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Uticaj zagadenja
opuscima cigareta na
populacije bakterija u
zemljiStu

Rad se bavi ispitivanjem uticaja zagadenja
opuScima cigareta na mikroorganizme u zem-
ljistu. Poredeno je dejstvo supstanci iz opuSaka
tradicionalnih i opusSaka iQOS Heets cigareta
na populacije bakterija u zemljstu nakon odla-
ganja opuSaka u prirodu. Simulirajuci prirodne
uslove (suncevu radijaciju i kiSu), opusci su prvo
zraceni UV lampom razlicitim intervalima zra-
Cenja, i nakon toga potopljeni u rastvor dH,O
koji je titrovan do pH 5. Dobijenim ekstraktom je
prelivena zemlja, i potom pracena promena u
razlic¢itim populacijama bakterija izolovanih iz
te zemlje. Dobijeni rezultati pokazuju da se raz-
licite populacije bakterija smenjuju u zavisnosti
od vrste opuSaka (standardni ili Heets) i duZine
zracenja. Zakljuceno je da se u zemljiste nakon
odlaganja opusaka ispustaju razlicite koncen-
tracije i supstance standardnih i Heets cigareta,
kao i da vreme zracenja ima znacajan uticaj na
to koja ce se supstanca i u kojoj meri osloboditi
iz opuska u prirodnu sredinu.

Uvod

Prikupljanje i odlaganje otpada u Zivotnu sre-
dinu ima ogroman uticaj na Zivi svet. Otpad Steti
okolini izazivajudi zagadenje vazduha, vode i
zemljista, otrovni gasovi se ispustaju u atmo-
sferu, a opasne hemikalije odlaze u zemljiSte i
podzemne vode. Medu znacajnijim zagadiva-
¢ima Zivotne sredine u prvim redovima nalaze se
cigarete, koje pored zagadenja atmosfere duvan-
skim dimom, zagaduju i zemljiste, kao posledica
razlaganja opuSaka tokom kojeg se oslobadaju
toksi¢ne supstance. Procenjeno je da se prose¢no
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baci oko 150 opusaka na jednom kvadratnom
kilometru za mesec dana, dok je u samo jednom
danu sakupljeno 230 000 opusaka sa kalifor-
nijskih plaza za vreme Dana ¢iS¢enja obale 2000.
godine, Sto ih ¢ini najrasprostranjenijim otpadom
u svetu, stvarajuci znatan ekoloski, zdravstveni i
ekonomski teret (Qureshi 2014; Novotny et al.
2009).

Poslednjih godina, u svetu je uspostavljena
prozvodnja razli¢itih, novih vrsta cigareta. Pored
standardnih cigareta koje se zasnivaju na sago-
revanju duvana, upotrebljavaju se i cigarete koje
koriste razliCite tehnologije za zagrevanje ras-
tvora u kojima se nalazi nikotin u razli¢itim kon-
centracijama ili za zagrevanje duvana, kao $to to
rade cigarete iQOS Heets. Smatra se da se zagre-
vanjem duvana oslobadaju mnogo niZe kon-
centracije Stetnih hemikalija koje se nalaze u
duvanskom dimu, a da se kori§¢enjem tog pro-
izvoda smanjuje rizik obolevanja od bolesti
povezanih sa toksi¢nim dejstvom duvana. S
druge strane, mnogi tvrde da za to nema dovoljno
dokaza i da su Heets podjednako loSe po zdravlje
kao i obic¢ne cigarete (Lasseter ef al. 2017).

Cigarete su izgradene od stuba duvana, filtera
i papira koji je omotan oko stuba duvana. Vise od
3000 hemijskih supstanci su izolovane tokom
nesagorevajuce prerade biljke duvana, a kada
bacimo opusak, osim filtera i za njega vezanog
ostatka duvana, odlazemo u Zivotnu sredinu ¢itav
niz opasnih supstanci medu kojima su razni alka-
loidi (nikotin, kotinin, nornikotin, miozmin,
anatabin), teSki metali (kadmijum, gvozde, man-
gan, olovo, cink, bakar, kobalt), formaldehid,
polonijum-210, katarn, amonijak i mnoge druge
(Qureshi 2014).

