista, koji imaju nepoznatu biolosku ulogu, ili su, ¢ak i u vrlo niskim
koncentracijama, toksi¢ni (Peralta-Videa et al.,, 2009). Zemljisne bakterije koje
kolonizuju koren 1 poboljsavaju rast biljaka u degradiranom zemljistu, mogu da ublaze
bioticki 1 abiotic¢ki stres, oslobadajuc¢i fitohormone (npr., IAA, etilen), solubilizujuci

minerale i proizvodnjom siderofora (Ahemad, 2015).
5.11.1. Klijavost semena u supstratu sa kontaminiranim zemljiStem

Na osnovu dobijenih rezultata uoc¢ava se da semena sve Cetiri ispitivane vrste klijaju u
visokom procentu u kontrolnom tretmanu (Tabela 35). Najveci procenat isklijalih
semena je kod suncokreta i iznosio je 100% nakon 7 dana inkubacije. Kod ostalih
biljnih vrsta procenat klijavosti semena se povecava tokom inkubacije. Kod bosiljka je
stepen klijavosti (80%) vec¢i u odnosu na seme estragona i uljane repice tokom 15 dana
inkubacije, ali je nakon 21. dana inkubacije procenat klijavosti ve¢i kod estragona
(88%). U kontrolnoj varijanti, procenat klijavosti je bio najmanji kod uljane repice
nezavisno od vremena inkubacije (Slika 17).
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Tabela 35. Procenat klijavosti semena (%) u kontroli

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus  (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Nakon 7 dana 100,0 70,0 66,0 60,0

Nakon 15 dana 100,0 80,0 75,0 66,7

Nakon 21 dana 100,0 84,4 88,0 77,8

Slika 17. Rast uljane repice (Brassica napus) u kontrolnom tretmanu nakon 15 dana
inkubacije

U odnosu na kontrolu, procenat klijavosti semena u tretmanu 10 je identi¢an kod
suncokreta i1 takode nakon 7 dana inkubacije iznosi 100%. Kod ostalih biljnih vrsta
uglavnom je doSlo do smanjenja procenta klijavosti semena. lako je stepen klijavosti
bosiljka posle 7 i 15 dana inkubacije nizi u odnosu na kontrolu, na kraju inkubacionog
perioda je zabeleZen identi¢an procenat klijavosti kao u kontrolnom tretmanu (84,4%).
Seme estragona je pokazalo veliku osetljivost na prisustvo kontaminiranog zemljista u
supstratu za klijanje tako da je nakon tronedeljne inkubacije procenat klijavosti iznosio
46,7% (Tabela 39). Kod uljane repice ne postoje velika odstupanja u procentu klijavosti

izmedu kontrole i tretmana 10, tako da je na kraju inkubacije iznosio 68,9%.
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Tabela 36. Procenat klijavosti semena (%) u tretmanu 10

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus  (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Nakon 7 dana 100,0 33,0 5,0 42,2

Nakon 15 dana 100,0 75,0 25,6 60,0

Nakon 21 dan 100,0 84,4 46,7 68,9

U tretmanu 20 dolazi do daljeg smanjenja procenta klijavosti, izuzev kod semena
bosiljka, gde je klijavost ve¢a nakon 7 dana inkubacije (40%) u odnosu na tretman 10
(33%). Sa povecavanjem duzine trajanja inkubacije, kod svih biljnih vrsta dolazi do
povecanja procenta klijavosti semena. Kod suncokreta dolazi do drasticnog pada
procenta klijavosti nakon 7 dana inkubacije (33%), ali je na kraju inkubacije procenat
Klijavosti veoma visok (88,9%). Kod bosiljka ne postoje veca odstupanja u procentu
klijavosti izmedu tretmana 10 1 20. Medutim, seme estragona i uljane repice je pokazalo
veliku osetljivost na prisustvo vece koli¢ine kontaminiranog zemljiSta u supstratu, tako
da je procenat Kklijavosti drasti¢éno redukovan. Posle 7 dana inkubacije semena ovih
biljnih vrsta nisu uop$te klijala a na kraju inkubacije procenat klijavosti semena

estragona bio je 4,4% a uljane repice 17,8% (Tabela 37).

Tabela 37. Procenat klijavosti semena (%) u tretmanu 20

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus  (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Nakon 7 dana 33,0 40,0 0,0 0,0

Nakon 15 dana 66,0 62,0 2,0 6,7

Nakon 21 dana 88,9 71,1 44 17,8

Dalje smanjenje procenta klijavosti semena je zabelezeno u tretmanu 30 (Tabela 38).
Seme estragona i uljane repice nije uopste klijalo ni posle tronedeljne inkubacije, dok se
klijavost semena suncokreta i bosiljka povecavala tokom inkubacije (Slika 18). Na kraju

inkubacije, procenat klijavosti semena bosiljka je bio za oko 50% manji u odnosu na
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klijavost u tretmanu 20. Suncokret je zadrzao relativno dobru klijavost i u tretmanu 30,

tako da je na kraju inkubacije stepen klijavosti iznosio 62,2% (Slika 19).

