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Sazetak

Povrsinska eksploatacija, kao nacin intenzivne eksploatacije lezista
mineralnih sirovina, a pogotovo uglja, je visoko razvijena oblast privrede,
pa su intenzivna i oStecenja koja dovode do gubitka funkcije produktivnog
sloja zemljista. Bioloska rekultivacija deposola treba da smanji Stetne po-
sljedice nastale eksploatacijom. Brojnost pojedinih sistematskih i fizio-
loskih grupa mikroorganizama 1 njihova aktivnost daju korelativnu infor-
maciju o bioloSkoj aktivnosti zemljiSta. Na lokalitetu odlagalista otkrivke u
rudniku Stanari, u 2011. god. izvrSena je sjetva travnodjetelinske smjeSe u
prethodno obradeni deposol. Cilj istrazivanja je da se na osnovu zastu-
pljenosti pojedinih grupa mikroorganizama 1 aktivnosti enzima dehidro-
genaze sagleda bioloSka aktivnost deposola u procesu bioloske rekul-
tivacije. Opsta bioloSka aktivnost deposola u procesu rekultivacije odredena
je na osnovu ukupnog broja bakterija, zastupljenosti azotobaktera, amoni-
fikatora, oligonitrofila, aktinomiceta i gljiva 1 aktivnosti enzima dehidroge-
naze. Rezultati istrazivanja ukazuju na vecu brojnost i dehidrogenaznu
aktivnost deposola u procesu bioloske rekultivacije u odnosu na deposol
(kontrola).

Kljucne rijeci: zemljiste, rekultivacija, raznovrsnost miokroorgani-
zama, dehidrogenazna aktivnost
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Uvod

Intenziviranjem rudarskih radova na povrSinskom kopu Raskovac i
buduéem povrsinskom kopu Ostruznja, zbog obezbjedivanja dovoljne koli-
¢ine uglja za snabdijevanje termoelektrane Stanari, znatno je ubrzana
degradacija zivotne sredine i cijelih ekosistema (Mali¢ i sar., 2012). U
skladu sa principima ekoloski odrzivog razvoja, rekultivacija je bitna u
procesu eksploatacije mineralnih sirovina. Cilj rekultivacije povrsinskog
kopa je da se obnovi ekoloski integritet narusenog podrucja (Sheoran i sar.,
2010). Obnavljanjem vegetacionog pokrivata postize se stabilizacija
zemljiSta 1 minimiziraju problemi zagadenja (Wong, 2003).

Mikroorganizmi imaju klju¢nu ulogu u funkcionisanju ekosistema
zemljiSta. Mikrobioloski procesi su rezultat vrlo uske povezanosti izmedu
mikroorganizama, biljaka i tla. Mjerenje procesa koji se odvijaju u zemljistu
od strane mikroflore i opSta metabolicka aktivnost mikroorganizama se
koristi za procjenu popravke ostecenog zemljista (Mummey 1i sar., 2002;
Izquierdo 1 sar., 2005). Cilj ovog istrazivanja je da se na osnovu zastu-
pljenosti pojedinih grupa mikroorganizama i aktivnosti enzima dehidro-
genaze sagleda bioloska aktivnost deposola u procesu bioloske rekultivacije
unutras$njeg odlagalista otkrivke povrSinskog kopa Raskovac u rudniku
uglja Stanari.

Materijal 1 metode rada

Ispitivanje mikrobioloSke aktivnosti deposola u rudniku uglja Sta-
nari (EFT — Rudnik i termoelektrana Stanari) obavljeno je na lokaciji
ogledne parcele na unutrasnjem odlagaliStu otkrivke sa povrSinskog kopa
Raskovac. Uzorci zemljista su uzeti na dubini od 0-30 cm sa povrSine
deposola koja nije rekultivisana (kontrolni deposol) 1 povrSine deposola u
procesu rekultivacije pod travnodjetelinskom smjesom.

