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Ispitivanje zagadenih staniSta kao izvora mikroorganizama za bioremedijaciju

lzvod

Cilj istrazivanja u okviru doktorske disertacije bio je ispitivanje zagadenih ekosistema
raznorodnim polutantima (toksi¢ni metali, nafta i naftni derivati, perfluorovana
jedinjenja) kao izvora mikroorganizama za bioremedijaciju. Uradena je hemijska
karakterizacija kontaminiranog zemljiSta juzne industrijske zone Panceva, sedimenta iz
kanala otpadnih voda, zemljista zagadenog naftom i naftnim derivatima, remedijacione
halde, kao i katalizatora iz procesa desulfurizacije nafte koji predstavljaju potencijalni
zagadiva¢ Zivotne sredine. Pored hemijske analize uradena je i FTIR, *H i *C NMR,
rengdenskom spektroskopijom. lIzolovani i identifikovani su aktivni konzorcijumi
zimogenih mikroorganizama. Posebna paznja je usmerena na ispitivanje uticaja
huminskih kiselina kao jedne od klasa krajnjih proizvoda mikrobioloske razgradnje
organskih polutanata i organske supstance supstrata na konzorcijum mikroorganizama
tokom simultane bioremedijacije i humifikacije, odnosno transformacije razgradenih

organskih supstanci u »humus« kao komponentu plodnosti zemljista.

Za praenje promena tokom biorazgradnje, koje ukazuju na slobodnoradikalske
mehanizme i njihovu mogucu stimulaciju kojis¢ena je EPR spektroskopija. Rezultati su
pokazali da ispitivane huminske kiseline direktno uti¢u na vezivanje hidroksil radikala
vezivanjem Fe**. Zbog reaktivne prirode, gvozde je veoma toksicno za organizam
ukoliko njegova unutaréelijska koncentracija nije adekvatno regulisana. Toksi¢nost Fe**
jona je zasnovana na njegovoj mogucnosti da reaguje sa super-oksidom pri ¢emu se

stvara Fe?*.
Kljucne reci: staniste, bioremedijacija, mikroorganizmi, huminske kiseline, metali
Naucna oblast: Biohemija

Uza naucna oblast: ~ Mikrobioloska hemija i biotehnologija

UDK broj: 577
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Research of polluted habitats as sources of microorganisms for bioremediation

Abstract

The objective of this doctoral dissertation was to examine the diverse ecosystems
contaminated with pollutants (toxic metals, oil and oil derivatives, perfluorinated
compounds) as the source of microorganisms for bioremediation. It was performed
chemical characterization of contaminated soils of the southern industrial zone of
Pancevo, sediments from the wastewater canal, soil contaminated by oil and oil
products, bioremediation pile, as well as a catalyst for the desulfurization process of oil
as a potential polluter of the environment. Beside chemical analyisis it was performed
FTIR, *H and *C NMR and X-ray spectroscopy. Active zymogenous consortia of
microorganisms was isolated and identified. Special attention was directed to examine
the effect of humic acid as one of the classes of the end products of microbial
degradation of organic pollutants and organic matter substrates on microbial consortium
during simultaneous bioremediation and humification or transformation of decomposed

organic matter in the "humus" as a component of soil fertility.

Monitoring of changes during biodegradation that indicate the free radical mechanisms
and their possible stimulation was performed by EPR spectroscopy. The results showed
that the investigated humic acids directly affect the binding of hydroxyl radicals by
binding of Fe*. Because of its reactive nature, iron is highly toxic to the organisms if its
intracellular concentration is not adequately regulated. Toxicity of Fe** ions is based on

its ability to react with a super-oxide and formation of Fe?*.
Keywords: habitat, bioremediation, microorganisms, humic acids, metals
Science topic: Biochemistry

Topic field: Microbial chemistry and biotechnology
UDC number: 577
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U poslednjih sto godina u zivotnu sredinu su izbacene ogromne koli¢ine otpadnog
materijala. Do pocetka drugog svetskog rata ovaj otpadni materijal i njegovi negativni
efekti nisu bili znacajni, medutim po njegovom zavrSetku usled neodgovornog
odlaganja svih vrsta otpada poceli su da se javljaju ozbiljni problemi. U danasnje vreme

javnost je veoma zainteresovana za reSavanje tih problema.

Izvori otpadnog materijala mogu biti industrijskog i poljoprivrednog porekla. Na
primer, energetska industrija generiSe ogromne koli¢ine otpada koris¢enjem uglja. U
proslosti je ovakav otpad spaljivan ili odlagan. Cesto su komponente tog otpada
dospevale u zemljiste ili podzemne vode. Ovakvi izvori zagadenja se smatraju tackasti
izvori. Sa druge strane, poljoprivredni sektor je najveci korisnik pesticida i vestackih
dubriva koji se koriste na velikim povrSinama (netackasti izvor), a zagadivaci se mogu

naci i u povrsinskim i podzemnim vodama.

Kontaminacija podzemnih voda predstavlja poseban problem posto su ove vode glavni
izvor pitke vode. U nekim industrijski razvijenim zemljama oko 96% ukupne pitke vode

potice od podzemnih voda.

Koli¢ina otpada koja se danas nalazi u Zivotnoj sredini je prevelika da bi mogla da se
ukloni prirodnim putem — samopreciS¢avanjem. Stoga je neophodno da se odiste
zagadeni prostori 1 da se vrate u stanje pre zagadenja, odnosno da se izvrsi remedijacija
zagadenog staniSta. Za najve¢i broj metoda koje se u svetu trenutno koriste
karakteristi¢no je da kao posledica njihove upotrebe nastaje novi otpad koji zahteva

kontrolisano odlaganje.

Jedna od tehnologija koja ima sve vecu primenu u svetu za remedijaciju zagadenih
staniSta, pre svega zemljiSta, je bioremedijacija. Bioremedijacija je posebno efikasna u
saniranju staniSta zagadenih naftom i naftnim derivatima, ali se koristi i za tretman
otpada koji jo§ nije dospeo u Zzivotnu sredinu, a sve CeS€e se koristi i za staniSta
zagadena teSkim metalima. Jedna od najefikasnijih vrsta bioremedijacije je upotreba
nepatogenih mikroorganizama za koje zagadujuCe supstance predstavljaju izvor
hranljivih supstanci. Mikroorganizmi koji su prirodno prisutni na mestu zagadenja,

prevode toksi¢ne supstance u proizvode koji su netoksi¢ni za Coveka i okolinu.
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Organski zagadivaci mogu biti transformisani i do ugljen-dioksida i vode, a teski metali

mogu biti prevedeni u svoju netoksi¢nu formu.

lako se u bioremedijaciji mogu koristiti i mikroorganizmi koji su preneseni sa nekog
drugog zagadenog ili ¢ak i1 nezagadenog staniSta, najbolji efekat pokazuju oni koji su
izolovani na samom mestu zagadenja. Mnoge komponente zagadivaca mogu biti
razgradene samo zajednickim delovanjem viSe sojeva mikroorganizama —

konzorcijumom.

Zagadenje Zivotne sredine toksi¢nim metalima, kontaminantima naftnog tipa i novim
klasama POPs, kao s§to su PFCs je uvek prisutan problem i izazov za istrazivace. Stalno
su aktuelni mikroorganizmi kao ,bioloski agensi“ u c¢iS¢enju, posebno istorijskih
zagadenja, zaStiti 1 oCuvanju zivotne sredine. Biohemijske putanje 1 mehanizmi
razgradnje i inaktivacije polutanata su izazovi, kako za istraZivace, tako i za one koji se
bave primenom. Zbog sposobnosti da uklanjaju metaboli¢ki vodonik-peroksid posebna
paznja je usmerena na huminske supstance, vazan sastojak organske supstance
zemljiSta. Huminske supstance vezuju metale (kao Sto su mangan, bakar, gvozde, ...)
koji su redoks aktivni i reaguju sa H,O, u Fentonovoj reakciji daju¢i ‘OH koga vezuju

huminske kiseline.

U ovom radu su proucavana staniSta zagadena raznorodnim zagadiva¢ima (toksi¢ni
metali, nafta i naftni derivati, perfluorovana jedinjenja-PFCs) kao izvori
mikroorganizama za bioremedijaciju ovih delova zivotne sredine, prvenstveno kao
aktivnih zimogenih konzorcijuma. Osim toga, pra¢ene su promene tokom biorazgradnje

koje ukazuju na slobodnoradikalske mehanizme i njihovu mogucu stimulaciju.

Iz kontaminiranih industrijskih sredina, koje su okarakterisane, pre svega u odnosu na
polutante (toksi¢ni metali, nafta i naftni derivati i perfluorovana jedinjenja) su izolovani
konzorcijumi zimogenih mikroorganizama, a njihova identifikacija je uradena
fiziolosko-biohemijskim metodama. Pracena je promena koncentracije zagadivaca i
huminskih kiselina i uradena je njihova osnovna karakterizacija primenom FTIR, *H i
3C NMR, kao i rendgenska analiza. EPR spektroskopijom su praéeni

slobodnoradikalski mehanizmi.
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2. PREGLED LITERATURE
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2.1. EKOSISTEMI I STANISTA

Ekosistem predstavlja zajednicu biotickih 1 abiotickih faktora na odredenom stanistu. U
biotiCke faktore se ubrajaju zivi organizmi — biljke, zivotinje i mikroorganizmi, a u
abioticke sunceva svetlost, vazduh, voda, mineralne soli, temperatura, vlaznost,
hemijski sastav, itd. Ovi bioticki i abioti¢ki faktori su medusobno povezani kroz

biogeohemijske cikluse elemenata kao i kroz protok energije.

Unutar svakog ekosistema postoje staniSta koja se mogu modusobno razlikovati po
veli¢ini. StaniSte je prostor na kome zivi odredena populacija organizama. Pod
populacijom se podrazumeva grupa zivih organizama iste vrste koja zivi na istom
prostoru u isto vreme. Sve populacije medusobno interaguju ¢ineci zajednicu. Zajednica
zivih bica reaguje sa nezivim svetom koji se nalazi oko nje ¢ine¢i ekosistem. StaniSte
obezbeduje sve potrebe organizma kao S$to su hrana, voda, temperatura, kiseonik,

mineralne materije i sli¢no.

Postoji mnogo primera ekosistema: ribnjaci, Suma, zaliv, livada, zemljiSte, vazduh itd.
Granice izmedu pojedinih ekosistema nisu uvek jasne iako to na prvi pogled moze tako

da izgleda.

Ekologija ekosistema proucava kao glavne procese energetske transformacije i
biogeohemijske cikluse. Ekosistem se moze definisati kao mreza interakcija izmedu

organizama, ali i kao odnosi izmedu organizama i njihove Zivotne sredine.”

Energija, voda, azot i minerali iz zemljiSta su esencijalne abioticke komponente
ekosistema. Energija koja proti¢e kroz ekosistem se dobija iz sunCeve energije. U
ekosistem ulazi putem fotosinteze, procesa koji takode uvodi ugljenik iz atmosfere.
Biljke, zivotinje i mikroorganizmi igraju vaznu ulogu u kretanju jedinjenja i energije
kroz sistem. Razgradnjom izumrlih organizama od strane mikroorganizama dolazi do
oslobadanja ugljenika 1 ostalih hranljivih supstanci ponovo u atmosferu gde se mogu

ponovo Koristiti.>
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Ekologija se moze posmatrati na nivou jedinke, populacije, zajednice i ekosistema.
Ekologija jedinke se odnosi na fiziologiju, reprodukciju, razvoj i ponasanje, ekologija
populacije se odnosi na staniSte, grupna ponasanja, rast populacije, granice razvoja, a
ekologija zajednice proucava kako se pojedine populacije odnose jedna prema drugoj.
Ekologija ekosistema proucava funkcionisanje sistema kao celine i glavne funkcionalne
aspekte sistema. Ovi funkcionalni aspekti ukljucuju koli¢inu energije koja se proizvodi
u procesu fotosinteze, protok energije i jedinjenja u lancu ishrane, $ta kontroliSe brzinu
razgradnje ili recikliranje pojedinih komponenti ekosistema ili pojedinih hranljivih

supstanci.
2.1.1. Procesi u ekosistemima

Ugljenik 1 energija u ekosistem ulaze u procesu fotosinteze, ugraduju se u tkiva i
prenose u druge organizme koji se hrane zivim ili izumrlim biljkama. U procesu disanja
se mogu ukloniti iz organizma. Veéina drugih mineralnih hranljivih supstanci se takode

ponovo iskoriséavaju u ekosistemu.’

Na slici 2.1. se mogu uociti dve osnovne ideje o funkcionisanju ekosistema: kruZzenje

energije 1 kruZenje materije (biogeohemijski ciklusi).

W Ve vy
TS - 3 « Sunéeva 4
Abioticki folekili TO:LOTA energifa
(€O, 0y, Ny,
minerali) %
- -

TOPLOTA %,

TOPLOTA

Razgradivaci w— Proizvodaci
(bakterije, gljive) . (biljke)

Potrosaci

TOPLOTA ]

(biljojedi, mesojedi)

Slika 2.1. KruZenje enegije 1 materije u prirodi

(http://www.globalchange.umich.edu/globalchangel/current/lectures/kling/ecosystem/ecosystem.html, 2008)
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Ova dva procesa su povezana ali nisu potpuno ista. Energija ulazi u bioloski sistem iz
energije Sunca i pretvara se u hemijsku energiju organskih molekula u ¢elijskim
procesima koji ukljucuju fotosintezu i respiraciju i na kraju se pretvara u toplotnu
energiju. Ova energija se rasipa jer se gubi u vidu toplote i kao takva se ne moze vise
obnoviti. Bez neprestanog unosa Sunceve energije zZivi sistemi bi brzo izumrli. Stoga se

moze smatrati da je Zemlja otvoreni sistem u odnosu na energiju.

Ugljenik i enegija, koji se ugraduju u biljna tkiva (biljke se smatraju primarnim
proizvodac¢ima — producentima), konzumiranjem se prenose na zivotinje ili izumiranjem
biljke dolazi do razgradnje ve¢ih molekula na jednostavnije. Smatra se da se kod
kopnenih ekosistema priblizno 90% biljaka razgradi od strane mikroorganizama, a da je

svega 10% konzumirano od strane drugih organizama.®

Elementi kao Sto su ugljenik, azot 1 fosfor ulaze u zive sisteme na razli¢ite nacine.
Biljke dobijaju elemente iz okolne sredine: atmosfere, vode i zemlje. Zivotinje takode
mogu uneti ove elemente direktno iz okoline, ali u najveéoj meri ih dobijaju
konzumiranjem drugih organizama. Ovi elementi tada ulaze u sastav mnogih molekula
u organizmu, ali pre ili kasnije usled izlu¢ivanja ili odumiranja organizma vracaju se u
svoj neorganski oblik. Mikroorganizmi naj¢eS¢e zavrSavaju ovaj ciklus elemenata u
procesu razgradnje ili mineralizacije. S obzirom da se elementi ne uniStavaju ili gube u
okviru samog sistema smatramo da je Zemlja zatvoren sistem u odnosu na

mikroelemente.

Ekosistem neprestano razmenjuje energiju i ugljenik sa svojim Sirim okruZenjem. Sa
druge strane mineralne hranljive supstance kruze izmedu biljaka, Zivotinja,
mikroorganizama 1 zemljiSta. Najveca koli¢ina azota ulazi u ekosistem u procesu
bioloske fiksacije azota ili se u zemljiSte unosi vestackim dubrivom. S obzirom da su
kopneni ekosistemi ograniceni po pitanju koli¢ine azota smatra se da je kruzenje azota

jedan od vaznih kontrolnih mehanizama u ekosistemu.

Na slikama 2.2 do 2.4 su prikazani biogeohemijski ciklusi ugljenika, azota i fosfora.
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CO: u atmosferi

Sagorevanje.

Celijsko disanje

Fotosinteza

Biljke, alge,
cianobakterije
Drvo i fosilna
goriva

Primarni
konzumenti

Copynght @ Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
Slika 2.2. KruZenje ugljenika u prirodi
(http://shawmst.org/biology/chapter/what_do_we_need_to_eat/)
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bakterijelulkorenu -
leguminoza A5
Razgradivaci
(aerobne i anaerobne
bakterije i gljive

Nitrati (NO3)

Nitrifikacione
Amonifikacija Nitrifikacija bakterije

@ Amonijum (NH,") @

Azotofiksirajuce Nitrifikacione

bakterije bakterije

Slika 2.3. KruZenje azota u prirodi

(http://sosc.poly.edu/curriculum/nitrogen-cycle/)
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Stene koje sadrze
fosfate (PO.*)

nagib ili erozija
(sporo)

ugradnja u
Zivotinjama

Slika 2.4. Kruzenje fosfora u prirodi

(http://Avww.shmoop.com/ecology/phosphorus-cycle.html)

Ekosistemi pruzaju veliki broj raznih materijalnih dobra i raznih »usluga« koji su
neophodni ¢oveku. U materijalna dobra se ubrajaju »opipljivi materijalni proizvodi«
koje proizvodi ekosistem, kao na primer hrana, gradivni materijal, lekovite biljke*, ali i
manje opipljivi proizvodi kao §to su turizam, rekreacija kao i geni divljih Zivotinja i
biljaka koji se mogu koristiti za poboljsanje domaéih vrsta.® U usluge koje pruza
ekosistem se mogu ubrajati sve one koje poboljsavaju Zivotne uslove, kao $to su
odrzavanje ciklusa vode, preciS¢avanje vazduha, vode i zemljista, odrZzavanje koli¢ine

kiseonika u atmosferi, opragivanje useva.*”

2.1.2. Upravljanje ekosistemima

Kada se upravljanje prirodnim resursima primeni na ceo ekosistem, a ne na samo jednu
vrstu onda se to naziva »upravljanje ekosistemom«.® Kod upravljanja ekosistemom
postoji nekoliko uobicajenih principa: dugotrajna odrzivost dobara i usluga ekosistema,
jasno ekolosko razumevanje sistema ukljucuju¢i povezanost i ekoloSku dinamiku i

razumevanje uloge ljudi kao komponente ekosistema.”
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2.1.3. Tipovi ekosistema

Usled abiotickih faktora razliciti ekosistemi se razvijaju na razli¢ite nacine. Ovi faktori i
njihove medusobne interakcije kao 1 interakcije sa bioti¢im komponentama dovele su do
stvaranja razli¢itih vrsta ekosistema. lako se u razliitoj literaturi pominje viSe vrsta

ekosistema u sustini postoje samo kopneni i vodeni ekosistem.
I. Kopneni ekosistemi
Kopneni ekosistemi su medusobno prili¢no raznovrsni i mogu se klasifikovati u

1. Sumski ekosistemi. Ekosistemi u kojima Zivi veliki broj organizama na
relativno malom prostoru. Male promene u ovom ekosistemu mogu znatno

uticati na balans i unistenje ekosistema.

2. Pustinjski ekosistemi. Ekosistemi u kojima ima veoma malo padavina.
Zauzimaju oko 17% sve zemlje na planeti. Usled ekstremnih temperatura,
nedostatka vode 1 intenzivnog sunéevog zracenja flora i fauna su retki i slabo

razvijeni.

3. Travnati ekosistemi. Travnati ekosistemi se nalaze kako u tropskom, tako i u

umerenom podrucju i dele se na savane i prerije.

4. Planinski ekosistemi. Flora i fauna ovog ekosistema se razlikuje u zavisnosti od

nadmorske visine.
ii. Vodeni ekosistemi
Postoje dve vrste vodenih ekosistema:

1. Morski ekosistemi. Ovi ekosistemi su najrasprostranjeniji od svih ekosistema i

pokrivaju priblizno 71% povrSine Zemlje 1 sadrze oko 97% planetarne vode.

10
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Voda u ovim ekosistemima sadrzi soli 1 minerale rastvorene u velikim

koli¢inama.

2. Slatkovodni ekosistemi. Za razliku od morskih slatkovodni ekosistemi

pokrivaju 0,8% Zemljine povrSine i sadrze svega 0,009% ukupne vode.

2.1.4. Strukturne i funkcionalne komponente ekosistema

Struktura i odnosi izmedu komponenti sistema su prikazani na slici 2.5

Ekosistem
Abioticne komponente Bioticne komponente
Klimatski faktori Zemljisni faktori Proizvodaci Konzumenti Razgradivadi
| ‘ {Autotrofi) (Heterotrofi) {Saprofiti)
K£'a l ZerLljal
Svetlost pH
Vetar Minerali
Temperatura Topografija
Primarni Sekundarni Tericijarni Kvaternerni
konzumenti konzumenti konzumenti konzumenti

Slika 2.5. Komponente ekosistema

2.2. ZEMLJISTE KAO DEO EKOSISTEMA

ZemljiSte je vazan faktor koji utiCe na razvoj 1 produktivnost razli¢itih ekosistema nasSe
planete. Mnogi oblici Zivota zavise od zemljista, kao Sto su vaskularne biljke, a njihov
razvoj i rast dalje utice na ostale organizme iz lanca ishrane. lako je vaznost zemljista
bila poznata oduvek, tek poslednjih nekoliko decenija se zemljiste ispituje u nau¢nom

smislu.’

Pojam zemljista nije lako definisati i postoji viSe definicija. Hilgard [8] definise

zemljiSte kao »manje ili viSe rastresit 1 troSan materijal u kome biljke putem korena

11
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mogu da pronadu uporiste i druge uslove rasta«. Ova definicija zemljista je priliéno
zastarela, ali se i dalje koristi. Jedna je od mnogih gde se znac¢aj zemljista istice samo u
smislu rasta i razvoja biljaka. Raman® definiSe zemljiste kao »povrsinski sloj &vrstog
zemljinog prekrivaca«. Dzofe™, predstavnik ruske Skole, smatra da Ramanova
formulacija ne razlikuje zemljiSte od stenovitih materijala. Prema njemu, zemljiste je
prirodno diferencirano u slojeve od minerala i organskih supstanci, obi¢no je rastresito u
zavisnosti od dubine. Od mati¢nog sloja koji se nalazi u nizim slojevima se razlikuje u
morfologiji, fizickim svojstvima i konstituciji, hemijskim svojstvima i sastavu, kao i po

bioloskim karakteristikama.’

Zemljiste kao staniSte se moze definisati kao skup zivih organizama koji ga naseljavaju,

znadi biljke, Zivotinje i mikroorganizme, kao i njihovo abioti¢ko okruzenje.™
2.2.1. Sastav zemljiSta

Zemljiste je veoma kompleksne grade i sadrzi vazduh, vodu, organske supstance i razne
vrste zivih organizama (slika 2.6.), a formiranje zemljista je pod uticajem klime, zivih

organizama, materijala ispod povrsine zemljista kao i vremena.

Gasovi (25%)

\ Voda (25%) /

Organizmi
(10%)

Mineralna
supstanca (45%)

Organska supstanca (5%)

Humus
Korenje (30%)
(10%)

Slika 2.6. Sastav zemljista

(http:/lwww.prescriptionsoilanalysis.com/)

Gornjom granicom zemljiSta smatra se linija izmedu zemljiSta i vazduha, plitke vode,
zivih biljaka ili biljnog materijala koji nije poceo da se raspada. Na nekim mestima nije
moguce odrediti granice zemljiSta, jer se desava tako postepeno da skoro i ne postoji
granica. Donja granica zemljiSta je teZza za odredivanje. Obi¢no se donjom granicom
smatra deo ispod zemljista gde viSe ne postoje Zivotinje, korenje ili drugi znaci bioloSke

aktivnosti. Najnizu tacku gde ne postoji bioloSka aktivnost tesko je odrediti, jer se

12
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prelaz desava postupno. Ova donja granica moze se proizvoljno postaviti na 200 cm.
Ukoliko materijal ispod ove granice utie na kvalitet zemljista ili vode i on se uzima kao

deo opisanog uzorka.*?

