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lzolovanje, karakterizacija i identifikacija bakterija iz aktivhog mulja
postrojenja za preradu industrijskih otpadnih voda

Isolation, characterization and identification of bacteria from activated sludge of
the industrial waste water treatment plant

Sandra Bulatovic!, Gordana Gojgié Cvijovie’, Viadimir P. Betkoski', Jelena Avdalovié?,
Srdan Miletié”, Jelena Milic, Mila Ili¢*

'Henjski fakultet, Universitet u Beogradu, Studentski trg 12-16, Beograd, Stbija
‘Institut za hemiju, tehnologiju 1 metalurgiju - Centar za hemiju, NjegoSeva 12, Beograd, Srhija
(sandrabulatovicl 990G hotmail com)

I\-ilkmorgamzuu kﬂ-ji opstaju u zagadenaoj il'mtlmj sredini  poseduju  bichenjske
mehanizme koji im omogucavau prezvljavanje, rast i razmnoZavanje u odnosu na druge viste.
Pojedini mikroorgamiznn ovakvih stamidta sintetifu povriinski aktivme supstance, antibiofike ili
posediju enzimske mehanizme kejl im omogucavaju da zagadujude supstance koriste kao jedind
1zvor ugljenikovih atoma ili elektrona.

Bioremedijacija je ekonomski isplativa, zelena tehnolegija kojom se zagadwuce supstance
bioloskim putem transformifu u netcksiéna jedinjenja, ili se potpuno razgraduju de ugljen-
dioksida 1 vode. Glavma subjekti u procesu bioremedijacije su mikreorganizom [1, 2].

Iz aktivnog mulja postrojenja za preradu industnjskih otpadmh voda HIP Petrchemuje u
Pancevm izolovane su 1 mukrobioloSki i bichemijski ckaraktemizane bakterije. Primenom
odgovarajucih identifikacionih APT (engl Analytical Profile Index) testova uz PCE metodu
(lanfana reakcija polimeraze; emgl Polymerase Cham PFeaction), identifikovane su vrste
izelovanih bakterija.

Iz aktvvnog nmlja izolovane su, okarakterisane 1 idenfifikovane bakterijske kulture koje su
rasle na mineralnim podlogama sa razlifitim izvorima ugljenika, kao Sto su dizel D2, fenantren,
fenol 1 dibenzotiofen (DBT). Ciste baktenjske kulture dobijene su metodom iscrplienja.
trostrukim presejavanjem na hranljivi agar. Pre ekspermenta biodegradacije naftmih
ugljovodonika, izolovane Ziste kulture su okaraktenisane testovima za bichemnjsku 1 mikrobilogkn
karaktenizaciju, a to su: oksidaza test, katalaza test, antibiogram testovi (ispifivanje osetljivosti na
antibiotike). rast na Simonsovo] ciframe) podlozi, rast na MacConkey agara, Bacillus test, test za
ispitivanje procesa oksidacija'fermentacija glukoze na Hugh Leifson podlozi, test temperaturne
stabilnost (pracenje rasta bakterija na 4, 28, 37145 °C).

Rerultat ovih testova prikazam su u tabeli 1. U cilju identifikacije izolovanih baktenjskih
kultira konicen su komercijalm APT BioMeérieux testovi: API Coryme, APT 20E 1 APT 30CH.
kao 1 PCF. metoda.

Na osnovu rezultata testova za bichemijsku karakterizaciju, ednosno identifikaciomh APT
testova 1 PCE. metode, identifikovane su sledeéi rodovi bakterija koje imaju sposcbnost da kao
jedini izvor ugljenika upotrebljavaju nafime ugljovedonike: Rhodococus sp., Bacillus sp,
Lysinibacillus 5p.
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Tabela 1. Rerultat testova za ohenmuysku karaktenzacim

Testovi
. Tenpenshama
% | Kamlaz Okizidaza Fast ma Fastna cifis | OF siabilnost'C
MacConksy Simonsovej 4| B [37 |45

agamn citmimnaj

podloa

bie e v e s ] (=1 15 T P2 EO S O Y O
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Uvod ‘ Rezultati i diskusija

