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REZIME

Zagadenje zemljista teSkim metalima je ozbiljan ekoloSki problem, posSto teski metali imaju
veliki negativan uticaj na sve organizme, ukljucujuci i coveka. Brojne fizickohemijske metode se
primenjuju u uklanjanju teSkih metala iz zagadenih sredina, ali su one uglavnom skupe i

neefikasne.

Bioremedijacija je, naprotiv, vrlo efikasan i ekonomski prihvatljiv pristup reSavanja problema
zagadenja zemljiSta metalima. Mikroorganizimi mogu da akumuliraju i imobiliSu teSke metale, te

se smatraju klju¢nim faktorom u procesu bioremedijacije.

Cilj ovog rada je bio izolacija mikroorganizama rezistentnih na teSke metale iz potencijalno
zagadenog gradskog zemljista (Kalemegdanski park). Uradena je hemijska analiza uzorka i
utvrdeno je prisustvo olova (30 mg/l) i cinka (1 mg/l) u granicama dozvoljenih koli¢ina za te
metale. Na Metal Toxicity medijumu, u prisustvu Pb u koncentraciji od 100 mg/l (maksimalna
dozvoljena koli¢ina), izolovano je 26 bakterija, koje su testirane na dva, pet 1 deset puta vece
koncentracije olova. Od 26 testiranih bakterija 22 su bile rezistentne na 1g/l1 olova. Dalja analiza

ovih bakterija ¢e pokazati njihov potencijal za primenu u procesu bioremedijacije.
Kljucne reci: zagadenje zemljista, teSki metali, bioremedijacija, izolacija bakterija
SUMMARY

Pollution of soil with heavy metals is a great ecological problem, due to their strong negative
effects on all living organisms, including humans. Numerous physical and chemical methods are

employed in their removal from polluted areas, most of them very expensive and inefficient.

Bioremediation is, on the contrary, a very efficient and cost-effective solution to the soil pollution
problem. Microorganisms are able to accumulate and immobilize heavy metals, so they are

considered a key factor in the process of bioremediation.

The goal of the research was to isolate microorganisms from potentially polluted soil
(Kalemegdan park). The chemical analysis of the sample found 30mg/1 of lead and 1mg/I of zinc.
Both results were within the limits of permitted amounts for these metals. On Metal Toxicity
medium in the presence of 100 mg/l of lead (the legal limit for Pb in soil) 26 bacteria were

isolated, which were then tested on two-, five- and ten- fold greater concentration of lead. Of the
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26 tested bacteria 22 showed resistance to 1g/1 of lead. Further analysis of these bacteria will

show their potential for use in the field of bioremediation.

Keywords: soil pollution, heavy metals, bioremediation, bacterial isolation.

UvVOD

Ogromne koli¢ine neorganskih jedinjenja dospeva u zemljiSte svake godine kao rezultat
aktivnosti ljudi (1). Teski metali, kao Sto su Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Cu i Zn, Cesto predstavljaju
ozbiljnu pretnju prirodnoj sredini i ljudskom zdravlju zbog svoje toksi¢nosti i uklju¢ivanja u
lanace ishrane (2). Kako teSke metale nije moguce razgraditi 1 kako su tradicionalne metode
uklanjanja teSkih metala iz spolja$nje sredine skupe i nose rizik, zbog moguc¢nosti stvaranja

Stetnih nus-proizvoda, jedini pravi nacin uklanjanja teskih metala je bioremedijacija.

Bioremedijacija je najefikasniji i ekonomski najisplativiji pristup reSavanju problema zagadenja
zemljiSta teSkim metalima (3). Sa jedne strane, kada su teSki metali prisutni u visokim
koncentracijama u zemljiStu veoma su toksi¢ni za zemljiSne mikroorganizme i uti¢u na strukturu,
diverzitet i biohemijsku aktivnost njihove zajednice. Sa druge strane, izloZenost teSkim metalima
rezultuje formiranjem rezistentne mikrobioloske zajednice (4), koja moZe imati znacajnu ulogu u

sopstvenom oporavku.

Iako se najces¢e razmatra bioremedijacija zemljiSta zagadenog u oblastima industrijskih zona,
treba imati u vidu da je i u velikim gradskim sredinama zemljiste, ukljucujuc¢i parkove zagadeno
teSkim metalima, Sto je i pokazala trogodiSnja studija Ministarstva za zasStitu Zivotne sredine,

rudarstva i prostornog planiranja Republike Srbije(5).