Slika 18. Klijanje semena suncokreta (a) i bosiljka (b) u tretmanu 30 nakon 5 dana
inkubacije

Slika 19. Rast suncokreta (a) i bosiljka (b) u tretmanu 30 nakon 15 dana
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Tabela 38. Procenat klijavosti semena (%) u tretmanu 30

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus  (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Nakon 7 dana 15,0 0,0 0,0 0,0

Nakon 15 dana 50,0 16,6 0,0 0,0

Nakon 21 dana 62,2 37,8 0,0 0,0

5.11.2. Biomasa biljaka u prisustvu kontaminiranog zemlji$ta u supstratu

Biomasa biljaka se nakon tronedeljne inkubacije razlikovala u zavisnosti od biljne vrste
I tretmana (Tabela 39). Kod suncokreta, bosiljka i estragona se sveza biomasa
smanjivala sa povecanjem sadrzaja kontaminiranog zemljiSta u supstratu za klijanje. U
svim varijantama ogleda najveca sveza biomasa bila je kod suncokreta, zatim uljane
repice i bosiljka, dok je najmanja bila kod estragona. Kod uljane repice je najveca sveza

biomasa bila u tretmanu 10.

Tabela 39. Ukupna sveza biomasa 30 reprezentativnih klijanaca nakon inkubacije (g)

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus ~ (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Kontrola 127,92 5,48 3,42 6,24

10 81,60 3,12 2,16 9,96

20 76,2 1,65 1,32 5,16

30 20,70 0,78 0,00 0,00

5.11.3. Duzina klijanaca u prisustvu kontaminiranog zemlji§ta u supstratu

Duzine klijanaca su takode pokazale razlike u zavisnosti od biljne vrste i tretmana
(Tabela 46). Najduzi klijanci bili su u kontrolnom tretmanu kod svih biljnih vrsta, a sa
dodavanjem kontaminiranog zemljiSta supstratu za klijanje dolazi do smanjivanja

duzine klijanaca. U vecini tretmana najve¢a prosecna duzina klijanaca bila je kod
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suncokreta. Najmanja prose¢na duzina klijanaca u kontroli i tretmanima 10 i 20 bila je

kod bosiljka (Tabela 40).

Tabela 40. Prose¢na duzina 30 reprezentativnih klijanaca nakon inkubacije (cm)

Vreme/biljka Suncokret  Bosiljak Estragon Uljana repica
(Heliantus  (Ocimum  (Artemisia (Brassica
annuus) basilicum) dranunculus) napus)

Kontrola 14,1 4,34 7,28 10,3

10 8,12 3,17 3,96 9,14

20 5,62 2,78 2,92 5,16

30 1,58 0,65 0,00 0,00

Rezultati iz Tabela 35, 36 i 37 nedvosmisleno ukazuju da su procenat klijavosti semena,
sveza biomasa i proseCna duzina klijanaca bili najve¢i u kontroli, a da je prisustvo
zemljisSta kontaminiranog teSkim metalima u supstratu uticalo na smanjenje vrednosti
ovih parametara. Ovaj zaklju¢ak bi se mogao povezati sa nepovoljnim delovanjem
teSkih metala na porast biljaka, ali i potencijalnom akumulacijom teskih metala u tkivu
biljaka, Sto takode nepovoljno utice na porast biljaka.

Prisustvo teskih metala oteZava obavljanje biohemijskih procesa kod biljaka, kao §to je
produkcija enzima 1 antioksidanasa, mobilizacija proteina 1 fotosinteza. Hidroliti¢ki
enzimi imaju veoma vaznu ulogu u klijanju semena. Kisele fosfataze, proteaze i a-
amilaze potpomazu klijanje semena i porast klijanaca putem mobilizacije hranljivih
supstanci u endospermu. Medutim, u prisustvu teSkih metala dolazi do imobilizacije
skroba a hranljive supstance postaju slabije dostupne biljkama. Takode, dolazi i do
redukcije aktivnosti proteolitickih enzima, uz povecanje sadrzaja proteina i
aminokiselina kao rezultat stresa izazvanog prisustvom teSkih metala. Proces
fotosinteze se narusava destabilizacijom enzima, fotosistema 2 i uniStavanjem elektron
transportnog sistema i metabolizma hranljivih supstanci (Seneviratne et al., 2017).
Mnogi autori ukazuju da je primena biljaka na zemljiStima sa povecanim sadrZajem
teskih metala ekoloski i ekonomski prihvatljiva tehnika (Rizwan et al., 2016).

