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MikrobioloSke i biohemijske osobine deposola RB “Kolubara”

Odredivane su mikrobiolo$ke i biohemijske osobine deposola RB Kolubara na kome je izvr$ena
rekultivacija, formiranjem biljnih zajednica breza, beli bor i jabucnjak. MikrobioloSke analize
obuhvatile su odredjivanje brojnosti sistematskih i fizioloskih grupa mikroorganizama, a
biohemijske odredjivanje aktivnosti ureaze, dehidrogenaze, biomase, ugljenika i fosfora. Deposoli
“RB Kolubara” u zavisnosti od formiranih biljnih sastojina u cilju rekultivacije su razlikuju po
mikrobiolo$kim i biohemijskim osobinama. Kod deposola RB Kolubara u sastojini breza ukupan
broj mikroorganizama, brojnost gljiva, celulolitskih mikroorganizama, aminoheterotrofa,
Azotobacter-a, aktivnost ureaze, dehidrogenaze, biomasa C i P i je vec¢i u odnosu na sastojnu beli
bor, kod koje je utvrdjena veca brojnost aktinomiceta. Ukupan broj mikroorganizama, brojnost
gljiva, aminoheterotrofa, aktinomiceta, celulolizatora i biomasa C u deposolima je na nivou
vrednosti za prirodna zemljista, dok je aktivnost ureaze, dehidrogenaze i biomase P manja.
Brojnost Azotobacter chroococcum u deposolima je mala a u nekim lokalitetima nije konstatovana.
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NestaSica naftinih derivata namece potrebu
povecane proizvodnje i koriséenja uglja, Sto ima za
posledicu osStecenje zemljiSta, uniStavanje biljnog
pokrivaa i zagadjenje Zivotne sredine. PovrSins-
kom eksploatacijom uglja narusava se prvobitna
struktura i sklop zemljita,deponuju razli¢iti geolos-
ki materijali [1],stvara specifi¢an reljef i mikroreljef i
uslovi za eroziju i klizista [2]. Deposoli imaju izrazi-
to nisku proizvodnu vrednost, zbog nedostatka ili
veoma malog sadrzaja humusa [3], hranjivih ele-
menata N i P, nepovoljnog vodno - vazdusnog reZi-
ma, mehanickog sastava [4] i toksi¢nih koncentra-
cija teSkih metala [5]. Ovo ima za posledicu i pro-
mene u kvantitativnom i kvalitativnom sastvu mik-
robnih populacija i njihove biohemijske aktivnosti.

Rekultivacijom, uz primenu odgovarajuc¢ih ag-
rohemijskih i agromeliorativnih mera, agrotehnikom
i plodoredom useva, moguée je uticati na formi-
ranje humusno - akumulativhog povrsinskog sloja
jalovina odnosno adsorptivnog kompleksa i uticati
na njegovu plodnost [6]. U ovom dugom i slozenom
procesu veoma znacajnu ulogu imaju populacije
mikroorganizama, koje ucestvuju u vaznim biohe-
mijskim procesima: sintezi i razlaganju humusa,
hidrolizi organskih jedinjenja, mobilizaciji hranljivih
elemenata, reakcijama oksido— redukcije i ostalim
procesima koji su vezani za evoluciju zemljista i
formiranje njegove efektivne plodnosti.
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Enzimi u zemljiStu ucestvuju u procesima meta-
bolizma i transfera energije, a njihova aktivnost je
znaCajan pokazatelj bioloSke aktivnosti u ekosiste-
mu [7]. ZemljiSna mikrobiolodka biomasa koja &ini
2 - 3 %, ukupnog organskog ugljenika u zemljistu,
predstavlja labilnu frakciju organske materije i zna-
¢ajno skladiste hraniva [8] koje ¢ée pod uticajem
heterotrofnih mikroorganizama, ponovo postati pri-
stupaéno billkama i mikroorganizmima [9]. Na taj
nacin mikroorganizmi, i njihovi enzimi uéestvuju u
kruzenju C i ciklusu hranljivih elemenata u eko-
sistemu.

Cilj ovog rada se ispita brojnost i aktivnost po-
jedinih sistematskih i fizioloSkih grupa mikroorga-
nizama, aktivnost enzima i biomasa C i P u depo-
solima, RB “Kolubara” na kojima su formirane razli-
Cite sastojine biljnih zajednica u cilju rekultivacuje.