Filteri cigareta su napravljeni od celulozo-
-acetata koji predstavlja najveci problem jer se
jako tesko razlaze u prirodi. Potrebne su dve
godine da bi opusak cigarete u prirodi izgubio
37.8% prvobitne mase (Bonanomi et al. 2015).
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Tako bionerazgradiv, celoluzo-acetat je fotoraz-
gradiv. Naime, ultraljubicasti zraci sunca posle
duZeg vremena mogu da delimi¢no degradiraju
filtere cigareta. Gradivni materijali pak, nikad ne
nestanu, ali postaju rastvorni u vodi ili zemljistu.
Zracenjem celulozo-acetata u vestackim uslo-
vima UV lampom (A= 254.3 nm) sa dodatkom
TiO2 i celulaze, degradacija je ubrazana. Posle
sedam dana zraenja masa celulozo-acetata opa-
dne za 8.7% (Jang et al. 2006; Novotny et al.
2009; Qureshi 2014.).

Bakterije su najmanji i najbrojniji mikroor-
ganizmi u zemljiStu. U samo jednom gramu ze-
mlje se nalazi na milijarde bakterija. Neke vrste
bakterija su jako osetljive na promene uslova u
staniStu i to rezultuje njihovim umiranjem, dok s
druge strane, postoje bakterije koje ovakve pro-
mene podnose dobro (Burgges i Raw 1967).

Cilj ovog rada je ispitivanje dejstva opuSaka
cigareta tradicionalnih i novih iQOS Heets ci-
gareta na populaciju bakterija u zemljistu, kao i
poredenje i ispitivanje Stetnosti opusaka po bak-
terijske populacije u zemljistu.

Materijal 1 metode

Procedure uzorkovanja, zracenja i tretiranja
zemlje dizajnirani su da Sto bliZe prikaZu pri-
rodne uslove. Za rad su koriS¢ene bakterije izo-
lovane iz zemlje, koja je uzorkovana u okolini
Istrazivacke stanice Petnica.

Odredivanje koli¢ine opusaka. Broj¢ano je
odredena koli¢ina opuSaka bacenih na povrsini
od 1050 m? Sume posle ,,Hills up” festivala na
Zlatiboru, kao i broj opusaka na livadi pored puta
povrsine 670 m?. Izradunata je srednja vrednost
broja bacenih opusaka po kvadrartnom metru
(Lozano-Rivas et al. 2015).

Uzorkovanje zemljiSta. Iz okoline Istra-
zivacke stanice Petnice uzeti su uzorci zemljista
sa dubine oko 5 cm pomocu $patula sterilisanih
na plamenu. ZemljiSte je preneto u sterilnim
posudama na ledu i Cuvano zamrzivacu na tem-
peraturi od —20°C.

Zracenje opusaka cigareta. Opusci stan-
dardnih 1 iQOS Heets cigareta ozraceni su UV
lampom talasne duzine 275 nm u trajanju od 8,
12124 h. Za svaki interval zracenja ozracena su
po Cetiri opuska standardnih i po Cetiri opuSaka
Heets cigareta (Puls et al. 2011; Hosono et al.
2007).
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Tretiranje zemlje i izolacija bakterija.
Prethodno ozraceni opusci (standardni i Heets)
stajali su jedan dan u vodi na pH 5. Nakon fil-
triranja, uzorci zemlje preliveni su sa po 22 mL
dobijenog ekstrakta. Takva zemlja je ostavljena
da stoji joS jedan dan. Iz svakog uzorka zemlje
uzeto je po 1 g i promesSano sa 100 mL destilo-
vane vode na 200-300 rpm na magnetnoj me-
Salici sat vremena. Napravljena su razblazenja od
1074, 107, 107° i zasejana na neselektivne LB
podloge. Bakterije su inkubirane preko nod€i i
potom zasejane na NA ¢vrste podloge (Eichorst
et al. 2007).