Bioloska rekultivacija je obavljena sjetvom travnodjetelinske smje-
Se u obradeni deposol, direktni tip rekultivacije, u prolje¢e 2011. god. Pri
sjetvi je izvrSena startna primjena mineralnog NPK dubriva i mikrobiolos-
kog dubriva bio-algeen granulat, proizvedenog od smedih morskih algi
(Ascophyllumnodosum), u dozi od 65 g/m?. Tokom vegetacije vriena je pri-
hrana azotnim dubrivom i malc€iranje povrSine. Prosje¢ni uzorci zemljista
za analizu su uzeti u avgustu 2013. godine sa kontrolne parcele i parcele
pod travnodjetelinskom smjeSom.
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Ukupan broj bakterija je odreden metodom razredenja, na podlozi 0,1 x
TSA, a brojnost amonifikatora na mesopeptonskom agaru (Pochon 1 Tardieux,
1962). Brojnost sporogenih bakterija odredena je zagrijavanjem inokuluma na
8¢ C u vremenu od 10 min i zasijavanjem na mesopepetonskom agaru (Sari¢,
1989). Na bezazotnoj podlozi Fjodora je odredena zastupljenost oligonitrofila, a
metodom”fertilnih kapi” brojnost Azotobacter-a (Anderson, 1965). Brojnost
aktinomiceta je odredena na sintetickoj podlozi po Krasiljnikov (1965), a
zastupljenost gljiva na Czapek-Dox podlozi (Sharlau, 1999). Vrijeme 1 tempe-
ratura inkubacije zavisila je od grupe mikroorganizama. Dehidrogenazna aktiv-
nost je odredena spektrofotometrijski po modifikovanoj metodi (Thalmann,
1968), koja se bazira na mjerenju ekstinkcije, ruzicasto bojenog, trifenilfor-
mazana (TPF), a izracava se u ug TPF po 1g apsolutno suvog zemljista.

Statisticka obrada podataka (deskriptivna statistika 1 Studentov t-
test) provedena je u statistickom programu Statistica 7.1. (StatSoft, Inc.
2003) i SAS 8.2.

Rezultati 1 diskusija
Hemijske karakteristike deposola

S obzirom da postoji vrlo uska povezanost izmedu mikroorganizama
u zemljistu i njihove sredine, odredena su glavna hemijska svojstva depo-
sola (na kome nisu vrSene mjere bioloske rekultivacije) i deposola u procesu
rekultivacije (Tabela 1).

Tab.1. Rezultati hemijske analize deposola (kontrola) i deposola u procesu
rekultivacije
Results of chemical analysis of the deposol (control) and deposol in
the reclamation process

. Lakopristupa¢ni
Rbi(é?l Varijanta(faza deposola) pH Humus N | Plant available

o Variant (phase of deposol) o (%) | P20s K,O

N H:0 |KCl - (%) mg/100g|mg/100g
Deposol (kontrola, bez mjera
rekultivacije)
I Deposol (control without 2 | 411 00 1001 00 1.0
recultivatio treatment)
Deposol u procesu rekultivacije
2. Deposol in the reclamation 6,3 150 02 (0,01 23 5,9
process
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Prema hemijskoj reakciji deposol pripada jako kiselim zemljistima
(pH u KC1 4,1). Sadrzaj humusa je ispod nivoa detekcije, kao i sadrza;j la-
kopristupacnog fosfora. Obezbjedenost deposola lakopristupa¢nim kali-
jumom je slaba (1,0 mg/100 g zemljista). Primjenom myjera rekultivacije
vrjednosti svih ispitivanih parametara su povecane. Povecane vrijednosti su
u saglasnosti sa istrazivanjima Malica 1 sar. (2013.), koji konstatuju djeli-
micno podizanje nivoa plodnosti u procesu bioloske rekultivacije sjetvom
travnodjetelinskih smjeSa 1 zasnivanjem vjeStackih travnjaka. Medutim,
prema hemijskoj reakciji zemljiste je i dalje kiselo (pH u KCl 5), a sadrzaj
humusa 1 azota izuzetno nizak. Koli¢ine biljkama pristupacnih oblika
fosfora i kalijuma su nezadovoljavajuce.

Mikrobioloska aktivnost deposola

Mikroorganizmi kao dio bioloske komponente dobri su indikatori
kvaliteta zemljiSta, jer oni brzo reaguju na promjene u zemljiSnom ekosi-
stemu, imaju intiman odnos sa okruzenjem zbog njihove velike povrsine u
odnosu na zapreminu zemljista koja ih okruzuje. Brojnost 1 biodiverzitet
mikrobioloSke populacije ili aktivnost moze otkriti promjene u fizickim 1i
hemijskim svojstvima zemljiSta. U tabeli 2 prikazana je brojnost 1 dehidro-
genazna aktivnost ispitivanih grupa mikroorganizama u deposolu u procesu
rekultivacije 1 deposolu (kontrola).