MATERIJAL | METODE

Uzorci deposola za mikrobioloSke i biohemijske
analize uzimani su iz RB Kolubara, i to sa lokali-
teta: Vidikovac gde je formirana satojna belog bora
stara viSe od 16 godina, Polije D gde je sastojna
breze stare 7 godina i Polje D gde je jabucar star 7
godina. Uzorci zemljista su uzimani sa dubine 0 —
20cm 120 —-40cm.

Analiticke metode

MikrobioloSke i biohemijske analize obuhvatile
su odredjivanje brojnosti sistematskih i fizioloskih
grupa mikroorganizama, aktivnosti enzima i bio-
mase C i P u deposolima. Rezultati su izraZzeni u g
apsolutno suvog zemljista (105°C). Brojnost mikro-
organizama i biomasa C i P odredjivana je u tri
ponavljanja, a aktivhost enzima u dva.

Brojnost mikroorganizama odredjivana je indi-
rekthom metodom razredjenja, zasejavanjem od-
govaraju¢eg razredjenja na selektivne hranljive
podloge i to:
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1. Ukupan broj mikroorganizama na agarizovanom
ekstraktu zemljista, [10].

. Gljive na Capekovom agaru
. Aktinomcete na sintetickom agaru sa saharozom
. Aminoheterotrofa na meso-peptonskom agaru,

. Celulolitskih mikroorganizama na Waksman-
Carey agaru.
6. Azotobacter chroococcum na Fjodorovom agaru.
Aktivnost enzima odredjivana je u uzorcima
deposola koji su suSeni na vazduhu, sejani kroz
sito < 2 mm i nakon 24 ¢asa analizirani.

Aktivnost ureaze odredjivana je metrodom [11],
i izrazavana u pmol NH.-N g™'s™,

Aktivnost dehidrogenaze odredjivana je meto-
dom Tabatabai [12], a izrazavana u ug TPF g'1 24h.

Biomasa C fumigaciono - ekstrakcionom me-
todom [13]. Uzorci deposola su sejani kroz sito (<
2mm), i inkubirali na 25° C, 7 dana, pri vlaznosti od
40% WHC. Nakon inkubacije uzorci su fumigovani
sa bezalkoholnim CHCI;, 24 ¢&asa [14]. Posle
fumigacije i odstranjivanja hloroforma deposoli su
ekstrahovani sa 0,5 M K,SQO,, [15]. Nefumigovana
kontrola je bila u istim uslovima, za vreme fumi-

a b~ wWN

gacije. Organski C u ekstraktu odredjivan je dihro-
matnom digestijom [16]. Ekstrabilni C je odredjivan
iz razlike u iznosu C u fumigovanim i nefumigo-
vanim uzorcima, a konvertovan je u biomasu C
pomocu faktor KEC 0.38 [17].

Biomasa P odredjivana je metodom opisanoj u
literaturi [18]. Nakon pocetne inkubacije uzoraka u
vlaznim uslovima u prisustvu natronskog kreca, 10
dana, uzorci su fumigovani. Mkrobioloski P
ekstrahovan je sa O,5M, NaHCO3, pH 8,5. i
odredjivan metodom [19]. Korekcija adsorbovanog
P za vreme ekstrakcije izvrSena je po [18].

REZULTATI | DISKUSIJA

Ukupan broj mikroorganizama, pokazatelj bio-
genosti zemljiSta u ispitivanim deposolima je na
nivou prosecnih vrednosti za prirodna zemljista.

Utvrdjen je veéi ukupan broj mikroorganizama
u sastojni breza i to visoko signifikantno u odnosu
na ostale lokalitete. U sastojni beli bor ukupan broj
mikroorganizama opada veoma znac¢ajno sa dubi-
nom. Medjutim, u sastojku breza na vecoj dubini
utvrdjen je veci ukupan broj mikroorganizama.

Tabela 1 - Brojnost sistematskih i fizioloSkih grupa mikroorganizama u deposolima RB “Kostolac’,

RB “Kolubara” i RB “Kosovo”

. Ukupan broj . Aktino- Aminohe- Celulolitski
Broj - Gljive ) : . Azotobac-ter sp
Uzork mikroorg. 10 g1 micete terotrofi mikroorga. 10 g7

zorka 107g" g- 105 g-1 107 g" 10° g 9

1 1.765 62.55 2.20 0.976 0.651 0.00

2 0.420 12.68 1.66 0.253 0.193 1.04

3 3.910 26.45 0.80 2.282 0.851 0.00

4 6.936 69.84 0.47 2.417 1.172 1.54

Gljive su hetorotrofni mikroorganizmi koji imaju
znacajnu ulogu u procesima transformacije svezih
organskih ostataka i sintezi humusa. Brojnost gljive
opada sa dubinom u sastojni beli bor. Medutim u
sastojni breza utvrdena je vec¢a brojnost gljiva na
dubini 20 —40 cm. Brojnost gljiiva je u proseku veca
u sastojini breze.

