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Uvod 1

1. UVOD

Sa industrijskom revolucijom doslo je do intenzivnog uticaja ¢oveka na prirodu i svet
oko njega. Nivo ekoloske svesti bio je veoma nizak, te se tezilo Sto vecoj produktivnosti i
ekonomskoj isplativosti, koja nije uzimala u obzir naruSavanje prirodne ravnoteze i danas
neophodna sredstva da se negativne posledice industrijalizacije otklone, ako je to joS moguce.
Prema politici odrzivog razvoja razvoj tehnologija treba da je u smeru eliminacije negativnih
efekata po prirodu. Medutim, nisu sve zemlje u finansijskoj mogucnosti da mogu u dogledno
vreme da napuste stare tehnologije. Takode, prisutne su posledice dosadasnjeg delovanja i
potrebno ih je otkloniti.

XX. vek ostaée upamcéen kao vek nafte. Sa pojavom nafte kao energenta doslo je do
najintenzivnijeg privrednog rasta i celokupna danasnja civilizacija poCiva na primeni nafte.
Prve buSotine iskopane su 1857. godine u Nemackoj. Iako su rezerve nafte znacajno iscrpljene
1 ve¢ se razmislja o alternativnim vidovima energije, ipak posledice primene nafte ostace jos
mnogo vekova nakon prestanka njene primene. Nafta i naftni derivati mogu da izazovu
ekoloske katastrofe usled akcidentnih izlivanja usled havarija na postrojenjima za crpljenje,
transport 1 preradu nafte. Vecina komponenata nafte je toksi¢na za ¢oveka i Zivi svet uopste, a
naro¢itu paznju privlace policiklicni i aromati¢ni ugljovodonici kod kojih je dokazana
kancerogenost.

Kao posledica izlivanja nafte i derivata usled bombardovanja Rafinerije nafte Novi
Sad u podzemnoj vodi izvoriSta Ratno ostrvo detektovani su ugljovodonici i mineralna ulja.
Obzirom da takvo zemljiSte natopljeno naftom i derivatima neminovno predstavlja opasnost
za ljude 1 uopSte Zivi svet, a sa druge strane je i stalni izvor zagadenja podzemnih voda,
neophodno je izvrSiti sanaciju zagadenog lokaliteta. Za uklanjanje nafte kao zagadivaca
koriste se razli¢ite remedijacione tehnike, medu kojima se izdvaja mikrobioloska degradacija
zagadivacCa poznata kao bioremedijacija. Ona se moze podeliti na dva osnovna tipa: prirodnu
(pasivnu) bioremedijaciju, koja se odvija kada pogoduju faktori sredine, i tehnicku (pojacanu)
bioremedijaciju, gde se mikrobioloska aktivnost pospesuje upotrebom sistema za cirkulisanje
fluida 1 nutrijenata kroz zagadenu sredinu.

Predmet izucavanja ove disertacije je pasivna bioremedijacija naftom i derivatima
nafte zagadenih podzemnih voda na lokalitetu Ratno ostrvo 1 pospeSivanje procesa
bioremedijacije zemljiSta 1 podzemne vode zagadenih naftom 1 derivatima nafte na
laboratorijskom postrojenju u cilju sanacije ugrozenog lokaliteta.

Cilj je utvrditi da li podzemna voda izvoriSta poseduje autopurifikacionu mo¢,
odnosno, da li te¢e proces prirodne bioremedijacije pod dejstvom abiotickih i bioti¢kih faktora
sredine, da bi definisali da li pasivna bioremedijacija moze uspesno da ukloni zagadenje.
Istrazivanja pasivne bioremedijacije podzemnih voda data u literaturi se odnose na odredene
lokalitete ili na strogo kontrolisane laboratorijske uslove i ne mogu se u potpunosti preneti na
zagadene podzemne vode na lokalitetu Ratno ostrvo, posto lokalitet Ratno ostrvo poseduje
specificne uslove. Stoga je potrebno odrediti parametre koji karakteriSu procese



2 Doktorska disertacija

biodegradacije na datom lokalitetu da bi se bolje razumeli procesi koji se odvijaju u
kompleksnoj sredini.

Dalje, cilj je, ispitivanjem tehnicke bioremedijacije zemljista 1 podzemne vode
zagadenih naftom i derivatima nafte na laboratorijskom postrojenju, dobiti preliminarna
saznanja potrebna za projektovanje bioremedijacije in-situ na ugrozenom lokalitetu radi
poboljSanja postignutih efekata pasivne bioremedijacije. PospeSivanje bioremedijacionih
procesa u zagadenom zemljiStu 1 podzemnoj vodi postize se primenom mikroorganizama
adaptiranih ekoloSkim inZenjeringom da razgraduju naftu i derivate i primenom tehnika koje
¢e prilagoditi uslove sredine potrebne mikroorganizmima za transformaciju i razgradnju nafte
i derivata. Potrebno je definisati optimalno tehnicko reSenje za bioremedijaciju zagadenog
sloja.
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2. OPSTI DEO

2.1. Zagadenje zivotne sredine naftom i derivatima nafte

Industrija nafte 1 prirodnog gasa obuhvata niz sloZzenih tehnoloskih procesa, koji su
potencijalna zariSta zagadenja. Prilikom vadenja, transporta, obrade i primene nafte mogu se
izazvati ekoloske katastrofe, bilo da se radi o nastalom otpadu ili slu¢ajnim havarijama (slika
1).

Svaka sirova nafta sadrzi lakSe frakcije slicne benzinu i teZe frakcije katrana i
parafina. U zavisnosti od izvora, konzistencija sirove nafte moze varirati od lake, isparljive
teCnosti, do viskozne, polucvrste supstance. Gustina nafte je, bez obzira na njeno poreklo
uvek manja od gustine vode i kreée se izmedu 670-980 kg/m’. Laki derivati nafte (benzini i
mlazna goriva) imaju manju gustinu Sto je posledica veceg sadrzaja lakSih ugljovodonika
(aromata i olefina). Viskoznost nafte je na 20 °C veca od viskoznosti vode, izuzev u slucaju
benzina koji imaju viskoznost v=0,7 x 10 m*s. U zavisnosti od sadrzaja parafina, viskoznost
nafte se kreée u irokom dijapazonu od 10 do 800 x 10 m*/s. Ova osobina je veoma znacajna
sa aspekta izlivanja nafte i transporta u podzemlju, obzirom da uslovljava njenu brzinu i nacin
kretanja kroz poroznu sredinu.

Generalno gledano, nafta se slabo rastvara u vodi, medutim neke komponente nafte se
dobro rastvaraju u vodi, kao Sto su benzen, toluen, etilbenzen i ksileni. Medutim,
rastvorljivost ¢ak 1 najslabije rastvorljivog ugljovodonika je mnogo veca od njihove
maksimalno dozvoljenih koncentracija u vodi.

Lako isparljivi ugljovodonici isparavaju sa mesta zagadenja formirajuc¢i gasne oblake,
Sto je pogodno za pronalazenje zagadenja, naroc¢ito kod podzemnih voda (Veselinovié¢ i dr.,
1995).

2.1.1. Ponasanje nafte u zemljiStu

Nafta i derivati nafte se razli¢ito ponasaju kada dospeju na povrsinu zemljista. Sirova
nafta ima vecu gustinu i viskozitet 1 sporije se kre¢e kroz zemlju u odnosu na derivate nafte
koji brze prodiru u podzemlje te tako predstavljaju veéu opasnost za zagadenje podzemlja i
podzemne vode. Pored karakteristika nafte 1 derivata na njihovo kretanje kroz zemlju uticu 1
karakteristike samog zemljiSta, klima, vegetacija i prisutna mikroflora.

Izlivanjem nafte na povrSinu zemljista dolazi do naruSavanja njegove strukture,
zatvaranja pora i slepljivanja Cestica zemljiSta. Time se menja rezim kretanja i koliine
kiseonika Sto izaziva izumiranje aerobnih organizama koji svojim uticajem razaraju pedoloski
sloj (Markovi¢ i dr., 1996).
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Slika 1. Mesta najcesce pojave naftnog zagadenja (oznaceno strelicama)
(Markovic i dr., 1996)

Nafta koja se izlila na povrsinu zemljiSta migrira na slede¢i nacin (slika 2):

1. Nafta se krece nanize kroz nezasi¢eno zemljiSte pod uticajem gravitacije. U ovoj
fazi nafta se krece i bo¢no pod dejstvom kapilarnih sila.