Ukupan broj bakterija je pokazatelj potencijalne plodnosti zemljista
(Milosevic 1 sar., 1997). Primjenjene mjere u procesu rekultivacije deposola
uticale su na povecavanje ukupnog broja bakterija. U kontrolnom deposolu
ukupan broj bakterija iznosi 4,7 x 10° g™ i statisti¢ki visoko zna¢ajno je manji
u odnosu na ukupan broj bakterija u deposolu u procesu rekultivacije u kome
je zabiljezen ukupan broj bakterija u iznosu od 11,2 x 10°g! (tabela 2).

Amonifikaciju kao zna€ajan proces razgradnje sirovih proteina i
njihovu transformaciju u mineralne ili nove organske forme omogucéavaju
amonifikatori (Jarak i Govedarica, 2003). Na osnovu rezultata istrazivanja
uocava se znadajno prisustvo amonifikatora u deposolu (96 x 10* g i
njihova brojnost nije statisticki znacajno veca u deposolu u procesu re-
kultiavcije (98,7 x 10* g'). Prema istraZivanjima Tintor i sar. (2009)
brojnost ove grupe mikroorganizama najmanje je osjetljiva na promjenu
fizicko hemijskih pararmetara u zemljiStu 1 negativne uticaje. Brojnost
sporogenih amonifikatora je izrazito niska u kontrolnom deposolu i iznosi
7 x 10°g™!, dok je u deposolu u procesu rekultivacije broj sporogenih
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bakterija statisti¢ki visoko znacajno ve¢i u odnosu na broj sporogenih

bakterija u kontrolnom deposolu i iznosi 38 x 103g™.

Tab. 2. Brojnost 1 dehidrogenazna aktivnost mikroorganizama u deposolu u
procesu rekultivacije i deposolu (kontrola)
The number and dehydrogenase activity of the microbial groups in

deposol and the reclamation process and deposol (control)

Faza ispitivanog deposola —
supstrata
Phase of the deposol "
v . . exp
rsta mikroorganizama Denosol U procesy
Species of Microorganisms 1; ekultivgci‘e Deposol
'l (kontrola)
Deposol in the
. Deposol
reclamation
(control)
process
Ukupan broj bakterija x 10°g™ -
Total bacteria count x 10°g” 11,242,350 470,50 15,159
: VR
Amonifikatori |"<UPni X 10" g 98,74+37,99 96+13,09 | 0,134™
I total x 10° g
Ammonifying sporogeni x 10° g”!
bacteria porogemi X 1 8 | 3843,56 742,16 [14,892"
sporogenic x 10° g
Oligonitrofili x 10* g! ns
Oligonitrophilic bacteria x 10° g”! 118131,27 96,1%£15,76 | 1,251
Azotobakter x 10° g! -
Azotobacter sp. x 10° g 90£10,20 12,94 116,016
Aktinomicete x 10°g™ -
Actinomycetes x 10°g” 2816,34 0,5£ 1,00 18,563
Gljive x 10* g! *
Fungix 10 ¢! 27,74£10,97 36,5+34,24 | 4,883
Dehidrogenazna aktivnost pg TPFg
! apsolutno suvog zemljista .
Dehydrogenase activity ug TPFg' 184£10.61 11043,56 13,220
absolutely dry soil

srednja vrijednost+ standardna devijacija; meantsd; n =4

ns= nesignifikantno; ns = not significant; *p<0,05; **p<0,01;

Oligonitrofilne bakterije predstavljaju specificnu grupu mikroorga-
nizama koji su sposobni da redukuje molekulski oblik azota iz atmosfere i
prevodi ga u amonijacni, organski oblik, ali isto tako u veoma malim
koli¢inama koristi mineralni oblik azota iz zemljista. Oligonitrofili su, kao
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1 amonifikatori, prisutni u zna¢ajnom broju u kontrolnom deposolu (96,1 x
10* g') i njihov broj nije statisticki znacajno veéi u deposolu u procesu
rekultivacije (118 x 10* g"). U deposolu gdje nije primjenjena rekultivacija
(kontrola) je neznatna razlika u brojnosti oligonitrofila i amonifikatora §to
znaci da se proces razgradnje i azotofiksacije odvija istim intenzitetom, dok
je u deposolu u procesu rekultivacije intenzivniji proces azotofiksacije u
odnosu na proces razgradnje organske materije.

