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Sadriaj: U ovom radu predstavljeni su rezultati izolacije i identifikacije termofilnih
bakterija iz stajnjaka. Ukupan broj sporogenih bakterija u stajnjaku iznosio je 2.1x107g™.
Identifikacijom izolata je ustanovljeno prisustvo bakterija Bacillus licheniformis,
Bacillus pumulus i Bacillus amyloliquefaciens. Ovi bakterijski sojevi, zahvaljujuéi svojoj
enzimskoj aktivnosti, mogu uticati na ubrzanje procesa razgradnje organske materije u
stajnjaku i tako doprineti proizvodnji kvalitetnog komposta.

Kljuéne reci: Bacillus licheniformis, Bacillus pumulus i Bacillus amyloliquefaciens,
stajnjak, kompost.

1. UvoD

SveZ stajnjak predstavlja meSavinu te¢nih i ¢vrstih zivotinjskih izlu¢evina, prostirke
i velikog broja mikroorganizama.

Prostirka je obi¢no bogata ugljenim hidratima, pre svega celulozom, a siromasna
azotom. Te¢ne izlu¢evine u sebi sadrze vece koli¢ine azotnih jedinjenja i manje ugljenih
hidrata a ¢vrste izlu¢evine sadrze u veéem procentu proteine. Zbog velikog prisustva
hranljivih materija, vlage, kiseonika stajnjak prestavlja dobru sredinu za rast i razvice
razli¢itih grupa mikroorganizama i otuda stajnjak predstavlja jednu od najbiogenijih
sredina. U toku procesa zgorevanja stajnjaka dolazi do smene mezofilnih sa termofilnim
mikrobnim populacijama i u tim periodima temperatura raste do 75°C.

Primenom stajnjaka u poljoprivrednoj proizvodnji utice se na poboljSanje strukture
zemljista (Pulleman et al., 2003), povecanje biodiverziteta (Oehl et al., 2004) smanjuje
uticaj stresa iz spolja$nje sredine (Macilwain, 2004), §to sve doprinosi pobolj$anju
kvaliteta hrane (Giles, 2004).
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Medutim, nepravilna nega stajnjaka dovodi do zagadenja podzemnih voda,
eutrofikacije Sto se negativno odrazava na kvalitet Zivotne sredine. Treba imati u vidu da
nepravilno pripremljen stajnjak prestavlja izvor patogenih bakterija koje iz takvog
stajnjaka mogu dospeti i kontaminirati zemljiste, vodu, Zivotinje i ¢oveka (Islam et al.,
2004). Brojni su literaturni podaci o prisustvu patogenih bakterija na plodovima povréa
i voca poreklom iz nepravilno pripremljenog stajnjaka i komposta (Lemunier et al;
2005, Franz et al; 2005, Ingham et al; 2005). Zbog toga u organskoj proizvodnji
veliki problem predstavljaju bakterije E. coli, E coli 157: H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica, salmonella typhimurium (Franz et al., 2005).

Jedan od mogucih nacina reSavanja problema, koje u uslovima velikih farmi donosi
stajnjak je kompostiranje Cvrstog govedeg stajnjaka i dobijanje vrednog organskog
dubriva. Potrebe za ovakvim organskim dubrivom su velike u konvencionalnoj a
posebno u organskoj poljoprivredi.

Cilj ovog rada je bio izolacija i identifikacija termofilnih sporogenih bakterija u cilju
njihove primene u procesu kompostiranja i dobijanje kvalitetnog komposta.

2. MATERIJAL | METOD

Uzorci stajnjaka za mikrobioloske analize uzeti su iz stajnjaka sa farme
Poljoprivredne Korporacije Beograd (PKB).

Ukupan broj sporogenih bakterija odreden je na TS (10 x razblazenom) agaru, sa
inokulumom koji je pasterizovan 10 min. na 80°C. Inkubacija je trajala 48" na 30°.
Brojnost bakterijske populacije odredena je na 1 g suvog stajnjaka.

Dobijanje Cistih kultura je obavljeno klasi¢nim mikrobioloskim postupcima.

Morfoloske karakteristike celija su odredene mikroskopski (Laica 300).

Identifikacija je obavljena primenom APl 50CH (Biomerieux, France) a oditavanje
je izvrseno API WEB (Biomerieux, France).