Vremenom, jednostavna meSavina peska, mulja, gline 1 organskih supstanci ¢e prerasti u
zemlji$ni profil koji se sastoji od dva ili viSe slojeva koji se nazivaju horizonti. Oni se
medusobno razlikuju po teksturi, strukturi, gustini, poroznosti, temperaturi, boji,
debiljini i reaktivnosti. Horizonti medusobno nemaju ostre granice. Zrelo zemljiste u

regionima sa umerenom klimom ima tri glavna horizonta, koji su na slici 2.7. oznaceni

saA, BiC.

Horizonti

Slika 2.7. Profil zemljista

Horizonti A i B se drugacije nazivaju i »solum« ili »pravo zemljiste«, s obzirom da se
najveéi broj hemijskih i bioloskih aktivnosti desavaju upravo u ovim slojevima.’* U

podru¢jima gde je klima tropska zemljiSte moze da ima samo jedan horizont.
2.2.2. Organska supstanca zemljiSta

Pod pojmom organska supstanca zemljista se podrazumeva ukupan organski materijal u
zemljiStu, ukljucujuéi makroorganski materijal koji je razbacan na povrsSini zemljista
(eng. litter) i koji je neophodan za kruzenje hranljivih supstanci u Sumama i livadama,
zatim lake frakcije (biljni ostaci u razli¢itim fazama raspadanja), mikrobna biomasa
(najzastupljenije su bakterije, aktinomicete, gljive, alge i protozoe), organske supstance

rastvorne u vodi i stabilizovana organska materija — humus.**

13
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Humus je glavni faktor koji odreduje karakter profila zemljista i koji je uglavnom
skoncentrisan u gornjim slojevima zemljista (na dubini do 15 cm). Jedna od mnogih
definicija humusa glasi da je humus »slozena 1 prilicno otporna mesavina braon ili
tamno braon amorfnih i koloidnih organskih jedinjenja koja nastaju prilikom
mikrobioloSke razgradnje ve¢ih molekula, ali i prilikom mikrobioloskih sinteza. Ova
mesavina ima veoma znacajnih hemijskih i fizickih osobina za zemljiSte i organizme
koji tu zive«.®

Humus predstavlja proizvod raspadanja raznih povrSinskih otpadnih materija (eng.
litter) ali i proizvoda razlaganja korenja. Kod prose¢nog zemljsta humus sadrzi oko 4-
6% organske supstance koja je sastavljena od mrtve materije (oko 85% od organske

supstance), zivog korenja i korencica (oko 8,5%) i zZivih organizama (oko 6,5%)."

Uloga organske supstance zemljiSta je njen znacaj u rastu biljaka kroz efekat na fizicke,
hemijske i1 bioloSke osobine zemljiSta. Organska supstanca ima i nuticioni efekat u
kome sluzi kao izvor azota, fosfora i sumpora neophodnih za rast biljaka. Bioloska
funkcija organske supstance je njen znacajan efekat na aktivnost mikroflore i
mikrofaune, ali 1 fizicka funkcija u stvaranju dobre strukture zemljiSta, pri ¢emu se

povecava aeracija i retencioni vodeni kapacitet.'

" Organska

supstanca

zemljista

Organizmi
zemljista

NeZiva
organska

supstanca

0 k \‘ s l ™
rganska Jedinjenja sa o Huminske
jedinjenja bez Lipidi
[Ny azotom supstance
azota (a koja nisu
o —— ' ] L
Proteini i Skeletna Huminske Fulvo .
1 Humin
aminokiseline materija kiseline kiseline
Alifati¢na Aromatitna
jedinjenja jedinjenja

™ ~
Ugljeni
&l Fenoli Hinoni
hidrati

Slika 2.8. Klasifikacija organske supstance zemljita'®
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2.2.3. Organizmi zemljista®™

Zivi organizmi se prema svojoj veli¢ini mogu podeliti na makrofaunu, mezofaunu i
mikroorganizme (mikrofaunu i mikrofloru). Makrofauna ukljucuje mekusce, bube, larve
velikih insekata, kao neke ki¢menjake koji zive pod zemljom i hrane se manjim

organizmima.
Mezofaunu ¢ine Cetiri osnovne grupe:

- Nematode. Nesegmentisani valjkasti crvi koji dostizu veli¢inu od 0,5-1 mm.
U zeml;jiStu povrSine 1 m? i dubine 30 cm nalazi se izmedu 10° — 2 x 10’
ovih organizama.

- Artropode. Obuhvataju vise kategorija. Tu spadaju grinje, heksapode (ali ne
insekti), stonoge, biljne usi, bube, larve insekata i termiti

- Anelide. Segmentisani crvi, kiSne gliste.

- MekuSci. DuZine od 2-20 mm. Ukljucuju puzeve.
Mikroorganizmi se naj¢esce dele u Cetiri grupe:

- Bakterije. To su jednocelijski organizmi ¢ija je veli¢ina ¢elije izmedu 0,1 i
20 mikrona. Zbog velike brzine razmnoZavanja u jednom m° zemljiSta se
nalazi oko 10'2-10" ¢elija. Efekti bakterija u zemljistu su veoma veliki, jer
oni razlazu veliki broj razli¢itih materijala pod razli¢itim uslovima, npr.
oksidacija redukovanih jedinjenja sumpora pomocu Acidithiobacillus
ferrooxidans ili stvaranje azotofiksirajucih ¢vori¢a na korenju leguminoza od
strane Rhizobium sp. Neke bakterije su sposobne da metabolisu Siroki
spektar hemijskih supstanci (npr. Pseudomonas koji metabolise pesticide).

- Gljive. Zavisno od toga da li koriste mrtvi organski materijal ili Zivi
organizam gljive mogu biti saprofitske ili parazitske. Imaju filamentoznu
strukturu (hife) ¢iji je precnik oko 0,5-10 um i koje grade gustu mrezu —
micelijum. Rastu uglavnom na povrsini zemljiSta pre svega gde su kiseliji

uslovi. Neke gljive Zive kao simbionti na tkivu biljaka. Ukoliko su povoljni
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uslovi (pre svega kiselost) mogu biti odgovorne za razgradnju i do 80%
organske supstance zemljista.

- Alge. Fotosintetski organizmi ograni¢eni na gornje slojeve zemlji$ta.

- Protozoe. Zive na vodenom filmu koji obuhvata &estice zemljista. Kontrolisu

broj bakterija i gljiva.
2.2.4. Nezivi organski materijal

Organski materijal zemljista koji se formira metabolickim delovanjem organizama

zemljiSta, ali i1 razlaganjem organske supstance se moze podeliti u Cetiri klase (Slika

2.8.):

Organska jedinjenja koja u svojoj strukturi ne sadrze azot (a koja nisu lipidi)

Jedinjenja azota
Lipidi

Slozena jedinjenja, ukljucuju¢i huminske supstance

Raspadanje organskog materijala u zemljiStu se moze podeliti u nekoliko faza.
ZemljiSne gliste, crvi 1 sl. igraju vaznu ulogu u smanjenju koli¢ine ostataka biljaka u
okviru litera i lake frakcije. Za dalje transformacije su odgovorni mikroorganizmi. U
pocetnoj fazi mikrobioloSkog razlaganja karakteristican je brz gubitak lako razgradivih
organskih supstanci, pri ¢emu nastaju i sporedni proizvodi kao §to su CO2, NH3z, H,S,
organske kiseline i druge nepotpuno oksidovane supstance. U narednih nekoliko faza
razgraduju se intermedijeri 1 novoformirana mikrobna biomasa od strane velikog broja
mikroorganizama. U poslednjoj fazi dolazi do postupne razgradnje otpornijih delova

biljaka (kao $to je lignin) u kojoj aktinomicete i gljive igraju najznacajniju ulogu.'*
2.2.5. Huminske supstance

Huminske supstance obuhvataju kompleksnu, amorfnu smeSu visoko heterogenih,
hemijski reaktivnih, otpornih molekula koji su stvoreni tokom rane diageneze (procesa

stvrdnjavanja sedimenata) u toku raspadanja bioloskog materijala u Zivotnoj sredini u

16



Srdan B. Mileti¢ Doktorska disertacija

procesima kao Sto su hemijske reakcije raznih vrsta i hemijskim promenama

prekursornih molekula.'®

Termin huminske supstance oznacava klasu organskih jedinjenja koja se nalaze ili su
ekstrahovane iz raspadnutog bioloSkog materijala (bioloski sintetizovan materijal Koji
viSe nije ziv ili deo Zivih ¢elija) u zemlji$tu, sedimentima ili prirodnim vodama, a pri

tom ne spadaju ni u jednu odredenu klasu organskih supstanci.®®

Huminske supstance se mogu definisati kao prirodne organske supstance koje su bogate
azotom i Kkoje nastaju bakterijskim razlaganjem biljnih i Zivotinjskih ostataka. One
ukljucuju slozena jedinjenja (slika 2.9.) koja jo$ nisu u potpunosti istraZzena i koja imaju

.. .Y .1
razne nijanse braon i zute boje."

Slika 2.9. Primer sloZene strukture huminske kiseline'*

Huminske supstance obuhvataju tri glavne frakcije:

- Huminske kiseline
- Fulvo kiseline

- Humin

Veli¢ina ovih molekula je od 6-50 nm i nemaju jedinstvenu strukturnu formulu.
Molekulske mase huminskih supstanci se kre¢u od 1 500 do 30 000 Da. Frakcije
huminskih supstanci se medusobno razlikuju po svojoj rastvorljivosti u vodi na

razli¢itim pH vrednostima (Slika 2.10.).
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Organska supstanca zemljista

v

Huminski materijal Nehuminski materijal

Tretiranje
: bazom

v

Rastvorni huminski koloid

iTretiranje
:kiselinom

.
: , '

NeistaloZzene Istalozene Nerastvorni
FULVO KISELINE HUMINSKE KISELINE HUMIN

Slika 2.10. Frakcionisanje huminskih supstanci

Jedna od najvaznijih karakteristika huminskih 1 fulvo kiselina je njihova naglasena
hemijska reaktivnost. Huminske supstance imaju veliki broj karboksilnih grupa i sadrze
slabo kisele fenolne grupe. Ove grupe doprinose i sposobnosti gradenja kompleksa i
jonoizmenjiva¢kim osobinama huminskog materijala. Huminske supstance su takode
poznate kao redoks aktivni materijal, a ova osobina je igra vaznu ulogu u geohemijskim
1 procesima vaznim za zivotnu sredinu.'®*® Osim toga, re€ je supstancama koje sadrze
slobodne radikale i mogu da vezuju male molekule vodoni¢nim vezama i nepolarnim

interakcijama.'®*?

Huminske supstance pokazuju i hidrofobni i hidrofilni karakter. U svojoj strukturi imaju
(pored pomenutih karboksilnih 1 fenolnih grupa) i benzenove prstene, alifaticne

segmente, pentozne i heksozne strukture, aminokiseline, hidroksilne grupe i sliéno. ™

Znacaj huminskih kiselina se ogleda u geohemiji i u Zivotnoj sredini iz slede¢ih

razloga™*:

1. Ukljucene su u prenos i koncentrovanje raznih mineralnih supstanci.
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2. Sluze kao nosaci organskih ksenobiotika (kao i1 elemenata u tragovima) u
prirodnim vodama. Huminske supstance same po sebi nemaju negativnih
fizioloskih efekata, ali su estetski neprihvatljive po$to uti¢u na crveno-crnu boju
pitke vode 1 jezera koja sluze za rekreaciju. Huminske supstance igraju vaznu
ulogu u smanjenju toksi¢nih efekata teskih metala (kao §to su Cu®* i AI**) na
vodene organizme ukljucujudi ribe.

3. Deluju kao oksidujuca i redukujuca sredstva u zavisnosti od sredine. Mogu
uticati na fotohemijske procese u prirodnim vodama, uklju¢uju¢i delovanje na
ksenobiotike.

4. Kapacitet zemljiSta da vezuje razliCite gasove je pod uticajem humusa.

5. Supstance sliéne huminskim supstancama koje nastaju pri tretmanu otpadnih
voda sekundarnim bioloskim procesima stvaraju velike probleme jer reaguju sa
hlorom stvaraju¢i kancerogeni hloroform i druga neZeljena halogenovana

organska jedinjenja.
i. Huminske kiseline

Huminske kiseline su supstance braon ili sivo-crne boje i iz zemljiSta se mogu
ekstrahovati baznim rastvara¢ima. Prvi put se pominju 1786. godine od strane Achard-a
koji 1h je ekstrahovao iz tresetiSta kod Berlina i1 ulozio mnogo vremena u proucavanju

njihovih osobina i desifrovanju njihovog porekla i nadina stvaranja.

Huminske kiseline i sli¢éne supstance spadaju u najzastupljeniji organski materijal na
zemlji. Osim u zemlji nadene su i u prirodnim i otpadnim vodama, kompostu,
sedimentima mora i jezera, tresetu, Skriljcima, lignitu i drugim vrstama uglja, kao i u

drugim depozitima.
Teorije 0 nastanku huminskih kiselina

Biohemija stvaranja huminskih kiselina je jedna od najslabije istraZenih oblasti hemije

humusa, ali 1 jedna od onih koja privlace najviSe zanimanja.
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Postoji nekoliko puteva koji opisuju stvaranje huminskih supstanci u toku raspadanja

nezivih biljaka i Zivotinja u zemljistu, a najvaznije su predstavljene na slici 2.11.

[OSTACIBILAKA ]
[ TRANSFORMACIE MIKROORGANIZAMA ]
MODIFIKOVANI
' \ LIGNINI
. PROIZVODI
SECERI POLIFENOLI AMING. RAZGRADNJE
i LIGNINA
HINONI HINONI
1 2 3

[HUMINSKE SUPSTANCE]

Slika 2.11. Mehanizmi stvaranja huminskih supstanci.

Po klasi¢noj teoriji koju je razvio Waksman huminske supstance predstavljaju
modifikovane lignine (put 4), ali najveé¢i broj danaS$njih istrazivaca favorizuje
mehanizam koji ukljucuje hinone (putevi 2 i1 3). U praksi sva Cetiri puta se moraju
razmatrati kao mehanizmi za sintezu huminskih i fulvo kiselina u prirodi ukljucujuéi i
teorija o kondenzaciji aminoSecera (put 1). Amino jedinjenja verovatno reaguju sa
modifikovanim ligninima (put 4), hinonima (putevi 2 1 3) 1 redukuju¢im Secerima (put

1).

Nijedna od teorija danas nije u potpunosti prihvacena, ali ni u potpunosti opovrgnuta. U
razmatranju porekla huminskih supstanci mora se naglasiti da potpuno zadovoljavajuca
Sema koja bi objasnila prirodu i stvaranje huminskih i fulvo kiselina u razli¢itim
ekosistemima jo$ nije u potpunosti razvijena. Sva Cetiri puta koja su pokazana na slici
2.11. mogu biti prisutna u svim vrstama zemlji$ta, ali ne sa istim intenzitetom i sa istim
znacajem. Ligninski put moze biti dominantan u vlaZznim zemljiStima 1 sedimentima,
dok je sinteza iz polifenola znacajnija u Sumskom zemljistu. Ceste i ostre fluktuacije
temperature, vlage u podru¢jima sa kontinentalnom klimom dolazi do stvaranja humusa

kondenzacijom amino3eéera.™
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Smatra se i da u jednom zemljiStu ne nastaju sve huminske supstance po istom
mehanizmu. Na primer, huminske kiseline mogu poticati od biljnih i polifenola

mikroorganizama, dok fulvo kiseline mogu poticati od kondenzacije $e¢era i amina.™

U nekim slucajevima nijedna od navedenih teorije ne opisuje adekvatno nastajanje
huminskih supstanci. Pre svega se to odnosi na zivotnu sredinu bez (ili sa veoma malo)
proizvedenih aromati¢nih sastojaka. Takve sredine su morski i okeanski sedimenti. U
ovim slucajevima se smatra da huminske supstance nastaju od nezasi¢enih masnih

kiselina koje je proizveo plankton. %

Teorija o kondenzaciji amino-secera

Po ovoj teoriji (koju je razvio Achard) kondenzacione reakcije izmedu redukujucih
Secera (ketoza i aldoza) i amino jedinjenja dovode do stvaranja N-supstituisanog
glikozilamina. 1z ovog jedinjenja u procesu dehidratacije i fragmentacije nastaje polimer

sa azotom braon boje koji stvara veliku strukturu poznatu kao huminske kiseline.

1. Pocetna faza (stvaranje glikozida). Kondenzuju se karbonilna grupa aldoze i
slobodna amino grupa aminokiseline (Maillard-ova reakcija) daju¢i N-

supstituisani glikozilamin:

OH
|
H-C=0+ HN—-—R —>H-C— NH—R'
| |

R
D-glukoza Aminokiselina Kondenzacioni
(redukujuci Secer) proizvod
CH,OH “
(0]
OH NHR = H—C—N —R'+ H,0
I
OH
OH R
D-glukozilamin Proizvod dehidratacije

Slika 2.12. PocCetna faza (Maillard-ova reakcija)

U ovoj fazi se ne javlja braon boja.
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2. Srednja faza (stvaranje keto-amina). Fragmentacijom proizvoda dobijenog u
pocetnoj fazi stvara se jon imina koji preraspodelom (Amadori premestanje)

prelazi u keto-amin:

) Wt A
& @
CTNH-R L?II:NH—R H—C=NH-R
I
HK?—OH (I:fO\—H (13=O
Jon imina lzomer 1-amino-dezoksiketoza
Ketozamin

Slika 2.13. Stvaranje keto-amina (Amadori premestanje)

3. Zavrsna faza (stvaranje reaktivnih supstanci koje polimerizacijom prelaze u
tamno-braon huminske kiseline). U ovoj fazi keto-amini se fragmentisu do
hidroksiacetona ili 2-oksopropanala koji se dalje degradira do tzv.

Strekerovog aldehida:

H—C=0
|
e R— CHO
CH3
2-oksipropanal Strekerov aldehid

Slika 2.14. Stvaranje Strekerovog aldehida

Ova jedinjenja su veoma reaktivna i polimerizuju se do makromolekula huminskih
kiselina. Medutim, mnogi istrazivaci su smatrali da se u prirodnom okruzenju Seceri
veoma brzo iskoriste od strane mikroorganizama i da zato ne mogu biti prekursori za

stvaranje huminskih kiselina.

Ligninska teorija

Mnogo godina je smatrano da huminske supstance poticu od lignina (put 4, slika BR. —
Mehanizmi stvaranja huminskih supstanci). Po toj teoriji lignin se nepotpuno razgraduje
od strane mikroorganizama i postaje deo humusa. Modifikacije lignina ukljucuju
gubitak metoksi (OCHj3) grupa pri ¢emu se stvaraju 0-hidroksilfenoli, a oksidacijom

alifati¢nog dela lanca nastaju COOH grupe.
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Po ovoj teoriji, koju je razvio Waksman 1932. godine™# lignin predstavlja glavnog
prekursora u stvaranju huminskih kiselina. Ova teorija je dominirala do 50-ih godina
proslog veka. Lignin predstavlja komponentu ¢elijskog zida biljaka. To je polimer sa

aromati¢nom strukturom i sastoji se od fenil propanskih monomera (Slika 2.15.).

HC=0O(CH OH)

Slika 2.15. Ligninski monomer

Odredene vrste gljiva mogu u potpunosti da razgrade lignin, jer proizvode lignoliticke

. .. ey . 22
enzime koji oksidiSu fenil propanske monomere.

Prema Waksman-u fragmentacija makromolekula lignina je pracena uklanjanjem metil

grupa, oksidacijom i kondenzacijom sa N-jedinjenjem pri ¢emu se grade huminske
kiseline (Slika 2.16.)

Lignin

delovanje mikroorganizama

Y K

Gradivne jedinice lignina Ostatak
‘ demetilacija, okisdacija
Dalja upotreba od i kondenzacija sa
strane mikroorganizama jedinjenjima azota

Huminske kiseline

fragmentacija do
manjih molekula

Fulvo kiseline

Slika 2.16. Nastajanje huminskih kiselina iz lignina**
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U prilog ove teorije idu i sledece Cinjenice:

- Najveci broj gljiva i bakterija mogu da razgraduju lignin i huminske kiseline.

- Oba polimera (lignin i huminske kiseline) su rastvorni u alkoholu i piridinu,
Sto ukazuje na odreden stepen sli¢nosti.

- Oba polimera su rastvorna i u bazama, a taloze se kiselinama. Oba imaju
kiselu prirodu.

- Zagrevanjem lignina sa vodenim rastvorom baze dobijaju se metoksil-
huminske kiseline.

- Huminske kiseline i oksidovani lignin imaju slicne osobine.

Danas se ova teorija smatra zastarelom iako lignin i dalje igra klju¢nu ulogu u teorijama

koje su kasnije postavljene, a i danas ih podrzava veliki broj istrazivaca.
Polifenolna teorija

Za razliku od Ligninske teorije, polazni materijal u ovom slucaju se sastoji od organskih
jedinjenja niskih molekulskih masa, a od njih mogu nastati veliki molekuli u procesu

kondenzacije i polimerizacije.

Polifenoli su hemijske supstance koje se uglavnom nalaze u biljkama daju¢i nekim
cvetovima 1 povréu karakteristiénu boju. U hemijskom smislu to su fenolna jedinjenja

koja imaju viSe od jedne hidroksilne grupe. Primer je katehol (Slika. 2.17.).

OH (”)
H e

Oksidacija
Katehol o-Hinon
Slika 2.17. Stvaranje o-hinona oksidacijom iz polifenola (katehola)
Hinoni mogu da se dalje kondenzuju sa amino jedinjenima (npr. proteinima i ostalim

makromolekulima) stvaraju¢i tamno obojene komplekse visokih molekulskih masa

sliénih huminskim kiselinama. Zato je moguce zamisliti sli¢an proces kojim bi lignin,
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celuloza i ostali kompleksi polisaharida mogli biti tretirani od strane mikroorganizama
daju¢i fenolne aldehide i kiseline od kojih nastaju polifenoli. Oksidacijom polifenola uz
pomo¢ mikrobnog enzima fenoloksidaze nastaju hinoni.*> Njihovom kondenzacijom sa
amino jedinjenjima stvaraju se huminske kiseline. Ceo proces se Sematski moze

prikazati kao na slici 2.18.

LIGNIN
delovanje Celuloza i drugi
mikroorganizama neligninski supstrati

Fenolni aldehidi I )

T razgradnja

i kiseline 2 o
mlkroorganlzmlma

ket

Dalja mikrobna Polifenoli
degradacija i enzim
oksidacija do CO, fenoloksidaza

Hinoni
amino amino
jedinjenja .~ winjenja
Vd
HUMINSKE KISELINE ~#—— FULVO KISELINE

Slika 2.18. Polifenolna teorija**
ii. Fulvo kiseline

Fulvo kiseline predstavljaju frakciju huminskih supstanci koje ostaju u rastvoru nakon
zakiSeljavanja alkalnog rastvora (huminske kiseline se taloZze na pH vrednostima
manjim od 2). Fulvo kiseline su mnogo manje prou¢avane od huminskih kiselina. To su
braon obojene kisele supstance. Po nekim autorima se preporuc¢uje model fulvo kiselina
koji sadrzi aromati¢ne i alifaticne strukture sa velikim brojem —COOH i —OH

funkcionalnih grupa.