Uspeh ove tehnike zavisi od biljne vrste, koja moze da toleriSe prisustvo teskih metala.

Do danas je veliki broj biljaka ispitivanih u cilju potencijalne remedijacije zemljiSta
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koja su opterecena teskim metalima (Afshan et al., 2015; Meers et al., 2010; Tauqgeer et
al., 2016; Zaheer et al., 2015). U nasim istrazivanjima, najve¢i procenat klijavosti,
najveca sveza biomasa i najveca duzina klijanaca bila je kod suncokreta u poredenju sa
ostalim ispitivanim biljkama. Mnogi istrazivaci su upravo suncokret svrstali u kandidate
za bioakumulaciju teskih metala i potencijalnu remedijaciju kontaminiranih zemljiSta
(Cornu et al., 2016; Laporte et al., 2015; Shaheen i Rinklebe, 2015). Suncokret je
istovremeno 1 jedna od najproucCavanijih biljnih vrsta za remedijaciju zemljiSta
kontaminiranih teSkim metalima (Boonyapookana et al., 2005; Niu et al., 2007) a
dobijeni rezultati u ovoj oblasti potvrduju njegov potencijal u usvajanju teskih metala u
poredenju sa drugim biljnim vrstama kao §to su kukuruz (Gajdos et al., 2012), ricinus,
slacica, lucerka (Niu et al., 2007) i druge. Mnoge studije ukazuju da se stepen apsorpcije
metala 1 njihova translokacija povecava sa porastom koncentracije teSkih metala u
supstratu za rast (Chaves et al., 2011; Cornu et al., 2016; Lee et al., 2013).

Primarni efekat teskih metala u supstratu ispoljava se na klijanju semena. Prisustvo
arsena znacajno smanjuje procenat klijavosti suncokreta, pri ¢emu nize koncentracije
arsena utiCu na smanjenje duzine korena a vecfe duzinu klijanaca u poredenju sa
kontrolom (Imran et al., 2013). Prisustvo kadmijuma takode uti¢e na smanjenje
procenta Klijavosti semena (Junior et al., 2016). Pri sliénim koncentracijama nekih
teSkih metala, procenat klijavosti semena suncokreta bio je ve¢i u odnosu na druge
biljne vrste (Lee et al., 2013), $to je u skladu sa nasim istraZivanjima.

Iz dobijenih rezultata se moze videti da je Klijavost u tretmanu 10 suncokreta bila
maksimalna, odnosno kao u kontroli. Takode, na kraju inkubacije u istim tretmanima,
klijavost semena bosiljka bila je identi¢na, dok je seme uljane repice pokazalo mala
odstupanja u stepenu klijavosti u navedenim tretmanima. Boros i Micle (2015)
konstatuju da je u kontroli i supstratima koji su bili kontaminirani bakrom u
koncentraciji od 1 i 10 ppm klijavost semena suncokreta bila maksimalna, ali uz znatne
razlike u duzini podzemnog i nadzemnog dela izmedu kontrole i tretmana sa
koncentracijom bakra u supstratu od 1 ppm, sa jedne strane, i koncentracija iznad 10
ppm, sa druge strane. Takode, prisustvo nekih teskih metala u supstratu (kadmijuma u
koncentraciji od 50 mg/l, nikla u koncentraciji od 100 mg/l i cinka u koncentraciji od
300 mg/l) nije statisticki znacajno uticalo na smanjenje procenta klijavosti suncokreta

(Zhao et al., 2016). Isti autori ukazuju da prisustvo teskih metala u supstratu znacajno
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uti¢e na duzinu korena klijanaca, ali ne i duzinu nadzemnog dela klijanaca pri
koncentracijama od 150 mg/l Cd, 100 mg/l Ni, 1500 mg/l Pb i 50 i 300 mg/l Zn.
Istrazivanja pokazuju da biljke mogu da toleriSu odredene koncentracije teskih metala

pomocu razli¢itih mehanizama na fizioloSkom i molekularnom nivou (Slika 20).

rana zrelost
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redukcija translokacije
teskih metala
do listova

» fotosinteza

- redukcija
oksidativnog stresa
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modifikacija uslova u zoni rizosfere

Slika 20. Potencijalni mehanizmi tolerancije suncokreta prema teskim metalima (Izvor:
Rizwan et al., 2016)