Aktinomicete kao alkalofilna grupa mikroorga-
nizama su veoma dobro zastupljene u deposolu
RB “Kolubare”. Brojnost aktinomiceta je najvecéa
kod Jabucara i to zna¢ajno u odnosu na sastojine
beli bor i breza, izmedju kojih razlike u brojnosti
nisu statisticki znacajne. Zastupljenost aktinomi-
ceta je veéa u sastojini beli bor u odnosu na sas-
tojinu breza.

Brojnost aminoheterotrofa, fizioloSke grupe mi-
kroorganizama koja transformiSe organska azotna
jedinjenja, u ispitivanim deposolima je na nivou
prirodnih zemljista.

Brojnost aminoheterotrofa u deposolima RB
“Kolubara” je visoko signifikantno veca u sastoji-
nama breze u odnosu na beli bor i Jabucar.

Izmedu brojnosti aminoheterotrofa i ukupnog
broja mikroorganizama utvrdena je veoma zna-
Cajna korelativna zavisnost (r = 0,89**). Znacajna
zavisnost izmedju brojnosti ove dve grupe mikro-
organizama potvrdena je i u radu [20].

Celulolitski mikroorganizmi kojima pripadaju
gljive,bakterije i aktinomicete, su dobro zastupljene
u ispitivanim deposolima (tabela 1). Na lokalitetima
RB “Kolubara” najveéa brojnost celulolizatora
utvrdjena je kod sastojine breze na obe dubine i to
veoma znacajno u odnosu na Jabucar i sastojinu
belog bora. Brojnost ove grupe mikroorganizama u
sastojini belog bora je manja na dubini od 20 - 40
cm.

Azotobacter chroococcum, koji je u nasSim
zemljiStima najbrojniji asimbiozni azotofikstor [21]
veoma je malo zastupljen u deposolima (tabela 1).
U rekultivisanim odlagalidtima jalovine u podmos-
kovskom basenu aktivnost nitrogenaze nije usta-
novljena [22]. U deposolima RB “Kolubara”, Azo-
tobakter je konstatovan kod Jabucara, a u sastojini
breza i beli bor samo na dubini 20 - 40 cm.
Azotobakter je posebno osetljiv i za svoje razvice
zahteva posebne uslove spoljaSnje sredine: neut-

92 ZASTITA MATERIJALA 55 (2014) broj 1



S. DJORDJEVIC i dr.

MIKROBIOLOSKE | BIOHEMIJSKE OSOBINE DEPOSOLA ...

ralna zemljiSta, dobro obezbedena fosforom, kaliju-
mom i nizom mikroelemenata.

Ureaza, koja transformiSe ureu do CO, i NH3, je
enzim koju uéestvuje u procesima kruzenja azota u
zemljiStu. ZemljiS8na ureaza se imobilie na humus
ili minerale gline [23], ¢ime se §titi od inaktivacije
[24]. Aktivnost ureaze u deposolima je niska u

odnosu na prosecne vrednosti aktivnosti ureaze u
povrsinskim slojevima prirodnih zemljidta [25].

Na lokalitetima RB Kolubara najvec¢a aktivnost
ureaze utvrdjena je u sastojini breze i belog bora
na dubini od 0 - 20 cm i ona se visoko signifikantno
razlikovala u odnosu na jabucar. Aktivnost ovog
enzima veoma znaCajno opada sa dubinom u
sastojnama beli bor i breza.

Tabela 2 - Biohemijske osobine deposola RB “Kolubara”

Broj uzorka UREAZA1 1 DEHIDRO-G1ENAZA BIOMASA C 1 BIOMASP; P
pmol NHs4-Ng ™' s - ug TPF g 24h ekstrabilniC ug g~ ugPg-
1 0.446 45.83 328.95 11.87
2 0.041 61.66 710.39 9.72
3 0.513 58.33 1421.05 11.78
4 0.076 54.17 1102.63 9.33
5 0.202 76.08 2118.22 10.33
Lsd: 0.01 0.154 4.91 308.50 5.082
0.05 0.114 3.611 223.90 3.739

Dehidrogenaza koja uestvuje u procesima
humifikacije [26] i transformacije ksenobiotika [27]
je jedan od znacajnih pokazatelja ukupne bioloske
aktivnosti u zemljistu [28].