CHs

HOOC CHo_ CH_/
e el
| CH,— COOH
fo) 2

HooC

Ch. _CHOH
CH,—C” \\
COOH 2 S

OH COOH CF;;OH

I
o

Slika 2.19. Model strukture fulvo kiselina®®
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Proces formiranja fulvo kiselina je sli¢an procesu formiranja huminskih kiselina
(Ligninska teorija) pri ¢emu fulvo kiseline nastaju fragmentacijom huminskih kiselina
na manje molekule. Po polifenolnoj teoriji one nastaju direktno iz hinona (paralelno sa

huminskim kiselinama). Odnos huminskih i fulvo kiselina zavisi od vrste zemljista.
iii. Odnos huminskih i fulvo kiselina

Procenat humusa koji se nalazi u razli¢itim huminskim frakcijama znatno varira u
zavisnosti od zemljiSta. Humus u Sumskom zemljiStu uopSteno ima manji odnos

huminskih/fulvo kiselina u odnosu na humus treseta i zemljista livada.™

Takode ovaj odnos nam ukazuje i na razlike u hemijskom sastavu. Naime, manji odnos
huminskih/fulvo kiselina ukazuje na manju aromati¢nost huminskih kiselina i njihovu
vecu slicnost sa fulvo kiselinama. Huminske kiseline iz Sumskog zemljista imaju nizi

sadrzaj ugljenika, ali visi zadrZaj vodonika u odnosu na zemljisSte travnatih terena.
iv. Humin

Humin je stabilna frakcija huminskog materijala koja je nerastvorna na bilo kojoj pH
vrednosti. Obi¢no ¢ini najdominantniji organski materijal u najvecem broju zemljiSta i
sedemenata.™ Organski ugljenik humina predstavlja vise od 50% od ukupnog
organskog ugljenika zemljiSta. Znacajan broj organskih zagadivaca (npr. pesticida,
herbicida, polihlorovanih bifenila — PFC-a) se brzo vezuju, najc¢esce ireverzibilno za

humin.

Nerastvorljivost humina dovodi do slabog razumevanja njegovih hemijskih osobina.
Uprkos velikom napretku u oblasti analitickih tehnika kao $to su razvoj infracrvene
spektroskopije i gasne hromatografije jo$ nije pronaden opste prihva¢en model strukture
za sve dobijene huminske supstance. Ipak neki autori su pokusali da naprave privremeni
model humina®®?* koji se zasnivaju na pretpostavci da se humin sastoji uglavnom od

nekoliko komponenti:
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- Otpornih lanc¢anih polimera, alkana i alkena koji imaju specificnu vostanu
strukturu zatvorenu (kapsuliranu) u huminski matriks.
- Jedinjenja vezana za huminski matriks (sterol i fitol), koja najverovatnije

poticu od hlorofila i drugog biljnog materijala.

Uprkos €injenici da niSta ne ukazuje na vezu izmedu ovih molekula autor?* sugerise na

privremeni model strukture humina prikazan na slici 2.20.

s
i Vezani fitol
Lkl

{

—\_
<\/~\ Kapsulirani n-alkan
o

|
QJM IN Vezani sterol
EVAY o g

Otporni alifati¢ni biopolimer

Slika 2.20. Privremeni model humina koji je predloZio Lichtfouse®*

2.3.1ZVORI ZAGADPENJA ZEMLJISTA

Zagadenje zemljiSta moZe poticati iz mnogih izvora. To mogu biti diskretni 1 tackasti
izvori zagadenja, difuzioni izvori, zagadenja usled dubrenja, akcidentne situacije kao Sto

je izlivanje nafte. Na slici 2.21. su navedeni glavni izvori zagadenja zemljista.
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lzvori zagadenja

Agrohemijski
izvori

Urbani izvori

Industrijski izvori

Atmosferski

. . Incidentni izvori
1zvori

|| Vestacka dubriva
i pesticidi

== Elektrane, pepeo

Hemijska i

industrija

= petrohemijska

Ratovi,
=  eksplozije,
otrovni gasovi

Zagadivaci noseni
-
vetrom

== kanalizacioni
muljevi, organski

zagadivaci

| i | Gasgvi,katran, Elektronska L Kiseli depoziti |1 Industrijski

teski metali industrija akcidenti
Transport, Metalurska

proizvodi industrija
sagorevanja

goriva

L Rudarstvo, teski
metali
Odlaganje
otpada,

Slika 2.21. Izvori zagadenja zemljista™

2.3.1. Zagadenje staniSta naftom, naftnim derivatima i drugim organskim

zagadivacima

Zagadenja Zivotne sredine naftom 1 njenim derivatima i narusavanja prirodne ravnoteze

rezultat je sluajnog izlivanja prilikom eksploatacije, transporta, prerade, skladistenja 1

upotrebe. Kontaminanti dospevaju na zemljiSte uglavnom njihovom nemarnom

primenom, prosipanjem i curenjem, kao i atmosferskom depozicijom. Samo 10%

zagadenja potice od velikih incidentnih izlivanja, koji uslovljavaju kontaminaciju mora,

jezera ili vodotokova i privlace znacCajnu medijsku paznju. Procenjuje se da oko 5

miliona tona sirove nafte i njenih derivata dospe u zivotnu sredinu svake godine kao

rezultat antropogenih aktivnosti, od kojih 2,3 miliona tona dospeva u mora i okeane.

25,26
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Organski zagadiva&i se mogu podeliti na®®;

alifati¢ne ugljovodonike (npr. alkane koji se oslobadaju pri izlivanju nafte ili

nastaju aktivnos¢u petrohemijske industrije),

- alicikli¢ne ugljovodonike,

- aromati¢ne ugljovodonike (npr. monoaromati¢ni petrohemijski rastvaraci
benzen i toluen ili poliaromati¢ni piren),

- hlorovani alifati¢ni ugljovodonici (hloroform)

- hlorovani aromati (polihlorofani bifenili - PCB, DDT i dioksini),

- aromati koji sadrze azot (TNT)
2.3.2. Zagadenje staniSta metalima i njihovim solima

Procenjene koli¢ine metala koje se izbacuju iz rudnic¢ke jalovine iznose preko 700
miliona kilograma godisnje.”** Kada se iskopaju velike koliine geogenog supstrata,
otpadni materijal vremenom otpusta preostale metale. Izluzeni materijal se najcesce
odbacuje na otpadne gomile odakle lako dospeva do zemljista. Time dolazi do

toksifikacije metalima biljaka, Zivotinja i ljudi.”®

Prirodne koncentracije teSkih metala u zemljistu zavise pre svega od vrste i hemijskih
osobina materijala od kog je zemljiSte nastalo. Antropogenim uticajem koncentracije

teskih metala mogu postati znatno veée od onih koje poti¢u iz prirodnih izvora."

Prose¢ne koncentracije nekih teskih metala u Zemljinoj kori, nekim sedimentima i

uopSteno u zemljiStu su dati u tabeli 2.1.

29



Srdan B. Mileti¢

Doktorska disertacija

Tabela 2.1. Elementarni sastav Zemljine kore i sedimenata.**>3!

. . Sediment | Sediment .
Element | Zemiina | zemhin - o okin | plitkin | Sedment | kit
kora sediment mora voda reka

Gvozde 41% 41% 6,5 % 6,5 % 4,8 % 3,2%

Titan 0,6 % 0,4 % 0,5% 0,5% 0,6 % 0,5%
Vanadijum 160 105 120 145 170 108
Hrom 100 72 90 60 100 84
Nikl 80 52 250 35 90 34
Cink 75 95 165 92 350 60
Bakar 50 33 250 56 100 26
Kobalt 20 14 74 13 20 12
Olovo 14 19 80 22 150 29
Kalaj 2,2 4,6 15 2 n.n.** 5,8
Kadmijum 0,11 0,17 0,42 n.n. 1 0,6
Ziva 0,05 0,19 0,08 n.n. n.n. 0,1

*Gvozde 1 titan su dati u procentima, dok su ostali elementi u pg/g.

**n.n. Nije nadeno

Iz tabele se moZe zakljuciti da su olovo, kadmijum, kalaj i Ziva najzastupljeniji metali

kao antropogeni zagadivaci zemljiSta. Prose¢na koncentracija kadmijuma u zemljistu je

oko Sest puta veca od koncentracije u zemljinoj kori.

Olovo je jedan od najstarijih poznatih zagadivaca. Jo$ su drenazne cevi za vodu koje

potiCu iz perioda starog Rima bile napravljene od olova. Neke od tih cevi na kojima su

oznake rimskih imperatora su i dalje u upotrebi, iako i dalje oslobadaju olovo u

zemljiste kad postanu porozne.1

5
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Upotreba olova vise nije dozvoljena za izradu vodovodnih cevi zbog toksi¢nog efekta
na ¢oveka. Olovo moze izazvati ozbiljna oStecenja nervnog, urinarnog i reproduktivnog

sistema.’®

Kadmijum se uglavnom koristi u proizvodnji nikl-kadmijumskih baterija ili kao
pigment i stabilizator u proizvodnji PVC-a. Kao jedan od Cestih metalnih polutanata
javlja se i u metalurgiji i u elektronskoj industriji. U zivotnu sredinu moze dospeti
emisijom izduvnih gasova, primenom fosfatnog dubriva u poljoprivredi, a ¢esto su deo

detergenata 1 naftnih preradevina. Kadmijum se nalazi i u cigaretama.15

Dugotrajno izlaganje ¢oveka kadmijumu dovodi do renalne disfunkcije i bolesti pluca.

Povezano je i sa demineralizacijom kostiju (osteomalacija i osteoporoza).™®

Kalaj se koristi u proizvodnji limenki, spajanju raznih cevi, elektriénih spojeva,
industriji keramike, elektronskoj industriji itd. U zivotnu sredinu ulazi u razli¢itim
oblicima, ali je najtoksi¢nija organska forma kalaja — metilovani kalaj. Dugotrajno
izlaganje kalaju dovodi do depresije, bolesti jetre, loseg funkcionisanja imunog sistema

. . C Y o 15
1 hromozomalnih poremecaja. Cest je uzrocnik trovanja riba.

Ziva u zemljidte ulazi tamo gde ima metalurike industrije, izloZenosti proizvodima
metalurgije 1 gde se stari uredaji koji u sebi sadrze Zivu odbacuju u Zivotnu sredinu. U
coveku se ziva moze naci u slucajevima inhalacije isparljivim Zivinim jedinjenjima,
unoSenjem zive putem hrane, ribe 1 morski plodovi mogu sadrzati Zivu u veéim
koli¢inama.™

Bakar je takode metal koji je poznat jo§ od davnina, ali se danas u zivotnu sredinu unosi
industrijom, pre svega proizvodnje zice, elektriénih uredaja, proizvodnje legura

mesinga, metalnog novca.’

Cink se koristi u galvanizaciji ¢elika, ali je i vazna komponenta u mnogim legurama od
kojih se jedna koristi u SAD za izradu metalnog novca, zatim za livenje u industriji

automobila, proizvodnji papira za fotokopiranje, boja, industriji gume itd.*®

31



Srdan B. Mileti¢ Doktorska disertacija

i. Transport teSkih metala u zemljistu

Glavni procesi aktivnog transporta su difuzija i disperzija koji zavise od mnogih faktora,
a najvazniji se odnose na kretanje i karakteristike zemljiSnih rastvora i prisutnih voda.
Tu spadaju intenzitet i broj kiSnih dana, isparavanje, retencioni vodeni kapacitet 1

hidrauli¢ne osobine zemljita kao $to su konduktivnost i difuzione osobine.™
ii. Monitoring zagadenja teSkim metalima

Monitoring predstavlja sistematsko posmatranje 1 kvantifikacija koli¢ine prisutnog
zagadenja na datoj lokaciji. Monitoring se mora sprovoditi tako da omogucava detekciju
prostornih i vremenskih varijacija u koncentraciji polutanata na mestu ispitivanja.

. . Cou. . . e - .. 1
Monitoring zagadenja Zivotne sredine bi morao da pruzi informacije o:*

- Prirodi zagadivaca, njihovim koli¢inama, izvorima 1 distribuciji.
- Efektu zagidivaca.
- Rasporedu koncentracija, promenama sredine i uzrocima.

- Moguénost i izvodljivosti remedijacije.

U slucaju monitoringa zemljiSta zagadenog teSkim metalima prvi korak je utvrdivanje
da 1i je ukupni sadrZaj metala u dozvoljenom rasponu ili prelazi grani¢ne vrednosti koje

su date u nacionalnoj i evropskoj legislativi.*?

Na osnovu matriksa vecine uzoraka iz zivotne sredine ukupna digestija obuhvata
koris¢enje fluorovodoni¢ne kiseline da bi se u potpunosti oslobodili metali u tragovima
koji su ugradeni u aluminosilikate, medutim koris¢enje ove kiseline zahteva stroge

predostroznosti 1 zato nije najpreporucljivije u rutinskim analizama.®®

Kao alternativa upotrebi fluorovodoni¢ne kiseline naj¢es¢e se primenjuje luZzenje metala
uz pomoc¢ kiselina. U slucaju odredivanja matala iz zemljiSta, najcesce se koristi »carska
voda« (smesa hlorovodonitne i azotne kiseline u odnosu 3 : 1).* Ukoliko se Zeli
smanjiti gubitak lako isparljivih metala i ubrzati proces digestije, onda se digestija vrsi u

teflonskim bombama u mikrotalasnoj pec’i.34
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2.3.3. Zagadenje stanista perfluorovanim jedinjenjima®

Perfluorovana jedninjenja (PFC) su hemijske supstance koje nisu prirodnog porekla, ve¢
se koriste u hemijskoj industriji od 50-ih godina proslog veka. Zbog jedinstvenih
osobina, kao §to su povrSinska aktivnost, sposobnost upijanja vode i ulja, otpornost na
temperaturu i kiseline ova jedinjenja se koriste u industrijskim procesima kao Sto su
zaStitni sloj u industriji tepiha, tekstila, koze, ambalaze za hranu, instalacije za
telekomunikacione provodnike, ali i za komponente potroSackih proizvoda kao §to su
vatrogasne pene za gaSenje pozara, surfaktanti (povrSinski aktivne supstance) u
kozmetici, elektronici i u faramaciji. Od svih PFC najceSc¢e se koriste, a samim tim i
najcasce nalaze u prirodi, perfluoro-oktan sulfonat (PFOS) i perfluorooktanoat (PFOA).
Jedinstvene fizi¢ke, hemijske 1 bioloSke osobine PFC-a koje poticu od veze izmedu
ugljenika i fluora su razlog zbog kog su ova jedinjenja otporna na hidrolizu, degradaciju
kiselinama, bazama, oksidantima, reduktantima i mikrobima.*® Studije su pokazale

37,38 :39-41

prisustvo ovih jedinjenja u svim segmentima zivotne sredine: vazduhu®"*", vodi I

sedimentima*?*°. Mnoge studije su pokazale i veliko prisustvo PFC-a u Zivotinjama i
ljudima.*"?
Evropski parlament i Evropski savet su u decembru 2006. godine doneli odluku o

ograni&enoj upotrebi PFOS.>®
2.4. REMEDIJACIJA ZAGADENIH STANISTA

Remedijacija je logi¢an nastavak koji proistiCe iz €injenice da se u nekom staniStu
koncentracije zagadivaca nalaze u nedozvoljenim koli¢inama. Cilj remedijacije je da se
zagadeno staniSte dovede u odrzivu Zivotnu sredinu, pri ¢emu se koncentracija

zagadivaga smanjuje ispod zakonom dozvoljenog maksimuma."

Kod zemljista remedijacija se moze izvesti na mestu gde se zagadenje nalazi (in situ) ili

nakon odvozenja na specijalno postrojenje (ex sSitu). Remedijacija se moze izvesti

primenom fizickih i hemijskih metoda ili bioremedijacijom.*
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2.4.1. Planiranje i realizacija remedijacije zemlji§ta15

Uspesan remedijacioni plan se zasniva na informacijama dobijenim u toku
preliminarnih istrazivackih postupaka koji moraju bitu uradeni pre pocetka remedijacije.

Ti testovi moraju dati odgovore na sledeca pitanja:

- koji su tipovi 1 koja je hemijska priroda zagadivaca na ispitivanoj lokaciji,
- stepen zagadenja i dimenzije zagadenog prostora,

- koji je nivo rizika,

- koje tehnike remedijacije bi bile najoptimalnije za zagadenu lokaciju,

- dali postoje finansijske restrikcije za izabrane metode remedijacije.
2.4.2. Tehnologije remedijacije

U zavisnosti od stepena zagadenja, nivoa rizika, finansijskih i vremenskih ograni¢enja
tretiranje zemljiSta moze otpocCeti na mestu zagadenja (in situ) ili moZe biti preneseno na
postrojenje posebno dizajnirano i prilagodeno za bioremedijaciju. U tu svrhu se mogu

koristiti remedijacione halde (slika 2.22.), posebni reaktori ili tankovi.™

Slika 2.22. Bioremedijaciona halda

Uopsteno govoreci postoje Cetiri klase remedijacije:

1. Hemijske i fizicke metode

2. Bioloske metode
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3. Metode fiksacije (metode skladistenja i imobilizacije)

4. Metode termalne destrukcije.

Slika 2.23. pokazuje glavne tipove remedijacionih tehnologija na Sematski nacin.

Tehnologija remedijacije

Hemijski i fizicki tretman Bioloski tretman Solidifikacija / Stabilizacija Termalni tretman

Aerobna
bioremedijacija

Jonska izmena Solidifikacija cementom Spaljivanje

ey - Anaerobna TN -
Oksidacija / Redukcija bioremedijacija Vitrifikacija Termalna desorpcija

— o — N— - Tretiranje plazmom na
TalozZenje Fitoremedijacija Solidifikacija kre¢om visokoj temperaturi

Termoplasti¢na
mikroenkapsulacija

Neutralizacija

Adsorpcija ugljenikom

Dehlorovanje

Ekstrakcija parom

Ispiranje zemljista

1T

Slika 2.23. Uobigajene tehnologije remedijacije®

Neke od gore navedenih metoda mogu zahtevati specificne tehnicke instalacije

(tankove, lezajeve, itd.), dok su druge primenljive samo na mestu zagadenja — in situ.
2.4.3. Fizi¢ke i hemijske tehnike remedijacije’

Jonska izmena. Komponente zemljista sa visokim kapacitetom za jonsku izmenu mogu
vezati pozitivno naelektrisane organske zagadivace 1 metale tako da ih ucine hemijski

nepokretnim i na taj nacin se smanjuje rizik od izlaganja ovim zagadivacima.

Oksidacija. Ova metoda je uobiCajena i veoma efektna tehnologija za zemljiste
kontaminirano toksi¢nim organskim zagadiva¢ima 1 cijanidima. Oksiduju¢i agensi koji
se koriste ukljucuju Sirok spektar supstanci od kao $to su vodonik-peroksid, ozon i

kalijum-permanganat.
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Fotoliza. Fotoliticka degradaciona tehnologija zavisi od moguénosti degradacije
organskih zagadivaca sa ultraljubiCastim (UV) zracenjem. Moze se izvoditi koriS¢enjem
veStackog UV zraCenja 1ili izlaganjem zemljista sunCevoj svetlosti. Koristi se za
degradiranje zagadivaca koji su u zemljiSte dospeli samo do malih dubina. Proces se
moze izvoditi in situ ili u prethodno pripremljenim lezajevima. Ukoliko je zagadenje na

ve¢im dubinama zemlj$te mora biti iskopano i prevezeno do specijalnih postrojenja.

Adsorpcija na granulisanom aktivnom ugljeniku. Ova tehnologija se zashiva na

tendenciji vecine organskih zagadivaca da se adsorbuju na povrsini aktivnog uglja. Ova
metoda je najpogodnija za isparljiva organska jedinjenja vec¢ih molekulskih masa,

halogenovanih isparljivih organskih jedinjenja (VOC), nekih eksploziva i pesticida.

Reduktivno dehlorovanje. Veoma efikasna metoda gde se uklanja (ili zamenjuju) hlor

iz polihlorovanih organskih jedinjenja. Koristi se tretiranje isparljivih hlorovanih
jedinjenja propusStanjem vruéeg gasa koji sadrzi kontaminirajuéu supstancu Kkroz
katalizator sa slojevima plemenitog metala, pri ¢emu se uniStava veza sa halogenim

elementom.

Ekstrakcija parom. Ovo je veoma popularna i jednostavna tehnologija za remedijaciju

zemljista kojom se uklanjaju isparljivi organski kontaminanti koji se nalaze u
nezasi¢enom sloju zemljista iznad podzemnih voda. Uklju¢uje upumpavanje cistog
vazduha u ovu zonu, pri ¢emu dolazi do odvajanja organskih para iz zemljista. Pare se

zatim uklanjaju vakuum pumpama.

Ispiranje zemljiSta. Procesom ispiranja zemljista (eng. soil flushing) (http://www.clu-

in.org/download/toolkit/isf 1117.pdf) se ne razgraduju zagadujuce supstance vec se
samo menja sredina u kome se nalaze — iz zemlje prelaze u vodu. Tehnologija je
zasnovana na principu izdvajanja adsorbovanih zagadujucih supstanci iz zemlje vodom
kojoj su dodati aditivi, a zatim se zagadena voda koja je usla u podzemnu vodu,
ispumpava i obraduje. Ova tehnologija se Cesto koristi ako je ve¢ doslo do zagadenja

podzemne vode.
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2.4.4. Metode solidifikacije i stabilizacije

Cilj ovih metoda je da se imobilisu ili stabiliSu zagadivaci u zemljistu pri ¢emu se

sprecava njihovo dalje prodiranje u Zivotnu sredinu. Poznate su razliCite tehnologije

koje omogucavaju ove procese, od kojih su najuspesnije:

Solidifikacija na bazi bitumena.

Enkapsulacija u termoplasticnim materijalima. Termoplasticni materijali
(kao npr. modifikovani sumporni cement) se liju i meSaju sa kontaminiranim
materijalom u specijalnim tankovima i energi¢no meSaju do homogene
smese. Nakon hladenja i o¢vr§¢avanja mogu se bezbedno ukloniti.
Istiskivanje polietilenom.

Mesanje sa Pozolanskim/Portlandskim cementom. Materijali koji su
zasnovani na Pozolanu (kao S§to su pepeo i prasSina iz peci) se meSaju sa
zagadenim materijalom u prisustvu vode i alkalnih rastvaro. U ovakvom
okruZenju mogu da se istaloZe teski metali. Ostatak mase se solidifikuje sa
ostatkom organskih kontaminanata.

Vitrifikacija. U ovom procesu kontaminirana zemlja se enkapsulira u
staklastu masu. Ova tehnologija se moze izvoditi in situ i ex situ.
Vitrifikacija se izvodi ubacivanjem grafitnih elektroda u zemljiste, pri ¢emu
se one zagrevaju elektricnom energijom iz jakih generatora do temperatura
1600 — 1800 °C. Na ovim temperaturama zemlja se topi i stvara staklene
blokove. Nakon hladenja, organski kontaminanti se pirolizuju i redukuju do
gasova, dok teski metali ostaju stabilizovani u staklenoj masi. Ovaj metod se
uspeSno koristi 1 za tretiranje zemljiSta zagadenog radioaktivnim

materijalom.

2.4.5. Termalni tretman

Isparavanje i destrukcija kontaminanata termalnim tretmanom je veoma efikasna

tehnologija. Postize se zagrevanjem kontaminiranog materijala u pe¢ima na

temperaturama od 400 — 700 °C, nakon ¢ega se dalje tretira na temperaturama od 800 —

1200 °C da bi se obezbedila potpuna oksidacija organskih isparljivih supstanci.
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2.4.6. Bioremedijacija — bioloski tretman

Bioloski tretman kontaminiranog zemljiSta je remedijaciona tehnika u kojoj se koriste
mikroorganizmi koji se prirodno nalaze u zemljiStu, a koji su u mogucnosti da
degradiraju toksi¢ne materije. U ovakve organizme spadaju bakterije i kvasci. Neke
bakterije su u mogucénosti da digestuju Sirok spektar organskih kontaminanata koji se na

drugi na¢in tesko mogu odvojiti ili degradirati sa do sada poznatim metodama.™

Bioremedijacija je lak i1 efikasan metod za uklanjanje organskih kontaminanata (kao Sto
su nafta, ulja 1 ostali proizvodi koji poticu iz nafte 1 njenih derivata) tako $to ih prevodi
u ugljen-dioksid i vodu. Vreme koje je neophodno da bi se zavrsila remedijacija zavisi
od toga da li se ona izvodi in situ ili ex situ. Ex situ tehnologije su obi¢no brze i

efikasnije od od in situ tehnologija.™

Stimulisana bioremedijacija (http://www.frtr.gov/matrix2/section4/4-2.html)
podrazumeva biostimulaciju (dodatak hranljivih supstanci-azota, fosfora, kiseonika) i
bioaugmentaciju (dodatak mikroorganizama, pre svega bakterija, ali i kvasaca i drugih
mikroba) tretirane Zivotne sredine u cilju ubrzanja prirodnih biodegradacionih procesa
pre svega ugljovodonika nafte, ali i oksigenatora nafte. Tehnologija se zasniva na
obezbedivanju dodatne koli¢ine kiseonika ispod povrSine zemljiSta ¢ime se stimuliSu

aerobni procesi razgradnje.”