Mnoge biljne vrste imaju veoma razvijen antioksidativni sistem (Azpilicueta et al.,
2007; Groppa et al., 2012). Nehnevajova et al. (2012) ukazuju na povecanje aktivnosti
monodehidroaskorbat-reduktaze, dehidroaskorbat-reduktaze, askorbat-peroksidaze,
glutation-reduktaze i glutation-S-transferaze u uslovima stresa izazvanog prisustvom
teskih metala. Aktivnost ovih enzima uglavnom je bila izrazenija kod mladih biljaka.
Saber et al. (1999) ukazuju na porast sadrzaja jabuc¢ne i limunske kiseline u podzemnim
1 nadzemnim delovima suncokreta usled veceg sadrzaja teskih metala, dok su Singh et
al. (2004) detektovali poveéanje sadrzaja prolina i askorbinske kiseline pri slicnim
uslovima. Medutim, tolerancija na prisustvo teSkih metala nije beskonacna. Azevedo et
al. (2005) su istrazivali uticaj kadmijuma u koncentracijama 50, odnosno 500 mM na
porast suncokreta i ustanovili susenje 90, odnosno 100% biljaka.

Osim suncokreta, i neke biljke iz familije Brassicaceae se mogu Kkoristiti u cilju
uklanjanja polutanata iz zemljiSta (Belouchrani et al., 2016). One su sposobne da
akumuliraju odredene koncentracije teskih metala (Duquéne et al., 2009; Koopmans et
al., 2008; Ben Ghnaya et al., 2009). Uljana repica (Brassica napus L.) pripada
pomenutoj familiji 1 predstavlja znacajnog akumulatora teSkih metala (Purakayastha et

al., 2008).
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Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da nije doslo do velikih razlika u
procentu klijavosti semena izmedu kontrole i tretmana 10, dok poveéanje procenta
kontaminiranog zemljiSta u supstratu dovodi do drasticnog smanjenja procenta
klijavosti (Slika 21). Na sli¢an nacin smanjuje se i prose¢na duzina klijanaca, s tom §to
u tretmanu 30 semena uljane repice nisu klijala. Moosavi et al. (2012) takode konstatuju
smanjenje procenta klijavosti semena uljane repice, pSenice i kukuruza sa porastom
koncentracije metala (Bi, Cd, Zn, Sr) u supstratu. Autori konstatuju da povecanje
sadrzaja kadmijuma u supstratu ima najveci uticaj na procenat klijavosti semena, Sto se
moze objasniti inhibitornim dejstvom ovog elementa na zivotnu sposobnost semena,
energiju klijanja, sintezu nukleinskih kiselina i proteina (John i van-Laerhoven, 1976).
Takode, kadmijum je ispoljio statisticki znacajan uticaj i na redukciju duzine
podzemnog i nadzemnog dela klijanaca, dok ostali metali nisu imali statisticki znacajan
uticaj na ispitivane parametre rasta ovih biljnih vrsta. Belouchrani et al. (2016) navode
da uljana repica intenzivno raste na zemljiStima kontaminiranim cinkom, §to se
odrazava na parametre rasta ove biljke.

Nakon dve nedelje rasta, ovi autori su ustanovili ve¢u duzinu podzemnog i nadzemnog
dela Kklijanaca pri koncentracijama cinka od 350-500 mg/kg u supstratu u odnosu na
kontrolu. Razlike u koli¢ini biomase primecene su 6 nedelja nakon postavljanja ogleda
pri ¢emu su u kontroli 1 tretmanu sa 450 mg/kg Zn zabelezene najmanje biomase. U
nasim istraZivanjima, u tretmanu 10 nakon 3 nedelje inkubacije, biomasa uljane repice
je bila veca u poredenju sa kontrolom. Mehrpanah et al. (2009) su ispitivali rast uljane
repice u uslovima prisustva Cd, Cu, Pb i Zn u koncentracijama od 10 do 50 ppm u
supstratu i konstatovali da znaajan uticaj na smanjenje procenta klijavosti imaju
koncentracija 40 ppm kadmijuma i 50 ppm bakra i olova, a da je rast ove biljke
stimulisan prisustvom 10 ppm bakra, olova i cinka. I u drugim istrazivanjima
konstatovano je da je biomasa nekih biljaka vec¢a u uslovima kontaminacije. Boros i
Micle (2015) su utvrdili vecu prosecnu svezu i suvu biomasu kukuruza gajenog u

supstratu koji je sadrzao bakar u koncentraciji od 1 ppm u odnosu na kontrolu.
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Slika 21. Rast uljane repice (Brassica napus L.) (a) i estragona (Arthemisia dranunculus
L.) (b) nakon 7 dana inkubacije: 1-tretman 30; 2-tretman 20; 3-tretman 10; 4-tretman K