2. Nakon dostizanja nivoa podzemne vode nafta se krece u tri faze:

» kao gasna faza iznad zagadene vode
» kao Cista faza
= kao faza rastvorenih ugljovodonika

Horizontalno i vertikalno kretanje u delu zemljista iznad podzemne vode zavisi od
poroznosti tla i prirode ugljovodonika od kojih je sastavljena nafta Sto otezava preciziranje
tatnog oblika zagadenja.
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Slika 2. Faze migracije nafte koja se razlila na povrsinu terena (Dimkic i dr., 1999).

2.1.2. PonasSanje nafte u vodi

Kada se zbog nepaznje, akcidentne situacije, zastarelog tehnoloskog procesa ili
neminovnosti same tehnologije nafta pojavi u vodi, dolazi do pojave razli¢itih procesa na ¢iji
intenzitet utiCu fizicko-hemijske karakteristike same nafte tj, njenih derivata, geoloSke i
morfoloske osobine tla, klimatski uslovi itd. Kada nafta dospe na povrSinu vode ona obrazuje
naftnu mrlju koja naruSava razmenu toplote, vlage 1 gasova (naroCito kiseonika) izmedu
hidrosfere i atmosfere. Mrlja spreava i prodor suncevih zraka u vodu. Nakon izlivanja nafte
na povrsinu vode, pod uticajem spoljasnjih faktora dolazi do isparavanja laksih frakcija (sa
nizom tackom kljucanja), gustina nafte se povecava i ona tone na dno. Nafta moze da dospe
na dno 1 usled njene adsorpcije na teSkim cCesticama peska ili mulja (Dorci¢, 1987).
Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici su slabo rastvorni u vodi, ali se koncentriSu na
suspendovanim Cesticama organske materije, §to znatno smanjuje moguénost njihove
razgradnje. Na proces sorpcije uticu mineraloski sastav tla, temperatura, pH 1 karkteristike
samog jedinjenja. Sorpcija je najintenzivnija na cesticama peska, gline 1 organske materije Sto
je vezano za veli€inu i strukturu ovih Cestica. Pored PAH-ova koji imaju hidrofobne osobine i
samim tim se dobro akumuliraju u sedimentu, adsorbuju se i alkani (normalni i razgranati) i to
u vecoj meri nego cikli¢ni i aromati¢ni ugljovodonici. Koncentracija organskih zagadujuc¢ih
materija u sedimentu je u dinamickoj ravnotezi sa koncentracijom u vodenom rastvoru iznad
sedimenta (Eglinnton, 1975). PAH-ovi mogu biti prisutni u sedimentu u Sest razli¢itih formi:
kao pojedina¢ni polutanti, u obliku tecnog filma, adsorbovani na Cesticama sedimenta,
adsorbovani u organskoj materiji sedimenta, rastvoreni u vodi koja se nalazi u porama
sedimenta 1 mogu biti prisutni u obliku ¢vrste ili te¢ne faze u porama (Cuypers i dr., 1998).
Sorpcija PAH-ova na povrSini sedimenta i zemljiSta se direktno povezuje sa sadrzajem
organskog ugljenika u sorbentu, dok je sorpcija PAH-ova na ¢elijama bakterija kompleksnija
(Stringfellow i Alvarez-Cohen, 1999).
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Glavni procesi koji doprinose razlaganju nafte u vodi ili na vodenim povrSinama su:
isparavanje, rastvaranje, emulgovanje, disperzija, taloZenje, oksidacija i mikrobioloska
degradacija. Lakse i isparljivije komponente nestaju brze tako da se sirova laka nafta i laka
ulja razlazu daleko brze nego teSka sirova nafta i teska ulja za loZenje koja sadrze manji
procenat lakih frakcija (Dorcic¢, 1987).

Isparavanje nafte i njenih derivata je vazan faktor ¢iji se znacaj sastoji u
odstranjivanju visoko toksi¢nih komponenata malih molekulskih masa. Isparavanjem se
smanjuje zapremina izlivene nafte, njena zapaljivost i toksi¢nost, ali se povecava viskoznost 1
gustina ostatka, tako da postoji moguc¢nost da ostatak potone. Isparavanje, takode, usporava i
Sirenje naftne mrlje.

Rastvaranje nafte u vodi je veoma slabo i ogranic¢eno je na lakse frakcije.

Mehanizam emulgovanja rezultira formiranjem stabilne emulzije poznate pod
nazivom "Cokoladna mahovina". To je emulzija tipa voda u ulju koja sarzi vise od 50 % vode.
Emulgovanje usporava razlaganje nafte zbog manjeg izlaganja nafte uticaju vode i vazduha.

Disperzija mehanicki ili hemijski doprinosi povecanju povrSinskog zagadenja i
njegovom prodoru u podzemne slojeve. Ona uti¢e selektivno na rastvorljivost ulja, tako Sto
povecava povrSinu oblasti na kojoj je ulje izliveno 1 time povecava rastvorljivost
komponenata male molekulske tezine. Kombinacija povecanja povrSine zagadenja i
rastvorljivosti stimuliSe, takode, 1 biodegradaciju.

TaloZenje nafte nastaje kao posledica starenja nafte usled ¢ega dolazi do povecanja
gustine izlivenog ulja. Kada gustina ulja postane veca od gustine vode ulje ¢e potonuti. Ulje
takode moze potonuti ako je prethodno bilo adsorbovano na teskim cesticama peska i mulja.
Pretpostavka je da ulje, odnosno nafta koja potone biva raznesena strujama i1 na kraju pada na
dno. U toku taloZenja i na dnu nastavljaju se procesi razgradnje koji se drastiéno smanjuju ako
se ulje prekrije muljem ili peskom. U tom slucaju dolazi do anaerobne razgradnje koja je
znatno usporena, pa se ¢ak moze i zaustaviti (Dorcic, 1987).

BioloSka razgradnja je faktor od izuzetne vaZnosti za procese razgradnje naftnih
ugljovodonika. Stepen bioloske razgradnje uslovljavaju brojni faktori vezani za sastav nafte i
fizicko kretanje zagadenja, kao 1 prisutnost mikroorganizama 1 potrebnih nutritienata,
temperature i kiseonika.

Na slici 3 prikazan je tok procesa kojim se ulje razlaze i gubi na vodenoj povrsini.

PRVA FAZA l DRUGA FAZA

ISPARAVANIE |

1Zuv
wia

FOTOOKSIDACIJA KUGLICE KATRANA /

DISOCIJAC!IA

SAMQPRECISCAVANE

DGESTIIA
ADSORPCIJA

DISOCIJACIIA

DAN NEDELJA MESEC GODINA

Slika 3. Prikaz procesa razgradnje ulja u toku vremena (Dorcié¢, 1987)
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2.1.3. Toksi¢no delovanje nafte

Ugljovodonici iz nafte se lancem ishrane prenose na sve organizme nezavisno od
nacina njihovog dospevanja u zivotnu sredinu. Posebno znacajni u pogledu toksi¢nosti su
hlorovani, aromaticni i policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici.

Glavni izvor benzena je dispozicija iz atmosfere i spiranje sa naftnih platformi. U
zivotnu sredinu se godiSnje ispusti 4 miliona tona ove supstance. Benzen izaziva oStecenje
centralnog nervnog sistema, kicmene mozdine, prouzrokuje promene u krvi ukljucujuci
anemiju 1 leukemiju 1 ispoljava kancerogeno dejstvo (Jerina i Daly, 1974). Ksilen je
jedinjenje koje se u zivotnoj sredini nalazi u raspodeli 99,1% vazduh, 0,7% voda, 0,1%
sediment. Toluen iz zagadenih povrSinskih voda isparava u atmosferu. Poluzivot mu je oko 5
casova. Toluen, etilbenzen i ksileni izazivaju oStecenje centralnog nervnog sistema, ali su
relativno manje Stetni u poredenju sa benzenom, obzirom da podlezu oksidativnim
transformacijama u organizmu i na taj nain se lako eliminiSu (Ram i dr., 1990). Lako
isparljivi aromati¢ni ugljovodonici se najvise zadrzavaju u atmosferi gde podlezu reakcijama
transformacije sa nascentnim kiseonikom, peroksi- ili hidroksi-radikalima ili sa ozonom
(Dalmacija, 1997). U poredenju sa ostalim naftnim ugljovodonicima, aromatic¢ni
ugljovodonici imaju vecu rastvorljivost u vodi i na taj nacin lako dospevaju do nezasti¢enih
povrsina zivotinja i biljaka, pri ¢emu ispoljavaju razarajuce dejstvo (Markovic i dr., 1996).