Na slici 2.24. shematski je prikazan proces stimulacije prirodne bioremedijacije.

Primena jedinjenja Lﬂ?ﬁ@avanje Ijedi.njenj.a
koja oslobadjaju kiseonik koja oslobadaju kiseonik
(npr. koris¢enjem geosondi)

Bunari za
monit 0?/

- Vrece sa ﬁlterom

. o ¢ sadrze
‘ Z r] d’] 1a koja
. P )ba aJu kmeom 1]

% { z ’ ro/ Tok
7 % podzemne
’C é vode

i > ) Rastvoreni
Tok podzemne vode 1 talasa kontaminanta [ ] ugliovodonici

nafte

Slika 2.24. Stimulisana bioremedijacija>
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Ova tehnologija je efikasna za remedijaciju zemljiSta kontaminiranog ugljovodonicima
nafte, VOC, pesticidima i nitrotoluenima pogotovo kada je stepen kontaminacije nizak
ili kada kontaminant istiCe iz podzemnog rezervoara u maloj koli¢ini. Prednosti ove
metode su minimalno narusavanje topografije terena, nema generisanja otpada,
jednostavna za operisanje i kontrolu i nizak je zahtev za energijom. Ipak visoke
koncentracije mogu biti toksi¢ne za mikroorganizme, usled povecanja polarnosti moze
do¢i 1 do povecane mobilnosti kontaminanta i njegovog prelaska u podzemne vode, a
pod anaerobnim uslovima kontaminant se moze transformisati u joS toksicnije

jedinjenje.”

Ugljovodonici mogu biti razgradeni pod aerobnim i anaerobnim uslovima. Aerobnu
degradaciju prati Pasterov efekat: povecanje biomase i smanjenje utroSenog supstrata
procesom fermentacije, u najSirem smislu, u prisustvu kiseonika u odnosu na anaerobne
uslove. Anaerobna degradacija se odvija znatno sporije od aerobne, ali je znacajna u
uslovima smanjene koncentracije kiseonika i veoma c¢esto omogucava razgradnju

PCB.?®

2.5. ULOGA MIKROORGANIZAMA U BIOREMEDIJACIJI
STANISTA ZAGAPENIH OGRANSKIM UGLJOVODONICIMA

Kontinualnim razvojem industije i globalnom zavisno$¢u od ugljovodonika fosilnih
goriva, ali i razvojem agrohemijskih proizvoda, prirodna sredina je kontaminirana
&itavim spektrom organskih zagadivada (poglavlje 2.3.1.).22 Zbog negativnih efekata
ovih polutanata, mikroorganizmi zemljiSta, koji su svojim genima ukljuceni u
degradaciju konataminanata, pobuduju interes kod biotehnologa koji se bave
preciS¢avanjem zemljiSta. Fokus ovog interesovanja je na mikrobnom kapacitetu za
biodegradaciju (kako na broj razli¢itih zagadivaca, tako i na stepen razgradnja pojedinih

zagadivaca), kao i na mogucénosti bioremedijacije zagadenog stanista.?

Neki organski zagadivaci koji ulaze u zemljiSte su toksi¢ni za mikroorganizme 1 tesko
se razgraduju. Razlozi mogu biti mnogi i ukljucuju kljuéne fizikohemijske osobine kao

Sto je nacin na koji zagadiva¢ ulazi u zemljiSni matriks. Na primer, mnogi
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poliaromati¢ni ugljovodonici (PAH) i polihlorovani bifenili (PCB) se vezuju za ¢vrstu
fazu zemljista 1 na taj nacin ograniavaju pristup mikroorganizmima i enzimima. Drugi
razlog nemogucénosti razgradnje nekih organskih zagadivaca je i veliki broj enzimski
regulisanih koraka u razgradnji zagadivaca, pa je mikroorganizmima neophodan veliki
broj gena koji bi regulisali enzime za takve procese. Mnogi zagadivaci su sinteticki i
kod mikroorganizama nisu razvijeni geni koji bi kodirali enzime neophodne za katalizu

degradacionih procesa.”®

Razgradnja hlorovanih organskih zagadivaca je dosta proucavana, kao i genski klasteri
koji su vazni za taj proces. Evolucija puteva razgradnje ovih zagadivaca koji su genski
regulisani (obi¢no ukljucuju Cetiri do osam gena) omogucila je kompletnu razgradnju
Sirokog spektra hlorovanih zagadivaca, ukljucujuéi hlorbenzen koji se koristi u brojnim
industrijskim procesima, kao i1 hlorfenoksi siré¢etnu kiselinu koja je povezana sa nekim
hormonskim herbicidima koji se koriste u poljoprivredi za suzbijanje korova.
Degradacija mnogih hlorovanih organskih zagadivac¢a je Cesto komplikovana zbog
¢injenice da bakterije uklanjaju hlor iz molekula (dehalogenacijom) pod anaerobnim
uslovima, tako da bi se bioremedijacija staniSta zagadenog hlorovanim i nehlorovanim

ugljovodonicima morala izvoditi pod aerobim i pod anaerobnim uslovima.?®

Bakterije zemljista i geni ukljuceni u degradaciju PAH-ova i PCB-ova takode dosta
izuCavani 1 koriS¢eni u bioremedijaciji 1 proizvodnji bakterijskih biosenzora za detekciju
ovih kompleksnih organskih zagadivaca. Kod bakterija koje aerobno razlazu PAH-ove
(npr. naftalen, fluoren, antracen, fenantren, piren, benzantracen, benzopiren) dolazi do

oksidacije prstenova delovanjem enzima diooksigenaze pri Cemu se stvara Cis-

dihidrodioli (slika 2.25.).
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Slika 2.25. Shematski prikaz mikrobnog metabolizma poliaromati¢nih ugljovodonika —
PAH-ova®®

Bakterije koje su ukljuéene u ove oksidacione reakcije ukljucuju vrste Mycobacterium i
Pseudomonas. Dihidrodioli se dalje transformisu do difenola, koji se zatim cepaju uz
pomo¢ drugih dioksigenaza. Kod mnogih bakterija ovome predhodi konverzija do
salicilata i katehola. Katehol je toksiCan, relativno mobilan intermedijer koji moze
inhibirati bakterije koje ucestvuju u bioremedijaciji. Stoga se kod planiranja

bioremedijacije PAH-ova ova ¢injenica mora uzeti u obzir.”®

2.6. ULOGA MIKROORGANIZAMA U BIOREMEDIJACIJI
STANISTA ZAGADENIH METALIMA>®

Bioremedijacija staniSta zagadenih toksi¢nim metalima je vaZzna za obnovu staniSta.
Bakterije su ve¢ dugo poznate po svojoj sposobnosti da preuzimaju metale iz svog
neposrednog okruienja.56 Efikasnost bakterijskih ¢elija u koncentrovanju metala je
omogucena njihovim velikim odnosom povrSine i zapremine, kao i velikom gustinom
naelektrisanja na povrSini cCelije. PovrSina svih bakterijskih c¢elija je negativno
naelektrisana zbog prisustva razlic¢itih anjona. Bacillus subtilis, na primer ima
izoelektri¢nu tacku na pH 2,4. Zbog toga bakterijski Celijski zidovi imaju jak afinitet
prema metalnim katjonima. Intaktne bakterijske ¢elije, bez obzira da li su zive ili mrtve,

kao i njihovi proizvodi su takode veoma efikasni u akumuliranju metala. Bakterije stoga
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igraju vaznu ulogu u specijaciji, sudbini i transportu metala, metaloida i radionuklida u

zemljitu i drugim stani§tima.”

Broj bakterija u jednom gramu zemljiSta moze dosti¢i vrednost od oko 10°. Ove
bakterije zive u ekosistemu u kome dominiraju Cvrste Cestice. Od 80-90%
mikroorganizama zemljiita su vezani za &vrstu povrdinu®  elektrostatidkim
interakcijama, fizickom adhezijom i kovalentnim vezivanjem.”® Stvaranjem omota¢a na
povrsini Cestica bakterije 1 njihovi ekstracelularni polisaharidi predstavljaju znacajnu

frakciju ukupne povrsine zemljista koja je izlozena vodenoj fazi.*®

Da bi se mikroorganizmi koristili u procesu bioremedijacije neophodno ih je predhodno
izolovati, kultivisati i odrediti sojeve. Mikroorganizmi zemlji§ta imaju veoma
heterogene metaboli¢ke puteve. Opisano je najmanje 150 razlic¢itih metabolickih puteva

1 preko 900 razli¢itih reakcija kod rnikroorganizama.29

Ubacivanje zive mikrobne biomase u zemljiste u cilju preciS¢avanja zemljista se naziva
bioaugmentacija. Glavni preduslov za primenu bioaugmentacije je da su
mikroorganizmi u toj biomasi otporni na metale u koncentracijama koje se nalaze na
mestu bioremedijacije. Ovakvi sojevi se mogu izolovati i iz nezagadenih sredina, ali sa

. wr 2
mnogo manjom efikasnogéu.?®

2.6.1. Mikronutrijenti i metali u tragovima kod mikroorganizama

Mikronutrijenti su hemijski elementi koji su mikroorganizmima neophodni u malim
koli¢inama. Ovi mikronutrijenti ulaze u sastav enzima i hormona rasta. Esencijalni
elementi u tragovima koji su neophodni mikroorganizmima su gvozde, cink, mangan,

bakar, bor, molibden, nikl, kobalt, hrom, selen i kalaj.

Dijagram kruZenja mikronutrijenata u zemljiStu je prikazan na slici 2.26.
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Slika 2.26. Kruzenje mikronutrijenata u zemljiétu28

Koncentracije elemenata kao slobodnih jona ili rastvornih komplesnih jedinjenja su pod
uticajem abiotickih reakcija, kao $to je na primer oksidaciono stanje, kompleksiranje sa
organskom materijom, stvaranje nerastvornih minerala i drugo. Mikroorganizmi su u
moguénosti da rastvore minerale i promene njihov redoks potencijal i pH. Kruzenje
mikronutrijenata se deSava nakon raspadanja biljnog materijala uz pomocé

mikroorganizama, pri ¢emu metali dospevaju u zemljiste.?
Najveca koli¢ina metala dospeva u zemljiSte antropogenim delovanjem.
2.6.2. Uloga gvozda i drugih metala u metabolizmu mikroorganizama

Gvozde je neophodno u svim zivim organizmima — prokariotskim i eukariotskim. Jedini
izuzetak je mala grupa mlegno-kiselinskih bakterija.? Ono je neophodno u enzimskim
procesima u toku aerobnog i anaerobnog disanja koje ukljucuje transfer elektrona do
terminalnog akceptora. Fotosintetskim mikroorganizmima je gvozde neophodno za
gradenje ferodoksina (gvozde-sumporni protein) koji je deo fotosintetskog puta. Fero
jon (Fe2+) moze sluziti 1 kao glavni izvor energije kod nekih bakterija, dok feri jon
(Fe*") sluzi kod drugih kao terminalni akceptor elektrona, Sto je vazno za bakterijski

28,59-61 FeZ+

metabolizam 1 regulaciju redoks uslova u staniStu. je bio 1 znacajno

redukciono sredstvo u evoluciji fotosinteze kao »hvatac« toksi¢nog kiseonika koji se
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stvarao u procesima pre nego Sto su organizmi razvili mogucnost stvaranja superoksid-

dismutaze.?

Odnos izmedu gvozda, huminskih kiselina (kao vazne komponente zemljista, poglavlje
2.2.5), redoks uslova i vode je vaZzan za mikroorganizme. Huminske kiseline su redoks
aktivna jedinjenja koja deluju kao donori i kao akceptori elektrona. Veliki broj
mikroorganizama, ukljuc¢uju¢i Fe(Ill)-redukujué¢e 1 sulfat-redukujuce bakterije,
metanogene i bakterije sa fermentativnim metabolizmom redukuju huminske kiseline u
drugom, abioti¢nom stupnju. Redukovane huminske kiseline prenose elektrone do
terminalnih akceptora elektrona, kao §to su slabo rastvorni Fe(IIT) minerali.®? Poveéano
prisustvo Fe** u zemljistu izaziva hidroksi radikal (‘OH)-posredovanu oksidaciju i
promene redoks karakteristika staniSta, a to dovodi do usporavanja rasta

63,64

mikroorganizama.®*** Negativni efekat veéih koli¢ina Fe®" jona u zemljistu je inhibiran

huminskim kiselinama koje redukuju Fe** u Fe*",

v . . . . . .. - 2
Gvozde ima ulogu prenosioca elektrona izmedu kiseonika i biologkih molekula.®*®

Reakcija oksidacije organskih biomolekula u prisustvu gvozda zove se Fentonova
reakcija. Fentonova reakcija se prvenstveno odvija u mitohondrijama, mikrozomima i
peroksizomima. Hidroksil radikal HO®, jedan od najzna¢nijih oksidanasa moze nastati

Fentonovom reakcijom:®®
(1) Fe?* + H,0, — Fe** + HO + OH
(2) Fe** + H,0, — Fe?* + HOO™ + H*

Fero jon (Fe**) se oksiduje vodonik peroksidom do feri jona (Fe®"), hidroksilnog
radikala (HO") i vode. Feri jon se zatim ponovo redukuje do fero jona, superoksidnog
radikala 1 protona uz pomoc¢ istog vodonik peroksida. Ukupan efekat reakcije je
stvaranje dve razlicite reaktivne vrste kiseonika. Nastali slobodni radikali se dalje
koriste u drugim reakcijama. Superoksidni radikal u reakciji sa vodonik peroksidom

daje hidroksil radikal, hidroksilni jon i kiseonik (Haber-Weissova reakcija):

'0” + H,0, — ‘'OH+OH ™ + 0,
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S obzirom da mikroorganizmi ne mogu unositi nerastvorni oblik gvozda u ¢eliju i da je
rastvorljivost Fe** niska, mikroorganizmi zemljista su razvili moguénost da proizvode
Fe** - heliraju¢a jedinjenja koja se nazivaju siderofore. Siderofore pomazu odZavanje
Fe* jona u rastvoru i omogucavaju bakterijama da ga unose. Nakon ulaska u ¢eliju
helirani Fe** jon se enzimski redukuje do Fe?* i oslobada iz siderofore koja se zatim

oslobada iz éelije.”

Neki drugi mikronutrijenti ulaze u sastav brojnih enzima kod mikroorganizama (Tabela
2.2.).

Tabela 2.2. Uloga nekih mikronutrijenata u funkcionisanju mikroorganizama?®

Element Uloga
Prisutan u citohromima, feredoksinu i drugim gvozde-sumpornim
Fe S X
proteinima; kofaktor kod enzima
7n Prisutan u alkoholnoj-dehidrogenazi, alkalnoj-fosfatazi, adolazi,
RNK- i DNK-polimerazama
Prisutan u bakterijskoj i mitohondrijskoj superoksid-dismutazi i
Mn . i . .
fotosistemu I1; kofaktor nekih enzima
Prisutan u nitrat reduktazi, nitrogenazi, ksantin-dehidrogenazi i
Mo . !
format-dehidrogenazi
Se Prisutan u glicin reduktazi i format-dehidrogenazi
Co Prisutan u enzimima koji koriste koenzim vitamin B,
Cu Prisutan u citohrom-oksidazi, nitrit-reduktazi denitrifikujucih
bakterija i oksigenazama
Ni Prisutan u ureazi, hidrogenazi i faktoru F439

2.6.3. Mehanizmi biosorpcije metala od strane mikroorganizama

Biosorpcija je fizi¢ka interakcija jona metala sa specifiénim grupama na povrsini Celije
mikroorganizma S§to moze pojacati ili inhibirati intracelularni transport ili uticati na
procese transformacije. Biosorpcija se zasniva na pasivnim (metabolizam-nezavisnim)
ili aktivnim (metabolizam-zavisnim) akumulacionim procesima, u kombinacijama koje
se razlikuju kvalitativno i kvantitativno, u zavisnosti od vrste biomase, njenog porekla i

izvodljivosti.

Postoji nekoliko hemijskih grupa za koje se smatra da mogu da privuku i veZu metale u

biomasi: acetamido grupe hitina, polisaharidne strukture gljiva, amino i fosfatne grupe u
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nukleinskim kiselinama, amido, amino, sulfhidrilne i karboksilne grupe u proteinima.
Medutim, to ne znaci da prisustvo odredene funkcionalne grupe garantuje biosorpciju,

verovatno zbog sternih i konformacionih smetnji.®’

Kao §to je prikazano na slici 2.27. biosorpcija obuhvata razlicite procese kao Sto su
jonska izmena, heliranje, adsorpcija i difuzija kroz ¢elijske zidove i membrane. Koji od
ovih procesa ¢e biti dominantan zavisi od prisutnog metala, sastava biomase i hemijskih

osobina rastvora.®®

Metal-mikrobne
Biosorpcija interakcije Bioakumulacija

-
M\

Mz'(out)

Mz« e 2+
M (in)
P4
BioluZenje Hemijska biosorpcija
. heterotrofno luZenj -
e CHATRATERe el - metala uz pomoé mikroba
Nerastvorni Organska npr. hidrogen uranil fosfat
metal I kiselina .\
rastvorni metal-helat
e R Y HPO 2+ M* — MHPO 4
2
Metal L &
(oksidovan, rastvoran) COs tMF— MCOs
Metal MO 5 "
(redukovan, nerastvoran) H2S+ M e MS
Metal-helat C(:)2 +Mz’
Biotransformacija . o Blomlnerallzacua
npr. bioredukcija BIOdegradacua

helirajuceg agensa

Slika 2.27. Dijagram procesa ukljucenih u metal-mikrob interakcije>>®

Biosorpcija je brz i reverzibilan proces kojim se uklanjaju toksi¢ni metalni joni iz

rastvora.

Za unos esencijalnih metala kroz ¢elijsku membranu u citoplazmu mikroorganizmi
generalno koriste specifi¢ne transportne puteve. Toksi¢ni metali takode mogu da produ
kroz membranu difuzijom ili preko puteva namenjenih za druge metale. Na primer, Cd**
transport se odvija preko Mn?* aktivnog transportnog sistema, kod Staphylococcus

aures.” Na slici 2.28. su prikazani neki od mehanizama transporta metala u ¢eliju.
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Slika 2.28. Mehanizmi transporta metala u éeliju70
2.6.4. Rezistencija mikroorganizama na toksi¢ne metale

Veliki broj sojeva mikroorganizama su izolovani iz stani$ta zagadenih toksi¢nim
metalima, pa ¢ak i radioaktivnim metalima. Npr. Grudev je izolovao anaerobne sulfat-
redukujuce bakterije iz zemljiSta zagadenog sa U, Ra, Th, Cu, Cd i Pb kod rudnika u

jugoistoénoj Bugarskoj.”*

lako mikroorganizmi imaju posebne sisteme preuzimanja metala, visoke koncentracije
mogu biti konstitutivno transportovane u ¢eliju kroz nespecifi¢ni sistem. Ova “otvorena
vrata” su jedan od razloga zaSto su metalni joni toksi¢ni za mikroorganizme. Kao
posledica toga mikroorganizmi su bili primorani da razviju determinante otpornosti na
metale. Zato joni metala ne mogu biti degradovani ili modifikovani kao toksi¢na
organska jedinjenja. Postoji viSe mogucih mehanizama za sistem otpornosti na metale:
intra- i ekstra-celijska sekvestracija, aktivno isticanje pumpe, enzimska redukcija. Jedan
ili viSe ovih mehanizama otpornosti mikroorganizmima omogucava da funkcioniSu u

metal- kontaminiranim sredinama.”?

Rezistencija na toksi¢ne metale se kre¢e od nekoliko procenata do 100%, i to u
sredinama sa visokim zagadenjem. Bakterijski rezistencioni mehanizam podrazumeva
detoksikaciju, Sto takode mozZe dovesti do oslobadanja iz ¢elije, npr. Hg(Il) koji se

redukuje do Hg(0).”®

Bakterijski plazmidi imaju gene otporne na mnoge toksi¢ne metale i metaloide, npr.

Ag', Cd**, Co®, Cu*, Hg 2*, Ni?*, Sb*, zn®*.”® Geni odgovorni za otpornost na
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toksi¢ne metale organizovani su u operone. Izraz otpor gena cvrsto je regulisan i
indukovan prisustvom specificnih metala u celijskom okruzenju. Zbog ove
specificnosti, promotori 1 regulatorni geni iz ovih operona mogu da se koriste za
izgradnju metal- specificnih biosenzora. Pomoc¢u posebnih metalnih bakterijskih
biosenzora moguce je razlikovati bioloski raspolozivu koncentraciju metala od ukupne

koncentracije metala u uzorku.”

Visoke koncentracije jona teSkih metala unutar mikrobnih celija su veoma toksicne.
Mikroorganizmi su bili primorani da razviju metal-jon homeostatske faktore ili metal-
rezistentne determinante. Ove determinante rezistencije kodiraju proteine koji imaju
ulogu u mehanizmu detoksikacije 1 opstanku mikroorganizama u okruZenjima

.. . i+ . 74
kontaminiranim teSkim metalima.
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3.1. UZORKOVANJE

3.1.1. Uzorkovanje zemlji$ta za odredivanje teskih metala

Uzorci su uzeti iz zemljiSta sa devet reprezentativnih lokacija u juZnoj industrijskoj zoni
Panceva, okolnim naseljima i gradu Pancevu (slike 3.1. 1 3.2.). Na svakoj lokaciji uzorci
su uzeti sa povrsine (0-5 ¢cm) i sa dubina 10-15 cm, 20-25 cm, 45-50 cm i 90-100 cm. U

nekim slu¢ajevima uzorci sa dubina 45-50 i 90-100 cm nisu se mogli prikupiti zbog

¢vrstoce zemljiSta. Uzorci su pakovani u u plasti¢ne kutije 1 kese 1 cuvani na 4°C da bi
75,76

se sacuvao hemijski sastav zemljista.

Slika 3.1. Uzorkovanje zemljista Slika 3.2. Priprema uzoraka zemljista

3.1.2. Uzorkovanje ¢vrstih uzoraka®

Cvrsti uzorci uzorkovani su uzorkivadem za zemljiste (eng. soil auger) kompanije
Eijkelkamp. U zavisnosti od prodora kontaminacije u zemljiSte, sa mesta uzorkovanja
uzorkovano je 0,5-1 kg uzorka. Zemljiste pojedinacnih uzoraka je homogenizovano i
uzorci za hemijska odredivanja su pakovani u staklene tegle a za mikrobioloska
odredivanja u sterilne Petri Solje. Do laboratorije uzorci su transportovani u terenskom
frizideru na temperaturi od 4°C 1 potom su ¢uvani u hladnoj komori na istoj temperaturi.
MikrobioloSke analize svih uzoraka su radene odmah po donoSenju u laboratoriju, a

hemijske i fizicko-hemijske u roku od 12-24 sata.
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3.1.3. Uzorkovanje sedimenta iz kanala otpadnih voda u industrijskoj zoni

Panceva

Uzorci sedimenta su uzimani na 5 tacaka iz kanala otpadnih voda »Vojilovica«
industrijske zone Pancevo (Cetiri uzorka su uzeta direktno iz kanala u koji se izlivaju
otpadne vode, a jedan, radi poredenja, iz paralelnog navigacionog kanala) (slike 3.3. i
3.4.). Za uzorkovanje je koris¢en Van Veen-ov uzorkivac. Sa svake lokacije uzeto je po
srednji uzorak. Uzorci sa svake tacke su homogenizovani na mestu uzorkovanja u
polipropilenskim sudovima koji su prethodno bili isprani metanolom. Svaki kompozitni
uzorak je stoga predstavljao srednji uzorak koji je uzet sa povrsine od 25 m? i dubine 15

cm sedimenta.