Mnogi autori ukazuju na opravdanost primene medicinskog i aromati¢nog bilja u
reSavanju problema kontaminacije zemljiSta teSkim metalima (Gales et al., 2009;
Padurariu et al.,, 2010), jer se uglavhom Kkoriste za dobijanje nekih sekundarnih
produkata kao $to su ulja, a gajenjem na kontaminiranom supstratu se spreava dalja
kontaminacija zemlji$nog ekosistema. Jedna od takvih biljaka je i bosiljak (Ocimum
basilicum L.), ¢iji sekundarni proizvodi imaju primenu u parfimeriji, medicinskoj
industriji (Simon et al., 1999), proizvodnji insekticida i dezinfekcionih sredstava (Silva
et al., 1999). Zbog Sirokog spektra sekundarnih proizvoda (flavonoidi, fenilpropanoidi,
kumarini itd.), sliénu upotrebu ima i estragon (Artemisia dracunculus L.), narocito u
farmaceutskoj industriji (Obolskiy et al., 2011). Dok su o estragonu podaci o procentu
klijavosti semena, duzini klijanaca i biomasi u svetskoj literaturi veoma oskudni, 0
parametrima rasta bosiljka na kontaminiranom zemljiStu postoji veliki broj podataka.
Nasi rezultati ukazuju da sa poveéanjem sadrZaja kontaminiranog zemljiSta u supstratu
dolazi do smanjenja duZzine klijanaca bosiljka i biomase.

Stepen klijavosti semena nakon tronedeljne inkubacije je identican u kontroli i tretmanu
10 i smanjuje se u tretmanima 20 i 30. Pallag et al. (2014) ukazuju na inhibitorno
delovanje cinka na procenat klijavosti semena Cak 1 pri niskim koncentracijama ovog
elementa. Olovo takode pokazuje inhibitorni efekat, ali samo pri visokim
koncentracijama. Medutim, Gales et al. (2009) konstatuju da povecanje sadrzaja olova
nije uticalo na promenu stepena klijavosti semena, ali je doSlo do redukcije duZine
korena, $to je u skladu sa naSim rezultatima. Gharebaghi et al. (2017) ukazuju na

inhibitorno delovanje kadmijuma na procenat klijavosti semena, visinu biljaka i duzinu
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korena. Ovi autori takode ukazuju na razliku u inhibitornom delovanju u zavisnosti od
varijeteta bosiljka. Szczodrowska et al. (2016) su pratili akumulaciju metalnih jona iz
zemljista u biljkama iz familija Lamiaceae i Brassicaceae i ustanovili da sa povec¢anjem
koncentracije teskih metala u supstratu dolazi do povecanja sadrzaja metala u biljci.
Autori su konstatovali da se u tkivima bosiljka akumulira statisticki znacajno veca
koli¢ina cinka, bakra i nikla u poredenju sa kontrolom.

Koncentracija hroma u supstratu i podzemnom i nadzemnom delu suncokreta nakon

inkubacije zavisila je od po¢etnog sadrzaja hroma u supstratu (Tabela 41).

Tabela 41. Sadrzaj hroma u supstratu i nadzemnom delu i korenu suncokreta

(Helianthus annuus L.)

Materijal Varijanta Sadrzaj hroma (mg/kg) Stepen redukcije
(%)
Pocetak ogleda Kraj ogleda

Supstrat 30 1901,23 1147,77 39,6
20 1357,79 899,49 33,7
10 723,44 597,35 17,4
kontrola 28,7 24.8

Biljka 30 - 26,71 -
20 - 21,50 -
10 - 20,50 -
kontrola - 1,23 -

Iz Tabele 41 jasno se vidi da je sadrzaj hroma u supstratu redukovan za 17,4 do 39,6%,
pri ¢emu je najmanje smanjenje bilo u tretmanu 10 a najvece u tretmanu 30. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i ispitivanjem sadrZaja hroma u podzemnom i nadzemnom delu
biljaka. U tretmanu 10, sadrzaj hroma u biljkama iznosio je 20,50 mg/kg, u tretmanu 20
iznosio je 21,50 mg/kg, dok je najveci sadrzaj hroma bio u tretmanu 30. Ove rezultate
potvrduju i drugi istrazivaci. Suncokret je biljka koja se Cesto koristi za bioakumulaciju
teskih 1 toksi¢nih metala (Lopes et al., 2015). Atta et al. (2013) su ustanovili da sa
povecanjem sadrzaja hroma sa 50 na 500 mg/kg zemljista dolazi i do povecanja sadrzaja
hroma u podzemnom delu suncokreta sa 25,14 na 189,61 ppm, dok u listovima sadrZaj

hroma iznosi od 1,46 do 6,97 ppm. Slab intenzitet fotosinteze usled inhibicije elektron
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transportnog sistema, nepravilnosti fotohemijskog procesa i nizi sadrzaj hlorofila imaju
za posledicu usporen rast biljaka, §to je povezano sa ubrzanom akumulacijom hroma u
biljkama (Van Assche i Clijsters, 1983; Singh i Agarwal, 2007; Tang et al., 2012).
Mohanty i Patra (2016) su pratili akumulaciju Cr(VI) u podzemnom i nadzemnom delu
suncokreta i ustanovili da se ovaj element vise akumulira u nadzemnom delu.