Cilj ovog rada je bila izolacija bakterija rezistentnih na metale iz zemljiSta beogradskog parka,
potencijalno zagadenog teSkim metalima, dok su specifi¢ni ciljevi bili: 1) odredivanje broja
prisutnih bakterija u odabranom zemljiStu, 2) hemijska analiza uzoraka — utvrdivanje prisustva i
koncentracije potencijalno Stetnih metala, 3) izolovanje bakterija rezistentnih na metale Cije
prisustvo je utvrdeno hemijskom analizom i 4) ispitivanje odabranih izolata na poviSene

koncentracije metala.



MATERIJAL 1 METODE RADA
Mesto uzimanja uzorka

Uzorak zemljiSta je uzet u parku Kalemegdan, u neposrednoj blizini prometne ulice. Po
uzorkvanju, zemljiSte je, u sterilnim plasticnim posudama, transportovano do laboratorije i

drzano na +4°C do analiziranja.
Priprema uzorka zemljista za zasejavanje na medijume za gajenje bakterija

Jedan gram zemljisSta je bio resuspendovan u 100 ml 50 mM PBS pH 7.6 (eng. Phosphate
Buffered Saline) i1 snazno muckan 10 minuta. Potom je suspenzija ostavljena 30 minuta, Sto je
omogucilo da se Cestice zemljiSta staloze. Nakon toga odlivena je gornja, vodena faza u kojoj su
se nalazile bakterije. Ovo razblaZenje od sto puta (1 g zemljiita u 100 ml PBS; 107 razblaZenje)
je dalje koriS¢eno za pravljenje daljih razblaZenja (107, 10 koja su koriS¢ena za zasejavanje 1
odredivanje ukupnog broja bakterija u jednom gramu zemljiSta, kao i za zasejavanje na podloge
koje su sadrzale metale.

Sastav 50mM PBS-a, pH7.6: 5.1 m1 M NaH,PO,, 44.9 ml 1M Na,HPO,, 30 ml 5M NacCl za 1

litar.
Podloge za odredivanje ukupnog broja bakterija u uzorku

Za odredivanje ukupnog broja bakterija u uzorku koris¢eni su Tryptic Soya Broth Cvrsti
medijum (TSA) i Reasoner’s 2A ¢vrsti (R2A) medijum. TSA medijum sadrzi: 30g Tryptic Soya
Broth i 15g agara na 1 1 destilovane vode. R2A medijum sadrzi: 0.5g proteose peptona, 0,5g
casamino acids, 0.5 g kvasCevog ekstrakta, 0.5 g dekstroze, 0.5g rastvorljivog skroba, 0.3g
K,HPOQOy, 0.05g MgSO4 x 7TH,0, 0.3g natrijum piruvata i 15g agara u 1 litru destilovane vode (6).
Oba medijuma su sterilisana autoklaviranjem — 15 minuta, na 121°C.

Da bi se sprecio rast gljiva, u sterilisane medijume je dodavan cikloheksimid. Na jedan
litar podloge dodavano je 10 ml stoka cikloheksimida koncentracije 5 mg/ml. Cikloheksimid je
sterilisan filtriranjem kroz 0.22 um filter i dodavan je u medijume neposredno pre izlivanja u
pripremljenje i adekvatno obeleZene Petri ¥olje, kada je temperatura medijuma bila ~40°C. Na
ovaj nacin se izbegava degradacija i samim tim gubljenje efikasnosti cikloheksimida. Izlivanje

¢vrstih podloga je radeno u sterilnim uslovima, tj. u laminaru.



Zasejani uzorci su inkubirani 1-3 dana na 30°C.
Odredivanje ukupnog broja bakterija u uzorku

Kako bi se odredio broj bakterija koje formiraju kolonije (eng. colony forming units,
CFU) tj. ukupan broj bakterija u gramu zemljiSta, potrebno je dovoljno razblaZziti uzorak kako
rast jedne kolonije ne bi inhibirao rast drugih kolonija na Petri Solji. Uzorak zemljista (1g) je
razblaZivan i zasejavana su serijska razblaZzenja u duplikatu, a broj CFU u gramu zemljiSta
odredivan je na sledeci nacin:
CFU = broj kolonija na Petri Solji / (V x razblazenje),

gde je V volumen uzorka zasejan na Petri Solju odredenog razblaZenja.
Podloga za selekciju bakterija rezistentnih na metale i testiranje rezistencije na odabrane metale