Gram-bojenje bakterijskih kolonija. Pre-
parati za bojenje po Gramu su pripremljeni po
standardnoj proceduri (Puki¢ i Mandi¢ 2003).

Odredivanje koncentracije metala pomocu
atomskog apsorpcionog spektrometra (AAS). 1z
osnovnih ratvora metala Mn, Fe, Zn, Cu, Pb, Cd,
Co napravljeni su medurastvori koji su dalje
koriséeni za pravljenje razblazenja svakog od
navedenih metala po uputsvu za pripremanje
standarda za AAS. Napravljeni su ekstrakti
neozracenih opusaka po protokolu: 2 g filtera i
2 g ostatka duvana neozracenih opuSaka poto-
pljeno je u 100 mL destilovane vode. Procedura
je ponovljena i sa Heets cigaretama. OpuSci
potopljeni u vodi stajali su jedan dan. Radena je
detekcija metala ekstrakta opusaka procedenih i
centrifugiranih na 8000 G, 10 min na 10°C da bi
se dobili Cisti rastvori bez taloga. Ekstrakti od
100 mL tradicionalnih i Heets opuSaka podeljeni
su u po dva uzorka od 50 mL i radena je detekcija
metala iz svakog uzorka. Sprovedeno je merenje
blanka za svako merenje razli¢itih metala u uzor-
cima (Moerman i Potts 2011).

Rezultati

Koncentracije metala. Koncentracije me-
tala u ekstraktima opuSaka, odredene atomskom
apsorpcionom spektrometrijom, prikazane su u
tabeli 1. Navedene su srednje vrednosti koncen-
tracija sa procenama greske na nivou poslednje
decimale. Rezultati AAS pokazuju da postoji
razlika u koncentracijama metala koji su se nala-
zili u ekstraktim opuSaka standardnih i Heets
cigareta, ali zbog malog uzorka ne moZze se nista
pouzdano reci o znacajnosti te razlike. Najizra-
Zenija razlika konstatovana je kod koncentracija
mangana i cinka: kod Heets opusaka za 30% je
nizZa.
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Slika 1. Bakterije izolovane iz zemlji$ta tretiranog ektraktima opuSaka nakon izlaganja UV zracenju tokom 8
Casova: a) kulture izolovane iz zemljista tretiranog ekstraktom standardnih cigareta; b) kultura Pseudomonas
spp. izolovana iz zemljidta tretiranog ekstraktom Heets cigareta (razblaZenje 10™*); ¢) Gram-pozitivne bakterije
izolovane iz zemljiSta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta, kolonija 1; d) Gram-pozitivne bakterije
izolovane iz zemljiSta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta, kolonija 2; e) Gram-negativne bakterije
izolovane iz zemljiSta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta, kolonija 3.

Snimci su napravljeni za razblazenje 10~ (osim ako je drugacije naglaseno) i pri uveéanju 100 puta.

Figure 1. Bacteria isolated from soil treated with cigarette butt extracts which were exposed to UV light for
8 h: a) Bacterial cultures isolated from soil treated with standard cigarette extract; b) Bacterial culture
Pseudomonas spp. isolated from soil treated with extract of iQOS Heets cigarette extract (dilution 107™);

¢) Gram-positive bacteria isolated from soil treated with standard cigarette extract, colony 1;

d) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with standard cigarette extract, colony 2;

e) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with standard cigarette extract, colony 3.

Footage was made at 10™° dilution (unless noted otherwise) and at 100 x microscope magnification.
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Slika 2. Bakterije izolovane iz zemljista tretiranog ektraktima opusaka nakon izlaganja UV zracenju tokom 12
Casova: a) kulture iz zemljista tretriranog ekstraktom standardnih cigareta; b) kulture iz zemljista tretiranog
ekstraktom Heets cigareta; ¢c) Gram-pozitivne bakterije iz zemljiSta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta;
kolonija broj 1; d) Gram-pozitivne bakterije iz zemljista tretiranog ekstraktom Heets cigareta, kolonija 1;

e) Gram-negativne bakterije iz zemljista tretiranog ekstraktom standardnih cigareta, kolonija 2 (razblaZenje
10™); f) Gram-negativne bakterije iz zemljita tretiranog ekstraktom Heets cigareta, kolonija 2.