Slika 3.3. Mesta uzorkovanja u kanalu Slika 3.4. Ulivanje otpadnih voda u kanal
otpadnih voda juzne industrijske zone
Pancevo

Kompozitni uzorci su spakovani u staklenim teglama u prenosnim friziderima na 4°C i

preneti do laboratorije.
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3.2. ANALITICKE METODE

3.2.1. Temperatura

Temperatura vazduha, teCnih i1 Cvrstih uzoraka na terenu merena je digitalnim
termistorskim termometrom model “Elite” proizvodaca “HANNA Instruments”

(Padova, Italia).
3.2.2. Potenciometrijsko odredivanje pH vrednosti

pH ¢vrstih uzoraka je merena u suspenziji pripremljenoj od homogenizovanog uzorka i
prokuvane demineralizovane vode u odnosu 1 : 2,5 posle 30 minuta meSanja na
magnetnoj mesalici prema standardnoj metodi.”” Merenje je izvodeno na digitalnom
pH-metru (tip pH 300i) proizvodnje “WTW” (Weilhem, Germany) sa kombinovanom

elektrodom istog proizvodaca.
3.2.3. Odredivanje procenta higroskopne vlage

Procenat vlage odredivan je u vlagomeru (model MOC-120H) firme Shimadzu Co.,
Japan sa programom susenja uzorka na 105 °C, 1.5 h. Rezultati su dati kao srednja

vrednost tri ponavljanja.’
3.2.4. Nasipna masa

Nasipna masa (gustina) je fizicko svojstvo nasutog materijala. Ona predstavlja odnos

mase 1 ukupne zapremine nasutog materijala izrazen u g/dm3. Odredivana je u menzuri

od 1000 L.”
3.2.5. Odredivanje sadrzaja pepela

Sadrzaj pepela je odredivan u porcelanskim tiglovima spaljivanjem organske supstance
uzorka pomoc¢u plamenika do prestanka izdvajanja belih para, a zatim grejanjem u peci
na 800 °C tokom 2h.
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3.2.6. Elementarna organska mikroanaliza

Organska supstanca i njen elementarni sastav (ugljenik, vodonik, azot i sumpor)
odredivani su iz suve spraSene supstance elementarnom organskom mikroanalizom
(EOMA) u automatskom analizatoru “VARIO-EL 11l CHNS-O Analyzer” proizvodaca
Elementar (Hanau, Germany).

3.2.7. Sadrzaj karbonata u uzorcima zemlje

SadrZzaj karbonata u Cvrstim uzorcima odredivanje je standardnom volumetrijskom

metodom.®
3.2.8. Odredivanje dostupnog fosfora

Dostupni fosfor u uzorku se odreduje spektrofotometrijski nakon ekstrakcije iz ¢vrstih

uzoraka po standardnoj metodi.®*
3.2.9. Odredivanje dostupnog kalijuma
Dostupni kalijum u uzorku se odreduje po standardnoj metodi.®
3.2.10. Retencioni vodni kapacitet
Retencioni vodni kapacitet (RVK) odredivan je standardnom 1SO metodom.®
3.2.11. Gravimetrijsko odredivanje ukupnih ugljovodonika nafte (TPH)84

Ukupni ugljovodonici nafte (TPH, od eng. Total Petroleum Hydrocarbons) su
ekstrahovani po I1SO 16703 (2004)® i gravimetrijski odredeni po DIN EN 14354
(2004).%°
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3.2.12. Odredivanje supstanci rastvornih u heksanu®

Supstance rastvorne u heksanu (HES, od eng. Hexane Extractable Substances) se
odreduju po EPA metodi.®’

3.2.13. Izolovanje i odredivanje huminskih Kiselina

Huminske kiseline su izolovane po izmenjenoj standardnoj proceduri®® sa rastvorom

natrijum-pirofosfata, a taloZzene sa hlorovodoni¢nom kiselinom.

Za izolovanje huminskih kiselina tretirano je 40 g uzorka zemlje osuSenog na vazduhu
sa 200 mL rastvora NaOH/NasP,07. Huminske kiseline su ekstrahovane na klju¢alom
vodenom kupatilu u periodu od 2h uz ¢esto mesanje, da bi se obezbedila precipitacija
nerastvornih supstanci. Nakon toga, tamno-mrki rastvor je ohladen do sobne
temperature i filtriran kroz filter papir. Huminske kiseline precipitiraju iz supernatanta
zakiSeljavanjem 6M hlorovodoni¢nom kiselinom do pH 1. Nakon toga, suspenzija se

ponovo filtrira, a u talogu zaostaju huminske kiseline.
3.2.14. Odredivanje opticke gustine huminskih kiselina

Oko 0,03 g huminskih kiselina je rastvoreno u 100 ml 0,5 M NaHCO3.** Pripremljeni
rastvori ostavljeni su u normalnim sudovima 4 dana. Za to vreme se reakcija stabilizuje
do pH 8,2 — 8,8. Odredivanje opticke gustine izvedeno je na talasnim duzinama od 465
nm i 665 nm, na spekrofotometru GBC Cintra 40.

3.2.15. Priprema uzoraka za odredivanje te§kih metala u zemljistu’

Uzorak se mineralizuje carskom vodom u mikrotalasnoj pe¢i »Milestone Ethos 1«.
Uzorci su stavljani u zatvorene PTFE sudove (sudovi od poli-tetra-fluor-etilena) i
tretirani sa 3 mL HNO3 i 9 mL HCI za 500 mg uzorka.*® Temperatura je podignuta na
165 °C u toku 10 minuta, a zatim do 175 °C za 3 minuta. Temperatura je na tom nivou
odrzavana 10 minuta. Ohladeni rastvor je prenet u normalni sud od 100 mL i dopunjen

sa dejonizovanom vodom® i dalje tretiran kao u Poglavlju 3.3.1.
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3.2.16. Odredivanje metala u vodenom ekstraktu katalizatora

Katalizatori sa kojim je radeno u okviru ovog rada, predstavljaju nusprodukte iz procesa
desulfurizacije nafte, a tretiraju se kao otpadni materijal i Cest zagadivaC Zivotne
sredine. Katalizatori su u radu sluzili za ispitivanje mikrobicidnog dejstva metala iz
katalizatora na konzorcijum mikroorganizama koji je izolovan po proceduri u Poglavlju
3.4.3. Metali na koje smo mi usmerili paznju u ovom ispitivanju su pre svega molibden
(Mo) i kobalt (Co) zbog eventualne primene ispitivanog konzorcijuma u procesima
bioremedijacije u kojima pored naftnog zagadenja postoji i povecan sadrzaj navedenih

metala.

Vodeni ekstrakt katalizatora je dobijen prema sledecoj proceduri: 30 g samlevenog
katalizatora je pomeSano sa 300 mL destilovane vode. Suspenzija je klju¢ala 30 minuta,
nakon Cega je profiltrirana prvo kroz kvalitativan, a zatim 1 kroz kvantitativan filter
papir. Bistar filtrat je dopunjen do 1000 mL. Iz dobijenog rastvora su odredivani Fe, As,
Ni, Co, Mo po metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.1.

3.2.17. Odredivanje metala u katalizatoru stapanjem

Da bi se odredio sadrzaj metala u katalizatoru (opisanom u Poglavlju 3.2.16.), uzorak je
alkalno stopljen smeSom Na;B4O7 x 10 H,0 i NayCOs (1:2), a zatim luzen sa HCI. 1z

dobijenog rastvora su odredivani Fe, As, Ni, Co, Mo metodom opisanom u Poglavlju
3.3.1.

3.2.18. Odredivanje perfluorovanih jedinjenja (PFC) u uzorcima sedimenta®
i. Standardni rastvori i reagensi

Standard perfluoroalkil karboksilata (PFCA) i perfluoroalkilovana jedinjenja PFAS
(MPFAC-MXA) su bila od proizvodaca Wellington Laboratories (Guelph, ON,

Canada). Svi rastvaraci i1 reagensi su bili HPLC ¢istoce.
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ii. Ekstrakcija sedimenta

Za ckstrakciju PFC iz sedimenta iz otpadnog kanala u industrijskoj zoni Panceva
homogenizovano je 5 grama prethodno osusenog sedimenta sa 10 mL metanola, na
ultrazvu¢nom kupatilu. U uzorak dodati MPFAC-MXA (100 ng/mL u metanolu), koji
sluzi kao maseno-obeleZeni surogat. U struji azota je upareno do zapremine od 5 mL i
dodato 100 mL Milli-Q vode i 20 pL mravlje kiseline. Uzorak je ekstrahovan u
ekstraktoru za ekstrakciju iz ¢vrste faze (eng. solid phase extraction - SPE, Presep PFC
I, Wako Pure Chemical Industries) koji je prethodno pripremljen sa 10 mL 0,1%
amonijum/metanol, 10 mL metanola i 15 mL Milli-Q vode. Nakon punjenja analizirane
supstance kertridzi su ispirani sa po 10 mL Milli-Q vode. Za eluiranje ciljnih jedinjenja
je koriséen 0,1% rastvor amonijum/metanol. Nakon uparavanja u struji azota do

zapremine od 1 mL dodato je 10 pL B3CgPFOA (100 ng/L u metanolu) kao obelezivaca.
Ilii. Instrumentalna analiza

Finalni rastvor se analizira tecnom hromatografijom (LC) u kombinaciji sa masenim
spektrometrom (MS/MS) koris¢éenjem Xevo TQ (Waters) kuplovan sa ACQUITY
UPLC (Waters). Analiticka kolona koja se koristila je ACQUITY UPLC BEH (C18, 2.1
x 50 mm, 1.7 um, Waters). Kod LC mobilna faza kao mobilna faza je koris¢en 2 mM
amonijum-acetat i acetonitril. Pri protoku od 0,3 mL/min gradijent mobilne faze je
povecavan sa 1 do 95% acetonitrila za 8 minuta. Na toj vrednosti je zadrZzan 1 minut, a
zatim ponovo smanjen do 1%. Temperatura kolone je bila 40°C. Kapilarni napon je

podesen na 0,5 KV. Protok gasa je bio 1000 L/h, a temperatura 500°C.
3.3. INSTRUMENTALNE METODE

3.3.1. Odredivanje metala metodom sa indukciono spregnutom plazmom (ICP)

Sadrzaj metala je odredivan Induktivno spregnutom plazma emisionom spektrometrijom
(ICP/OES iCAP-6500 Duo ICP Thermo scientific, United Kingdom) koji je opremljen
sa RACID86 Charge Injector Device (CID) detektorom (slika 3.5.), standardnim

staklenim koncentricnim rasprSivacem, kvarcnim gorionikom, 1 aluminijumskim
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injektorom. Opticki sistem oci$¢en je sa argonom i Echelle polihromatskim termostatom
na 38°C. Uslovi rada instrumenta su optimizovani pri ¢emu se postize dovoljna

osetljivost i preciznost.

Slika 3.5. ICP/OES iCAP-6500 Duo ICP Thermo scientific, United Kingdom

Arsen je u plazmu uvoden u obliku svog gasovitog hidrida pomocu integrisane jedinice
za generisanje gasovitih hidrida (HG-ICP-OES). Za generisanje hidrida kori$éeni su
rastvori natrijum-borhidrida (NaBH4; Merck, Nemacka) 0,5 % (m/v) koji je bio
stabilizovan u 0,12 M NaOH i rastvoru 6 M HCI (slobodan arsen, Merck, Nemacka).
Dva multielementrana plazma standardna rastvora Multi-Element Plasma Standard
Solution 4, Specpure® 1000 pg/mL 1 Semiquantitative Standard 1, Specpure® 10
mg/mL sertifikovana od strane Alfa Aesar GmbH & Co KG, Nemacka, koriS¢ena su za
pripremu kalibracionog rastvora za ICP-OES i HG-ICP-OES merenja, respektivno.
Pojedinacni standardni Molybdenum, plasma standard solution, Specpure®, Mo
1000png/mL, sertifikovan od strane Alfa Aeser GmbH & Co KG, Nemacka, koriscen je
za pripremu kalibracionog rastvora za ICP-OES merenja (za molibden, Mo). Svako

ICP-OES merenje je radeno tri puta.

3.3.2. Metoda rendgenske difrakcije

Rendgenska difrakciona analiza koriS¢ena je za odredivanje i pracenje faznog sastava
uzorka. Uzorak je analiziran na rendgenskom difraktometru marke “PHILIPS”, model

PW-1710, sa zakrivljenim grafitnim monohromatorom 1 scintilacionim brojacem.
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Inteziteti difraktovanog CuKa rendgenskog zracenja (A=1,54178 A) mereni su na
sobnoj temperaturi u intervalima 0,05 °26i vremenu od 0,5 s, a u opsegu od 4 ° do 65
°26. Rendgenska cev je bila optere¢ena sa naponom od 40 kV 1 struji 30 mA, dok su
prorezi za usmeravanje primarnog i difraktovanog snopa bili 1° i 0,1 mm. Dobijeni
podaci polozaja difrakcionih maksimuma (26 °), vrednosti medupljosnih rastojanja, d
(A), kao i odgovarajuéi intenziteti, |, dati su graficki. Na osnovu dobijenih vrednosti | i
d, i uporedivanjem sa literaturnim podacima i JCPDS standardima, identifikovane su

prisutne faze.

Orijentisani preparati ispitani su difraktometrom za prah u opsegu 26 3-15 ° sa korakom

0,02 ° i vremenskom konstantom 0,5 s na svakom koraku.

3.3.3. Elektron paramagnetna spektroskopija (EPR)% %

EPR spektrometrija je izvodena na sobnoj temperaturi koris¢enjem Varian E104-A EPR
spectrometer koji je radio na X-band (9.51 GHz). Amplituda modulacije je bila 2G,

frekvencija 100 kHz, mikrotalasna snaga 10 mW 1 vreme skeniranja 4 minuta. Kori§¢en

je softver EW (Scientific Software Inc, IL, USA).
3.3.4. 'H NMR spektroskopija

'H-NMR spektri huminskih kiselina su snimljeni na instrumentu proizvodnje Varian
model Gemini 2000, pri frekvenciji od 200 MHz za H jezgro. Uzorci su rastvarani u
NaOD.

3.3.5. 1*C NMR spektroskopija

BC-NMR spektri huminskih kiselina snimljeni su na uredaju Varian Gemini 2000
Spectrometer (50,28 MHZz)! Uzorak za NMR analizu pripremljen je rastvaranjem 50 mg
huminskih kiselina u 1 mL 0,3M rastvora NaOD u D,0.
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3.4. MIKROBIOLOSKE METODE

U svim mikrobioloSkim radovima postovana su pravila rada u mikrobioloSkoj hemiji, a

za pripremanje podloga upotrebljavane su supstance Cistoce pro anaIySi.92
3.4.1. Mikrobioloske podloge

Sve podloge su pripremane suspendovanjem i/ili rastvaranjem navedenih komponenti u
destilovanoj vodi i sterilisane u autoklavu na 0,10 MPa za vreme od 20 minuta ukoliko

nije drugacije naglaSeno.
U svim podlogama pH se podesava dodatkom H,SO4 (1M) ili NaOH (1M)

i. Podloga za odredivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i

fakultativno anaerobnih bakterija

Ukupne hemoorganoheterotrofne mezofilne aerobne i fakultativno anaerobne bakterije
su odredivane na hranljivom agaru (HA). Hranljivi agar je pripreman rastvaranjem suve

podloge po uputstvu proizvodaéa.93

Sastav podloge (g/L):

Pepton-1 ,, Torlak* 159 Kalijum-fosfat 0,39
Mesni ekstrakt ,,Torlak“ 3¢ Agar 18 ¢
Natrijum-hlorid 59 pH~=7

ii. Podloga za odredivanje broja ukupnih anaerobnih mezofilnih

hemoorganoheterotrofnih bakterija

Ukupne anaerobne mezofilne hemoorganoheterotrofne bakterije su odredivane na

hranljivom agaru sa 0,5% glukoze (HAG) zasejavanjem u anaerobnim uslovima.
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iii. Podloga za odredivanje broja kvasaca i plesni

Ukupan broj kvasaca i spora plesni je odredivan na sladnom agaru (SL) koji je

pripreman rastvaranjem suve podloge po uputstvu proizvodatéa.93

Sastav podloge (g/L):

Sladni ekstrakt ,, Torlak* 309 Agar 159
Pepton ,, Torlak* 59 pH=S5,7

iv. Podloga za odredivanje ukupnog broja bakterija koje razgraduju

ugljovodonike™*

Mikroorganizmi Sto razlazu ugljovodonike su odredivani na mineralnoj ugljovodoni¢noj

podlozi sa dizelom D2 (UG) kao jedinim izvorom ugljenika.

Sastav podloge (g/L):

Amonijum nitrat 1lg Agar 169
Kalijum-hidrogen fosfat 0,259 Demineralizovanavoda 1L
Ekstrakt zemlje 50 mL pH = 6,5-7,5

Nakon sterilizacije ohladenoj podlozi u sterilnoj zoni je dodavan dizel D2 u koli¢ini

2000 ppm tj. 2 g ili 2,35 mL.
v. Podloga za odredivanje sulfitredukujucih klostridija

Sulfit redukujuée klostridije se odreduju na sulfitnom agaru (SA). Sulfitni agar je

pripreman rastvaranjem suve podloge po utputstvu proizvodaéa.g3

Sastav podloge (g/L):

Kazein hidrolizat ,, Torlak“ 109 Agar 159
Natrijum sulfit 059 pH=~=7,2
Feri citrat 05¢9
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vi. Te¢na podloga za razmnoZavanje i rast hemoorganoheterotrofnih aerobnih i

fakultativno anaerobnih bakterija

Hemoorganoheterotrofne mezofilne aerobne i fakultativno anaerobne bakterije se
razmnozavaju na hranljivom bujonu. Hranljivi bujon je pripreman rastvaranjem suve

podloge po uputstvu proizvodaca.”

Sastav podloge (g/L):

Pepton-1 ,, Torlak* 159 Kalijum-fosfat 0,3¢
Mesni ekstrakt ,, Torlak* 3¢ pH=7
Natrijum-hlorid 5¢g

vii. Podloge za umnoiavanje biomase konzorcijuma zimogenih mikroorganizama®

U ovim podlogama koris¢en je komercijalni, netoksi¢ni i biodegradabilni biosurfaktant
Biosolve®*CLEAR kompanije The Westford Chemical Corporation (Westford, MA,
SAD) kao biodisperzant za rastvaranje dodatih ugljovodnika u prvom redu mazuta.

Originalni rastvor je upotrebljavan u koncentraciji 1 mL/L.

a. Startna podloga 1 (SP1)

SP1 je pripremana rastvaranjem slede¢ih komponenti:

Hranljivi bujon 1,29
Kontaminirana zemlja 59
Demineralizovana voda 100 mL
pH=~7,0

b. Startna podloga 2 (SP2)

SP2 je pripremana rastvaranjem slede¢ih komponenti:

Hranljivi bujon 23,39
Ekstrakt zemlje 100 mL
Mazut 209
Demineralizovana voda 2000 mL
pH~7,0

61



Srdan B. Mileti¢ Doktorska disertacija

Nakon sterilizacije podloge u autoklavu, ohladenoj podlozi u sterilnoj zoni je dodavan
vanbilansni mazut, dizel D2 ili TPH ekstrakt (u zavisnosti od namene i specijalizacije
konzorcijuma) kao dominantni izvor ugljenika. Ugljovodoni¢ni materijal je dodatno
podlogu ucinio selektivnom za rast samo mikroorganizama koji toleriSu ugljovodonike i

uglavnom ih koriste kao jedini izvor C atoma.

¢. Radna podloga (RP)

Radna podloga (RP) pripremana je rastvaranjem slede¢ih komponenti direktno u

mobilnom bioreaktoru:

Autolizat kvasca 7,5kg
Ekstrakt zemlje 50 L
KCI 100 g
NH,OH 261 mL
HsPO, 120 mL
Mazut / Dizel 10 kg
Cesmenska voda 900 L
pH~7,0

Podloga nije sterilisana ve¢ je selektivnost rasta mikroorganizama postignuta visokom

koncentracijom naftnih ugljovodonika.

(B8RS &

Slika 3.6. Priprema RP u mobilnom bioreaktoru
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3.4.2. Pomo¢ne mikrobioloske podloge i reagensi
I. Rastvor za pripremanje serijskih razblaZenja

FizioloSki rastvor koncentracije 8,0 g natrijum-hlorida na 1L demineralizovane vode u

koji je dodat 0,1 mL Tween 80 je upotrebljavan je za pripremanje razblazenja.
ii. Ekstrakt zemlje

U 100 mL demineralizovane vode dodato je 100 g zemljista sa mesta zagadenja koje je
predmet mikrobioloske i hemijske analize. Nakon sterilizacije u autoklavu i hladenja,

rastvor je proceden kroz filter papir. Ekstrakt zemlje se ¢uva u zamrzivacu na -20°C.

3.4.3. 1zolovanje i umnoZavanje zimogenog konzorcijuma mikroorganizama iz

zemljiSta zagadenog mazutom

Konzorcijum mikroorganizama se izoluje iz zemljiSta zagadenog mazutom

obogacivanjem u erlenmajeru od 1L sa 200 mL podloge SP1 (Poglavlje 3.4.1 vi).%

Suspenzija ovako dobijenih mikroorganizama se koristi za zasejavanje u erlenmajeru od
5L, gde se nalazi 2000 mL podloge SP2 (Poglavlje 3.4.1.vi).

Uslovi za rast mikroba bili su slede¢i: temperatura 28°C, aeracija na muckalici (120

rpm), pH 7,0 (podeseno sa 1M HCI ili NaOH), trajanje rasta 96 sati.

Mikrobna populacija je iz erlenmajera koriS¢ena za inokulaciju bioreaktora (priblizno
1% zapremine) zapremine 1000 L. KoriS¢ena je RP Poglavlje 3.4.1.vi. Uslovi rasta
mikroba su bili slede¢i: nesterilni uslovi, temperatura 25°C, aeracija i meSanje

vazdusnom pumpom, pH 7, trajanje rasta 48 sati.
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3.4.4. Ex-situ bioremedijacija zemlji§ta kontaminiranog mazutom®

Halda za bioremedijaciju je napravljena na vodonepropusnoj asfaltnoj povrsini od
priblizno 1500 m? i sa nagibom od 1% (Slika 3.7.). Halda se sastojala od smese u kojoj
se nalazilo 270 m® zemljita zagadenog mazutom, 60 m® piljevine (kao dodatnog izvora
ugljenika i kao punioca) i 300 m® recnog peska, koji je dodat zbog povecanja
poroznosti. Da bi se osigurala homogenost halda je mesana buldoZzerom i na kraju
poravnata traktorom. Finalne dimenzije halde bile su 75 x 20 x 0,4 m (duzina x §irina x
visina) i sadrZala je 600 m* materijala (supstrat za bioremedijaciju). Optimalni odnos C :
N:P:K (100 :10: 1 :0,1) je postignut raspr$ivanjem rastvorenih amonijum nitrata,
diamonijum fosfata i kalijum hlorida po celoj haldi (Slika 3.8.). U toku bioremedijacije
halda je kvaSena, okretana i meSana svakih 15 dana da bi se postigla neophodna
vlaznost i aeracija. Halda je bila reinokulisana svakih 30 dana sa pripremljenim
konzorcijumom mikroorganizama. Nakon meSanja halda je bila pokrivena plastiénom
polietilenskom folijom da bi se izbegao direktan uticaj vremenskih uslova. Na haldu je
dodat i BioSolve CLEAR u zapremini od 70 mL originalnog rastvora po kubnom metru.