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici ili poliareni su Siroko rasprostranjeni
kontaminanti zivotne sredine i ¢ine izuzetno veliku i raznoliku grupu organskih jedinjenja.
Njihovo prisustvo je utvrdeno u uzorcima vazduha, sedimenta, vode, ulja, katrana i
prehrambenih proizvoda (Harvey, 1991, 1997; Cerniglia, 1992). PAH mogu dospeti u zivotnu
sredinu kao proizvodi sagorevanja fosilnih goriva, gasifikacije uglja, spaljivanja otpada,
prerade drveta, dok su akcidentna izlivanja ugljovodonika i ulja glavni izvori PAH u zZivotnoj
sredini (Freeman i Cattel, 1990; Giger i Blumer, 1974). Pojedini PAH nastaju u znatno
manjoj meri kao biosintetski proizvodi bakterija, algi i biljaka.

PAH spadaju u grupu organskih jedinjenja sa dva ili viSe kondenzovana aromati¢na
prstena. Ekoloski znacajni PAH se nalaze u nizu od naftalena (dva prstena) do koronena
(sedam prstenova) i utvrdeno je da ispoljavaju toksi¢ne, mutagene i kancerogene efekte
(Neilson, 1998, Mersch-Sundermann i dr., 1992; Juhasz i dr., 1997). Naime, PAH koji u
molekuli sadrze 4-6 kondenzovana aromati¢na prstena, odgovorni su za preko 75%
potencijalnog kancerogenog dejstva (MacRae i Hall, 1998; Mix, 1984, Marvin i dr., 1999).

Americka agencija za zaStitu Zivotne sredine (United States Environmental Protection
Agency; US EPA) i1 Evropska unija (European Union; EU) su odlucili da se odredenih 16
PAH nadu na listi prioritetnih polutanata, a to su: naftalen, acenafftilen, acenaften, fluoren,
fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo[a]antracen, krizen, benzo[b]fluoranten,
benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen, benzo[g, h,i]perilen i indeno[l,2,3-
cd]piren (Kornmiiller i Wiesmann, 1999, Keith i Telliard, 1979).

Najtoksi¢niji PAH je benzo[alpiren (3,4-benzopiren). Nastaje nepotpunim
sagorevanjem drveta 1 fosilnih goriva. U ogranizam Coveka pored ostalih izvora dospeva i
preko zivotnih namirnica u koje ulazi iz zemljiSta, vode, vazduha, ambalaze, tokom prerade i
pripreme hrane kao i sintezom u namirnicama (Markovi¢ i dr., 1996).
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2.2. Remedijacione metode i tehnike

Za uklanjanje nafte kao zagadivaca koriste se razliCite remedijacione tehnike koje se
mogu podeliti na nekoliko nacina na:
¢ tehnike koje ne menjaju i tehnike koje dovode do transformacije i degradacije zagadenja,
e nebioloske i bioloske tehnike,
¢ konvencionalne i inovacione.

Pod tehnike koje ne menjaju zagadenje spadaju dve grupe tehnika: tehnike
solidifikacije i stabilizacije i tehnike separacije.

Prvu grupu Cine tehnike koje podrazumevaju prevodenje zagadujuée supstance u
¢vrsto stanje, njenu stabilizaciju 1 sve potrebne procese da se izbegne Sirenje povrSine
zahvacene zagadivaCem kao §to je na primer naftna mrlja. Ovi procesi su usmereni na
smanjenje  pokretljivosti 1 toksi¢nosti naftnih ugljovodonika smanjenjem njihove
rastvorljivosti 1 isparljivosti 1 propustljivosti medijuma. To se postize meSanjem ili
ubacivanjem agenasa u cilju formiraja kristalnog, staklenog ili polimernog okruzenja
zagadenja. Solidifikacija se izvodi materijjama na bazi silikata i1 cementa, kreca,
termoplastiénih materijala 1 organskih polimera. U ovu grupu spadaju sledece tehnike:
biostabilizacija, pojaana sorpcija, in-situ precipitacija/koprecipitacija, in-situ meSanje
zemljiSta, asfaltna obrada, dodavanje kreca, dodavanje pozolonickih agenasa (cementni
materijali), vitrifikacija (formiranje staklenog matriksa), postavljanje nepokretnih reaktivnih
barijera, postavljanje prekrivaca i slabo-propusnih zidova i dr.

Drugu grupu Cine metode i tehnike koje obuhvataju separaciju zagadivaca od
kontaminiranog medijuma, njihovu mobilizaciju i ekstrakciju. Ove metode uspesno se
primenjuju za uklanjanje lako isparljivih i rastvorljivih naftnih ugljovodonika. Da bi se
efikasno razdvojilo zagadenje od medijuma najceS¢e se Kkoriste poviSena temperatura,
hemijski reagensi, vakuum ili provodenje struje kroz sloj zemljista. U ovu grupu spadaju
sledece tehnike: ispumpaj-i-tretiraj (eng. pump-and-treat), vakuum ekstrakcija isparenja iz
zemljiSta (eng. soil vapor extraction, SVE), produvavanje vazduha (eng. air stripping),
produvavanje pare, crpljenje nevodenog sloja tecnosti, in situ ispiranje (eng. flushing)
zemljista (rastvaracima, povrSinski aktivnim materijama i dr.), ex situ pranje (eng. washing)
zemljista (hemijskim reagensima), termalna desorpcija, frakturisanje (obrazovanje pukotina),
elektrokinetika, elektroosmoza i dr.

Pod tehnike koje dovode do uklanjanja zagadenja putem njihove degradacije ili
transformacije spadaju one koje koriste hemijske reakcije, termicke ili bioloske procese.
Tehnike zasnovane na hemijskim reakcijama su: injektovanje hemikalija (oksidacija,
redukcija 1 imobilizacija (formiranje reduktivne zone), supstitucija), reaktivne barijere, odn.
zidovi (barijera od elementarnog gvozda) i sl. Termicka remedijacija obuhvata incineraciju i
pirolizu. Tehnike zasnovane na bioloSkim reakcijama su pasivna i tehni¢ka bioremedijacija
(biostimulacija 1 bioaugmentacija) - bioreaktori sa suspenzijom, biogomile, povrSinska obrada
zemljiSta, kompostiranje, bioprovetravanje i bioproduvavanje, primena organskih biofiltera,
postavljanje nepokretnih reaktivnih barijera sa mikroorganizmima, fitoremedijacija i dr.

Procesi bioloske transformacije i degradacije zagadivaca pomocu mikroorganizama su
poznati generalno kao bioremedijacija.
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2.3. Bioremedijacija

Bioremedijacija je kompleksan proces. Bioloska degradacija se obavlja u ¢elijama
mikroorganizama, koji resorbuju neki zagadiva¢, pa u slucaju da poseduju odgovarajuce
enzime dolazi do razgradnje zagadujuce supstance u odgovaraju¢e metabolite. Ugljovodonici
iz nafte sluZze kao izvor nutrienata i energije za rast i razvoj mikroorganizama, koji ih
razgraduju do naftenskih kiselina, alkohola, fenola, hidroperoksida, karbonilnih jedinjenja
(aldehidi 1 ketoni), estara i na kraju do ugljenik(IV)-oksida i vode (Eglinnton, 1975; Markovi¢
idr., 1996).

2.3.1. Mehanizmi i proizvodi razgradnje ugljovodonika

Istraziva¢i bioremedijacije su dosli do velikog broja informacija o mehanizmima
biooksidacije, nastalim produktima 1 o uticaju reakcionih uslova pre nego S§to se
bioremedijaciona tehnologija pocela komercijalno primenjivati. Mikroorganizmi koji mogu da
razgraduju razliCite klase jedinjenja, 1 pod aerobnim i pod anaerobnim uslovima, bili su
prilicno dobro ispitani kao i njihova potreba za odgovaraju¢im pH, nutrijentima, kiseonikom,
temperaturom, redoks-potencijalom i vlagom (Brown i dr., 1993).

