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Mikrobni diverzitet zemljiSta zagadenih organskim
jedinjenjima poreklom iz naftne industrije

U petrohemijskoj industriji nastaju potencijalno opasne i toksicne materije, koje je potrebno
ukloniti ili transformisati nizom fizickih, hemijskih i bioloskih procesa. Cilj ovog rada bio je
ispitivanje mikrobnog diverziteta zemljista kontaminiranog organskim jedinjenjima
poreklom iz nafine industrije. Sadrzaj organskog ugljenika u zemljistu ukazuje na prisustvo
organskih zagadivaca poreklom iz naftne industrije. Ispitivani uzorci nisu zagadeni teskim
metalima i mikroelementima. Brojnost bakterija se povecavala dodatkom ekstrakta zemljista,
dok se zastupljenost gljiva smanjivala. Izolovane vrste bakterija i gljiva se mogu koristiti u
procesima bioremedijacije kontaminiranih zemljista.

Kljuéne re€i: mikrobni diverzitet, organska jedinjenja, nafina industrija

UVOD

Opstanak zivih bi¢a na Zemlji direktno je po-
vezan sa kvalitetom njihovog Zivota. Covek je odu-
vek smatrao da prirodna bogatstva moZe neo-
graniceno da koristi. Medutim, eksploatacija pri-
rodnih bogatstava Cesto je vrSena neplanski i ne-
marno, $to je dovelo do niza problema na planeti.
Jedan od tih problema je i kontaminacija Zivotne
sredine, €iji su najvazniji uzro¢nici hemijska i pet-
rohemijska industrija i industrijska i poljoprivredna
proizvodnja i prerada.

U petrohemijskoj industriji, tokom procesa
proizvodnje i prerade nafte i naftnih derivata, nas-
taju razliciti tecni efluenti, pre svega ugljovodonici
sa 1-40 ugljenikovih atoma. Ove komponente, koje
obuhvataju ciklicna i aromati¢na jedinjenja, pred-
stavljaju potencijalno opasne i toksi¢ne materije
[8]. Prebacivanje ovih materija na nove lokacije ili
njihovo spaljivanje su neke od metoda sa vecim
brojem nedostataka, pogotovo kada je u pitanju
zastita Zivotne sredine i zdravlje ljudi [1].

Biodegradacija uz pomo¢ prirodnih mikrobnih
populacija predstavlja jedan od prvih koraka za
transformaciju razli¢itih organskih polutanata
prisutnih u Zivotnoj sredini [7], ukljucujuéi niz fi-
zickih, hemijskih i bioloskih procesa [10, 6]. Fizi¢-
ki 1 hemijski procesi znacajno uticu na degradaciju
pojedinih komponenti, ali i bioloska aktivnost je
vazan Cinilac najveéeg broja transformacija organ-
skih jedinjenja u zemljistu.
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INIS Rafinerija nafte Pandevo, *Centar za multidis-
ciplinarne studije Univerziteta u Beogradu, *Poljopri-
vredni fakultet, LeSak

Imajuci u vidu ulogu mikroorganizama u kru-
zenju organske materije i regulisanju ishrane, moze
se konstatovati da kontaminacija nema nepovoljan
uticaj samo na mikroorganizme, ve¢ i na gajene
biljke, prirodnu vegetaciju i Citav ekosistem [5].
Zbog toga mikrobioloska aktivnost predstavlja
znaCajan indikator stepena zagadenosti zemljiSta
[2, 4]. Osim toga, i merenje enzimske aktivnost
predstavlja znacajan parametar za procenu ukupne
mikrobiolose aktivnosti [9], ¢ime se dolazi do ko-
mpletnih podataka o ulozi mikroorganizama u
kontaminiranim zemljistima [3].

Na osnovu navedenog, cilj ovog rada bio je
ispitivanje mikrobnog diverziteta na zemljiStima
kontaminiranim organskim zagadivac¢ima.

