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Uvod

Bioremedijacija je metoda koja omogucava preci$¢avanje svih sfera Zivotne sre-
dine kontaminirane najrazli¢itijim zagaduju¢im supstancama [1]. Cilj ovog rada
bio je istrazivanje bioremedijacionog potencijala mikroorganizama koji razlazu
ugljovodonike, radi njihove potencijalne primene u dekontaminaciji sedimenta
kanala otpadnih voda (KOV) industrijske zone Panceva [2].

Materijal i metode

Bioremedijacioni potencijal zimogenih (izolovanih iz sedimenta KOV) i alohtonih
mikroorganizama (izolovanih sa drugih lokacija kontaminiranih ugljovodonicima) je
proucavan na uzorku sedimenta uzorkovanom na mestu ulivanja otpadnih voda HIP
Petrohemije. Eksperimentalni fermentacioni model sistemi (28°C, 200 rpm, 30 dana)
su sadrzali uzorak sedimenta suspendovan u te¢noj mineralnoj podlozi (10% m/V).

Smanjenje sadrzaja zagadujucih ugljovodonika praceno je kroz promenu sadrzaja
ukupne ekstrabilne organske supstance (EOS) kao i promenu grupnog sastava tj. mal-
tena (alifati¢nih, aromati¢nih, masnih kiselina i NSO jedinjenja) i asfaltena. Broj uku-
pnih aerobnih mezofilnih hemoorganoheterotrofnih bakterija (UBA) i mikroorgani-
zama razlagaca ugljovodonika (RUV) je analiziran 1, 15. i 30. dana fermentacije. HPO je
model sistem analiziran u nultom vremenu. U cilju kontrole uticaja abiotickih faktora
na smanjenje koncentracije ugljovodonika, analiziran je i prethodno sterilisan model
sistem (HP1). Ispitivan je bioremedijacioni potencijal inokuluma alohtonih razlagaca
ugljovodonika Rhodococcus sp. RNPO5, Pseudomonas sp. NS009 (HP2), inokuluma
zimogenih sojeva Pseudomonas sp. CH-KOV5, Rhodococcus sp. CH-KOV17, Bacillus
sp.CH-KOV21, (HP3) i inokuluma ukupnih zimogenih mikroorganizama (HP4).

Alohtoni (Rhodococcus sp. RNPO5, Pseudomonas sp. NS009) i zimogeni so-
jevi (Pseudomonas sp. CH-KOVS5, Rhodococcus sp. CH-KOV17, Bacillus sp.
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CH-KOV?21) su izolovani i okarakterisani sekvenciranjem 16SrRNK gena a se-
lektovani su prema mogucnosti upotrebe alifati¢nih, aromati¢nih i policikli¢nih
aromati¢nih jedinjenja kao jedinog izvora C atoma.

Rezultati i diskusija

Broj UBA nakon 30 dana fermentacije bio je u opsegu 10°- 10°, odnosno 10*- 10° RUV
bakterija. U inokulisanim uzorcima HP2-HP4 udeo RUV u UBA je iznosio vise od 90%
$to ukazuje da je ta frakcija mikroorganizama bila dominantna tokom fermentacije.

Sadrzaj ukupne EOS u uzorku HPO je bio 4,5 g/kg, a nakon 30 dana 4,2 g/kg u
sterilnoj HP1 kontroli, 2,8 g/kg u HP2, 2,2 g/kg u HP3 i 3,3 g/kg u HP4. Rezultati
ukazuju da je do smanjenja sadrzaja organske supstance od vise od 50% doslo u model
sistemu inokulisanom biomasom zimogenih sojeva razlaga¢a ugljovodonika HP3.

Osim smanjenja ukupne EOS pri fermentaciji je doslo i do kvantitativne i kva-
litativne promene u grupnom sastavu. U poredenju sa uzorkom HPO uoceno je
smanjenje udela maltena uz srazmeran porast udela asfaltena u svim inokulisa-
nim model sistemima. Najve¢a smanjenje maltenske frakcije sa pocetnih 55% na
46% zabelezeno je u uzorku HP4.