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Ukupan broj sporogenih bakterija je iznosio 2.1 x 107 g** stajnjaka.

Svi izolati su gram pozitivni Stapici, koji formiraju endospore. Utvrdene su razlike u
veli¢ini ¢elija kod ovih izolata (tabele 1-4). Na osnovu ovih Kkarakteristika svi izolati
pripadaju rodu Bacillus. Brojna istrazivanja ukazuju na prisustvo razli¢itih bakterijskih
populacija u stajnjaku, ali dominantne su vrste roda Thermus i termofilni Bacillus
(Miyatake F., Iwabuchi K, 2005).

Biohemijskim analizama (APl 50 CH) je konstatovano da izolovane bakterije
pripadaju vrstama Bacillus licheniformis (1T i 10/1T), Bacillus pumulus (6 T) i Bacillus
amyloliquefaciens (10T).

Iz uzorka stajnjaka su izolovana dva soja B. licheniformis (1T i 10/1T) koji se
medusobno razlikuju po morfoloskim i nekom biohemijskim karakteristikama (tabele 1
i 2). B. licheniformis je gram pozitivna, ne patogena bakterija koja je Siroko
rasprostranjena u zemljisStu.



I1zolacija i karakterizacija sporogenih termofilnih bakterija iz stajnjaka, kao osnov ...

33

Tabela 1. Morfoloske i fizioloske karakteristike B. licheniformis soj 1T

oblik ¢elija Stapic¢

veli¢ina ¢elija 2.16 x 0.63 pm
spore +

prosirenost sporangije —
Gram reakcija +

Glicerol +

Eritritol —

D-Arabinoza —
L-Arabinoza +

D-Riboza +

D-Ksiloza +

L-Ksiloza —

D-Adonitol —
Metil-pD-Ksilopiranozid —
D-Galaktoza +

D-Glukoza —

D-Fruktoza —

D-Manoza —

L-Sorboza —

L-Ramnoza —

Dulcitol -

Inozitol —

D-Manitol +

D-Sorbitol +
Metil-aD-Manopiranozid —
Metil-aD-Glukopiranozid +
N-Acetilglukozamin —
Amigdalin +

Arbutin +

Eskulin +

Salicin +

D-Celiobioza +

D-Maltoza +

D-Laktoza +
D-Melibioza —

D-Saharoza +

D-Trehaloza +

Inulin +

D-Melezitoza —
D-Rafinoza +

Amidon (skrob) +
Glikogen +

Ksilitol —

Genciobioza +
D-Turanoza +

D-Liksoza —

D-Tagatoza +

D-Fukoza —

L-Fukoza —

D-Arabitol -

L-Arabitol —

kalijum glukonat —
kalijum 2-ketoglukonat —
kalijum 5-ketoglukonat —
rast na 30°C +

rastna 37°C +

rast na 50° C +

rast na55° C +

rast na 60° C +

rast na 65° C +

Tabela 2. Morfoloske i fizioloSke karakteristike B. licheniformis soj 10/1

oblik ¢elija Stapié
veli¢ina ¢elija 3.59 x 1.38 um
spore +

prosirenost sporangije —
Gram reakcija +

Glicerol +

Eritritol —

D-Arabinoza —
L-Arabinoza +

D-Riboza +

D-Ksiloza —

L-Ksiloza —

D-Adonitol —
Metil-BD-Ksilopiranozid —
D-Galaktoza +

D-Glukoza +

D-Fruktoza +

D-Manoza +

L-Sorboza -

L-Ramnoza —

Dulcitol -

Inozitol —

D-Manitol +

D-Sorbitol —
Metil-aD-Manopiranozid —
Metil-aD-Glukopiranozid —
N-Acetilglukozamin +
Amigdalin +