MATERIJAL I METODE

Za ova istrazivanja uzeti su uzorci kontami-
niranih zemljista sa lokaliteta HIP Petrohemije
Pancevo i NIS Rafinerije nafte Pancevo.

Sa lokaliteta HIP Petrohemije uzeti su uzorci
zemljiSta sa lokacija Flotacija, Bazen za stabiliza-
Iciju i Izlaz.

Sa lokaliteta NIS Rafinerije nafte uzeti su uzor-
ci zemljiSta sa lokacija Bistrik, Autopuniliste i
Cursti taloznik.

Standardnim hemijskim metodama odredene su
najvaznije hemijske osobine uzoraka (pH, sadrzaj
azota, fosfora, kalijuma, ugljenika, mikroelemenata
i teskih metala).

Ukupan broj mikroorganizama odreden je na
podlozi 10 puta razblazen TSA, kao i na istoj pod-
lozi uz dodatak ekstrakta zemljista.
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Ukupan broj gljiva odreden je na podlozi roze
bengal streptomicin agar (RBSA), kao i na istoj
podlozi uz dodatak ekstrakta zemljista.

Identifikacija bakterija obavljena je primenom
API (Biomerieux, France) i APIWEB sistema.

Izolacija i identifikacija gljiva obavljena je na
podlogama sladni agar i1 capek kvasCev agar
(CYA) uz dodatak mikroelemenata, primenom
kljuca za identifikaciju gljiva [11].

REZULTATI ISTRAZIVANJA

Rezultati hemijskih analiza ukazuju na veliku
heterogenost ispitivanih uzoraka. Hemijske analize
zemljiSta pokazuju da je reakcija sredine neutralna
do blago alkalna. Relativno visok sadrzaj organ-
skog ugljenika u uzorcima zemljista prouzrokovan
je 1 prisustvom razli¢itih organskih jedinjenja po-
reklom iz naftne industrije. Heterogenost ispitiva-
nih uzoraka je posebno izrazena kada su u pitanju
sadrzaji pristupacnih formi fosfora i kalijuma
(tabela 1).

Tabela 1 — Hemijske karakteristike zemljista (pH, C, N, R, K)

Lokacija pH Organski | Ukupni P,0s K,O
H,0 | nKCl C(%) | N(%) | (mg/100g) | (mg/100 g)
Petrohemija - Flotacija 7,22 7,10 10,52 0,159 35 5,0
Petrohemija - Bazen za stabilizaciju 7,61 7,34 1,53 0,150 20 39
Petrohemija - Izlaz 7,36 7,30 3,06 0,223 306 23,2
Rafinerija - Bistrik 7,76 7,51 1,81 0,134 3,2 14,3
Rafinerija - Autopuniliste 7,34 7,21 3,90 0,257 140 45
Rafinerija - Cvrsti taloznik - 17,45 0,154 - -
Tabela 2 — Hemijske karakteristike zemljista (mikroelementi i teski metali)
. Fe Mn Zn Cu Co Cr Pb Ni Cd
Lokacija o
Yo ppm ppm ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Petrohemija - Flotacija 1,73 275 371 64 5 39 94 76 0.80
Petrohemija - Bazen za stabilizaciju | 0,69 612 51 14 10 32 15 39 0,02
Petrohemija - Izlaz 1,40 399 234 26 7 41 44 50 0,90
Rafinerija - Bistrik 2,94 743 63 20 12 29 18 60 0,05
Rafinerija - Autopuniliste 3,26 795 91 29 12 38 59 48 0,15
Rafinerija - Cvrsti taloznik 32,59 | 1377 223 389 35 312 301 314 0,34
Ukupni sadrzaj mikroelemenata i teskih metala ~ [@bela 3 — Ukupan broj bakterija i gljiva u uzorcima
u zemljiStu nalazi se ispod maksimalno dozvolje- zemljista
nih vrednosti za nezagadena zemljiSta (tabela br TSA+ RBSA +
redn “ag 4 : .. TSA | ckstrakt | RBSA | ekstrakt
2), osim ¢vrstog taloznika (Rafinerija). Lokacija x10% | zemljista | (x10%) | zemljista
6 3
Mikrobioloske analize ispitivanih uzoraka uka- _ (x10°) (x107)
zuju na razli¢ito prisustvo mikrobnih populacija, Petrohemija 88.15 96.07 14.07 8.15
O . . - Flotacija > ’ i i
pre svega bakterija i gljiva (tabela 3). U cilju sti- —
mulisanja autohtone mikroflore, hranljivim podlo- | Fetrohemia
J ¢ ¢, ranjjivim pc - Bazen za 62,60 | 62,80 | 56,84 | 42,81
gama dodat je ekstrakt zemljiSta koji poti€e sa | subilizaciju
omenutih lokaliteta. i
POMENHR okl ) . Pewohemiia | gs,14 | 90,76 | 74,60 | 57.94
Najve¢i broj bakterija zabeleZen je u uzorku [ 222
Cvrsti taloznik, dok je gljiva najvise u Autopu- | Rafinerija 5443 | 71,55 | 61,17 | 68,73
. . . . - Bistrik ’ ’ ’ ’
nilistu. Dodavanje ekstrakta uglavnom je uticalo na oot
povecanje ukupnog broja bakterija (osim u uzorku Aitgl;fﬂ?li_éte 107,10 | 79,42 | 134,06 | 139,86
Autopunilista), dok je zastupljenost gljiva uglav- Rafinerija
nom opadala, osim u uzorcima Bistrik i Auto- - Cursti 230,43 | 353,19 | 62,27 52,01
puniliﬁte. taloznik
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Iz pomenutih uzoraka identifikovan je jedan
izolat bakterija i to Staphylococcus haemolyticus
3ost.