Na podetku eksperimenta odvojen je kontrolni uzorak od 10 m® halde. Hemijski i

mikrobioloSki pokazatelji bioremedijacije su praceni odmah nakon pripreme halde i na

svakih 50 dana u narednih 150 dana (oznaceni sa S-50, S-100 i S-150).

Slika 3.7. Bioremediaciona halda Slika 3.8. Inokulacija halde
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3.4.5. Ispitivanje inhibitornog dejstva metala na zimogeni konzorcijum

mikroorganizama

Kao test mikoroorganizmi koriS¢en je konzorcijum mikroorganizama dobijen kao u

Poglavlju 3.4.3.

Vodeni ekstrakt katalizatora je uparavan do suva, a nakon toga je talog rastvoren u 25
mL fizioloskog rastvora. Dobijeni rastvor metala je dodavan u epruvete u kojima su se
nalazili hranljivi bujon, mikroorganizmi i fizioloski rastvor, u koli¢inama koje
odgovaraju sadrzaju Mo u epruvetama od 250 mg/dm?, 500 mg/dm?, 750 mg/dm?, 1500
mg/dm?®, 3000 mg/dm?® i 6000 mg/dm®. Za svaku ispitivanu koncentraciju je postojala i
kontrola. Epruvete su ostavljene u termostatu (T=28°C) . Rezultati su ¢itani posle 24h i

posle 48h.

3.4.6. Rast mikroorganizama na podlozi sa huminskim Kiselinama sa i bez dodatka
FEC|3

Suspenzija mikroorganizama (koji su izolovani kao $to je opisano u Poglavlju 3.4.3.) se
sipa u 6 erlenmajera (od po 250 mL) u kojima se nalazi po 50 mL hranljivog bujona

(Poglavlje 3.4.1.v). Sadrzaj erlenmajera je bio sledeéi:

A. Kontrola

Dodato je 50 umol/L FeClz x 6H,0

C. Dodato je 2,5 g/L standarda huminskih kiselina (Aldrich Humic acid sodium salt
—H16752)

D. Dodato je 2,5 g/L ekstrahovanih huminskih kiselina (Poglavlje 3.2.13.)

E. Dodato je 50 umol/L FeClz x 6H,0 + 2,5 g/L standarda huminskih kiselina

F. Dodato je 50 umol/L FeClz x 6H,0 + 2,5 g/L ekstrahovanih huminskih kiselina

W

Nakon inkubacije preko no¢i formirane kolonije se broje po proceduri opisanoj u
Poglavlju 3.4.7.
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3.4.7. Odredivanje broja mikroorganizama

Broj mikoorganizama je odredivan metodom serijskog razblazenja.**®” Ukupne izrasle
kolonije hemoorganoheterotrofnih mezofilnih aerobnih i fakultativno anaerobnih
bakterija, kao i ukupne anaerobne mezofilne hemoorganoheterotrofne bakterije su
brojane posle 48 sati. Kvasci i spore plesni su brojane posle 72 sata, dok su kolonije
mikroorganizama koji razlazu ugljovodonike brojane nakon 7 do 8 dana. Zasejane

agarne ploce su inkubirane na temperaturi od 28°C.

3.4.8. Identifikacija mikroorganizama API testovima®®®

APl (eng. analytical profile index) testovi su realizovani po uputstvu proizvodaca
“BioMérieux Industry*, (Marcy I'Etoile, France). API trake se sastoje od 20 minituba
koje sadrze dehidratisane supstrate u kojima proizvodi bakterijskog metabolizma
dovode do promene boje (spontano ili dodatkom reagensa). Dobijeni rezultati

predstavljaju biohemijski profil koji se analizira pomoc¢u softvera za identifikaciju.

I. API 20NE

API 20NE sistem je standardizovana mikrometoda kombinovana od 8 konvencionalnih
testova i 12 testova asimilacije za identifikaciju Gram-negativnih rodova koji ne
pripadaju  Enterobacteriaceae (Pseudomonas, Acinetobacter, Chryseobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas) u periodu od 48h.

ii. APl Rapid 20E

Rapid 20E je standardizovani sistem za identifikaciju Enterobacteriaceae za 4 sata,
uglavnom oksidaza negativnih i Gram-negativnih bakterija. Neke Gram-negativne
bakterije koje ne pripadaju Enterobacteriaceae i oksidaza su pozitivni (Aeromonas i
Vibrio), su identifikovani sa Rapid 20E.

iii. API Coryne

API Coryne je standardizovan sistem za identifikaciju korinebakterija u toku 24h.
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3.5. PRACENJE EFEKTA HUMINSKIH KISELINA NA RAST
ZIMOGENOG KONZORCIJUMA MIKROORGANIZAMA

3.5.1. Praéenje Fentonove reakcije™

Za iniciranje Fentonove reakcije koris¢en je 1,2mM H,0, (Reanal, Madarska) 1 0,3 mM
FeSO, (Merck, Nemacka). Analizirani uzorci huminskih kiselina (koncentracije 0,2
mg/mL) su bili od standarda huminskih kiselina (Aldrich Humic acid sodium salt —
H16752) i huminskih kiselina ekstrahovanih po proceduri u Poglavlju 3.2.13. U
eksperimentima je spin trap’ reagens (DEPMPO) dodavan pre dodavanja H,Os.

Kori$éena je ultra-¢ista MiliQ (18 MQ) voda.
3.5.2. Praéenje antioksidativnog kapaciteta huminskih kiselina®

Za pracenje antioksidativnog kapaciteta huminskih kiselina kori§¢en je model Haber-
Vajsove reakcije (Haber-Weiss, strana 44) gde se stvara hidroksil radikal (*OH). Sistem
se sastoji od ultra ¢iste vode, spin trap reagensa, huminskih kiselina (0,2 mg/mL) i
H,O,. Nakon toga se dodaje KO, (kalijum-superoksid) kao generatora O, u
anhidrovanom DMSO (dimetil sulfoksid) do finalne koncentracije 1,6 mM. Za
tumacenje spektra koriS¢en je kompjuterski program WINEPR SimFonia (Bruker
Analytische Messtechnik GmbH, Karlsruhe, Germany). Parametri za DEPMPO/OH
adduct su: aP = 46.7; aN = 13.9; aH(1H) = 13.5.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati dobijeni eksperimentalnim putem su statisticki obradivani u programima
Microcal™ Origin™, Version 8.0, 1991-2009 Microcal Software, Inc., Microsoft

Office Excel 2007 i SPSS 11,5.

! Spin trap je tehnika koja se koristi za detekciju i identifikaciju kratkozivecih slobodnih radikala.
UkljuCuje dodavanje radikala nitronu (N-oksid imina) u formiranju spin adukta (stabilni radikal na bazi
nitroksida) koji se moZe direktno meriti EPR spektroskopijom.
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Relativna inhibicija (RI) stvaranja hidroksilnog radikala (¢OH) je rac¢unata po formuli:
RI = [(pik amplitude (Fentonova reakcija) — pik amplitude (Fentonova reakcija +
huminske kiseline)] / [pik amplitude (Fentonova reakcija)]. Svi eksperimenti su
izvodeni u tri ponavljanja, a dobijeni rezultat je predstavljen kao srednja vrednost +
standardna devijacija (SE). Rezultati su ispitivani jednosmernim ANOVA testom i
uporedeni sa post-hocTukey’s HSD t-test-om.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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Velika prilagodljivost na razliite uslove spoljasnje sredine i ogroman diverzitet
uslovljavaju interes za mikroorganizme kao izvore novih bioloski aktivnih supstanci i/ili

metabolickih putanja.

U ovom radu proucavane su karakteristike zagadenih zemljista / sedimanta i otpadnih

materijala iz prerade nafte kao izvora mikroorganizama.

Analizirani su uzorci zemljiSta oko fabrika Rafinerija nafte Pan¢evo, HIP Petrohemija,
HIP Azotara i Messer u juznoj industrijskoj zoni Pan¢eva — na mestima gde postoji
potencijalna opasnost od zagadenja teSkih metala. Osim toga, analizirano je prisustvo
organskih kontaminanata u sedimentu i vodi iz kanala otpadnih voda u koji se slivaju
otpadne i atmosferske vode iz nekih od navedenih fabrika. Otpadne vode se iz kanala
izlivaju u reku Dunav. Kanal ima duzinu od oko 2 km i Sirok je oko 70 m. Prose¢na

dubina kanala je izmedu 1 i 2 m.

Mazut (teska frakcija mineralnog ulja) i nus proizvod koji nastaje u procesu
desulfurizacije nafte i koji se tretira kao otpadni otpad su Cesti zagadivacéi zivotne
sredine. Uradena je njihova karakterizacija i uticaj pojedinih metala iz katalizatora na

rast konzorcijuma mikroorganizama.

U drugom delu rada su izolovane i okarakterisane huminske kiseline iz zagadenog
zemljiSta, a zatim ispitano njihovo dejstvo na rast zimogenog konzorcijuma

mikroorganizama koji je koriS¢en u bioremedijaciji.

4.1. HEMIJSKA | MIKROBIOLOSKA KARAKTERIZACIJA
ZEMLJISTA 1Z JUZNE INDUSTRIJSKE ZONE PANCEVA

Analizirani su uzorci zemljiSta sa devet reprezentativnih lokacija u juznoj industrijskoj

zoni Panceva, okolnim naseljima i gradu Panc¢evu. Uzorci su oznaceni sa:

1. Postrojenje za elektrolizu u okviru HIP Petrohemija
2. Centar fabrike HIP Petrohemija
3. Duz puta unutar fabrike HIP Petrohemija
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Vojilovica
Staréevo

© o N gk

Grad Pancevo

Mesto za odlaganje zive u okviru fabrike HIP Petrohemija
Put oko fabrike HIP Petrohemija
Fabrika Messer

Svi uzorci su uzimani sa povrsine (0-5 cm) i sa dubina 10-15, 20-25, 40-50 i 90-100 cm.
U nekim slucajevima uzorak se nije mogao uzeti sa ve¢e dubine zbog tvrdog zemljista.

U radu su navedne kao rezultat srednje vrednosti.

4.1.1. Odredivanje osnovnih hemijskih pokazatelja

U tabeli 4.1. date su vrednosti odredivanja suve supstance i1 pepela na 800 °C, a u tabeli
4.2. vrednosti odredivanja elementarne organske mikroanalize.

Tabela 4.1. Sadrzaj vlage 1 pepela na 800 °C (u %).

Uzorak | Vlaga (105 °C) | Pepeo (800 °C)*
1 2,37 93,12
2 12,96 94,41
3 22,38 89,01
4 6,92 92,90
5 7,65 90,87
6 23,39 87,34
7 21,00 85,48
8 15,22 87,12
9 20,77 87,97

*Pepeo je izrazen u odnosu ha suvu supstancu

Tabela 4.2. Sadrzaj N, C, H1i O (u %, izraZeno na suvu supstancu)

Uzorak N C H S
1 / 1,70 0,16 /
2 / 2,10 0,27 0,06
3 0,18 2,59 0,76 0,05
4 0,04 1,82 0,22 /
5 0,09 2,26 0,32 /
6 0,21 3,12 0,79 0,03
7 0,27 3,86 0,91 0,04
8 0,12 2,65 0,54 /
9 0,25 3,66 0,70 0,05
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Iz tabela 4.1. 1 4.2. se uocava da uzorci 6-9 imaju visi sadrzaj organske supstance, a u
uzorcima 6, 7 1 9 je i sadrzaj azota visi od 0,2%. Prosecni sadrzaj azota u zemljistu se
kre¢e od 0,1 — 0,2%. Zemljiste zagadeno organskim kontaminantima ima visok C/N
odnos.

4.1.2. Sadrzaj metala u uzorcima zemljista”

Uzorci sa svake lokacije su analizirani na slede¢e metale: Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni,
Pb, Zn, V i Hg. U tabeli 4.3. su navedene srednje vrednosti rezultata za uzorke sa svih

dubina na ispitivanim lokacijama.”

Tabela 4.3. Sadrzaj metala (u mg/kg suve supstance)™*

Lokacija| Ba | Cd | Co | Cr | Cu | Mn | Ni | Pb | Zn \% Hg

1 57 10,18 | 58 | 412|120 | 323 | 392|175 | 913 | 21,7 | 939

543 | 0,52 | 2,8 | 47,7 | 795 | 184 | 18,8 | 280 | 957,4 | 14,8 | 279,6

238 | 0,06 | 11,8 | 63,8 | 22,2 | 737 | 47,8 | 30,5 | 80,3 | 798 | 4,2

70 10,19 | 6,3 | 40,2 | 13,3 | 356 | 37,2 | 16,7 | 74,1 | 24,7 | 19,0

271 |1 0,08 | 11,8 | 64,8 | 41,7 | 762 | 49,9 | 36,9 | 108,7 | 83,0 | 2,6

274 1 0,07 | 125 | 716 | 31,6 | 753 | 62,9 | 42,5 | 149,3 | 82,3 | <2,0

2
3
4
5 126 | 0,06 | 7,1 | 349 | 11,0 | 427 | 26,8 | 17,2 | 56,5 | 42,8 | <2,0
6
7
8

194 | 0,06 | 10,6 | 48,2 | 19,5 | 585 | 35,2 | 26,7 | 143 | 62,7 | 21

9 231 |1 0,04 | 10,1 | 55,6 | 28,6 | 685 | 39,4 | 38,8 | 99,7 | 723 | <20

* Merna nesigurnost svih merenja bila je najviSe 3%, dok je proSirena merna
nesigurnost sa faktorom pouzdanosti 2 bila najvise 6%.

Radi poredenja, u tabeli 4.4. date su vrednosti maksimalnih dozvoljenih koli¢ina u

Republici Srbiji*® i Evropskoj Uniji (EU)."™*
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Tabela 4.4. Grani¢ne vrednosti za metale u zemljistu (u mg/kg suve supstance)’> 2%

Metal Prirodne kor!E:ventracije u R. Srbija EU
zemljiStu

Ba 86 — 357 / /
Cd 0,06 — 0,08 2 1-3
Co 1,84 -37,71 / /
Cr 45-561,1 100 /
Cu 17,2 - 35,7 100 50 - 140
Mn 126,4 — 2022,0 / /
Ni 6,2 —245,8 50 30-75
Pb 15,6 — 44,4 100 50 — 300
Zn 70,3-171,7 300 150 — 300
\% 23,0-95,9 / /
Hg 0,06 -0,91 2 1-15

Iz tabela 4.3. i 4.4 se moZe uociti da su vrednosti za Ba, Cd, Cu, Pb i Zn na lokacijama
2, 41 6 — Ba(2), Cd(2,4), Cu(2,6), Pb (2) i Zn (2) vece u odnosu na prirodne
koncentracije, dok je sadrzaj zive ve¢i u svim ispitivanim uzorcima S§to ukazuje na
prisustvo kontaminacije. Vrednosti za ostale metale (Ca, Co, Cr, Mn, Ni i V) su unutar

prirodnih vrednosti.

Poredenjem rezultata za sadrzaj metala ekstrahovanih carskom vodom (Poglavlje
3.2.15.) sa nacionalnim i pravilnikom EU (Tabela 4.4.) moze se uociti da je u nekim
uzorcima zemljiSta nivo metala (Cu, Pb, Zn i Ni) iznad maksimalno dozvoljenih
koncentracija. ZemljiSte sa oznakom 2 ima veci sadrzaj Ba, Cu, Pb, Zn 1 Hg nego S§to je
to propisano u na$oj zemlji. ZemljiSte sa oznakom 7 ima veci sadrZzaj nikla nego $to je
propisano. Ova zagadenja poti¢u od stalne idustrijske aktivnosti (petrohemijska

industrija, rafinerija, zagadenje koje potice od saobracaja).

4.1.3. Mikrobiologija zemljiSta

Rezultati mikrobioloSke analize ispitivanih uzoraka zemljiSta su prikazani u tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Mikrobioloska analiza zemljista (cfu/g)

Uzorak HA SL HAG SA
1 1x10° | 2x10° | 9x10° 2 x 10°
2 1x10° | 1x10* | 2x10° 2x10°
3 5x10° | 4x10* | 2x10° 2x10°
4 2x10° | 1x10* | 8x10° 5x 10*
5 1x10° | 1x10* | 1x10° 1x10°
6 5x10° | 3x10* | 1x10° 2x10°
7 1x10° | 3x10* | 8x10° 2x10°
8 2x10° | 6x10° | 5x10° 2 x 107
9 2x10° | 2x10* | 6x10° 3x10°

Dobijeni rezultati pokazuju da i1 pored prisustva poviSene koncentracije nekih teskih

metala u uzorcima 2 i 7 nema razlike u op§tim mikrobioloskim pokazateljima.

4.2. HEMIJSKA | MIKROBIOLOSKA KARAKTERIZACIJA
SEDIMENATA | VODE 1Z KANALA OTPADNIH VODA 1Z JUZNE
INDUSTRIJSKE ZONE PANCEVA

Kanal otpadnih voda je veStacki kanal koji nema svoj prirodni tok. DuZina mu je oko 2
km, a prosecna Sirina oko 70 m. U njega se izlivaju otpadne i atmosferske vode iz

nekoliko fabrika, a voda se dalje uliva u reku Dunav.

4.2.1. Osnovne hemijske i mikrobioloske karakteristike sedimenata i vode

Analizom uzoraka sedimenta iz kanala otpadnih voda juzne industrijske zone Pancevo
utvdene su sledeCe karakteristike: neutralni pH, relativno visoka koncentracija

organskog ugljenika i visoka koncentracija neogranskog ugljenika (Tabela 4.6.)
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Tabela 4.6. Osnovne hemijske i mikrobioloSke osobine uzoraka sedimenata®

Mesto uzorkovanja u kanalu otpadnih voda

Parametar Jedinica Pl P 3 ™ 5
pH 7,4 73 7.3 7.4 7,6
Ukupni ugljenik 43+01* | 34+01 | 127+0,1 | 125+0,1 | 129+0,1
Organski ugljenik 21+01 | 18+01 | 19+01 | 21+01 | 54+01
Neorganski ugljenik % 22+02 | 16+01 | 108+16 | 104+14 | 75+0,3
Ukupni azot 0,28+0,04 | 0,24+0,02 | 0,13+0,01 | 0,24+0,01 | 0,15+0,02
Ukupni sumpor 0,19+0,02 | 0,16+0,01 | 0,09+0,02 | 0,32+0,01 | 0,48+0,03
TPH g/kg 16+02 | 02+01 | 41+03 | 49+06 | 356+0,9
HA! 1,3x10° | 1,4x10° | 1,4x10° | 19x10° | 1,3x10°
UAH? CFUlg 1,3x10° | 4,0x10° | 2,0x10° | 80x10° | 1,7x10°
Kvasci i plesni 21x10° | 14x10° | 46x10* | 70x10* | 4,0x10*
HD® 40x10° | 12x10° | 30x10° | 20x10° | 1,2x10°

*Standardna devijacija od pet merenja

'Ukupni hemoorganoheterotrofi
2Ukupni anaerobni hemoorganoheterotrofi

*Mikroorganizmi koji kao izvor ugljenika koriste ugljovodonike iz nafte

Atmosferske vode koje ispiraju rafinerijsko i petrohemijsko zemljiste su uzrokovale

visok sadrzaj TPH u uzorku P-5. Visoka koncentracija karbonata je odredena u

uzorcima P-3, P-4 i P-5.

Prisustvo velikog broja mikroorganizama u opsegu 10°-10° cfu/g, §to pokazuje da se

intenzivni aerobni 1 anaerobni procesi odvijaju u sedimentu otpadnih voda juzne

industrijske zone u Pancevu i da je ovaj materijal dobar matriks za proucavanje

mogucih bioti¢kih transformacija i organskih kontaminanata.

U Tabelama 4.7. i 4.8. navedeni su osnovni hemijski i fizicko-hemijski parametri uzorka

vode iz kanala otpadnih voda juzne industrijske zone Pancéevo.
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Tabela 4.7. Fizi¢ko-hemijski parametri uzorka vode iz kanala otpadnih voda juzne industrijske

zone Pang&evo™®

"Ukupna tvrdo¢a (dH) 17,6
'Elektroprovodljivost (1S/cm) 650,0
"Mineralizacija (mg/L) 730,0
"Ukupna ulja i masti (mg/L) 3,29

Totalni organski ugljenik (mg/L) 6,6

"Hemijska potrosnja kiseonika (mg/L) | 820

"Bioloska potro$nja kiseonika (mg/L) 667

ToH 8,10

“Ukupni ugljenik (%) 2,61
Ukupni vodonik (%) 0,88
Ukupni azot (%) 0,53
“Ukupni sumpor (%) 16,08

ISuva supstanca na 105 °C (mg/L) | 725,0
“Pepeo na 800 °C (%) 86,40

'Svi rezultati odredivanja u laboratoriji su srednje vrednosti tri nezavisna odredivanja.

?Rezultati se odnose na suvu supstancu odredenu na 105°C.

Tabela 4.8. Hemijski parametari uzorka vode iz kanala otpadnih voda juzne industrijske zone

Pangevo®
Katjoni mg/L Anjoni mg/L
Kalcijum (Ca®™) 88,2 Karbonati (CO5) <0,1
IMagnezijum (Mg*) 22,4 'Hidrokarbonati (HCO3) 125,0
"Natrijum (Na*) 73,1 "Hioridi (CI) 49,7
Kalijum (K*) 5,3 'Sulfati (SO,”) 310,0
'Gvozde (Fe) 0,32 Nitrati (NO3) 21,0
'Mangan (Mn) 0,05 "Nitriti (NO,) <0,005
'Amonijak (NH,") <0,05 'Fosfor (P) 0,040

'Svi rezultati odredivanja u laboratoriji su srednje vrednosti tri nezavisna odredivanja.

Na osnovu rezultata fizicko-hemijske i hemijske analize vode, kanala otpadnih voda juzne
industrijske zone Pancevo, moZze se zakljuciti da postojece postrojenje za precis¢avanje otpadnih
voda nije dovoljno efikasno. Na zagadenje vode ukazuje i povecana koncentracija ukupnih

masti i ulja i visok procenat sumpora. Katjoni, anjoni, esencijalni mikroelementi i dobra
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rastvorljivost kiseonika ukazuju da ove vode mogu biti pogodne za hemoorganoheterotrofne
mikroorganizme. Kiseonik je ograni¢avaju¢i faktor s obzirom da je njegova koncentracija
presudna za rast aerobnih mikroorganizama. Odnos BPK/HPK, koji je 0,82, ukazuje na
moguc¢nost bioloSkog preciS¢avanja ove otpadne vode. Visok sadrzaj ukupnih rastvorenih

supstanci doprinosi visokoj vrednosti za pepeo suve supstance.'®

4.2.2. Odredivanje perfluorovanih jedinjenja u sedimentima kanala otpadnih voda

iz juZzne industrijske zone panéeva35

Prisustvo PFC je potvrdeno u svim analiziranim uzorcima sedimenta, a perfluoro

oktansulfonska kiselina (PFOS) je najzastupljenija (Tabela 4.9.).

Tabela 4.9. Sadrzaj detektovanih perfluorovanih jedinjenja (PFC) u uzorcima
sedimenata (u ng/g suve supstance)*

Uzorak

Virsta PRC P-1 P2 P-3 P-4 P-5
PECA PFHxA <g.k. <g.k. <g.k 0,170 0,066
PFOA 0,068 0,080 <g.k. 0,130 0,076

PFHXS 0,23 n.d. 0,17 n.d. n.d.