Snimci su napravljeni za razblaZenje 10~ (osim ako je drugacije naglaseno) i pri uveéanju 100 puta.

Figure 2. Bacteria isolated from soil treated with cigarette butt extracts which were exposed to UV light for
12h: a) Bacterial cultures isolated from soil treated with standard cigarette extract; b) Bacterial cultures
isolated from soil treated with iQOS Heets cigarette extract; ¢) Gram-positive bacteria from soil treated with
standard cigarette extract, colony 1; d) Gram-positive bacteria isolated from soil treated with Heets cigarette
extract, colony 1; e) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with standard cigarette extract, colony 2
(10™ dilution); f) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with Heets cigarette extract, colony 2.
Footage was made at 107 dilution (unless noted otherwise) and at 100 x microscope magnification.
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Slika 3. Bakterije izolovane iz zemlji$ta tretiranog ektraktima opuSaka nakon izlaganja UV zracenju tokom 24
Casa: a) kulture izolovane iz zemljiSta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta; b) kulture iz zemljista
tretiranog ekstraktom Heets cigareta; c) Gram-pozitivne bakterije iz zemljista tretiranog ekstraktom
standardnih cigareta, kolonija 1; d); Gram-pozitivne bakterije iz zemljista tretiranog ekstraktom Heets
cigareta, kolonija 1; ) Gram-negativne bakterije iz zemlji§ta tretiranog ekstraktom standardnih cigareta,
kolonija 2; f) Gram-negativne bakterije izolovane tretiranog ekstraktom Heets cigareta, kolonija 2.

Svi snimci su napravljeni za razblaZenje 10~ i pri uveéanju 100 puta.

Figure 3. Bacteria from soil treated with cigarette butt extracts which were exposed to UV light for 24 h;

a) Bacterial cultures isolated from soil treated with standard cigarette extract; b) Bacterial cultures isolated
from soil treated with iQOS Heets cigarette extract; ¢) Gram-positive bacteria isolated from soil treated with
standard cigarette extract, colony 1; d) Gram-positive bacteria isolated from soil treated with Heets cigarette
extract, colony 1; e) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with standard cigarette extract, colony
2; f) Gram-negative bacteria isolated from soil treated with Heets cigarette extract, colony 2.

Footage was made at 10~ dilution and at 100 x microscope magnification.
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Tabela 1. Koncentracije metala u ekstraktima
opusaka

Metal Koncentracija (mg/L)
Standarni Heets opusci
opusci

Mn 2.17(9) 1.552(1)

Fe 0.31(1) 0.276(1)

Zn 0.323(1) 0.227(6)

Cu 0.23(1) 0.19(1)

Pb ispod granica detekcije

Cd ispod granica detekcije

Co ispod granica detekcije

Analiza izolovanih kultura. Na slikama 1, 2
i 3 prikazane su bakterijske kulture izolovane iz
tretiranog zemljiSta. Primeceno je da su se, u
zavisnosti od tipa cigareta i duZine zracenja,
razvile razlicite kolonije bakterija. Kolonije su
oznacene brojevima 1, 2 i 3 (slika 1a) za bakterije
izolovane iz zemljiSta tretiranog ekstraktom
standardnih opuSaka ozracenih 8 h, dok se iz
zemlje tretirane ekstraktom Heets opuSaka ozra-
¢enih 8 h razvila samo jedna bakterijska kultura
koja je kasnije identifikovana kao Pseudomonas
spp (slika 1b). Sli¢no su oznacene i bakterijske
kulture izolovane iz zemlje tretirane ekstraktima
standardnih i Heets opuSaka ozracenih 12 h
(slika 2) i 24 h (slika 3).
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Slika 4. Grafik zavisnosti broja bakterijskih kolonija
po mL od sati zraCenja opusSaka cigareta