Nakon 45 dana rasta klijanaca, ovi autori su utvrdili da se najveca kolic¢ina Cr(VI) u
podzemnom delu akumulira pri poéetnoj koncentraciji od 50 mg/kg suvog zemljista,
dok se u nadzemnom delu najviSe akumulira pri najvecoj poc¢etnoj koncentraciji od 200
mg/kg, §to je u saglasnosti sa naSim istrazivanjima. Mahimairaja i Shenbagavalli (2010)
su takode konstatovali porast akumulacije hroma u podzemnom i nadzemnom delu
suncokreta sa pove¢anjem koncentracije hroma u supstratu, ali je stepen akumulacije
bio vec¢i u korenu u odnosu na listove ili stabljiku. Otpadna biomasa suncokreta se
takode moze koristiti za sorpciju teSkih metala. Jain et al. (2016) su ispitivali efikasnost
adsorbenata proizvedenih od otpadne mase suncokreta u sorpciji Ni(ll), Cd(Il) i Cr(V1).
Ustanovili su da su adsorbenti bili efikasni u uklanjanju ovih metala, ali da se efikasnost
smanjuje ukoliko se u sistemu nalaze dva ili tri metala istovremeno. Dodavanje
organskih oplemenjivaca takode moze da uti¢e na stepen uklanjanja hroma iz zemljista.
Choppala et al. (2013) su ispitivali efikasnost suncokreta u uklanjanju hroma iz
zemljista koje su dodati kravlji stajnjak, biougalj proizveden od pileceg stajnjaka i crni
ugalj. U odnosu na kontrolno zemljiSte, nakon 16 dana inkubacije doSlo je do znacajne
akumulacije hroma u biljnom materijalu, dok se biomasa suncokreta znacajno smanjila.
U ovom eksperimentu, primena uglja imala je najvecu efikasnost u uklanjanju hroma iz
zemljiSta. Altundogan (2005) je konstatovao da dodavanje pulpe SeCerne repe utice na
smanjenje koncentracije Cr(VI).

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju da se suncokret potencijalno moze koristiti u
cilju remedijacije zemljiSta kontaminiranih teSkim metalima. Medutim, neophodna su
dalja istrazivanja kako bi se ustanovio uticaj razlicitih teSkih metala na klijavost semena
biljaka, a posebno u realnim uslovima kontaminacije. Razumevanje ovih uticaja moze
doprineti ublazavanju stresa 1 odredenim manipulacijama na biohemijskom i
molekularnom nivou dovesti do uspesnog uklanjanja teskih metala iz kontaminiranih

zemljista.
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Na osnovu eksperimentalnih rezultata dobijenih tokom ovih istrazivanja, moze se
zakljuciti sledece:

1. Svi uzorci zemljiSta sa lokacije bivSe fabrike ,,Rog™“ se mogu smatrati
kontaminiranim. Zbog sadrzaja vecine ispitivanih metala iznad maksimalno
dozvoljenih koncentracija, a, u zavisnosti od koriS¢enih standarda, sadrzaj
pojedinih elemenata (Ba, Cr, Cu, Pb, Ni, B i S) je i iznad remedijacionih
vrednosti. U kontrolnom uzorku, samo sadrzaj vanadijuma blago prelazi
maksimalno dozvoljenu koncentraciju, dok je sadrzaj ostalih elemenata ispod
grani¢nih vrednosti koriS¢enih standarda. Ovi rezultati nedvosmisleno ukazuju
da su industrijska proizvodnja bicikala, postupci galvanizacije i hromiranja
uticali na kontaminaciju zemljista i pogorSanje kvaliteta zivotne sredine $to
ukazuje na potrebu za izborom odgovarajuce remedijacione tehnologije

2. Ispitivano zemljiste pokazuje neutralnu do blago alkalnu reakciju sredine, visok
sadrzaj organskog ugljenika, dobro, bogato i vrlo bogato je sadrzajem ukupnog
azota, siroma$no, dobro ili vrlo dobro obezbedeno sadrzajem pristupacnog
fosfora i dobro obezbedeno kalijumom. Rezultati osnovnih hemijskih analiza
ukazuju da je ovo sredina pogodna za rast razliCitih biljnih vrsta ¢ime se
ispunjavaju preduslovi za primenu ekoremedijacionih tehnologija baziranih na
biljno-mikrobnim interakcijama.