PFSA PFOS 0,29 2,10 5,30 5,70 0,42
PFDS n.d. n.d. n.d. 0,29 n.d.
YPFC 0,588 2,180 5,470 6,290 0,562

Znagenje skracenica: PFCA — perfluoro karbonske kiseline, PFHXA — perfluoro
heksanska kiselina, PFOA — perfluoro oktanska kiselina, PFSA — perfluoro sulfonske
kiseline, PFHXS — perfluoro heksansulfonska kiselina, PFOS — perfluoro oktansulfonska
kiselina, PFDS — perfluoro dekansulfonska kiselina, n.d. — nije detektovano, g.k. —
granica kvantifikacije

U sedimentu P-1, koji je uzet iz navigacionog kanala gde se ne otpusSta industrijski
otpad takode je utvdeno prisustvo PFOS-a (~49%), PFHxS-a (~39%) i PFOA (~12%). S
obzirom da se taj kanal koristi kao izvor tehnicke vode za industriju, a tu je smeStena i
luka za brodove Kkoji prevoze sirovine i gotove proizvode u/iz industrijsku zonu

razumljivo je pretpostaviti da PFC-ovi poti¢u od brodova.

U sedimentu koji je uzet sa tacke P-2 (a koja se nalazi na usc¢u kanala otpadnih voda u
reku Dunav 1 nizvodno od svih industrijskih uticaja) naden je relativno visok nivo PFC-

a koji obuhvataju PFOS (96%) i PFOA (4%).
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Sediment P-3 je uzet sa lokacije gde se uliva voda iz HIP — Azotare. Ova fabrika nema
nijedno postrojenje za preradu otpadnih i atmosferskih voda, ve¢ se sve vode sakupljaju
prvo u zbirnom kanalu, a odatle izlivaju u kanal otpadnih voda.’®” U ovom sedimentu je
prisutan PFHXS (3%), a najprisutniji je PFOS (97%).

Sediment koji je oznacen sa P-4 je uzet sa mesta na kome se nalazi odvodna cev iz HIP
— Petrohemije je najzagadeniji ne samo u odnosu na koncentraciju ve¢ i na raznolikost
PFC-a. Najvise ima PFOS-a (~90%), a zatim i PFDS (~5%), PFHxXA (~3%) i PFOA
(~2%).

Na mestu uzorkovanja oznac¢enom sa P-5, gde se ulivaju sakupljene atmosferske vode iz
rafinerije, detektovano je prisustvo PFOS (~75%), PFOA (~13%) i PFHXA (~12%).

Koncentracija PFC-a je bila najmanja u ovom sedimentu.

4.3. HEMIJSKA I MIKROBIOLOSKA KARAKTERIZACIJA
ZEMLJISTA KONTAMINIRANOG MAZUTOM?®

Osnovne hemijske, fizi€¢ko hemijske i mikrobioloske osobine zemljiSta kontaminiranog
mazutom koje poti¢e iz rafinerije Pancevo 1 supstrata za bioremedijaciju, tj.

bioremedijacione halde (Poglavlje 3.4.4.) su prikazane u tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Osobine zemljista kontaminiranog naftom i supstrata za bioremedijaciju®®

Sadrzaj
Karakteristika Jedinica Zomljie Supstrat za
kontaminirano . L
bioremedijaciju
naftom
Nasipna masa kg/m’ 1538 + 100* 1612 + 100*
Vlaga 17,8 £0,3 13,9+0,6
— - 0
Retencmnl. vodeni % 183+ 1.6 26,1+ 1.4
kapacitet
pH 73-75 74-17,6
Gubitak zarenjem % 8,5+1,2 9,7+ 1,1
TPH a/kg 12,4+0,5 52+0.2
Organski ugljenik 1,79 £ 0,06 2,44 £ 0,08
Neorganski ugljenik** % 1,45+ 0,05 0,67 £ 0,06
Ukupni azot 0,16 0,03 0,12 +0,01
Dostupni fosfor 47+3 25+3
— mg/kg
Dostupni kalijum 18+£3 10£2
Ukupni . 1,2 x 10° 9,7 x 10°
hemoorganoheterotrofi CFUIg
Bakterlje_ koje ra;graduju 27 % 10° 5.6 x 10°
ugljovodonike

*Greska odredivanja. Kod ostalih vrednosti: + standardna devijacija za pet merenja

**Prera¢unato na osnovu izmerenih karbonata

Koncentracije teSkih metala u svim uzorcima su bile ispod referentnih vrednosti.'%?

Mikroorganizmi koji razgraduju ugljovodonike su prisutni u zemljiStu kontaminiranom
naftom sa oko 20% u odnosu na ukupni broj bakterija Sto ukazuje na prisustvo
intezivnih bioremedijacionih procesa i na veliki bioremedijacioni potencijal. U supstratu

za bioremedijaciju ima svega oko 6% ovih bakterija §to je posledica razblazenja.

Da bi se pratilo da li je analiza kompozitnog uzorka dovoljno reprezentativna i
adekvatno prikazuje stanje halde glavni parametar bioremedijacije — TPH je bio
analiziran u kompozitnom uzorku u 5 nezavisnih ponavljanja, kao i u svih 30
individualnih uzoraka od kojih je kompozitni uzorak napravljen. Rezultati ukazuju da je

. . . . . 84
analiza kompozitnog uzorka adekvatan primer za ovo izuavanje.®
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Promene koje su se deSavale u toku procesa bioremedijacije mogu se videti u tabeli
4.11.

Tabela 4.11. Promene osnovnih parametara u toku procesa bioremedijacije®*

Parametar Jedinica S-0 S-50 S-100 S-150
Vlaga 154+05 | 130+0,7 | 145+£0,2 | 134+15
RetenC|on|_ voden % 264+17 | 29,1+18 | 30,2+11 | 321+£15
kapacitet
pH 73-75 73-175 72-7,6 71-7.3
Gubitak zarenjem 99+11 6,9+1,6 6,7+0,2 6,1+0,7
Organski ugljenik % 246+0,04 | 1,87+0,08 | 1,19+0,06 | 1,08 £ 0,05
Neorganski ugljenik 0,65+0,03 | 0,66 £0,04 | 0,60+ 0,03 | 0,56 £ 0,03
Ukupni azot 0,256+0,03 | 0,23+0,04 | 0,22+0,02 | 0,25+0,01
Dostupni fosfor ma / kg 241 +5 239+ 4 250+3 245 + 2
Dostupni kalijum 24 +3 25+4 21+2 24+3
TPH g/ kg 5,2 2,1 1,3 0,3
Biodegradirani TPH % / 60 75 94
Supstrat za bioremedijaciju (halda)
Ukupni . 20x10° | 22x10° | 13x10" | 8,0x10°
hemoorganoheterotrofi | CFU /g
Bakterije koje razgraduju 72x10" | 15x10° | 99x10° | 2,0x10°
ugljovodonike % 4 68 76 25
Kontrolna halda
Ukupni
hemoorganoF;]eterotrofi CFU/g 97x10° | 22x10° | 32x10° | 48x10°
Bakterije koje razgraduju 56x10° | 1,8x10° | 22x10° | 4,3x10°
ugljovodonike % 6 8 7 9

Zahtevani balans elemenata C : N : P : K~ 102 : 10 :1: 0,1 je postignut dodavanjem
amonijum nitrata, diamonijum fosfata i kalijum hlorida. U toku bioremedijacije
retencioni vodeni kapacitet se pove¢ao od 26 do 32%, kao rezultat smanjenja
koncentracije hidrofobnih jedinjenja i povecanja polarnosti halde. Maksimalna
temperatura halde nije prelazila 55°C, §to je vazno za aktivnost prediminantnih

mezofila.
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S obzirom da je pocetna koncentracija bakterija koje razgraduju ugljovodonike u haldi
bila reda veli¢ine 10* CFU /g, a u drugim eksperimentima je utvrdeno da kada je
populacija ovih bakterija manja od 10° CFU /g ne postoji znacajan stepen

bioremediacionih procesa. Stoga je bilo neophodno povecati broj ovih bakterija.103

Izolovan i umnozen je zimogeni konzorcijum mikroorganizama (Poglavlje 3.4.3.) i
halda je reinokulisana svakih 30 dana. Ukoliko se porede vrednosti za broj mikroba koji
razgraduju ugljovodonike u haldi i u kontrolnoj haldi (Tabela 4.11.) moze se uociti da je
inokulacija i reinokulacija koja je bila pracena i biostimulacijom i aeracijom doprinela
odrzanju neophodnog broja mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike poreklom
iz nafte, koji je dostigao i do 76% od ukupnih hemoorganoheterotrofa u poredenju sa

kontrolnom haldom (gde je povecanje dostiglo najviSu vrednost do 9%).

Pred kraj bioremedijacije broj mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike se
smanjio u odnosu na ukupan broj hemoorganoheterotrofa na 25%. Prema objavljenim
radovima biodiverzitet kontaminiranog zemljista je vremenom opao zbog porasta broja
mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike poreklom iz nafte i kao posledica

toksicnog efekta kontaminanta.'%

U kontrolnom uzorku detektovan je nedovoljan broj mikroorganizama sposobnih da kao
jedini izvor ugljenika koriste ugljovodonike poreklom iz nafte Sto ukazuje da je

. v e 1. .. . vev s . vev, 1
bioremedijacijski potencijal nedovoljan za samopreciS¢avanje ovog zemljista. 0>

Jasan indikator uspeSnosti bioremediacionog procesa je i opadanje vrednosti TPH
(Tabela 4.11.) od 5,2 g/kg koliko je bilo na pocetku bioremedijacije do 0,3 g/kg TPH na
kraju bioremedijacije (oko 94% ukupnih ugljovodonika nafte je razgradeno u tom
periodu). Degradacija se je najbrze odvijala u prvih 50 dana, a vremenom je stepen

degradacije opadao.

Uocena je i korelacija izmedu broja mikroorganizama koji koriste ugljovodonike nafte

kao jedini izvor ugljenika i opadanja TPH u prvih 100 dana.®*
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4.3.1. Analiza izolovanih kultura mikroorganizama API testovima

Izolovani mikoroorganizmi su analizirani komercijalnim API Biomerieux testovima.
Upotrebljeni su testovi APl 20 NE, APl RAPID, API Coryne, APl 50 CHB. Rezultati su
prikazani u tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Identifikacija bakterijskih izolata API testovima

API test : Oznaka_ Identlflkz_:\cmnl Identifikacija
mikroorganizma profil
NSH1 0 140 455 Pseudomonas putida
2NST8-1 1354 475 Pseudomonas aeruginosa
3NST8-2 0 356 557 Pseudomonas fluorescens
H162-1 1 044 654 Pseudomonas stutzeri
J7 1 000 042 Acinetobacter lwoffii
API 20 NE BE”’ 1200 467 Achromobacter denitrificans
M1 1056 575 Pseudomonas sp.
BE’-4 / Sphingomonas paucimobilis
BE’”’-7 / Stenotrophomonas maltophilia
BE’-9 / Pseudomonas luteola
H96-5K / Burkholderia cepacia
Bacl / Bacillus cereus
APIS0 CHB Bac3 / Bacillus licheniformis
J6 1 000 004 Corynebacterium propinquum
API Coryne M-9S 0110 004 Rhodococcus sp.
J8 6112 125 Brevibacterium sp.
API Rapid 20 FAM-5 / Serratia ficaria
E BE’’’-M / Aeromonas hydrophila

Na osnovu precizne i pouzdane analize API testovima potvrdena je izolacija bakterija roda

Pseudomonas. Potvrdeno je prisustvo i gram pozitivnih bakterija roda Rhodococcus.

4.4. OSNOVNE KARAKTERISTIKE ISPITIVANIH
KATALIZATORA

Ispitivani katalizatori su koriS¢eni u procesu hidrodesulfurizacije, pri cemu se sumpor
uklanja iz prirodnog gasa i iz proizvoda nastalih rafinacijom nafte (benzina, raketnog
goriva, kerozina i mazuta). Svrha uklanjanja sumpora iz ovih proizvoda je smanjenje

emisije SO, u atmosferu, ali i negativne posledice koje nastaju stvaranjem sumporne
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kiseline u procesu povecanja oktanskog broja benzina. Velina katalizatora koji se

koriste u ovom procesu sadrze veée koli¢ine MoS; i manje drugih metala posto veéina

metala katalizuje proces desulfurizacije. Najc¢esce su koris¢eni prelazni metali (Cu, Mo,

Ni, W), kao i kombinacije od dva ili vise razliCitih metala. Nakon upotrebe ovakvi

katalizatori mogu predstavljati izvor zagadenja teskim metalima i stoga su u ovom rasu

ispitivane njihove hemijske osobine, ali i njihov uticaj na rast mikrobnog konzorcijuma.

Rezultati karakterizacije ispitivanih katalizatora dati su u tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Hemijske osobine ispitivanih katalizatora

Katalizator
Karakteristika
1 2 3 4 5
Vlaga (%) 4,0 4,5 9,8 28 12,5
pH 3,7 3,8 3,54 9,95 2,8
Osnovni Pepeo (%) 91,20 92,71 84,59 7,69 94,00
hemijski HES (g/kg) 5,29 1,39 1,20 / /
parametri TPH (g/kg) 2,26 0,57 0,43 / /
Karbonati (%) / / 1,16 / /
CO; (%) / / 0,51 / /
Ukupni azot <01 / / 0,35 /
EOMA Ukupni ugljenik 2,27 0,32 0,64 83,38 | <0,12
(%) Vodonik 0,51 0,65 0,90 2,16 0,54
Sumpor 2,21 1,81 3,19 / 0,87
) Arsen 2,05 0,007 0,31 0,001 2,77
Ukupni _
metali Gvozde 4,58 0,932 9,12 2,26 2,56
(mg/g suve Kobalt 7,75 0,002 17,12 0,033 18,65
supstance) Molibden 21,46 | 0,007 | 52,15 | 0,055 | 56,68
Metali u Arsen 0,009 0,002 0,001 0,002 0,24
vodenom Gvozde / / / / 0,22
kstrak
ekstrakiu Kobalt 773 ;[ 1336 | / 8,77
(mg/g suve
supstance) Molibden 6,30 0,001 24,45 0,001 34,43
Koli¢ina ekstrahovane supstance
275,7 206,6 378,8 78,1 97,0
(mg/gs.s.)
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Svi katalizatori sem katalizatora 4 imaju relativno sli¢éne osnovne hemijske parametre. U

katalizatoru broj 4 je evidentno vece prisustvo organskog materijala.

Nakon karakterizacije za dalje ispitivanje mikrobnog delovanja odabran je katalizator
pod brojem 3, pre svega zbog najvece koli¢ine kobalta i molibdena. Katalizator 5 je
takode imao visoku koncentraciju molibdena, ali je zato koncentracija kobalta bila nesSto

niza.

4.4.1. Rendgenska analiza ispitivanih katalizatora

Da bi se odredio sastav i struktura katalizatora uzorci su ispitivani metodom rendgenske
difrakcije na polikristalnom uzorku (prahu). U analiziranom uzorku 1 utvrdeno je
prisustvo sledecih kristalnih faza: kvarc, mulit (AlgSioO13). Kvarc je nesto vise
zastupljen od mulita. Obe kristalne faze imaju nizak stepen Kkristaliniteta. Osim
pomenutih kristalnih faza u uzorku postoji i amorfna materija. Difraktogrami

ispitivanog uzorka dati su na slikama 4.1. — 4.3.
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Slika 4.1. Difraktogram praha integralnog uzorka 1
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Slika 4.2. Difraktogrami praha Slika 4.3. Difraktogrami praha
orijentisanih preparata orijentisanih preparata uzorka ,,1 u 3D

formi: a) netretirani uzorak, b) zareni

uzorak, c) uzorak zasi¢en glicerinom.

U netretiranom orijentisanom preparatu postoji samo jedna refleksija na d<9,05 A. Jako
je teSko na osnovu jedne refleksije tvrditi o kojoj je fazi re€, ali na osnovu literaturnih
podataka moguce je da se radi o celulozi (CgH100s) koja vodi poreklo iz aktivnog uglja.
Udeo ove faze je vrlo nizak. Na zarenom uzorku postoje dve refleksije na d=11, 5 i d~6,
0 A. Na osnovu prethodno navedenog moguée je da je doslo do transformacije celuloze
na temperaturi od 450 °C u CigH1, (chrysene) koji je est sastojak katrana ugljeva. U
uzorku zasiéenom glicerinom postoji jedna slaba refleksija na d=9,05 A koja pripada

verovatno celulozi. Za potvrdu svega navedenog potrebna su dodatna ispitivanja.

U uzorku 2 je utvrdeno prisustvo sledecih kristalnih faza: kvarc, korund (a-Al,O3), y-
Al;03, CoO, CoAl;0,4. Najzastupljenije faze su smesa o i y Al,O3, dok je kvarc manje
zastupljen. Moguce je da u analiziranom uzorku postoji Co/Ni (II) oksid i Co/Ni spinel,
medutim za precizniju determinaciju su potrebna dodatna ispitivanja (npr. kvantitativna
hemijska analiza ili analiza na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu). Ukoliko ove
faze postoje njihov sadrzaj je nizak. Stepen kristaliniteta svih faza u uzorku je vrlo nizak
pa je kvalitativna fazna analiza bila izuzetno otezana. Difraktogrami ispitivanog uzorka
dati su na Slikama 4.4. — 4.6.
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Slika 4.4. Difraktogram praha integralnog uzorka 2
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Slika 4.6. Difraktogrami praha
orijentisanih preparata uzorka ,,2“ u 3D
formi: a) netretirani uzorak, b) zareni

uzorak, c) uzorak zasi¢en glicerinom.

prisustvo nijedne refleksije.
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U uzorku 3 utvrdeno je prisustvo slede¢ih kristalnih faza: SiO,, korund (a-Al2O3), v-
Al;0O3, CoO, CoAl,O4. Najzastupljenija faza je modifikacija SiO, koja se jo§ naziva
zeolit teta-1 (zeolite theta-1), pa neSto manje smesa o i y Al,O3 sa tom razlikom §to je
ovde a modifikacija (korund) nesto zastupljenija od y modifikacije. Moguce je, kao i u
prethodnom uzorku, da i u ovom postoji Co/Ni (II) oksid i Co/Ni spinel, medutim za
precizniju determinaciju su potrebna dodatna ispitivanja. Ukoliko ove faze postoje
njihov sadrzaj je nizak. Osim pomenutih kristalnih faza u uzorku postoji i amorfna
materija. Stepen Kristaliniteta svih faza u uzorku je vrlo nizak pa je kvalitativna fazna
analiza bila izuzetno otezana. Difraktogrami ispitivanog uzorka dati su na slikama 4.7. —
4.9.

50 4

K-korund
Si-SiO,
40 H Co-CoO
2 ‘/-‘/A|:O;

o) CoS-CoAlO,
30 CoS
(311)

K

(110) CoS

1 (400)

Gl v

20 4 s

Intenzitet (arb. jedinice)

Co
a04) 111y 'F:‘MHM CoS

si
(400)
Si =
1 (040) K e (13
Si si (012) o
(020) (131) g
104 M*‘ N W‘
T §, T »:
10 20 3

)

0L T

( 0 40 50 60
20()

Slika 4.7. Difraktogram praha integralnog uzorka 3
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Slika 4.8. Difraktogrami praha Slika 4.9. Difraktogrami praha
orijentisanih preparata orijentisanih preparata uzorka ,,3“ u 3D

formi: a) netretirani uzorak, b) zareni

uzorak, c) uzorak zasi¢en glicerinom.
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U netretiranom orijentisanom preparatu postoje dve refleksije na d=12, 8 i d=6, 40 A.
Jako je tesko na osnovu samo dve refleksije tvrditi o kojoj je fazi re¢, ali je
najverovatnije reC o organskoj kristalnoj materiji. Udeo ove faze je vrlo nizak (ove
refleksije ne vide na difraktogramu integralnog uzorka). Na zarenom uzorku postoje dve
refleksije na d=11, 5 i d=6, 0 A. Vrlo je moguée da je doslo do transformacije organske
materije na temperaturi od 450 °C u CygHj, (chrysene), kao kod uzorka 1. U uzorku

zasi¢enom glicerinom ne postoji ni jedna refleksija.

U uzorku 4 najdominantnije je zastupljena amorfna, najverovatnije, organska materija
(dve velike amorfne refleksije na difraktogramu). U analiziranom uzorku moguée je
prisustvo slede¢ih kristalnih faza: kvarc, y-Al,O3, apatit (Cas(PO4)s(F,CI,OH)), ali u
vrlo maloj koli€¢ini. Moguce je da u analiziranom uzorku postoji i 2NiO(OH) 1 NiO,
takode u maloj koli¢ini. Za potvrdu svega navedenog potrebna su dodatna ispitivanja
(npr. kvantitativna hemijska analiza i/ili analiza na skeniraju¢em elektronskom
mikroskopu). Stepen kristaliniteta je izuzetno nizak pa je kvalitativna fazna analiza
prakti¢no nemoguca. Difraktogrami ispitivanog uzorka dati su na Slikama 4.10. — 4.12.
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Slika 4.10. Difraktogram praha integralnog uzorka 4
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Slika 4.11. Difraktogrami praha

Slika 4.12. Difraktogrami praha
orijentisanih preparata orijentisanih preparata uzorka ,,4“ u 3D
formi: a) netretirani uzorak, b) zareni

uzorak, c¢) uzorak zasi¢en glicerinom.

U sva tri orijentisana preparata nije utvrdeno prisustvo ni jedne refleksije.

Rendgentskom difrakcionom analizom uzorka katalizatora br. 5, utvrdeno je prisustvo
slede¢ih kristalnih faza: korund (a-AlyO3), gibsit AI(OH)s3), y-Al,Os, AlI(OH)s,
CoMoOs;. AlI(OH); razlikuje se od gibsita po kristalnoj stukturi. Stepen kristaliniteta

korunda, koji je apsolutno najdominantnija faza u uzorku, je relativno nizak, mada je i

kod ostalih faza izuzetno nizak. Udeo amorfne faze je vrlo visok. Difraktogram

ispitivanog uzorka dat je na Slici 4.13.
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4.4.2. Ispitivanje inhibitornog efekta molibdena i kobalta na izolovan konzorcijum

mikroorganizama

Inhibitorni efekat metala iz katalizatora je ispitivan za molibden u opsegu koncentracija
od 250 — 6000 mg/dm?, a to je odgovaralo koncentracijama kobalta u opsegu od 64 —
1538 mg/dm?®. Vodeni ekstrakt katalizatora (pripremljen kao §to je opisano u poglavlju
3.2.16.) je dodavan u mikrobiolosku podlogu (Poglavlje 3.4.1(i))u navedenim
koncentracijama. Na podlogu je zasejan konzorcijum mikroorganizama i posle 48h je

odredivan njihov broj.

Na svim ispitivanim koncentracijama metala uocen je rast mikroorganizama i stoga se
smatra da na njima nema toksi¢nog efekta ovih metala. Konzorcijum mikroorganizam
se dakle moze koristiti za bioremedijaciju otpada u kome se pored zagadenja koje vodi

poreklo od nafte nalaze i ispitivani katalizatori.

4.5. KARAKTERIZACIJA HUMINSKIH KISELINA

Huminske kiseline su glavna komponenta humnskih supstanci, glavnog sastojka
zemljiSta. Nastaju bioloSkom degradacijom neZive organske supstance. Huminske
kiseline ne predstavljaju neku odredenu kiselinu, ve¢ kompleksnu smeSu veceg broja
kiselina koje sadrze medusobno povezana aromati¢na jezgra, karboksilne i fenolne
grupe. Prisustvo ovih grupa omogucéava huminskim kiselinama vezivanje kompleksnih

jedinjenja sa jonima metala (Mg?*, Ca**, Fe?* i Fe**).

45.1. Elementarna analiza

Elementarna analiza huminskih kiselina ekstrahovanih iz zemljiSta kontaminiranog
mazutom 1 standarda huminskih kiselina, kao 1 odnosi atoma H/C 1 sadrzaj pepela dati

su Tabeli 4.14.
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Tabela 4.14. Elementarna analiza ekstrahovanih huminskih kiselina i standarda
huminskih kiselina, sadrzaj pepela i odnos H/C.