Rezistencija bakterijskih izolata na teSke metale testiran je na Metal Toxicity medijumu
(MTM) (7). MTM se sastojao od 10.93 g PIPES, 5.1g natrijum laktata, 2.13g Na,SO4, 1g NH4Cl,
0.05 g ekstrakta kvasca, 0.5g triptona, 1g CaCl,, 1g MgSO4x7H,0 i 15g agar na 1 litar
destilovane vode. Vrednost pH medijuma je podeSena na pH 7.2 pre dodavanja agara. Medijum
je sterilisan autoklaviranjem, 15 min na 121°C. Magnezijum sulfat i kalcijum hlorid su sterilisani
odvojeno i1 dodavani su posle autoklaviranja ostatka medijuma. Sterilni natrijum laktat je takode
dodavan po sterilizaciji ostatka medijuma.

Neposredno pre izlivanja podloga u MTM C¢vrsti medijum dodavno je i olovo u vidu
PbCl,. Finalna koncentracija Pb u medijumu je bila 30 mg/l, 100 mg/1, 200 mg/l, 500 mg/1 i 1000
mg/l1.

Zasejani uzorci su inkubirani 1-3 dana na 30°C.
Zasejavanje na podloge

Metodom utrljavanja, na oba medijuma je zasejano, u duplikatu, po 100 pl 107
razblazenja i 10* razblazenja bakterija. Kako su 1071 10™ razblaZzenja napravljena dodavanjem 1
ml originalnog, 107 razblaZzenja u 9 ml PBS-a, odnosno 1 ml 107 razblaZenja u 9 ml vode,
zasejavanjem po 100 pl dobijena su 107 i 10 razblazenja bakterija. Na isti nadin je zasejano i

250 ul 107 razblaZzenja na MTM C¢vrste podloge koje su sadrzale metale, tj. olovo.



Bakterije koje su izrasle na MTM medijumu sa dodatim olovom u finalnoj koncentraciji od 100
mg/l presejane su na TSA medijum koriS¢enjem mikrobioloske igle (eze) i inkubirane na 30°C.
Za dalje testiranje rezistencije na olovo, bakterije su sa TSA medijuma presejavane na MTM

medijum sa ve¢im koncentracijama olova (200 mg/1, 500 mg/1 i 1000 mg/1).
Priprema uzorka za hemijsku analizu prisustva metala

Uzorak zemlje za hemijsku analizu prisustva metala pripremljen je na slede¢i nac¢in: 10 g
zemlji$ta je resuspendovano u 100 ml destilovane vode (10" razblaZenje) i snazno muékano 30
minuta. Cestice zemljista su uklonjene centrifugiranjem 20 minuta na 10000 rpm (eng. rotation
per minute) u SS34 rotoru (Sorvall RC-5B Refridgarated Superspeed Centrifuge). Posle

centrifugiranja vodeni rastvor je odliven i koriS¢en za analizu.
Cuvanje bakterija za buduci rad

Radi cuvanja bakterija za dalji rad, odabrani bakterijski izolati su zasejani u te¢ni
Tryptone Soy Broth medijum (TSB), inkubirani prekono¢i na 30°C, na 180 obrtaja po minuti.
Potom je u 800 pl prekonoc¢ne kulture dodat sterilni glicerol. Tako pripremljeni stokovi bakterija

su zatim cuvani na -20°C.
Hemijska analiza uzorka

Hemijska analiza rastvora vrSena je metodom plamene atomske apsorpcione
spektrometrije. Uzorak je testiran na prisustvo Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Cu i Zn. Plamena apsorpciona
spektrometrija je uradena na aparatu Carl Zeiss AAS3 na Fizi¢kohemijskom fakultetu

Univerziteta u Beogradu.