3. Mikrobni diverzitet zemljiSta zavisio je od lokacije uzorkovanja, kao i
prisustva/odsustva kontaminacije. Ukupan broj bakterija, gljiva i aktinomiceta je
veéi u kontrolnom uzorku. Smanjenje zastupljenosti mikrobnih populacija u
kontaminiranim uzorcima u odnosu na kontrolni iznosila su za bakterije 60,6-
93,0%, za gljive 43,9-98,0% i za aktinomicete 20,8-37,3%. Izmedu ispitivanih
lokacija prisutne su statisticki znaCajne razlike u brojnosti svih grupa
mikroorganizama. Ali, rezultati ukazuju da brojnost i diverzitet mikrobnih
populacija u ispitivanom zemljiStu pruza osnovu za primenu ekoremedijacionih
tehnologija i ukazuje na potencijal autohtonih populacija za bioremedijacionu

tehnologiju.
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4. Brojnost hrom-rezistentnih bakterija i gljiva bila je razli¢ita i zavisila je od
koncentracije hroma u podlozi, pH vrednosti podloge i lokacije uzorkovanja.
Najve¢i broj hrom-rezistentnih bakterija konstatovan je u uzorku 2, pri
koncentraciji hroma od 1000 mg/I i pH vrednosti 7 (127,1x10* CFU/g) i
koncentraciji 1500 mg/l pri pH vrednosti 9 (126,3x10* CFU/g). Pri pH vrednosti
podloge od 5 u veéini varijanti ogleda, bakterijski rast nije zabelezen. Takode,
pri koncentraciji hroma od 3000 mg/l rast hrom-rezistentnih bakterija bio je
izuzetno slab. Najveca brojnost hrom-rezistentnih gljiva bila je u uzorku 1
(11,8x10° CFU/g) a najmanja u uzorku 4 (0,2 x10°® CFU/g). Generalno,
diverzitet vrsta hrom-rezistentnih gljiva nije bio izrazen: tokom inkubacije je
uoceno svega nekoliko morfoloski razli€itih vrsta.

5. Iz kontaminiranih uzoraka zemljista, ukupno su izolovana 53 izolata hrom-
rezistentnih bakterija. Medu njima dominiraju gram pozitivne Stapicaste
sporogene bakterije (28 izolata, procenat oko 52%), dok su gram negativni
asporogeni Stapi¢i slabije zastupljeni.

6. Relativna tolerantnost bakterijskih izolata na prisustvo hroma(VI1) zavisi od
njegove koncentracije u podlozi. Sa porastom koncentracije Cr(VI) u LB
podlozi, broj hrom-tolerantnih bakterijskih izolata opada. U poredenju sa
kontrolom, 47,1% do 78,6%, odnosno 29,4 do 38,5% izolata je bilo sposobno za
rast u prisustvu 100, odnosno 500 mg/l Cr(V1) u LB podlozi. Pri koncentraciji
od 750 mg/1 Cr(VI), u poredenju sa kontrolom, svega 5,9% do 30,8% izolata je
bilo sposobno za rast, dok je pri koncentracijama od 1000 i 1500 mg/l samo 5
izolata (270-9C; 270-9R, 342-9, 351-9 i 212-9) imalo sposobnost rasta. Svi
izolati su bili Stapi¢astog oblika, sporogeni i gram-pozitivni. Ovi izolati su
koriS¢eni za ispitivanje minimalnih inhibitornih koncentracija Cr(V1) i redukcije
Cr(VI).

7. Morfoloskom, fizioloSkom i molekularnom identifikacijom bakterijski izolati su
svrstani u rod Bacillus spp. Sekvenciranje 16 S r DNK nije se pokazalo kao
dovoljno diskriminatorna metoda, dok je sekvenciranje tuf gena pokazalo da su
izolati 270-9R i 342-9 najslicniiji vrsti Bacillus safensis. Izolat 212-9 je bio
najsli¢niji vrsti Bacillus thuringiensis, dok su izolati 270-9C i 351-9 potvrdeni

kao B. subtilis subsp. subtilis. Na osnovu odgajivackih i morfoloski
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10.

11.

karakteristika filamentozne gljive su svrstane u rodove Alternaria sp., Fusarium
sp. i Penicillium sp.

Rast hrom tolerantnih izolata bakterija zavisi od koncentracije Cr(V1) u podlozi i
vremena inkubacije. Porast koncentracije Cr(VI) u podlozi uticao je na
smanjenje rasta bakterija. Pri pocetnim koncentracijama od 100 i 500 mg/I
Cr(VI), sa porastom duzine inkubacije, uglavnom dolazi do povecanja rasta
bakterija, dok pri ve¢im koncentracijama uglavnom ne dolazi do ve¢ih promena
u rastu bakterija. Pri koncentraciji hroma od 2000 mg/l, bakterijski rast nije
konstatovan. Rast hrom-rezistentnih gljiva je zavisio od istih faktora kao i kod
hrom-rezistentnih bakterija.