Udeo alifati¢nih ugljovodonika u inokulisanim model sistemima je smanjen uz
istovremeno povecanje udela NSO jedinjenja. Taj trend je narocito izrazen kod uzo-
raka HP2 i HP3 gde je udeo alifati¢nih ugljovodonika nakon 30 dana bio 37%, odno-
sno 38% u odnosu na pocetnih 50% kod HPO. Istovremeno, doslo je do promene u
udelu aromati¢nih jedinjenja i u povecanju udela masnih kiselina u uzorcima posle
30 dana eksperimenta. Udeo masnih kiselina je sa 6% kod uzorka HPO porastao na
13% kod HP2 tj. na 12% kod HP3, $to ukazuje na intenzivne oksidacione procese.

Zakljucak

Rezultati dobijeni u eksperimentu, pokazuju da su najveci bioremedijacioni po-
tencijal pokazali uzorci HP2 inokulisan alohtonim sojevima Rhodococcus sp. RNPO5
i Pseudomonas sp. NS009 i HP3 inokulisan, zimogenim bakterijskim sojevima Pseu-
domonas sp. CH-KOV5, Rhodococcus sp. CH-KOV 17, Bacillus sp. CH-KOV21.

Zahvalnica
IstraZivanje je finansirano od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog raz-
voja, Republike Srbije, projekat broj I1143004.
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APSTRAKT

Bioremedijacija je metoda koja omogucava preciSc¢avanje Svih sfera zivotne sredine
kontaminirane zagadjuyju¢im supstancama. Cilj ovog rada bio |e istrazivanje
Bioremedijacionog potencijala mikroorganizama koji razlazu ugljovodonike, radi njihove
potencijalne primene u dekontaminaciji zagadenog sedimenta kanala otpadnih voda (KOV)
Industrijske zone Panceva.

UVOD

Kao ispravan pristup problemu bioremedijacije kontaminiranih terena, namece Se potreba
za I1zolovanjem mikroorganizama iz kontaminirane sredine, njihova selekcija, ispitivanje
efekata promene sredine, kako fizickog, tako I hemijskog tipai optimizacija uslova u pogledu
njihove efikasnosti 1 u pogledu razlaganja supstrata sa krajnjim ciljem definisanja postupka za
njihovo ponovno vra¢anje U kontaminiranu sredinu radi njenog izlecenja [1].

MATERIJAL | METODE

Uzorci sedimenta za mikrobiolosko i hemijsko ispitivanje uzimani su iz Kanala otpadih
voda (KOV) juzne industrijske zone Panceva, mestu ulivanja otpadnih voda HIP Petrohemije
(Slike 1, 2 1 3). Postavljeno je pet eksperimentacionih model sistema (28°C, 200 rpm, 30
dana) koji su sadrzali uzorak sedimenta suspendovan u tecnoj mineralnoj podiozi (10% m/V)
[2].