Tausson je objavio rane studije o metabolizmu ugljovodonika i izolovao je bakterijske
vrste sposobne da oksiduju naftalen, antracen 1 fenantren. Kasnije, Sisler 1 Zobell su
demonstrirali da bakterije iz mora mogu brzo da oksiduju benzo(a)antracen do ugljenik(I'V)-
oksida (Sisler i Zobell, 1947). Senez 1 Konovaltschikoff-Mazoyer su prvi sugerisali da su
normalni alkani enzimatski napadnuti na prvom C-atomu (C1 pozicija) (Senez i
Konovaltschikoff-Mazoyer, 1956). Na kraju, Leadbetter 1 Foster su prvi koji su posmatrali,
definisali i izvestili o kooksidaciji ugljovodonika ranije smatranih otpornim na oksidaciju 1
asimilaciju (Leadbetter i Foster, 1959).

Zavisno od koli¢ine prisutnog kiseonika u zemljiStu bioremedijacija se moze odvijati
pod aerobnim i anaerobnim uslovima.

2.3.1.1. Aerobna degradacija

Aerobnu razgradnju vrse aerobni mikroorganizmi, i na nju, pored kiseonika, znacajan
uticaj ima prisustvo mineralnih soli, temperatura i pH. Aerobni mikroorganizmi zahtevaju
soli azota, fosfora, kalijuma, magnezijuma, gvozda, cinka i dr. Najve¢i rast bakterija i gljivica
oksidanasa ugljovodonika zapaza se u temperaturnom intervalu od 25 - 40 °C. Medutim
mikroorganizmi pokazuju veliku prilagodljivost na uslove rasta, pa i na temperaturu.
Optimalni pH za biorazgradnju se kre¢e izmedu 7 1 8,5. Medutim, promena kiselosti sredine
moze uticati na promenu dominantne vrste mikroorganizama pa time i uslova za
mikrobioloSku razgradnju. Degradacija nafte opada sa povecanjem dubine sedimenta i
anaerobije.

Metil grupe na krajevima molekula alkana i u aromatima (toluen, ksilen) podlezu
reakcijama oksidacije, gde prvo nastaje alkohol, potom aldehid i na kraju karboksilna kiselina.
MikrobioloSskom degradacijom toluena moZe nastati benzaldehid i benzoeva kiselina (Seyfried
i dr., 1994). Alkil grupe podlezu reakcijama subterminalne oksidacije dajuc¢i keton ili
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hidroksi-derivat. Tako, iz heksana nastaje 2-hidroksiheksan i 2-ketoheksan (Patel i dr., 1980)
itd. Alkani podlezu i reakcijama dehidrogenacije: iz n-heptana nastaje 1-hepten (Chouteau i
dr., 1962). Cikloalkani podlezu reakcijama oksidacije: moze do¢i do hidroksilacije
cikloheksana pri ¢emu nastaje cikloheksanol (deKlerk i van der Linden, 1973), moze da se
stvara keto-derivat pri ¢emu nastaje cikloheksanon (Beam i Perry, 1973) a mogu se deSavati i
reakcije dehidrogenacije cikloalkana.

Aromati¢na jedinjenja podlezu reakcijama hidroksilacije 1 gradenja ketona.
Hidroksilacija je nespecificna i nekad vodi ka gradenju ketona ili hinona. Naj¢es¢i proizvod je
dihidrodiol kad se dve OH grupe uvode na dva susedna C-atoma. Iz benzena moZze nastati
fenol 1 hidrohinon (Burback i Perry, 1993).

Zavisno od supstrata i mikroorganizma mogu nastati razli¢iti proizvodi prilikom
otvaranja aromaticnih prstenova. MoZe se otvoriti samo jedan, nekoliko ili svi prstenovi. U
aerobnim uslovima otvaranjem prstena u molekulu se formiraju dve karboksilne ili jedna
karboksilna 1 jedna hidroksilna grupa.

Degradacija benzena bakterijama zapocinje formiranjem cis-dihidrodiola, zatim sledi
dehidrogenacija do katehola (Gibson i dr., 1968) i1 potom dolazi do otvaranja prstena (Hogn i
Jaenicke, 1972) (slika 4).

Slika 4. Biodegradacija benzena bakterijama

Bakterijska degradacija naftalena je ista kao kod benzena - prvo dolazi do
dioksigenacije (cis-1,2-dihidrodiol (Jerina i dr., 1984)), potom sledi dehidrogenacija (1,2-
dihidroksinaftalen (Patel i Gibson, 1974)) 1 na kraju dolazi do otvaranja prestena (salicilat 1
katehol (Eaton i Chapman, 1992)) (slika 5).

Slika 5. Biodegradacija naftalena bakterijama
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Kod PAH-ova prvo dolazi do dioksigenacije (antracen prelazi u cis-1,2-dihidrodiol
(Akhtar i dr., 1975), fenantren u cis-1,2- i cis-3,4-dihidrodiol (Koreeda i dr., 1978),
benz(a)antracen u cis-1,2-, cis-8,9- i cis-10,11-dihidrodiol (Jerina i dr., 1984) itd. Potom
nagradeni dihidrodioli dehidrogenacijom daju katehole, zatim dolazi do otvaranja prstena i
oksidativne degradacije produkata razgradnje (slika 6).

_-OH OH OH OH
—~O0L. e —QL,— QX
COOH COOH OH
OH
Slika 6. Biodegradacija antracena bakterijama

Policiklicni aromati¢ni ugljovodonici metabolitickom aktivacijom ispoljavaju
mutageni i karcinogeni bioloski potencijal (Harvey, 1991).

2.3.1.2. Anaerobna degradacija

Anaeroban proces se odvija pod dejstvom anaerobnih mikroorganizama i on je toliko
spor da je njegov znacaj zanemarljiv. Ipak je ustanovljeno da anaerobna razgradnja moze
uzeti maha nakon §to je nafta prethodno bila izlozena aerobnim mikroorganizmima (Jobson i
dr., 1979). Anaerobna razgradnja ugljovodonika moguca je u dubljim slojevima nafte, tj. u
dubini naftonosnih nalazista bez dotoka vazduha. Pobudivaci anaerobne degradacije su
najceS¢e sulforedukujuce bakterije. Reakcija sulfata pod dejstvom mikroorganizama
predstavlja oksido - redukcioni proces. Pri tome se sulfati redukuju do sumporvodonika, a
ugljovodonici oksidisu.

Pod anaerobnim uslovima procesi razgradnje su specifi¢niji, na primer, Ciste kulture
bakterija iz toluena mogu nagraditi benzilsukcinat, a iz ksilena metilbenzilsukcinat. Kod
aromata moze do¢i i do redukcije dvostrukih veza, tako su testovi sa mikrobioloskim
kulturama pokazali redukciju jedne ili viSe dvostrukih veza u benzenovom prstenu pod
anaerobnim uslovima: iz benzena moze nastati cikloheksen, a iz toluena 4-metilcikloheksanol
(Grbic-Galic i Vogel, 1987).

2.3.2. Faktori bioremedijacije

Uspostavljanje bioremedijacionog sistema zavisi od prirode samog zagadenja
(odnosno njegove biodegradabilnosti), prisutne mikrobioloske zajednice 1 od
hidrogeohemijskih karakteristika zemljista (CISB, 1993).
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2.3.2.1. Priroda zagadenja

Neke vrste mikroorganizama mogu da koriste naftu kao izvor ugljenika, neke vrste
nafta ubija ili inhibira, dok na neke vrste ne utic¢e. Fizicke i hemijske karakteristike nafte uti¢u
na stepen 1 brzinu njene degradacije (Haus et al., 2001).

Fizi¢ki uticaji od znaCaja za biodegradivnost su: viskoznost, fotoliticka aktivnost,
isparavanje, mehanicka disperzija, rastvaranje, bioemulzifikacija i sorpcija.

Viskoznost utice na Sirenje naftne mrlje, a time i na povecanje povrSine pogodne za
napad mikroorganizama koji teze da se koncentriSu na dodirnoj povr$ini nafta - voda. Nafta
male tecljivosti prosuta pri hladnijim uslovima otpornija je na biorazgradnju. Fotoliticki
proizvodi polarniji 1 time podlozniji biodegradaciji od jedinjenja od kojih su nastali. Tecni
ugljovodonici su podlozniji biorazgradnji od onih u ¢vrstom agregatnom stanju.