Figure 4. Graphical dependence of number of
bacterial colonies on hours of UV radition of
cigarette butts
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Brojnost baketrijskih populacija. Bakte-
rijske kolonije su obeleZene na petri Soljama i
izbrojane, a zatim je izracunat broj bakterijskih
populacija u 1 mL. Dobijeni rezultati su prika-
zani na grafiku (slika 4). Na osnovu brojanja
pokazano je da je na pocetku tretamana ekstrak-
tom standardnih opuSaka ozracenih 8 h bilo oko
3000 -10° bakterijkih kolonija, dok je nakon
tretmana ekstraktom Heets opusaka bilo oko
1000 - 10? bakterijskih kolonija. Kako se broj sati
zrac¢enja povecava, primetan je pad u brojnosti
bakterijskih kolonija kod oba tretmana na pri-
blizno 100 - 10° bakterijskih kolonija.

Diskusija

Ovaj rad pokazuje da se iz standardnih i
Heets opusaka, pod uticajem vode i UV zracenja,
oslobadaju metali u razli¢itim koncentracijama.
Kao §to je veé pokazano u radu J. W. Moerman
(2011), iz opusaka koji su tokom jednog dana bili
potpopljeni u destilovanu vodu najvise se oslo-
bodilo mangana. Takode, detektovane su visoke
koncentracije Zn, Fe i Cu. Kod standardnih opu-
Saka se cink oslobodi u najviSoj koncentraciji
odmah posle mangana koji je pokazao statisticki
znacajno povecanje koncentracije, dok kod
Heets opuSaka, posle mangana najviSe se oslo-
bodi gvozda. Olovo nije registrovano i nalazi se
ispod granice detekcije, kao i kadmijum za koji je
veé pokazano u radu Moermanove i Pottsove
(2011) da ne moze biti detektovan nakon jednog
dana rastvaranja opusaka u vodi. Odstupanja su
takode dobijena kod cinka. Prema radu Moerma-
nove i Pottsove (2011) gvoZzde se kod standard-
nih cigareta ispusti u vi§im koncentracijama
nego cink, dok je ovde to obrnuto u slucaju stan-
dardnih opusaka cigareta.

Na prikazanim slikama izolovanih bakterija
iz zemlje tretirane ekstraktima standardnih i
iQOS Heets opusaka (slike 1, 2 i 3), moze se vi-
deti smenjivanje raznih bakterijskih kultura u
odnosu na vremena zracenja. U radu Micevske i
saradnika (Micevska et al. 2005) pokazana je
razlicita osetljivost gram-negativne bakterije V.
fischeri na razlicite koncentracije toksi¢nih ma-
terija iz opuSka. Gram-negativne bakterije su
tolerantnije na toksi¢ne supstance iz opusaka
nego Gram-pozitivne, dok su selektivne grupe
kao $to su Azotobacter ili nitrifikacione bakterije
posebno osetljive na zagadenje teSkim metalima.
Doelman i Haanstra (1979) su otkrili Gram-ne-
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gativne bakterije koje su otporne na olovo, a
Barkay et al. (1985) su otkrili populacije Pseudo-
monas spp. u muljevitom zemljiStu sa povece-
nom koncentracijom kadmijuma. Shodno
razli¢itim odstupanjima u kulturama, kako kod
Gram-pozitivnih, tako i kod Gram-negativnih
bakterija, teski metali oslobodeni u nasim ekspe-
rimentima mogu se dovesti u vezu sa varijabil-
nim prisustvom kolonija, $to je dokazano tokom
prethodnih istrazivanja. Samim tim, potrebno je
detaljnije i pojedinacno ispitati koji od metala
dovodi do izvesnih promena u tipu i broju ko-
lonija, u zavisnosti od koncentracija i odnosa
tokom razgradivanja opuSaka. Takode, dalja
ispitivanja su neophodna i u cilju utrvdivanja
znacajno visokih koncentracija mangana, naro-
¢ito kod standarnih opusSaka.