Aktivnhost dehidrogenaze u ispitivanim deposo-
lima je niza u odnosu na proseénu aktivnosti
dehidrogenaze u prirodnim zemljistima i varira od
45.83 ug TPF g”' 24h do 76.08 ug TPF g 24h do,
(tabela 2). Lukina [22] istiCe da je aktivhost de-
hidrogenaze i katalaze u kiselim deposolima ne
dostiZze nivo aktivnosti u izluzenom €ernozemu ni
posle primene organskih i mineralnih djubriva.

Kod RB “Kolubara” najveca aktivnost dehidro-
genaze utvrdena je kod Jabucara i ona se veoma
znacajno razlikovala u odnosu na sastojnu breza i
beli bor. U sastojini breze aktivnost dehidrogenaze
je zna&ajno vecéa na dubini od 0 - 20 cm, a u
sastojini belog bora na dubini 20 - 40 cm.

Biomasa C odredjivana je pomoc¢u dve metode,
fumigaciono - inkubacione [14] i fumigaciono
ekstrakcione [13]. lzmedu vrednosti biomase C
odredjene ovim metodama utvrdjena je veoma
znaCajna korelativna avisnost(r= 0.85**) (graf.1),
Sto je potvrdioi T ate et al. [13].

Kod deposola RB “Kolubare” najve¢a biomasa
C utvrdjena je kod Jabudara (2118.22 ug C g7) i
ona se visoko signifikantno razlikovala u odnosu na
ostale lokalitete. U sastojini breze na obe dubine
biomasa C je veoma znacajno vec¢a u odnosu na
sastojinu beli bor (tabela 2).

Biomasa P kod ispitivanih deposola je manja u
odnosu na prirodna zemljista [7] (tabela 2). Kod
deposola RB Kolubara razlike u biomasi P izmedju
sastojina beli bor i breza nisu statisticki znacajne.
Kod oba lokaliteta biomasa P je manja na dubini od
20-40cm.

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zaklju-
Citi sledece:

e Deposoli RB “Kolubara” se razlikuju po mikro-
bioloskoj i biohemijskoj aktivnosti.

e Ukupan broj mikroorganizama, brojnost gljiva,
aminoheterotrofa, aktinomiceta, celulolizatora i
biomasa C u deposolima je na nivou vrednosti
za prirodna zemljidta, dok je aktivnost ureaze,
dehidrogenaze i biomase P manja. Brojnost
Azotobacter chroococcum u deposolima je mala
a u nekim lokalitetima nije konstatovana.

e Kod deposola RB Kolubara u sastojini breza
ukupan broj mikroorganizama, brojnost gljiva,
celulolitskih  mikroorganizama, aminoheterot-
rofa, Azotobacter-a, aktivnost ureaze, dehidro-
genaze, biomasa C i P i je veéi u odnosu na
sastojnu beli bor, kod koje je utvrdjena veca
brojnost aktinomiceta.
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MICROBIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES OF DEPOSOLS RB "KOLUBARA"

Both microbiological and biochemical properties of “deposol” at “Kolubara” Mining Complex,
recultivated by plant communities of birch and white pine, were studied. With respect to
microbiological investigations, the number of systematic and physiological groups of microorganisms
was estimated, while biochemical studies comprised determination of urease and dehydrogenase
activity and evaluation of carbon and phosphorus biomass. The “deposols” at “Kolubara” Mining

Complex differed in their microbiological and biochemical properties,

depending on plant

communities, formed in order to recultivate these soils. Birch community “deposols” expressed higher
values than white pine community “deposols” regarding following parameters: total number of

microorganisms, number of fungi,

number

of cellulolytic microorganisms, number of

aminoheterotrophs, number of Azotobacter spp., urease and dehydrogenase activity, and both carbon
and phosphorus biomass. Conversely, the white pine community “deposols” expressed higher value
of number of Actinomycetes than birch community “deposols”. Total number of microorganisms,
number of fungi, aminoheterotrophs, actinomycetes, and cellulolytic microorganisms, and carbon
biomass in “deposols” was at the level of values of those parameters in natural soils. Parameters
concerning both urease and dehydrogenase activity and phosphorus biomass were lower. Number of
Azotobacter chroococcum was extremely small at all examined “deposols”, while it was not even

detected at certain localities.

Key words: deposol, recultivated, communities of birch, microorganisms.
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