Kao poseban faktor od uticaja na biodegradaciju moze se razmatrati koncentracija
pojedina¢nih komponenata u nafti. Pojedina jedinjenja u visokim koncentracijama, npr. fenol,
m- 1 p-krezol, ne mogu biti razgradeni zbog njihove toksi¢nosti, dok pri niskim
koncentracijama podlezu biorazgradnji.

Sto se tice hemijskog sastava nafte, n-alkani se razgraduju brze od drugih grupa
jedinjenja. Takode n-alkani srednje duZine lanca su manje toksicni i brze se razgraduju od n-
alkana velike duzine lanca (duzih od 30 C atoma) ili cikloalkana. Razgradnju alkana inhibra
njihova razgranatost, narocito pri niskim temperaturama.

Lako isparljiva jedinjenja, benzen, toluen, etilbenzen i ksileni (BTEX), relativno lako
se razgraduju usled viSe faktora: relativno su rastvorni u vodi, mogu sluziti kao primarni
elektron-donori za mnoge bakterije, brzo se razgraduju 1 bakterije koje razgraduju BTEX
brzo rastu u prisustvu kiseonika.

PAH-ovi se sporo razgraduju zbog kompleksne strukture, niske rastvorljivosti i jakih
sorptivnih karateristika. Vreme poluraspada PAH-ova male molekulske mase (naftalen,
alkilnaftalen) iznosi nekoliko dana u atmosferi, nedelja u vodi, meseci u zemljistu 1 oko
godinu dana u sedimentu. PAH-ovi ve¢e molekulske mase, sa pet ili Sest kondezovanih
prstenova u molekulu su znatno stabilniji, sa vremenom poluraspada od nekoliko nedelja do
nekoliko godina (Faust i Hunter, 1971). Efikasnost biodegradacije individualnih PAH-ova u
sedimentu opada sa porastom broja kondenzovanih prstenova u molekulu, tako da se petoclani
i Sesto¢lani PAH-ovi veoma teSko razgraduju (Stefess, 1998).

2.3.2.2. MikrobioloSka zajednica

Da bi uklanjanje zagadenja bilo efikasno potrebno je obezbediti odgovarajuce
naftnooksidujuée mikroorganizme, u dovoljno velikom broju, kao i optimalne uslove za
njihov rast i razvoj kao $to su dovoljne koli¢ine azota i fosfora (Petrovi¢, 1984). NajceSce se
primenjuje autohtona mikroflora, koja se izoluje iz zemljiSta i razmnozava u bioreaktorima.

Pored kvasaca iz rodova Candida (C. lipolytica, C. tropicalis), Hansenula, Torulopsis,
Rhodotorula 1 gljiva iz rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma 1 druge,
osnovnu ulogu u biodegradaciji ugljovodonika nafte imaju bakterije, medu kojima dominiraju
vrste iz rodova Pseudomonas, Vibrio, Arthrobacter, Aeromonas, Acinetobacter i druge.

Nedostatak katabolickog puta za biodegradaciju odredenih ksenobiotika danas se
prevazilazi tehnikama bioinZenjeringa, jer biohemijski putevi mogu da evoluiraju. U tom
smislu razmena geneti¢kih informacija izmedu razli¢itih vrsta i sojeva, putem plazmida, moze
znatno da ubrza ove procese. Tako je, na primer, primena genetickih metoda rezultirala
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razvojem sojeva Pseudomonasa koji su sposobni da degradiraju Sirok niz hlorobenzoata 1
hlorfenola. Ukoliko je sproveden genetski inZenjering mikroorganizama proces se naziva
bioaugmentacija (CISB, 1993).

Bioremedijacija zavisi ne samo od vrste i koncentracije zagadenja 1 prisutne
mikrobiloSke zajednice, ve¢ 1 od hidrogeohemijskih karakteristika zemljista.

2.3.2.3. Hidrogeohemijske karakteristike zemljiSta

Bilo o kom tipu bioremedijacije da se radi, uspesno uspostavljanje procesa ciS¢enja na
zagadenom lokalitetu ometano je heterogenos¢u zemljiSta i teSko¢om osmatranja. Pogodno
zemljiSte je ono koje je moguce kontrolisati.

Kod spontane bioremedijacije nema nikakvih intervencija. Kriticni parametar za
uspesno sprovodenje spontane bioremedijacije je predvidljivost toka podzemne vode u
vremenu 1 prostoru. To je vazno da bi smo mogli znati gde ¢e mikroorganizmi delovati (da li
na svim mestima gde je prisutno zagadenje) i da li ¢e delovati dovoljno brzo da bi sprecili
Sirenje zagadenja putem podzemne vode.

Prirodne karakteristike zemljiSta kod tehnicke bioremedijacije su manje vazne nego
kod spontane bioremedijacije zbog toga jer se koristi tehnologija za manipulaciju prirodnim
uslovima. Kriti¢ni parametar za uspesno sprovodenje tehnicke biremedijacije je propustljivost
podzemnog materijala za fluide (vodu i vazduh).

Kod oba sistema zagadena zona teze Ce se tretirati ako postoje naprsline, pukotine ili
druge nepravilnosti koje izazivaju strujanje fluida oko zagadenja.

Nevodeno-fazne tecnosti (naftni produkti i hlorovani rastvaraci) otezavaju
remedijaciju. Koncentracija vodonerastvornog zagadenja koje ometa cirkulaciju fluida zavisi
od zagadenja i zemljiSta. Zagadenje u koncentraciji manjoj od 10000 mg/kg zemljiSta Cesto ne
smanjuje protok vode i1 vazduha, jer je na tom nivou zagadenje nepokretno i zauzima mnogo
manje pukotina nego voda.

Nutrijenti su esencijalni za metabolizam organskih materija od strane
mikroorganizama (Norris i Eckenfelder, 1991; Oh et al., 2001). Izbor nutrijenata je mnogo
vazniji za in-situ nego za ex-situ tretman. Prilikom izbora nutrijenata potrebno je voditi
ra¢una o vremenu njihovog zadrzavanja u zemljiStu. Svi potrebni elementi za proces
biooksidacije u zemljiStu 1 podzemnoj vodi su skoro uvek prisutni u visku izuzev azota i
fosfora. Primena azota i fosfora je bila predmet mnogih istrazivanja. U ranim radovima
(Helmers i dr., 1951) predlagana je primena azota od 4,3 kg na 100 kg biohemijski
potroSenog kiseonika i fosfora od 0,6 kg na 100 kg BPK. Potreba za nutrijentima zavisi od
toga u kojoj se meri obnavljaju nutrijenti iz mrtvih mikroorganizama, koja koli¢ina zagadenja
je prevedena u CO; 1 koja koli¢ina nutrijenata ve¢ postoji na lokalitetu. Vecina istraZivaca
preporucuje da se primenjuje 3-10 kg azota i 0,3-1 kg fosfora na 100 kg biodegradabilnog
organskog ugljenika. Potreba za nutrijentima moze se odrediti i laboratorijskim testovima. U
nekim slucajevima proces moze te¢i i bez dodatka nutrijenata. Izvor fosfora je najcesce so
fosforne kiseline, a izvor azota moZe biti amonijumova so, nitratna so, urea ili kombinacija
razli¢itih supstanci. Upotreba nutrijenata je zabrinjavajuca jer oni mogu da povecaju nivo
nitrata u podzemnoj vodi. Takode, zabrinjavaju¢i je 1 rezidual amonijum-jona jer oni mogu da
predu u nitrate. Ortofosfati mogu da prouzrokuju taloZzenje gvozda, kalcijuma 1 magnezijuma,
1 zato treba da se primenjuju uz veliku paznju. Tripolifosfati rastvaraju gvozde, kalcijum i
magnezijum i u mnogo manjoj meri izazivaju blokadu sistema. Ako se koriste soli natrijuma,
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glinovito zemljiSte moze da nabrekne 1 smanji propustljivost i za vodu i za vazduh. U nekim
slucajevima proces moze teci i bez dodatka nutrijenata.

lako su azot i fosfor vazni za mikroorganizme oni manje limitiraju spontanu
bioremedijaciju nego elektron-akceptori. Veéina komercijalnih bioremedijacionih projekata
koristi kiseonik kao elektron-akceptor, iako se mogu koristiti i drugi elektron-akceptori za
mikrobioloSku razgradnju organskih jedinjenja (nitrati, sulfati, gvozde(Ill)-joni) (Norris i
Eckenfelder, 1991).