REZULTATI ISTRAZIVANJA I DISKUSIJA
Odabir mesta uzorkovanja zemljista

Na osnovu rezultata detaljnog trogodiSnjeg istrazivanja zemljiSta, koje je sprovelo
Ministarstvo Zivotne sredine, rudarstva i prostornog planiranja Republike Srbije 1 koje je
pokazalo da su u zemljiStu beogradskih parkova koncentracije potencijalno Stetnih metala, kao
Sto su As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Cu i Zn (5) iznad maksimalno dozvoljenih vrednosti, za izolaciju

bakterija rezistentnih na metale izabran je Kalemegdanski park.
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Utvrdivanje ukupnog broja bakterija

Nijedan medijum koji se skoristi za izolaciju i gajenje bakterija ne omogucava izolaciju
svih prisutnih bakterija u uzorku. Da bi odredili broj bakterija u zemljiStu odabrana su dva
medijuma — TSA 1 R2A. TSA medijum je Cesto koriS¢en standardni medijum za izolaciju
bakterija, koji omogucava izolaciju bakterija brzeg rasta. R2ZA medijumu je koriS¢en za izolaciju
bakterija sporijeg rasta Ciji rast moZe biti suprimiran bakterijama brzeg rasta na bogatom
medijumu kao $to je TSA. Rezultati zasejavanja razblazenja bakterija 1 izracunat broj bakterija po

gramu zemljiSta prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Broj bakterija u jednom gramu analiziranog zemljista

Table 1. Number of bacteria in one gram of soil

.. . . Broj kolonija | Broj kolonija (I | Izracunat broj bakterija | Ukupan broj
Medijum Razblazenje (I Petri Solja) Petri Solja) po razblaZenju bakterija
10° 19 25 2,2 x10%° %
TSA 0% 3 1 35%107 2,85x 10
10° 111 122 11x10%° 7
R2A 10° 14 10 12x107 L15x 10

Iz priloZenih rezultata vidi se da je Cetiri puta veci broj bakterija porastao na R2A medijumu, $to
se poklapa sa literaturnim podacima koji ukazuju da veci broj bakterija izraste na R2A medijumu
u odnosu na TSA (8). Mada treba imati na umu da postoje i literaturni podaci koji ne ukazuju na
prednosti R2A medijuma i prisustvo razlika (9), te da bi moguée uzroke ove razlike trebalo

utvrditi.

Hemijska analiza

Kako je osnovni cilj rada izolacija bakterija rezistentnih na poviSene koncentracije metala
bilo je neophodno analizirati zemljiSte na prisustvo teSkih metala. Osetljivost metode plamene
apsorpcione atomske spektrometrije, kojom je moguce detektovati prisustvo metala u uzorku i u
vrlo malim koli¢inama je bio razlog za njen odabir za metodu hemijske analize. Uzorak zemljista,
pripremljen na nacin koji je opisan u poglavlju Materijal i metode rada, je analiziran na prisustvo

Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Cu i Zn, kao najcesce i zakonski regulisane zagadivace zemljista (10).

Rezultati plamene apsorpcione atomske spektrometrije uzorka su prikazani u Tabeli 2.



Tabela 2. Izmerene koncentracije metala u uzorku zemljista
Table 2. Measured amounts of heavy metals in the soil sample

Metal Maksimalno dozvoljene koli¢ine (mg/kg) Izmerene koli¢ine (mg/l)
Pb 100 30
Zn 100 1

Izmerene koli¢ine olova su bile ispod zakonom propisanog dozvoljenog maksimuma
Republike Srbije, dok je koli¢ina cinka bila gotovo zanemarljiva. Ostali metali nisu detektovani
ovom metodom. Ovaj rezultat je u neku ruku iznenaduju¢, s obzirom na rezultate koje je iznelo
Ministarstvo za zaStitu Zivotne sredine, rudarstva i prostornog planiranja. Jedno od objaSnjenja za
ovakve razlike nalazi se u Cinjenici da vrednosti koje su utvrdene u istrazivanju Ministarstva nisu
prikazane za svako analizirano zemljiSe u parkovima Beograda, ve¢ kao procenat zemljiSta u kom
su pronadene poviSene koncentracije metala. Tako npr. iako 40.9% parkova u zemljiStu sadrzi
olovo u koli¢inama iznad propisanih, ¢ak i do deset puta viSim (5), u izabranom uzorku koli¢ina

olova je bila u okviru dozvoljenih koli¢ina.
Izolacija bakterija rezistentnih na olovo