Arbutin +

Eskulin +

Salicin +

D-Celiobioza +

D-Maltoza +

D-Laktoza —
D-Melibioza —

D-Saharoza +

D-Trehaloza +

Inulin —

D-Melezitoza —
D-Rafinoza —

Amidon (skrob) +
Glikogen +

Ksilitol —

Genciobioza +
D-Turanoza —

D-Liksoza —

D-Tagatoza +

D-Fukoza -

L-Fukoza —

D-Arabitol —

L-Arabitol —

kalijum glukonat —
kalijum 2-ketoglukonat —
kalijum 5-ketoglukonat —
rastna 30° C +

rastna 37°C +
rastna50° C +

rast na 55° C +

rast na 60° C +

rast na 65° C +

Ova bakterija zahvaljujuci sposobnosti sinteze ekstracelularnog enzima alfa amilaze,
(degradira a 1-4 glikozidne veze) sposobna je da razgraduje skrobne supstance kao §to
su rastvorljivi skrob iz pSenice, kukuruza, pirin¢a, je¢ma i dr. (Ikram-ul-Haq et al;
2005). B. licheniformis je cesto prisutan u kompostu i ima sposobnost sinteze
antifungalnih supstanci koje inhibiraju rast fitopatogenih gljiva (Phae et al; 1990). Pored
toga moze da produkuje antibiotik bacitracin koji inhibira rast patogenih enterobakterija:
Salmonella sp., Shigella flexineri, Staphylococcus aureus (Ichida et al; 2001), $to je
znacajno u procesu proizvodnje komposta.
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Iz uzorka stajnjaka izolovan je B. pumilus (soj 6T). To je gram pozitivna, Stapic¢asta
bakterija, veli¢ine ¢elija 2.07 x 0.71 um. (tab. 3).

Tabela 3. Morfoloske i fizioloSke karakteristike B. pumilus soj 6T

oblik Celija Stapié Metil-aD-Manopiranozid + Amidon (skrob) —
veli¢ina ¢elija 2.07 x 0.71um Dulcitol - Glikogen —

spore + Inozitol — Ksilitol —

prosirenost sporangije — D-Manitol + Genciobioza +

Gram reakcija + D-Sorbitol — D-Turanoza —

Glicerol + Metil-aD-Glukopiranozid — D-Liksoza —

Eritritol — N-Acetilglukozamin + D-Tagatoza +
D-Arabinoza — Amigdalin + D-Fukoza —

L-Arabinoza + Arbutin + L-Fukoza —

D-Riboza + Eskulin + D-Arabitol —

D-Ksiloza + Salicin + L-Arabitol —

L-Ksiloza — D-Celiobioza + kalijum glukonat —
D-Adonitol - D-Maltoza - kalijum 2-ketoglukonat —
Metil-pD-Ksilopiranozid — D-Laktoza + kalijum 5-ketoglukonat —
D-Galaktoza + D-Melibioza + rast na 30° C +
D-Glukoza + D-Saharoza + rast na 37° C +
D-Fruktoza + D-Trehaloza + rast na 50° C +
D-Manoza + Inulin — rast na 55° C +
L-Sorboza - D-Melezitoza — rast na 60° C +
L-Ramnoza — D-Rafinoza + rast na 65° C +

Za B. pumilus je karakteristicno da u uslovima visoke temperature i visokog
alkaliteta produkuje enzim alkalnu ksilanazu (Duarte et all; 1999). Ksilanaza je enzim
koji degradira ksilan, (komponenta hemiceluloze) prisutan u razli¢itom biljnom
materijalu, kao i otpadu iz tekstilne i prehrambene industrije. Takode je poznato da ova
bakterija produkuje ekstracelularne enzime koji razgraduju pektinske materije (Klug-
Santner et al; 2005), i predstavljaju potencijal za industrijsku proizvodnja termostabilne
pektinaze (Sharma et al; 2005).

Tabela 4. Morfoloske i fizioloske karakteristike B. amyloliquefaciens soj 10T

oblik ¢elija Stapié Dulcitol — Amidon (skrob) +
veli¢ina ¢elija 3.46 x 1.03 um | Inozitol — Glikogen +

spore + D-Manitol + Ksilitol —

prosirenost sporangije — D-Sorbitol — Gentiobioza +

Gram reakcija + Metil-aD-Manopiranozid — D-Turanoza —

Glicerol + Metil-aD-Glukopiranozid — D-Liksoza —

Eritritol — N-Acetilglukozamin + D-Tagatoza +
D-Arabinoza — Amigdalin + D-Fukoza —