Primena Kkiseonika izuzetno vazna. Kiseonik i nutritienti u prvoj generaciji
bioremedijacionih tehnika su dodavani putem cirkulacije podzemne vode ali su postupci
biodegradacije koji su se odigravali bili ograni¢eni malom rastvorljivos¢u i nestabilno$¢u
kiseonika u vodenom rastvoru (Brown 1 dr., 1993). Zbog potrebe za vecim koli¢inama
kiseonika sve viSe se primenjivao vodonik-peroksid. Primenom vodonik-peroksida znacajno
se povecava koli¢ina kiseonika (10-50 puta vise kiseonika nego do tada primenjivanim
aeracionim sistemima), medutim, njegova primena ima ograni¢enja, jer u nekim tipovima
zemljiSta moze do¢i do prebrze dekompozicije vodonik-peroksida i do obrazovanja
zacepljenja (Britton, 1985).

U poslednje vreme se sve viSe koristi rasprSivanje vazduha (Brown i Jasinlewicz,
1992). RasprSivanje vazduha podrazumeva injektovanje vazduha ispod vodene table radi
zasi¢enja podzemne vode vazduhom i1 na taj nacin se obezbeduje kiseonik. RasprSivanje
vazduha je relativno jeftino i kiseonik se moZze distribuirati kroz sve zemljiSte odjednom, $to
je bolje nego osloniti se na front kiseonika koji se kre¢e kroz zemljiste.

Varijacije temperature utiCu na sve bioloske procese (Norris i Eckenfelder, 1991;
Algappan i Cowan, 2004). Veéina aerobnih biologkih tretmana se odvija u osegu 4-39 °C.
Bioremedijacioni sistem ne moze biti praktiCan pod veoma toplim i veoma hladnim
vremenskim uslovima bez kontrolisanja temperature u zemljiStu. Na primer, u hladnom
periodu vazduh se moze produvavati u toku toplijeg dela dana ili se moZe produvati topao
vazduh. Na srecu, in-situ bioremedijacioni proces c¢esto moze te¢i u prihvatljivom
temperaturnom opsegu bez preduzimanja bilo kakve aktivnosti radi kontrolisanja temperature.

Biooksidacioni procesi su uobic¢ajeno efikasni unutar odredenog pH opsega. Vecina
procesa je prakticno ogranic¢ena u opsegu 5-9 pH jedinica sa optimalnim intervalom 6,5-8,5
(Norris i Eckenfelder, 1991). Karateristike zemljiSta mogu da se menjajuju zbog prisustva
minerala u akviferu u obliku karbonata koji puferuju promene pH Sto utice na biolosku
produkciju CO; ili drugih kiselina ili baza (CO; nastao biooksidacijom kada se rastvara u vodi
obrazuje ugljenu kiselinu). Bitno je da se u toku tretmana ne menja pH vrednost.

2.3.2.4. Sorpcija

Organski molekuli mogu da ne budu biodostupni jer su sorbovani na ¢vrstu fazu ili se
nalaze u nevodenoj fazi ili su zarobljeni fizickim matriksom zemljiSta, sedimenta ili akvifera.
Povrsina zemljiSta moze dramati¢no da smanji aktivnost prirodnih mikroorganizama. Ta
povrSina moZze da promeni dostupnost organskih jedinjenja, koncentraciju razli¢itih organskih
i neorganskih nutrijenata, pH, odnos kiseonika, zadrzi inhibitore, mikroorganizme ili smanji
aktivnost ekstracelularnih enzima. Aktivna povrSina mogu biti minerali gline, organske
frakcije (ili huminske materije) zemljista, druga kompleksna jedinjenja ugljenika ili nekad
amorfni gvozde- ili aluminijum-oksidi ili hidroksidi. Glavni procesi sorpciju odvijaju se na
povrsini minerala gline i huminskih materija, jer oni mogu da imaju veliku povrSinu. Po
jedinici mase, na primer, gram gline ima povr§inu od 20-80 m”. Povriina zemljista deluje
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¢esto adsorpcijom, Sto se odnosi na zadrzavanje rastvorka originalno prisutnog u zemljiSnom
rastvoru sa povrSinom ¢vrstog materijala. Apsorpcija moze biti takode prisutna, $to se odnosi
na zadrzavanje rastvorka sa masom zemljiSta pre nego sa povrSinom. Sorpcija obuhvata oba
procesa.

Mnogi faktori vrSe uticaj na sorpciju organskih jedinjenja. To su vrsta i koncentracija
rastvoraka u zemljiSnom rastvoru, vrsta i koli¢ina minerala gline, koli¢ina organskih
jedinjenja u zemljiStu 1 sedimentu, ukljucujuéi 1 prisustvo specificnih jedinjenja, pH,
temperatura i sl.

Mnogo paznje je posveceno sorpciji organskih jedinjenja 1 na glini i na organskoj
materiji zemljiSta i sedimenta i vazno je razmotriti hemiju sorpcije na tim glavnim
konstituentima zemljista 1 akvati¢nog sedimenta. Mineral gline kaolinit ima manju povrSinu 1
manji kapacitet sorpcije nego montmorilonit jer su slojevi blisko zajedno i molekuli su
adsorbovani za spoljnu povrSinu gline. Kod montmorilonita struktura gline moze da se rasiri i
takva struktura moze da adsorbuje molekule sa obe strane povrsine gline. Organski molekuli,
neorganski nutrijenti i voda moze da penetrira izmedu slojeva kristala minerala.

Adsorpcija moze da ukljuci fizicke i Van der Wallsove sile, vodoni¢ne veze, jonsku
izmenu ili hemisorpciju. Veliki molekuli mogu da se vezu vodoni¢nim vezama, a mali
molekuli jonskom izmenom. Minerali gline i koloidne organske materije su negativno
naelektrisani. Glina moze da ima jone vodonika, kalcijuma, kalijuma ili magnezijuma na
povrsini, ali pozitivno naelektrisana organska materija moze da zameni katjone ve¢ prisutne
na povrsini gline 1 tako da se zadrzi na povrSini minerala. Pozitivno naelektrisana jedinjenja
mogu biti adsorbovana i na organskoj frakciji zemljiSta jer su huminska jedinjnja negativno
naelektrisana. PovrSina gline ili huminski koloidi mogu da zadrzavaju organske katjone na taj
nacin. Anjonski organski molekuli se uglavnom odbijaju zbog negativno naelektrisane
povrsine (Morrill et al., 1982).

Organska frakcija zemljista i sedimenta je odgovorna za sorpciju mnogih jedinjenja,

narocito hodrofobnih. Mnogi PAH-ovi 1 drugi nepolarni polutanti su sorbovani uglavnom na
prirodnim organskim materijama pre nego na glini. Stepen ovog zadrzavanja je direktno u
korelaciji sa koeficijentom raspodele oktanol-voda, Kow 1 procentom organskog ugljenika u
zemljiStu ili sedimentu. Postoje dva pristupa kako se hidrofobni molekuli zadrzavaju na
organskoj materiji. Jedan pristup je da je u pitanju proces fizicke sorpcije na organskoj
materiji, gde se javlja fizicko vezivanje rastvorka na organskoj Cvrstoj fazi, tj. na spoljnoj
povrsini ili u porama (Calvet, 1989). Po drugom pristupu, hidrofobni molekuli difunduju u
organsku materiju viSe kao prelaz hidrofobnog jedinjenja iz vodenog u organski rastvara¢ u
kome je dobro rastvoran, tj. molekul je distribuisan u unutrasnju zapreminu organske materije
(Chiou, 1989).
Katjonski organski molekuli mogu biti sorbovani na katjon-izmenljivu stranu minerala gline
1/ili huminske povrSine. Anjonska jedinjenja su slabo sorbovana na mineralima gline, ali ona
mogu biti umereno zadrzana na organskoj povrsini. Kompleksna organska materija zemljista
je uglavnom sorbent za nejonska organska jedinjenja.

Nekad se formiraju stabilne veze koje mogu biti kovalentne veze izmedu
niskomolekularnih jedinjenja 1 kopleksnih prirodnih huminskih supstanci. Rezultat toga su
nove hemijske vrste.
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2.3.2.5. Ogranic¢avajucdi faktori bioremedijacije

Postoji niz faktora koji ometaju uspeSno uspostavljanje procesa bioremedijacije na
zagadenom lokalitetu (CISB, 1993).