Smanjenje sadrzaja zagadjujucih ugljovodonika praceno je kroz promenu grupnog sastava
tj. matena (alifaticnih, aromati¢nih, masnih kiselina I NSO jedinjenja) | asfaltena, kao |
sadrzaja ukupne ekstrabilne organske supstance (EOS) nakon 30 dana fermentacije. Broj
ukupnih aerobnih mezofilnih hemoorganoheterotrofnih bakterija (UBA) I mikroorganizama
razlagaca ugljovodonika (RUV) je analiziran 1, 15. 1 30. dana fermentacije. Model sistem je
analiziran nakon uzorkovanja (sirov uzorak-HP) | u nultom vremenu (HPO) a u cilju kontrole
uticga abiotickih faktora na smanjenje koncentracije ugljovodonika, testiran je prethodno
sterilisan model sistem (HP2). Analiziran je bioremedijacioni potencijal inokuluma ukupnih
zimogenih mikroorganizama (HP4), i1nokuluma alohtonih razlagaca ugljovodonika
Rhodococcus sp. RNPO5, Pseudomonas sp. NS22 (HP3) 1 inokuluma zimogenih sojeva
Pseudomonas sp. KOV5, Rhodococcus sp. KOV17, Bacillus sp. KOV21, (HP5). Alohton
(Rhodococcus sp. RNPO5, Pseudomonas sp. NS22) | zimogeni sojevi (Pseudomonas sp.
KOV5, Rhodococcus sp. KOV17, Bacillus sp. KOV21), su izolovani | okarakterisani
sekvenciranjem 16SrRNK gena a selektovani su prema mogucnosti upotrebe alifaticnih,
aromati¢nih I policiklicnih aromati¢nih jedinjenja kao jedinog izvora C atoma.
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Slika 1. Lokacija KOV Pancevo

REZULTATI | DISKUSIJA
Nakon 30 dana fermentacije doslo je do vidnog povecanja broja UBA | RUV bakterija.

Tabelal. Broj MO posle Tabela 2. Broj MO posle Tabela 3. Broj MO posle

prvog dana 15-0g dana 30-og dana

UBA RUV UBA RUV UBA RUV
HP1 11,35x10° |1,7x10° HP1 |1,54x10° |1,46x10° HP1 |1,6x106 | 1,01x106
HP3  >10° 1,6x10° HP3 4,2x10° | 1,6x10° HP3 | 8x106 3,2x108
HP4 1,6x10°  1,4x10° HP4 1,34x106 2,86x10° HP4 | 2x106 1,35x106
HP5  >10° 1,6x10* HP5 2,65x105 |2,16x10° 3,85x10°  1,07x106

Broj UBA nakon 30 dana fermentacije bio je reda veli¢ine 10°u odnosu na red veli¢ine 10°
na pocetku eksperimenta, odnosno broj RUV jabio reda veli¢ine 10° nakon 30 dana u odnosnu
nared veli¢ine 10* napocetku vermentacije. Svi podaci dati su u tabelama (Tabele 1-3).

Sadrzaj ukupne EOS na pocetku je bio 4,5 g/kg u HP I 4,3 g/lkg u HPO, a nakon 30 dana 4,2
g/kg u abiotickoj HP2 kontroli, 3,8 g/kg u HP1 3,3 g/kg u HP4, 2,8 g/kg u HP3 | 2,2 g/kg u
HP5. Rezultati ukazuju da je do smanjenja sadrzaja organske supstance od vise od 50% doslo u
model sistemu inokulisanom. Biomasom zimogenih sojeva razlagaca ugljovodonika
Pseudomonas sp. KOV 5, Rhodococcus sp. KOV 17, Bacillus sp. KOV21. Rezultati su prikazani
naSlici 4.

UZORCI

Slika 4. Smanjenje EOS tokom fermentacije

Osim smanjenja ukupne EOS pri fermentaciji je doslo | do promene
Tokom fermentacije uoceno je smanjenje udela maltena uz srazmeran pc
poredjenju sa uzorcima HP i HPO. Udeo maltena bio je u sirovom uzc
HP144 %, u HP2 48%, HP3 50%, HP4 46% i u HP5 50%. Rez
Udeo alifati¢nih ugljovodonika u uzorcima smanjen a da se Istc
povecao. Tg trend je narocito 1zrazen kod HP3 1 kod HP5 ¢
38% u odnosu ha 50% kod HP sirovog uzorka. Udeo NSO |
na 33% kod HP3, na 30% kod HP5, do ¢ak 36% kod |
U udelu aromati¢nih jedinjenja il u povecanju udele
eksperimenta. Udeo masnih kiselina je sa 6% koc
na 12% kod HP5. Rezultati su prikazani na Slici
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