Da bi utvrdili da li i u ovakvom zemljiStu postoje bakterije koje su rezistentne na metale,
tacnije olovo, uzorak zemljiSta koji je pripremljen na ve¢ opisan nacin zasejan je na MTM
medijum koji je sadrzao izmerenu koli¢inu olova (30mg/1) u obliku PbCl,. Na MTM+Pb (30mg/1)
podlogu zasejano je 250 pl 107 razblaZenja, u duplikatu. Posle inkubacije na 30°C, prebrojane su
formirane kolonije i izraunato je da 2.2 x 10*® bakterija raste u prisustvu 30 mg/l olova, §to
predstavlja 19.1% ukupnog broja bakterija. Istovremeno je 250 pl 107 razblaZenja, u duplikatu,
zasejano na MTM medijum sa 100 mg/l olova (maksimalo dozvoljena koli¢ina). Na ovim
podlogama su izrasle 32 kolonije (19 kolonija na jednoj i 13 kolonija na drugoj Petrijevoj Solji).
Izradunato je da 6.4 x 10" bakterija u gramu analiziranog zemljiita moZe da raste u prisustvu 100

mg/1, §to Cini oko 0.5% bakterija izolovanih iz zemljiSta.
Testiranje na povisenim koncentracijama

Trideset 1 dva dobijena bakterijska izolata na MTM+Pb (100 mg/l) podlozi su dalje
testirana na dvostruko vecoj, odnosno pet i deset puta ve¢oj koncentraciji olova. Pre testiranja na
povisene koncentracije, izolati su presejani na TSA medijum, u kom nema Stetnog olova radi

podsticanja rasta. Od 32 bakterije presejana su 29 izolata (tri izolata su bila suviSe sitna). Tri
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izolata nisu porasla na bogatom medijumu najverovatnije zato Sto su zbog svoje veliCine
neuspeSno presejani. Baketerije koje su porasle na TSA medijumu, njih 26, presejene su na

MTM+Pb (200 mg/l), MTM+Pb (500 mg/l) 1 MTM+Pb (1000 mg/l) podloge i1 inkubirane na

30°C dva dana. U Tabeli 3 prikazano je koliko je od testiranih izolata izraslo na ovim podlogama.

Tabela 3. Broj izolata koji su izrasli na MTM podlogama sa poviSenim koncentracijama olova
Table 3. Number of isolated bacteria on higher lead concentrations

Koncentracija olova u
MTM podlozi (mg/l) 200 500 1000
Broj izolata 26 25 22

Nivo rezistencije koji je utvrden na MTM medijumu sa dodatkom olova je u skladu sa
literaturnim podacima (11,12). Svakako treba napomenuti da su bakterije daleko slabije rasle u
prisustvu olova nego na bogatoj podlozi bez njega, Sto je bilo i oCekivano. Na slici 1. prikazana je
MTM podloga sa 1000 mg/l (1 g/l) olova i rast izolata. MoZe se uociti da postoji razlika i medu

samim izolatima u pogledu rasta.

Slika 1. Bakterijski izolati na MTM podlozi sa 1000 mg/l olova.
Figure 1. Bacterial isolates on MTM with 1000 mg/l of lead

Da bi utvrdili da li neki od ovih bakterijskih izolata moZe naci svoju primenu u bioremedijaciji
neophodno ih je pre svega testirati na joS viSe koncentracije olova, ali 1 ispitati da li su rezistentne
i na neke druge teSke metale, jer je Cesto u zagadenom zemljiStu prisutno vise teSkih metala.
Dalja istraZivanja bi svakako ukljucivala i identifikaciju ovih bakterija kao i proucavanje

mehanizma rezistencije.



ZAKLJUCCI

1. Hemijskom analizom utvrdeno je samo prisustvo olova (30 mg/l) i cinka(1 mg/l) u uzorku.
2. Ukupan broj bakterija u jednom gramu zemljista je 1.15 x 10*” (na R2A medijumu).

3. Na MTM medijumu sa olovom u koncentraciji od 100 mg/l (maksimalno dozvoljena koli¢ina
prema propisima Republike Srbije) izolovane su 32 bakterije, Sto ¢ini 0,5% ukupnog broja

bakterija u jednom gramu uzorkovanog zemljista.

4. Svih 26 testiranih izolata je poraslo na podlozi u prisustvu 200 mg/l olova. U prisustvu 500

mg/1 olova poraslo je 25 bakterija, a na podlozi sa 1000 mg/1 porasle su 22 bakterije.

5. Utvrdivanje stvarnog potencijala izolovanih bakterija za primenu u bioremedijaciji zahteva
dalja istrazivanja koja bi ukljucila odredivanje maksimalne koncentracije olova na koju su
izolovane bakterije rezistentne, identifikaciju bakterija, utvrdivanje mehanizma rezistencije, kao i

ispitivanje rezistencije ovih bakterija i na druge teske metale.
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