Zagadenje moze biti “nevidljivo” za mikroorganizme ako je suviSe niska
koncentracija zagadenja, ako je zagadenje u nevodenoj fazi (u rastvoru koji se ne mesa lako sa
vodom 1 zato putuje odvojeno od podzemne vode kroz zemlju), ako je adsorbovano za
povrSinu zemlje ili u porama tako malim da ih voda cirkulacijom teSko ispira. U takvim
slucajevima treba dodati hemijske agense koji ¢e mobilisati zagadenje. Organsko zagadenje
moze biti pokrenuto dodavanjem surfaktanata. Male koli¢ine surfaktanata smanjuju
povrsinski napon i zagadenje prelazi u vodenu fazu. Kada se primenjuju velike kolicine
surfaktanata dolazi do spajanja molekula surfaktanata u koloide uz gradenje micela. Organsko
zagadenje rastvara se u micelama i transportuje se sa vodom u njima, tako da nemamo pravo
povecanje koncentracije u vodenoj fazi i biodegradacija nije pove¢ana. U nekim slucajevima
bakterije proizvode sopstvene surfaktante.

Zagadenje mozZze biti foksicno za mikroorganizme. Neka toksi¢na jedinjenja mogu biti
razgradljiva u malim koncentracijama, ali u velikim koncentracijama u vodenoj fazi mogu da
uniStavaju mikroorganizme.

Mikroorganizmi preferiraju lako ragradljiva jedinjenja ili ona jedinjenja koja daju
najvise energije. Prirodna jedinjenja mogu da ometaju proces biodegradacije zagadenja zbog
selektivne razgradnje, a mogu i da pomazu ukoliko podsti¢u razvoj mikroorganizama pa time
omogucuje razgradnju i onih jedinjenja koja su zbog niske koncentracije “nevidljiva” za
mokroorganizme.
zagadenja.

Moze se desiti da je nemoguce ukloniti zagadenje do niskih koncentracija, iako su
uslovi za biodegradaciju dobri, jer jednostavno moze biti favorizovana neka druga reakcija.

Usled mikrobioloskog rasta moze do¢i do akumulacije mikroorganizama blizu bunara
1 moze do¢i do zecepljenja akvifera, $to izaziva smanjenje efikasne cirkulacije rastvora
nutrijenata. Protozoe mogu da uklone zacepljenje jer se hrane mikroorganizmima. Primenjuju
se dve tehnike da se spreci zaCepljenje: dodaju se nutrijenti i supstrat u porcijama tako da
nema nagomilavanja blizu mesta injektiranja i dodaje se vodonik-peroksid kao izvor
kiseonika i jak dezinficijens (razgraduje se do kiseonika i vode).

2.3.3. Kinetika bioremedijacionih procesa

Istrazivanja kinetike procesa bioremedijacije teku u dva pravca: prvi je proucavanje
faktora koji utiCu na koli¢inu transformisanih jedinjenja u toku vremena; drugi pravac
istrazivanja je odredivanje oblika krivih koje opisuju transformacije i, ispitivanje koji od
grafika dekompozicije najbolje fituje metabolizam datih jedinjenja u mikrobioloSkoj kulturi u
laboratorijskom mikrokosmosu, ili, ponekad, na terenu. Zbog ometaju¢ih faktora
kompleksnosti procesa nemoguce je tacno predvideti vreme trajanja bioremedijacije.
Odredivanja iz literaturnih vrednosti stepena degradacije su korisna, ali manje ta¢na jer ona ne
uzimaju u obzir specificne karakteristike zemljiSta, temperaturu, vlagu, i, najceSce,
prilagodavanje bakterija specificnom zagadenju.  Istrazivanje kinetike biodegradacije u
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prirodnom okruzenju je cesto empirijsko, 1 njime se oslikava osnovni nivo znanja o
mikrobioloSkoj populaciji i njenoj aktivnosti u datom okruzenju (Hohener et al., 2003). Jedan
primer empirijskog pristupa je model:

- dC/dt = kC",

gde je C koncentracija supstrata, t je vreme, k je konstanta nestajanja jedinjenja, n je
parametar fitovanja, red reakcije (Hamaker, 1972). Kod ovog modela moze se fitovati kriva
nestajanja supstrata menjanjem n i k dok se ne dobije dobar fit. Iz ove jednacine evidentno je
da je brzina proporcionalna stepenu koncentracije supstrata. Naucnici koji proucavaju
kinetiku ne prikazuju uvek da li je model koji koriste baziran na teorijskoj ili empirijskoj
osnovi, i da li konstante u jednacini imaju fizicki smisao ili su samo parametri fitovanja
(Bazin i dr., 1976).

Biodegradaciona kinetika moze se aproksimirati kinetikom prvog reda. Ona
dozvoljava da se u bilo koje vreme predvida koncentracija iz poluvremena biodegradacije.
Ako su uspostavljeni optimalni uslovi, remedijacijono vreme zavisi od poluvremena
degradacije, pocetne koncentracije u najzagadenijem zemljistu i krajnje koncentracije koja se
zeli posti¢i. Mnogi istrazivaci prihvataju kinetiku prvog reda zbog lakog predstavljanja i
analiziranja podataka, jednostavnosti graficke zavisnosti log preostalih jedinjenja od vremena
u vidu prave linije sa malim odstupanjem linije fita od tacaka, i zbog lakog predvidanja
koncentracije kada je jednom odredeno vreme poluZivota. Ovaj pristup je najmanje pouzdan
pri veoma visokim i veoma niskim koncentracijama zagadenja. Uzimaju¢i istu pocetnu
vrednost, razliCiti kineticki modeli ¢e predvideti ogromno razli¢ite koli¢ine zaostalih
jedinjenja na kraju (Roncevic et.al., 2005).

Promene reda reakcije mogu se sumirati kao:

brzina = - dC/dt = kC"
gde je k — konstanta, C — koncentracija, n — red reakcije.
U reakcijama prvog ili nultog reda, jednacina je:
-dC/dt=k  zareakciju nultog reda;
-dC/dt=KkC zareakciju prvog reda.

Kod reakcije drugog reda brzina je proporcionalna drugom uticaju (npr.kvadratnom)
koncentracije pojedinog molekula reaktanata (brzina = kC”) ili u drugim prilikama
koncentraciji dva reaktanta (brzina = kC;C;). U oba slucaja koncentracija oba jedinjenja
ukljucena je u promene reakcije sa vremenom.

Za in-situ tretman akvifera vreme tretmana se odreduje racunanjem vremena koje je
potrebno za distribuciju nutrijenata i kiseonika kroz zemljiste. Uobicajeno je da je limitirajuci
faktor distribucija kiseonika. U tom sluc¢aju, vreme remedijacije moze se proceniti iz ukupne
potros$nje kiseonika ("total oxigen demand"-TOD) - 3 kg za svaki kilogram biodegradabilnih
organskih jedinjenja, stepena reinjektovanja podzemne vode i koncentracije kiseonika u
reinjektovanoj vodi. Za ta¢niju procenu potrebno je adekvatno modelovanje akvifera i dobro
odredivanje kontaminirane mase (Stout et al., 2001, Koussis et al., 2003). Modeli se takode
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mogu koristiti za razvoj konceptualnog 1 detaljnog dizajna i uredenje operativnog sistema
(Falatico, 1990). Za analize u dubini sedimenta pogodni su detaljniji modeli koji ukljuc¢uju
transport i stepen degradacije (Borden, 1991).

Kod ex-situ tretmana zemljiSta, remedijacijono vreme generalno ne zavisi od
transporta nutrijenata 1 kiseonika 1 moze se grubo odrediti iz degradacionog stepena,
odredenog u laboratorijskim testovima sa uzorcima doneSenim sa terena.