L-Arabinoza + Arbutin + L-Fukoza —

D-Riboza + Eskulin + D-Arabitol —

D-Ksiloza — Salicin + L-Arabitol —

L-Ksiloza — D-Celiobioza + kalijum glukonat —
D-Adonitol — D-Maltoza + kalijum 2-ketoglukonat —
Metil-BD-Ksilopiranozid — D-Laktoza — kalijum 5-ketoglukonat —
D-Galaktoza — D-Melibioza — rast na 30° C +
D-Glukoza + D-Saharoza + rastna 37°C +
D-Fruktoza + D-Trehaloza + rast na 50° C +
D-Manoza + Inulin — rast na 55° C +
L-Sorboza — D-Melezitoza - rast na 60° C +
L-Ramnoza — D-Rafinoza — rast na 65° C +
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B. amyloliquefaciens je takode gram-pozitivna sporogena bakterija, Siroko
rasprostranjena u zemljiStu. Ova bakterija u morfoloSkom i biohemijskom pogledu
pokazuje veliku sli¢nost sa B. subtilis. Soj 10T koji je izolovan iz stajnjaka odlikuje se
dobrim rastom na temperaturama od 30 °C do 65 °C (tab. 4).

Primena bakterija kao biokontrolnih agenasa se u poslednje vreme intenzivno
izu¢ava (Souto et al; 2004, Yu et al; 2002). Znacajno mesto zauzimaju vrste iz roda
Bacillus za koje je dokazano da stvaraju razli¢ite antifungalne materije peptidne i
lipopeptidne prirode, kao $to su fungicin, iturin, bacilomicin i dr. Ove materije mogu
inhibirati rast fitopatogenih gljiva iz rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium.
B.amyloliquefaciens produkuje antifungalne komponente koje inhibiraju rast Fusarium,
Rhizoctonia solani i Scleroinia. Dokazano je da B.amyloliquefaciens stvarajuéi razli¢ite
izomere iturina A, inhibira rast R. solani u in vitro uslovima. (Yu et al., 2002). Pored
uloge koju ima u kontroli rasta fitopatogenih gljiva, B.amyloliquefaciens produkuje i
enzime, kao $to su a-amilaza, subtilisin i barnaze (a ribonukleaze).

Zahvaljujuci sposobnosti sinteze razli¢itih enzima, kao i sposobnosti sinteze
razli¢itih antifugalnih i antibakterijskih jedinjenja opravdano je uno$enje bakterijskih
populacija u stajnjak (Arkhipchenko et al., 2005), u cilju dobijanja kvalitetnog komposta.
Ove karakteristike bakterija iz roda Bacillus opravdavaju njihovu primenu u proizvodnji
zdravstveno bezbedne hrane.

Treba imati u vidu da su ovo aerobni procesi i da je neophodno obezbediti aerobne
uslove za normalan rast ovih bakterija.

4. ZAKLJUCAK

Broj sporogenih bakterija u stajnjaku je iznosio 2.1 x 107 g,

U ispitivanom uzorku je konstatovano prisustvo sporogenih aerobnih bakterija
Bacillus licheniformis, Bacillus pumulus i Bacillus amyloliquefaciens.

Svi izolovani sojevi se odlikuju dobrim rastom na temperaturi od 30 do 65 °C.

Biohemijske karakteristike ovih sojeva opravdavaju njihovu primenu u procesu
kompostiranja stajnjaka.
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IZOLATION AND CARACTERIZION SPOROGENIC THERMOPHILIC
BACTERIA FROM MANURE AS REASON FOR COMPOST PRODUCTION
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Abstract: This paper shows rezultates of izolation and identification thermophilic
bacteria from manure. Total number of sporogenic bacteria in manure was 2.1 x 107 g%
It is investigated presence of Bacillus licheniformis, Bacillus pumulus i Bacillus
amyloliquefaciens. These strains of bacteria, on basic enzymatic activity, can speed up
degradation organic mattery in manure and have a share in production high-quality
compost.
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manure, COmpost.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Lemunier+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Francou+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Rousseaux+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Houot+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Dantigny+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Piveteau+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Guzzo+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Ingham+SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Fanslau+MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Engel+RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Breuer+JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Breuer+JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Wright+TH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Reith%2DRozelle+JK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Zhu+J%22%5BAuthor%5D