Stepen redukcije Cr(VI) zavisio je od njegove pocetne koncentracije,
bakterijskih izolata i vremena inkubacije. Eksperiment je pokazao da su svi
bakterijski izolati bili sposobni za kompletnu ili delimi¢nu redukciju razlicitih
pocetnih koncentracija Cr(VI). Od pet bakterijskih izolata, ¢etiri (342-9, 270-9R,
212-9 i 351-9) su bila sposobna za kompletnu redukciju pocetnih koncentracija
od 50 i 100 mg/l Cr(VI). Kod ovih koncentracija, na kraju inkubacije, ne postoje
statisticki znacajne razlike izmedu izolata. Na visim pocetnim koncentracijama
Cr(VI), stepen redukcije je bio manji u poredenju sa prethodnim
eksperimentima, tako da se vecina izolata odlikovala delimi¢énom redukcijom
Cr(V1); na kraju inkubacije su statisti¢ki znac¢ajne razlike prisutne izmedu izolata
koji se odlikuju sposobnoséu kompletne redukcije Cr(VI), sa jedne strane, i
izolata koji delimi¢no redukuju Cr(VI), sa druge strane. 1zolat 342-9 je pokazao
maksimalnu efikasnost u redukciji svih proufavanih pocetnih koncentracija
Cr(V1), kao i izolat 212-9 pri 300 mg/l Cr(VI).

Dobijeni rezultati, kao i podaci iz svetske literature, potvrduju potencijal
bakterija Bacillus subtilis, Bacillus safensis i Bacillus thuringiensis u redukciji
Cr(VI).

Svi bakterijskih izolati su pokazali rast u te¢noj LB podlozi u koju su dodate
razli¢ite koncentracije Cr(VI). Kod veéine izolata stepen rasta je opadao sa
povecanjem koncentracije Cr(VI) u podlozi. Najsporiji rast je primecen kod

izolata 270-9C, identifikovanog kao Bacillus subtilis subsp. subtilis, a najbrzi
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kod izolata 212-9, identifikovanog kao Bacillus thuringiensis. Pocetak i trajanje
faza rasta izolata takode je zavisilo od poc¢etnih koncentracija Cr(VI).

12. Suncokret (Helianthus annuus L.), bosiljak (Ocimum basilicum L.), estragon
(Artemisia dracunculus L.) i uljana repica (Brassica napus L.) imaju sposobnost
rasta na supstratu koji sadrzi zemljiste kontaminirano metalima. Dodavanjem
kontaminiranog zemljista, stepen klijavosti semena uglavnom opada kod svih
biljnih vrsta, a tokom inkubacije stepen klijavosti uglavnom raste. Suncokret
ima maksimalnu klijavost u tretmanu 10, a u ostalim tretmanima Klijavost
semena ove biljne vrste je relativno visoka. Estragon i uljana repica nisu klijali u
tretmanu 30.

13. Biomasa i duzina klijanaca su najveci kod suncokreta, a zatim kod uljane repice
(u tretmanima 10 i1 20). Zbog visokog stepena klijavosti, biomase i duzine
klijanaca, suncokret se moze preporuciti kao jedno od reSenja za poboljsanje
kvaliteta zivotne sredine na lokaciji bivse fabrike ,,Rog".

14. Dobijeni rezultati potvrduju toksican efekat hroma na rast klijanaca suncokreta,
ali i ukazuju da se suncokret moze uspesno Koristiti za uklanjanje hroma iz
zemljista. Istovremeno, ovi rezultati ukazuju na neophodnost daljih istrazivanja

u vezi sa optimizacijom uslova za redukciju Cr(VI) u zemljistu.

Precizno morfoloski okarakterisane 1 molekularno identifikovane mikrobne
populacije predstavljaju nezamenljive karike bioremedijacionih tehnologija. Takode,
istrazivanja su pokazala da se kontaminirano zemljiSta na lokaciji bivSe fabrike
»Rog“ u Ljubljani moze iskoristiti kao supstrat za rast biljnih vrsta tolerantnih na
prisustvo metala. Ovakav pristup, baziran na iskoriStavanju slozenih biljno-
mikrobnih interakcija predstavlja dobru osnovu za prakticnu primenu
bioremedijacionih tehnologija, koje ¢e doprineti poboljSanju kvaliteta Zivotne
sredine ugrozene visokih koncentracijama metala.

Ovo ukazuje na aplikativni znacaj disertacije i mogucu primenu u remedijaciji
zemljista kontaminiranih industrijskim otpadom. Formirana kolekcija mikrobnih

populacija moze posluziti 1 za dalja nau¢na istrazivanja.
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