Mikroorganizmi koji opstaju u zagadenoj Zivotnoj sredini poseduju | Itati za biohemijsku karakterizaciju prikazani su u tabeli 1.
biohemijske mehanizme koji im ¢avaju prezivijavanje, rast i | Na ovih rezultata je zaklju¢eno da su neki sojevi identi¢ni, tako da su
razmnoZavanje u odnosu na druge vrste. Pojedini mikroorganizmi ovakvih i identifikacioni API testovi, odnosno PCR metoda radeni samo za jedanaest
stanista sintetiSu povrsinski akti e, ibiotike ili poseduju | p ijalno razlicitih sojeva.
enzimske mehani koji im gucavaju da zagadujuce supstance koriste |
kao jedini izvor ugljenikovih atoma ili elektrona. | Tabela 1. Rezultati testova za biohemijsku karakterizaciju. ‘

Bi dijacija je ek ki isplativa, zelena tehnologija kojom se SRR ]
zagadujuée supstance bioloskim putem formisu u ksicéna Vostowt ‘ e B
jedinjenja, ili se potp duju do uglien-dioksida i vode. Glavni |S0j | Katalara | Oksidaza | Rastma | Rastna | Bacillus | OfF | stabilnost(sC) |
subjekti u procesu binremedljaci]esu mikroorganizmi [1, 2]. | MacConkey | Simonsovoj 4 |28]37]as

agaru | citratnoj
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Iz aktivnhog mulja izol su, okarakterisane i identifikovane 15 * 2 + > B
bakterijske kulture koje su rasle na mineralnim podlogama sa razli¢itim
izvorima ugljenika, kao !to su dizel D2, fenantren, fenol i dibenzotiofen Na rezul za biohemijsku karakterizaciju, odnosno
(DBT). Ciste bakterijsk dobij su dom iscrpljenja, trostrukim identifikacionih API testova i PCR metode, identifikovani su rodovi kojima
presejavanjem na hranljivi agar. pripadaju bakterije i iz aktivnog mulja. Rezultati identifikacije su

Pre eksperimenta biodegradacije naftnih ugljovodonika, izol Ciste prikazani u tabeli 2.
kulture su okarakterisane ‘m biohemijsku i mikrobilosku A
karakterizaciju, a to su: oksidaza test, katalaza test, antibiogram testovi Tabela 2. Rezultati APl { PCR identifikacije.

(ispitivanje osetljivosti na antibiotike), rast na Sii j i j podlozi, o L R T
m.stuna" I!acConkey" ag.ar.u, Bacillus test, test Jz.a Ispltlvanje procesa 12 1 Bacilics s Bocilis sp.
ija/fer na Hugh Leifson p test peraturne — 558 T 7 %
bilnosti (pracenje rasta b ijana 4, 28, 37I45'C) G T Hien.

u cllju identlﬁkacije izolovanih bakterijskih kultura korid¢eni su 6 Corynebacterium sp.| _Lysinibacillus sp.
komercijalni API BioMérieux testovi: API 20E (slika 1.) i API 50CH (slika 1.),

API Coryne (slika 2.) kao i PCR metoda. 7,8 hrobacter sp. bacillus sp.
9 Bacillus sp. Bacillus sp.
10,11,12,13 Bacillus sp. Bacillus sp.

14 Arthrobacter sp. bacillus sp.
I g X e Bacillus sp. Bacillus sp.

Zakljucak

Bakterije izolovane iz aktivnog mulja postrojenja za preradu industrijskih
otpadnih voda HIP Petrohemije u PanZevu okarakterisane su i identifikovane
pomocu testova za biohemijsku karakterizaciju, identifikacionih API testova i
PCR metode.

U ovom radu su izolovane i identifikovane bakterije koje pripadaju

ledeéi dovil Rhod us sp., Bacillus sp. i Lysinibacillus sp.

Slika 1. I.evn Izgled Api E 20 plocica nakon inkub 24h i nakon dodatk
u mini ep Sojevi: A) 1, B) 5i C) 9. Desno - Izgled
plogica Api 50 CH nakon inkubacije 24h. Sojevi: A) 5, B) 9.
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