Na podlogama sladni agar i ¢apek kvaséev agar
(CYA) obavljena je identifikacija gljiva. Iz ispiti-
vanih uzoraka zemljiSta izolovani su slede¢i izolati
gljiva: Moniliella sualveolens 8 izl, Paecilomyces
variotii 135 v 1 135 b, Penicillium crustosum 134 tz,
Mucor hiemalis 139 z, Penicillium griseofulvum 132
z, Trichoderma harzianum 76, Stachybotrys charta-
rum 132 tz, Aspergillus terreus 137 i 142, Tricho-
derma viride 113 i Aspegillus ustus 138 z. Ove gljive
predstavljaju autohtone mikrobne populacije koje se
mogu koristiti u procesu bioremedijacije tj. Uklanja-
nja ili transformacije organskih zagadivaca iz konta-
miniranih zemljista.

ZAKLIJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se kon-

statovati sledece:

e Rezultati hemijskih i mikrobioloskih analiza
pokazuju veliku heterogenost ispitivanih
uzoraka zemljista.

e Reakcija sredine uzoraka zemljiSta je neu-
tralna do blago alkalna. Visok sadrzaj or-
ganskog ugljenika u zemljistu ukazuje na
prisustvo organskih zagadivaca poreklom iz
naftne industrije.

e Dodavanje ekstrakta uticalo je na povecanje
broja bakterija, odnosno smanjenje zastup-
ljenosti gljiva.

e Izolovane i identifikovane vrste gljiva i bak-
terija mogu se koristiti u procesu bioreme-
dijacije zagadenih zemljista.
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ABSTRACT

The petrochemical industry, during the petroleum-refining process, generates a different
hazardous effluents. The use of the natural biological, chemical and physical processes in
the petroleum-contaminated soil is necessary to transform this potentially dangerous waste
product. The aim of this paper was to investigate the microbial diversity of soil polluted by
organic compounds. The organic carbon content indicate the presence of organic
compounds originated from oil industry. The soil samples was not polluted by heavy metals
nor microelements. The number of bacteria increased in addition of soil extract, but the
number of fungi decreased. Isolated strains of bacteria and fungi can be used for
bioremediation process of contaminated soils.

Key words: microbial diversity, organic compounds, oil industry
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