Tako kadmijum nije detektovan, moZze se pret-
postaviti da je on ipak prisutan, jer je u zemljiStu
tretiranom ekstraktom 8 h zrac¢enih Heets opusa-
ka uticao na rast dominante vrste Pseudomonas
spp., koji je najosetljiviji na dejstvo kadmijuma.
U radu Viskovske i saradnika (Wyszkowska et
za bakterijske zajednice kadmijum, bakar, olovo,
cink i hrom, $to bi moglo da znaci da su upravo
detektovani olova i cinka imali najveci uticaj na
ostale bakerijske populacije. Takode, ako bi se
poredio i uticaj zracenja obe vrste opuSaka na
bakterije, moZe se primetiti da sa produzavanjem
vremena zracenja viSe rastu populacije otpornijih
bakterija na toksi¢ne supstance iz opusaka, tj.
populacije Gram-negativnih bakterija.

Na prikazanom grafiku (slika 4) smanjenje
rasta kolonija priblizno je isto i kod oba tipa opu-
Saka sa povecanjem duZine zracenja. To moZe
sugerisati na poveéeno oslobadanje Stetnih sup-
stanci iz opuSaka sa povecanjem zracenja. Kod
tretmana Heets opuScima prvo je zabeleZen rast
bakterijskih kultura Pseudomonas spp., zatim je
doslo do smanjenja bakterijskih populacija, i
medu njima nije bio prisutan Pseudomonas
(slike 2b1i 3 b).

Zakljucak

Na osnovu smanjenja broja bakterijskih ko-
lonija proporcionalno duzini zracenja opusaka,
mozemo pretpostaviti da osetljivost bakterijiskih
populacija u zemlji na toksi¢ne supstance iz
opuska zavisi od vrste bakterija i njihove otpor-
nosti, kao i od koncetracije supstanci koje se
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ispuste u zemlju. U naSem radu se takode prime-
¢uje da i zracenje, odnosno stepen razgradnje
opus$aka, ima bitan uticaj na smenjivanje domi-
natnih bakterijskih kolonija izolovanih iz zemlje.

Rezultati pokrecu neka pitanja i dileme kao
Sto je razlika u koncentracijama teskih metala i
ostalih otrovnih supstanci standardnih i iQOS
Heets opusaka koja se ogleda u razvijanju ra-
zli¢itih bakterijskih kolonija u odnosu na vrste
opusaka i duZinu zracenja, pogotovo kada je
mangan u pitanju. DuZe zraCenje opusSaka, kao i
detaljniji uvid u sepratnom uticaju toksic¢nih sup-
stanci iz opusaka na bakterije, mogu biti samo
neka od pitanja bududih istraZivanja. Takode,
determinisanje opusSaka biohemijski i tacno
odredivanje koncentracije alkaloida, celulozo-
-acetata i drugih toksi¢nih supstanci, uz preciznu
indentifikaciju vrsta i podvrsta bakterija iz zem-
IjiSta mogu biti samo neke od odrednica buducih
istraZivanja.
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Marija Dukic

The Effect of Cigarette Butt

Pollution on Bacterial Populations in
Soil

This paper examines the impact of cigarette
butt pollution on soil microorganisms. The ef-
fects of disposed traditional cigarettes and iQOS
Heets cigarettes on the bacterial populations in
soil were compared. Simulating natural condi-
tions (solar radiation and rain), cigarette butts
were first irradiated with a UV lamp at different
radiation intervals and then immersed in a dH,O
solution that was titrated to pH 5. Soil was water-
ed with the obtained extract and that was follow-
ed by changes in different bacterial populations
isolated from that soil. The obtained results show
that different populations of bacteria change de-
pending on the type of cigarette (standard or
Heets) and depending on the length of radiation.
It was concluded that different concentrations
and substances of standard and Heets cigarettes
are released into the soil after the cigarette has
been disposed of, and that the irradiation time has
a significant effect on which substance and to
what extent it will be released from the cigarette
butt into the natural environment. o
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