Huminske EOMA (%) Pepeo
- H/C*
Kiseline C H N S (%)
Ekstrahovane 52,15| 4,39 | 0,69 | 1,05 1,01 13,40
Standard 4321 | 4,12 | 0,33 | 1,45 1,14 30,78

*H/C = [(%H/1,008)/(%C/12,01)]

Ekstrahovane huminske kiseline imaju ve¢i sadrzaj ugljenika i azota u poredenju sa
standardom, a manji sadrzaj sumpora i pepela. Odnos H/C se povezuje sa nivoom
kondenzovanja, tj. aromatizacijom, a to ukazuje na stepen humifikacije. Vecéa vrednost
H/C kod komercijalno dostupnog standarda huminskih kiselina ukazuje na veéi sadrzaj
alifaticnih komponenti, Sto je tipicno za manje humificiran materijal u odnosu na

ekstrahovane huminske kiseline gde je veéi sadrzaj kondenzovanih struktura.

4.5.2. Opticka gustina

Karakter optickih svojstava, a medu njima i opticke gustine huminskih supstanci
odreduje njihova hemijska grada. Huminske supstance koje imaju vecu molekulsku
masu 1 stepen kondenzacije optic¢ku gustinu (apsorbancu) pokazuju na 465 nm.
Medutim, humusne supstance sa manjom molekulskom masom 1 fulvinske kiseline,
koje takode imaju veliki bioaktivni efekat su manje apsorptivne na ovoj talasnoj duzini 1

ne mogu se odredivati.

Da bi se odredila opticka gustina uzorka u kome se nalaze huminske i fulvinske kiseline
koristi se odnos E4 / Eg (0dnos apsorbanci na 465 i 665 nm). Naime, ovaj odnos raste
kako opada prose¢na molekulska masa uzorka, $to znaci da ukoliko je ovaj odnos veci

vece je 1 prisustvo fulvinskih kiselina u odnosu na huminske.

Odredivanje opticke gustine huminskih kiselina je izvedeno je na talasnim duZinama
465 nm 1 665 nm. Huminske kiseline su izolovane iz zemljiSta na kome je radena
bioremedijacija, a uzorci su uzimani na pocetku bioremedijacije, nakon 30, 60, 75, 135 1

165 dana. Odnosi E4/ Eg su dati u Tabeli 4.15.
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Tabela 4.15. Sadrzaj huminskih kiselina i odnos E4 / Eg

Trajanje bioremedijacije | Sadrzaj huminskih £ £ Eq/
(dani) kiselina (%) R B B =R

0 1,92 0,370 | 0,172 | 2,15

30 2,08 0,378 | 0,171 | 2,21

60 2,30 0,389 | 0,169 | 2,30

75 2,62 0,403 | 0,166 | 2,43

135 2,72 0,437 | 0,159 | 2,75

165 2,83 0,595 | 0,154 | 3,86

Iz table 4.15. se vidi da $to je duze vreme bioremedijacije, sadrzaj huminskih kiselina i

odnos optickih gustina huminskih kiselina na 465 i 665 nm (E4 / Eg) raste.
4.5.3. FTIR spektroskopija

Na slici 4.14. su prikazani uporedni FTIR spektri komercijalnog standarda huminskih

kiselina i ekstrahovanih huminskih kiselina
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Slika 4.14. Uporedni prikaz FTIR spektara standarda i ekstrahovanih huminskih kiselina

Iz Sirokog pika u oblasti od 3000-3700 cm™ se moZe zakljuciti da ekstrahovane

huminske kiseline imaju veéi sadrzaj OH grupa. Ve¢i pikovi kod ekstrahovanih
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huminskih kiselina na oko 2920 i 2850 cm™ u odnosu na standar ukazuju da

ekstrahovane huminske kiseline imaju relativno vise alifaticnih grupa.

Pikovi na 1712 i 1628 cm™ kod ekstrahovane huminske kiseline bi mogli da ukazuju na

prisustvo karbonilnih grupa, a pik na 1572 kod standardne huminske kiseline na vecu

koli¢inu COO ™ grupe.'®®
4.5.4. 'H NMR spektroskopija

Na slici 4.15. je prikazan *H NMR spektar ekstrahovanih huminskih kiselina.

Huminske kiseline
J8820F1

Solvent: 620
Ambient temperature
GENINI-200 “narh
PULSE SEf

Rala:

y
agrees
Acq. time 1.391 sec
width 4600.0
rPayed: hpat 1Lions
Dharave. Wi, 038715041 Wiz

Total time 40 minutes

~0.124

Slika 4.15. *H NMR spektar ekstrahovanih huminskih kiselina

Na spektru je uocljiv oStar singlet na 8,4 ppm koji bi mogao poticati od rezonancije
fenolnih protona OH grupe. Pik na oko 7,2 ppm je tipi¢an za aromati¢ne protone, dok
signal na oko 6,5 ppm moze biti od bifenilnog protona ili od rezonancije aromati¢nog
protona u prstenu gde je supstituisana amino grupa u orto- ili para- polozaju. Kad su
signali na polozajima od 7,4 do 6,3 jaci (kao Sto je to ovde slucaj) to moze ukazivati na

povecanu aromati¢nost huminskih kiselina.
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Jak signal na oko 3,75 ppm ukazuje na prisustvo metil ili metilenske grupe vezane za

atom azota ili kiseonika. Singlet na oko 1,75 ppm pripada protonu iz grupe —CH,C=C.

4.5.5. 3C NMR spektroskopija

Na slici 4.16. je prikazan **C NMR spektar ekstrahovanih huminskih kiselina.

Huminske kiseline
Solvent: d2¢
Ambient temperaturs
GENINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed
Znd pulse 81.8 degrees
Acq. time 1.067 sec
Width 15000.0 Hz
rrayed repetitions
OBSERVE C13, §0.2827331 WHz
DECOUPLE H1, 199.9717946 MHz
Power 0 dB

0.000

Total time 14.7 hours

1.778
~17.681

57,048

171.180

~127.382
32.721

75.384

Slika 4.16. **C NMR spektar ekstrahovanih huminskih kiselina

Spekar na slici 4.16. prikazuje slabu rezoluciju. Moguce je razlikovati samo neke grupe
prisutne u strukturi huminskih kiselina. Signali na oko 25,4 i na oko 41 ppm pripadaju
metil i metilenskim grupama u alifaticnom delu lanca. Jaci signal na oko 32,7 ppm
pripada metilenskom ugljeniku iz dugih alifaticnih jedinjenja. Pikovi na oko 130 ppm
odgovaraju aromati¢nim strukturama, a pikovi na oko 170-180 ppm poticu od

karboksilnog, amidnog ili estarskog ugljenikovog atoma.
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4.6. EFEKAT HUMINSKIH KISELINA NA RAST ZIMOGENOG
KONZORCIJUMA MIKROORGANIZAMA

Visoko reaktivni i1 potencijalno Stetni slobodni radikali se brzo stvaraju u okruzenju sa
kiseonikom i stoga su veoma prisutni i u biolosSkim sistemima. Biljke i zivotinje se Stite
od Stetnog delovanja slobodnih radikala uz pomo¢ antioksidativnih molekula kao s§to su
vitamini C 1 E. Smatra se da i zemljiSte sadrzi antioksidanse koji su po strukturi
polifenoli. Pokazano je i da huminske supstance sadrze stabilne poluhinonske slobodne
radikale c¢ija se koncentracija poveCava u toku humifikacije. Smatra se da ove
poluhinonske vrste poticu iz reakcije fenolnih jedinjenja sa reaktivnim radikalima.
Vezivanjem radikala fenolna jedinjenja deluju kao oksidansi koji prekidaju oksidativnu

lan¢anu reakeiju raspadanja organske supstance zemljista.'%°
4.6.1. Pracenje antioksidativnog kapaciteta huminskih kiselina

Rezultati EPR spektroskopije kojom se prati tok Haber-Vajsove reakcije (HWS)
prikazan je na Slici 4.17.

A 20G
Uty A iy

B

*

MMWWMNWMMMWMWWWWWMWMWWW

C

Slika 4.17. EPR spektar DEPMPO/OH adukta u:
A) HWS; B) HWS + standard huminskih kiselina, Relativna inhibicija (RI) = 0,93 +
0,05, * - nepoznati organski radikal; C) HWS + ekstrakt huminskih kiselina, RI = 0,89 +
0,12.
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Rezultati predstavljeni na slici 4.17. ukazuju na direktnu reakciju huminskih kiselina sa
reaktivnim vrstama kiseonika (ROS) koje su stvorene u HWS S§to dalje dovodi do
stvaranja ugljenik-vezanih radikala. Huminske kiseline neposredno dovode do

uklanjanja ROS-a.

Kada se EPR spektroskopija sprovodi u Fentonovom sistemu, glavni proizvod je
hidroksil radikal. Huminske kiseline sprecavaju stvaranje hidroksil radikala u

Fentonovom sistemu. (Slika 4.18.).

Slika 4.18. EPR spektar u DEMPO/OH aduktu u:
A) Fentonovom sistemu (FS); B) FS + standardu huminskih kiselina, RI = 0,59 + 0,04;
C) FS + ekstraktu huminskih kiselina, RI = 0,44 + 0,10. Sivo — spektralna simulacija
signala DEPMPO/OH adukta

Rezultati prikazani na slikama 4.17. i 4.18. pokazuju da ispitivane huminske kiseline
uticu na HWS 1 FS, ukazuju¢i da huminske kiseline direktno uti€u na vezivanje

hidroksil radikala tako §to vezuju Fe*'.
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4.6.2. Pracenje efekta huminskih kiselina na rast konzorcijuma

S obzirom da huminske kiseline mogu da kompleksiraju teske metale, moze se
pretpostaviti da mogu da pokazu i zastitni efekat pri izlozenosti ¢elija toksi¢nom
metalima kao $to je Fe®*. Konzorcijum mikroorganizama izolovan po proceduri u
poglavlju 3.4.3. je gajen 96 sati na podlozi uz dodatak subinhibitorne koncentracije
FeCl;. Uoceno je da FeCls dovodi do smanjenja rasta konzorcijuma. Dodatkom

huminskih kiselina toksi¢ni efekat FeCls nestaje Sto je predstavljeno na slici 4.19.

35

30

25+

20

15

10+

Broj kolonija (x10° cfu/g)

Slika 4.19. Histogram rasta konzorcijuma mikoroorganizama u razli¢itim sistemima
A: Konzorcijum mikroorganizama (KM); B: KM + FeCls; C: KM + standard huminskih
kiselina; D: KM + ekstrakt huminskih kiselina; E: KM + FeCl; standard huminskih
kiselina; F: KM + FeCl3 + ekstrakt huminskih kiselina. Mala slova oznacavaju

statisticki znaCajne razlike

Metabolizam gvozda je veoma vazan za svaku Zivu celiju 1 njegovo prisustvo je
neophodno za odvijanje mnogih bioloSkih reakcija. Ali, zbog reaktivne prirode, gvozde
je veoma toksi¢no za organizam ukoliko njegova unutarcelijska koncentracija nije
adekvatno regulisana. Toksi¢nost Fe?* jona je zasnovana na njegovoj mogucnosti da

reaguje sa super-oksidom u HWS pri ¢emu se stvara Fe?* 10
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Dodatkom huminskih kiselina dolazi do slabljenja negativnog efekta FeCls; na rast

mikroorganizama. Smatra se da huminske kiseline uklanjaju H,0,""

svojim vezivanjem
za metale kao $to su mangan, bakar i gvozde. Ovi metali su redoks aktivni i1 reaguju sa
H,O, u Fentonovoj reakciji pri ¢emu se stvara hidroksil radikal (¢OH) koji se dalje

uklanja od strane huminskih kiselina.

Ovi rezultati pokazuju da huminske kiseline deluju po dva mehanizma: uklanjanjem

*OH radikala i inaktivacijom feri jona (Fe3+) talozenjem u Fentonovoj reakciji.

Vazno je naglasiti da i sami mikroorganizmi stvaraju H,O, i *O,", kao neizbezne
posledice aerobnog metabolizma. Ali neki mikroorganizmi mogu i “namerno”
oslobadati H,O, u podlogu u cilju suzbijanja rasta drugih kompetitorskih
mikroorganizama,**? a za spretavanje rasta mikroorganizama dovoljna je i koncentracija

0d 0,1 do 8 uM H,0,.*3
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5. ZAKLJUCCI
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Na osnovu svih izlozenih i diskutovanih rezultata, mogu se formulisati slede¢i zakljucci:

» Rezultati odredivanja metala ekstrahovanih carskom vodom u poredenju sa
nacionalnom i EU legislativom ukazuju da je u nekim sedimentima prisutan veci
sadrzaj metala (Cd, Cu, Pb, Zn, Ni 1 Hg) od dozvoljenog. Zagadenje potice od

industrijske aktivnosti i blizine saobracajnica.

= [spitivane koncentracije Mo i Co koje poticu iz otpadnih katalizatora nisu
toksi¢ne za izolovani konzorcijum mikroorganizama i on se stoga moze Koristiti
za bioremedijaciju otpada u kome se pored ugljovodoni¢nog zagadenja nalaze i

ispitivani metali.

* U procesu bioremedijacije zemljiSta kontaminiranog naftom sa izolovanim
konzorcijumom mikroorganizama TPH je smanjen sa 5,2 na 2,1; 1,3; i 0,3 g/kg
zemljista posle 50, 100, 150 dana, $to znaci da je procenat biodegradacije TPH
iznosio 60, 75 1 94%. Prose¢na brzina biodegradacije mazuta je iznosila 33
mg/kg/dan. Degradacija je bila najbrza tokom prvih 50 dana (62 mg/kg/dan) i
smanjila se sa vremenom (16 mg/kg/dan od 50-100 dana) i (20 mg/kg/dan).
Rezidualna koncentracija TPH posle 5 meseci bioremedijacije je iznosila manje
od jedne desetine pocetne, a koncentracija mazuta smanjena je za 3,1 g/kg
tokom prvih 50 dana, 0,8 g/kg tokom 50-100 dana i 1,0 g/kg tokom 100-150

dana.

= Na osnovu analize API testovima potvrdena je izolacija slede¢ih sojeva:
Pseudomonas putida, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. stutzeri, P. luteola,
Acinetobacter Iwoffii, Achromobacter denitrificans, Rhodococcus sp.,
Sphingomonas paucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas
hydrophila, Burkholderia cepacia, Bacillus cereus, B. licheniformis,

Corynebacterium propinquum, Brevibacterium sp. i Serratia ficaria.

» Uocena je 1 korelacija izmedu udela mikroorganizama koji razlazu

ugljovodonike koji poti¢u iz nafte i smanjenja TPH tokom prvih 100 dana
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studije. Naime, wudeo ovih mikroorganizama se u broju ukupnih
hemoorganoheterotrofa u prvih 50 dana povecava sa 4 na 68%, dok je TPH
smanjena na 40% od pocetne vrednosti. Od 50 do 100 dana, udeo
mikroorganizama koji razlazu ugljovodonike poreklom iz nafte se dalje povecao
na 76%, a TPH je smanjen na 25% od pocetne vrednosti. U poslednjih 50 dana,
njihov udeo je sveden na samo 25%, dok je TPH u istom periodu smanjena na
6% od pocetne vrednosti. Pearson-ov koeficijent korelacije za ove dve vrednosti
je 0,996 od 0-100 dana. Moguce objasnjenje za Cinjenicu da je procenat ovih
mikroorganizama smanjen sa 76% posle 100 dana, na samo 25% od ukupnog
broja mikroorganizama posle 150 dana, je povecanje broja ukupnih
hemoorganoheterotrofa ali i da je doslo do smanjenja koncentracije naftnih
ugljovodonika koje mikroorganizmi koji kao jedini izvor ugljenika koriste
ugljvodonike nafte upotrebljavaju kao izvor ugljenika kao i da je posledica
smanjene toksi¢nosti i poveéanje raznovrsnosti mikrobne populacije u zemljistu.
Ukupan broj ovih mikroorganizama je ostao stabilan do kraja bioremedijacije
(oko 10° CFU/qg).

= |Ispitivanje prisustva PFC-a u sedimentu je jedno od prvih ove vrste na teritoriji
naSe zemlje. Od svih PFC-a najprisutniji je PFOS 1ako nije direktno koriS¢en u
industrijskoj proizvodnji koja je direktno vezana za kanal otpadnih voda juZne

industrijske zone u Pancevu.

» Rezultati EPR spektroskopije na HWS ukazuju da huminske kiseline direktno

reaguju sa ROS koje su dobijene u HWS.

» Rezultati EPR spektroskopije na FS ukazuju da huminske kiseline inhibiraju
nastajanje hidroksil radikala.

» I[strazivanje uloga huminskih kiselina u rastu zimogenog konzorcijuma
mikroorganizama igra vaznu ulogu u razvoju Cistih tehnologija koje se mogu
primeniti u svim stani§tima, posebno zemljiStu (bioremedijacija), ali 1 kod

visokih nivoa zagadenja vode i vazduha.
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N3jaBa 0 ayTopcTBY

[Torrncanu Cphan Muneruh

HU3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa JrcepTaliyja moj HacJI0BOM

. JICTINTUBAKE 3al"aheHHX CTAaHHIIITA Ka0 U3BOPa MUKPOOpPraHmu3aMa 3a

onopemenuaiujy

® pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXHUBAYKOT Paja,

e Ja TIpeANoKEeHa AWcCepTaldja y IEeNMHM HU Yy JeJoBUMa Huje Ownma
npeiokeHa 3a JoOujame OWI0 Koje JUIUIOME MpeMa CTYAHU]CKUM
nporpaMuMa JIpyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a cy pe3yiTaTH KOPEeKTHO HAaBEIEHHU U

e Ja HHCAaM KpIIMO/Ta ayTOpcKa MpaBa U KOPHCTUO MHTEIEKTYaJHY CBOJUHY

JPYTUX JHLA.

IMoTnuc nokTOpanga

éﬁ /Z’l’ }L’j/of

VY Beorpany, 12. novembar 2013




Srdan B. Mileti¢ Doktorska disertacija

N3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE
Bep3HUje JOKTOPCKOr paja

Nwme u mpesnme ayropa Cphan Munernh

Hacnos pana LJcnutuBame 3araljeHrX CTaHUINTA Ka0 U3BOpa

MHKDPOOPraHW3aMa 3a OuopemMeaanujy"

Mentop npod. ap Mupocias M. Bpeuh

IMornucanu » ! ‘I)”SY"“ 54 : W

M3jaBJbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JIOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA EJICKTPOHCKO] BEP3UjU

KOjy caM Mpejao 3a o0jaBjbUBame Ha MopTany JUrurajinor peno3uTopujyma Y HuBep3uTera

y Beorpany.

Jlo3BoJbaBaM 1a ce 00jaBe MOjH JIMYHH MMOAIM BE3aHU 3a JI0O0Hjamkhe aKaJeMCKOT 3Bamba JIOKTopa

HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO poljera 1 1aTyM of0paHe paja.

OBHM AMYHM TOJAaUM MOTY c€ 00jaBUTHM Ha MPEKHUM CTpaHHMLAMa AWTHTAIHE OMOIHOTEKe, Y

€JIEKTPOHCKOM KaTajory 1y myonukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

IMoTnuc noxTopanaa

éﬂ‘ /l,«: »/JLL/'«_//%ZI_

V Beorpaay, _12. novembar 2013
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N3jaBa o0 kopumhemy

Opnamhyjem VYHuUBep3uTeTcKy OubOmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh™ na y Jlururanau

pernio3uTopujym YHuBep3utera y beorpany yHece Mojy TOKTOPCKY JHCEPTALU]y MOl HACIOBOM:

,,I/ICHI/ITI/IBaI-I)e Saral') CHHUX CTaHHUIIITa Kao H3BOpa MHKPOOPIraHHu3aMa 3a

Ouopemenuanujy

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa MPEAa0 caM Yy SJICKTPOHCKOM (popmary MOroJHOM 3a TPajHO

apXUBUPABE.

Mojy IOKTOpCKY IUCepTalujy MOXpameHy y WruTanHu perno3uTOopujyM YHHUBEP3HUTETA Y
Beorpany Mory aa KOpucCTe CBH KOjU IMOIITYjy OJApende caapikaHe Y 0Ja0paHOM THITY JIUIICHIIC

Kpearusne 3ajennune (Creative Commons) 3a KOjy caM c€ OAIY4HO.

@ AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aITHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepUHjaJIHO — Oe3 mpepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPLIMjaJTHO — JIEJIUTH 0] UCTUM yCIOBUMA
5. AyropcTBo — 0e3 mipepane

6. AyTOpCTBO — J€NTUTH TIOA UCTUM YCIIOBHUMA

(Monmmo /1a 320KpYXKHTE CaMo jeIHy O]l IIeCT MOHYHeHUX JIUIEHIIN, KpaTaK OTHC

JIMIICHIIN JaT je Ha MMoJiehuHU JIMCTA).

ITorniuc noxkTOpanaa

V Beorpany, __12. novembar 2013
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1. AyropctBo - JI03BOJbaBaTE YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIH]Y U JABHO CAOIIITaBAkhE JeTa,
U Tpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HayMH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM
JaBaola IUIEHIe, Yak W Yy KomepuujamHe cBpxe. OBO je HAjCiIo0O0THH]a OJf CBUX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIHjaiaHo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABAE, JUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
CaoMIITaBamke Jiejia, U mpepaje, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HaduH ompeheH of
CTpaHe ayTopa Wid JaBaolia JuieHie. OBa JMIEHIIAa HE J03BOJbaBa KOMEPIIHjATHY
yrnotpeOy nena.

3. AyropctBo - HeKkoMepuujanHo — O0e3 mpepazne. [lo3BosbaBaTe yMHOXABambe,
IUCTpUOYyLMjy W jaBHO CaoNIITaBamke [ena, 0e3 MpoMeHa, NpeoOIMKOBamba WIH
yrnotpebe aena y CBOM Jelly, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH ox cTpaHe
ayTopa wiu JaBaoua juueHie. OBa JUIeHLAa He J03BOJbaBa KOMEPLHjaIHYy YHOTpeOy
nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JHIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM ce OrpaHn4aBa HajBehu oOum
npaBa Kopumihema Jiena.

4. AyTOpcTBO - HEKOMEpIHjaTHO — JEIUTH IOA HCTUM YycioBuUMa. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, AUCTPUOYILMjy ¥ jaBHO CAoONINTaBamke Jea, U Mpepane, ako ce HaBese
UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHLE M aKo ce
npepajga AUCTpUOyupa MOJ HCTOM WIM CIMYHOM JuieHunoM. OBa JMIeHLIA He
JI03B0OJbaBa KOMEPIHMjaIHy yroTpeOy aeia U mpepaja.

5. AytopctBo — 6e3 mpepajne. Jlo3BojbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIU]Y U jaBHO
caoImIinTaBame jJena, 6e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBakba WU YIOTpede Jena y CBOM Jeny,
aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH oapeleH o/ cTpaHe ayTopa MU J1aBaola JUICHIIE.
Oga nuIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIHjAIHY yIOTpeOy aerna.

6. AyTOpCTBO - JE€IMTH TMOJ UCTHUM YycioBuma. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame,
TUCTpUOYIIM]y U jJaBHO CaoMINTaBame Jela, U Ipepaje, ako ce HaBele UME ayTopa Ha
HauMH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIEHIIE M ako ce mpepaaa
TUCTpUOyrpa TOJ HUCTOM WIU CIMYHOM IuieHioM. OBa IHWIleHIIa J03BOJbaBa
KOMepLHjanHy ynoTtpedy nemna u mpepaaa. CnudHa je codTBEpCKUM IHUIEHIIaMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJ1a.