Azotobacter sp. je vazan predstavnik slobodnih azotofiksatora.
Brojnost ove grupe azotofiksatora je jedan od vaznijih pokazatelja plodnosti
zemljiSta. Rezultati istraZivanja pokazuju da je brojnost azotobaktera u
deposolu izuzetno mala i iznosi 5 x 10%> g!, a u deposolu u procesu
rekultivacije brojnost azotobaktera je statisticki visoko znacajno veca u
odnosu na kontrolni deposol i iznosi 90 x 10% g™\,

Gljive ucestvuju u dekompostiranju organskih ostataka. One su
efikasnije od bakterija, jer transformiSu vecu koli¢inu raspadnutih biljnih
ostataka u raspolozive nutritijente. Kisela sredina je pogodna za razvoj
gljiva. S obzirom da kontrolni deposol ima nesto nizu pH vrijednost u
odnosu na deposol u procesu rekultivacije, za ocekivati je 1 da brojnost
gljiva bude veca u kontrolnom deposolu u odnosu na deposol u procesu
rekultivacije. Broj gljiva u kontrolnom deposolu je statisticki znacajno veci
u odnosu na broj gljiva u deposolu u procesu rekultivacije.

Sa povecavanjem pH vrijednosti u deposolu u procesu rekultivacije,
zabiljeZen je i statisticki visoko znacajan broj aktinomiceta (28 x 10° g) u
odnosu na kontrolni deposol (0,5 x 10° g™).

Veca aktivnost dehidrogenaze ukazuje na veéi intenzitet disanja,
odnosno na intenzivniju mineralizaciju svjeze organske materije i humusa.
Rezultati istrazivanja ukazuju na manju vrijednost dehidrogenaze u depo-
solu bez primjenjene bioloske rekultivacije (110 ug TPFg!') u odnosu na
deposol u rekultivaciji (184 ug TPFg!). Zabiljezena je statisti¢ki znadajno
veca aktivnost dehidrogenaze u deposolu u procesu rekultivacije u odnosu
na kontrolni deposol.

Zakljucak

Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da se primjenom
mjera rekultivacije bioloska aktivnost u deposolu u procesu rekultivacije
povecala u odnosu na deposol kontrolu. Zastupljenost ukupnog broja
bakterija, sporogenih amonifikatora, azotobaktera, aktinomiceta i aktivnost
enzima dehidrogenaze u deposolu u procesu rekultivacije je statisticki
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visoko znacajno veca u odnosu na deposol gdje nisu primjenjivane mjere
bioloske rekultivacije (kontrola). Brojnost oligonitrofila 1 amonifikatora se
nije statisticki znacajno povecao u deposolu u procesu rekultivacije u
odnosu na deposol kontrolu. Brojnost gljiva je statisti¢ki znacajno manja u
deposolu u procesu rekultivacije u odnosu na kontrolni deposol. U deposolu
u procesu rekultivacije broj oligonitrofila je ve¢i u odnosu na broj
amonifikatora, $to znaci da je proces azotofiksacije intenzivniji u odnosu na
proces razgradnje organske materije, a u kontrolnom deposolu je neznatna
razlika u brojnosti oligonitrofila i amonifikatora, $to znaci da se proces
razgradnje 1 azotofiksacije odvija istim intenzitetom.
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Abstract

Surface mining, as a means of intensive exploitation of mineral raw
materials and especially coal, is highly developed area of economy,
therefore land degradation is intensive and leading to loss of the productive
layer of soil. Biological reclamation of deposol should reduce the harmful
consequences of exploitation. The number of systematic and physiological
groups of microorganisms and their activities provide correlative infor-
mation on the biological activity of the soil. In 2011, at the overburden
disposal site in Stanari coal mine, the sowing of grass-clover mixture in
previously treated deposol was carried out. The aim of the research is to the
deposol biological activity in the process of biological reclamation based on
the distribution of certain groups of microorganisms and dehydrogenase
activity. General microbial activity in deposol in the process of reclamation
is determined by the total number of bacteria, azotobacters, ammonifiers,
oligonitrophyls, actinomycetes and fungi and the activity of the enzyme
dehydrogenase. The research results indicated a greater abundance and
deposol dehydrogenase activity in the process of biological reclamation
compared to deposol (control).

Key words: soil, reclamation, microbial diversity, dehydrogenase
activity
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