Slede¢i faktori Cesto ometaju jednostavnu ekstrapolaciju kinetike opisane ovde na
prirodne uslove.

e Razlic¢ite barijere mogu da ogranice ili spree kontakt izmedu mikrobioloskih ¢elija 1
njihovih organskih supstrata.

e Mnogi organski molekuli sorbuju se na glini ili humusu zemljista ili sedimenta, i kinetika
dekompozicije sorbovanih supstrata moze biti potpuno razli¢ita od one koju ima isto
jedinjenje slobodno u rastvoru.

e Prisustvo drugih organskih molekula, koji mogu da se metaboliziraju od strane
biodegradirajucih vrsta, moze da umanji ili povec¢a konzumaciju ispitivanih jedinjenja.

e Primena neorganskih nutrijenata, kiseonika, ili faktora rasta, moze da uti¢e na brzinu
transformacije i onda ¢e proces biti regulisan difuzijom tih nutrijenata ili brzinom
njihovog nastajanja ili regeneracije od strane drugih stanovnika zajednice.

e Mnoge vrste mogu da metaboliziraju ista organska jedinjenja simultano.
e Protozoe ili moguée vrste koje parazitiraju na biodegradirajuc¢oj populaciji mogu da
upravljaju rastom, veli¢inom ili aktivno$¢u populacije odgovorne za biodegradaciju.

e Mnoge sintetiCke hemikalije ili polutanti imaju previse nisku rastvorljivost u vodi, i
kinetika njihovih transformacija moze biti potpuno razliita za jedinjenja koja su u
vodenoj fazi.

e Celije aktivne populacije mogu biti sorbovane ili razvijene u mikrokolonije, i kinetika
procesa izazvanih sorbovanim bakterijama ili mikrokolonijama jo$ je nereSiva.

e Mnoga organska jedinjenja nestaju samo posle perioda aklimatizacije, i metoda jo$ ne
postoji koja moze da predvidi duzinu ovog perioda ili o¢ekivani procenat vremena
izmedu pojave jedinjenja i njihove totalne destrukcije. Dakle, skoro sve kinetike koje se
primenjuju ignorisu period aklimatizacije (prilagodavanja).

2.3.3.1. Uticaj procesa difuzije i sorpcije na modeliranje kinetike biodegradacije

Posto je koncentracija supstrata vazna promenjiva u modelima kinetike
biodegradacije, drugi procesi koji smanjuju koncentraciju supstrata treba da uticu na brzinu
degradacije. U zemljiStu mogu biti prisutni fizicki i hemijski procesi, na primer, difuzija do
nepristupacnog zemljista i sorpcija. Ukoliko se ne razmatra kinetika difuzije i sorpcije mogu
se javiti nedostaci u modelu predvidanja sudbine polutanata u simuliranim laboratorijskim
merenjima (Van Genuchten i dr., 1974, Davidson i Chang, 1972). Sorpcija je uobicajeno
predstavljana kao brzo uravnotezujuci, povratni proces, ali kineticke studije su pokazale da je
sorpcija bolje predstavljena kao dvofazni proces sa po€etnim brzim korakom (<lh) koji je
prac¢en duzom, sporijom fazom (dani) (Cameron i Klute, 1977; Karickhoff, 1980, McCall i
Agin, 1985). Brzina sorpcije i difuzije do nepristupa¢nog zemljiSta moze biti priblizna sa
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mnogim brzinama biodegradacije 1 tako se ti abiotiCki procesi mogu efikasno takmiciti sa
mikroorganizmima za supstrat.

Sorpcija hemijskog jedinjenja ima glavni uticaj na biodegradaciju datog jedinjenja.
Ipak, veoma mala paznja je posvecivana kinetici biodegradacije sorbovanih molekula. Brojni
modeli su predlozeni za biodegradaciju jedinjenja koja su pocetno sorbovana. Uobi¢ajeno, ovi
modeli uzimaju da supstrat mora biti u vodenoj fazi, da bi bio metaboliziran. U nekim ranim
modelima, na primer, koriS¢ene su konstante brzine desorpcije (k;), adsorpcije (kp) 1
biodegradacije (k3) (Furmidge i Osgerby, 1967):

kl k3
sorbovano ——» jedinjenjeu » proizvodi
jedinjenje < rastvoru biodegradacije
ko

Uz neke jednostavne pretpostavke, kinetiku prvog reda za biodegradaciju i koeficijent
raspodele (k;) za afinitet jedinjenja ka sorbentu, moZe se ocekivati da ¢e polu-Zivot jedinjenja
biti jednak k,/ks (Briggs, 1976). Model Dao-a i Lavy-a (1987) takode koristi konstante brzine
za adsopciju, desorpciju i biodegradaciju, ali njihov model pretpostavlja da je samo supstrat u
vodenoj fazi metaboliziran i da su adsorpcija i desorpcija u osnovi trenutne. Ako je desorbcija
relativno brza u odnosu na brzinu biodegradacije 1 ako je brzina degradacije spora, onda e
kinetika biodegradacije u prisustvu i u odsustva sorbenta biti slicna (Scow and Johnson,
1997). Ukoliko je inicijalna brzina biodegradacije brza nego inicijalna brzina desorpcije,
brzina spontane desorpcije ne moze biti pogodna za odredivanje kinetike biodegradcije.
Model sorpcijom-smanjene radijalne difuzije, koji uzima u racun uticaj veli¢ine agregata
zemljiSta je razvijen da opisSe degradaciju heksahlorocikloheksana, i taj model, takode, uzima
u obzir difuziju supstrata u i1 iz malih pora unutar zemljiSnih agregata (Rijnaarts i dr., 1990).
Nekoliko drugih modela je predlozeno za opisivanje brzine biodegradacije sorbovanih
jedinjenja (Guerin and Boyd, 1992; Scow and Hutson, 1992; Scow and Johnson, 1997). Ipak
primenjljivost ovih metoda na raznovrsnost supstrat-sorbent sistema i koliko dobro oni
opisuju kinetiku treba jos da se odredi.

2.4. Tipovi bioremedijacije

Bioremedijacija se moze podeliti na dva osnovna tipa:

e Pasivnu (eng. passive) bioremedijaciju, koja se primenjuje kada su prirodni
uslovi pogodni za odvijanje bioremedijacije bez ljudske intervencije, 1

e Tehnicku (eng. engineered) bioremedijaciju, koja se primenjuje kada je
potrebno dodavati materije koje stimuliSu mikroorganizme.

2.4.1. Pasivna bioremedijacija

Pasivna bioremedijacija podrazumeva redukciju koncentracije zagadenja prirodnim
procesima. Za opis pasivne bioremedijacije koriste se i termini “prirodno uklanjanje” (eng.
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natural attenuation) 1 “spontana” (eng. intrinsic) bioremedijacija. Pasivna bioremedijacija se
primenjuje kada je prirodni stepen biodegradacije zagadenja brzi od stepena migracije
zagadenja. Ovaj relativni odnos zavisi od tipa 1 koncentracije zagadenja, mikrobioloSke
zajednice 1 hidrogeohemijskih karakteristika zemljiSta. Ona se uglavnom koristi za ¢iS¢enje
akvifera gde je uklonjen izvor zagadenja, mada se moze takode koristiti kada je izvor 1 dalje
prisutan ili ako su uklonjena neke opasne tacke. Prirodno uklanjanje zagadenja moze biti
posledica destruktivnih (aerobna i anaerobna biodegradacija, abioticka oksidacija, hidroliza) i
nedestruktivnih (sorpcija, razblaZenje (disperzija i infiltracija), volatilizacija) procesa (Sara,
2003). Prednosti prirodnog uklanjanja su nizi troskovi ¢iS€enja 1 minimalno narusavanje
pejzaza. Nedostaci su nemogucnost uklanjanja visokih koncentracija zagadenja, moze do¢i do
migracije zagadenja, vreme razgradnje tezih frakcija je dugo, ne moze se uvek postiéi ciljna
vrednost koncentracije zagadenja za razumno vreme, uslovi na lokalitetu mogu biti
nepovoljni, potreban je dugotrajan monitoring. Da bi pasivna bioremedijacija bila
favorizovana potrebni su sledeci uslovi: stalan protok podzemne vode, prisustvo minerala koji
Stite da ne dode do promene pH sredine, prisustvo visokih koncentracija kiseonika, nitrata,
sulfata, gvozda(Ill) itd (CISB, 1993).

Pasivna bioremedijacija se oslanja na prirodne sposobnosti prisutnih mikrobioloskih
zajednica. Sposobnost prirodnih mikroorganizama da izvedu pasivnu bioremedijaciju mora
biti dokazana laboratorijskim testovima sprovedenim na specificnom zemljiStu. Ti testovi
moraju biti izvedeni pre uspostavljanja pasivne bioremedijacije, da bi je mogli prihvatiti kao
legitimnu tehniku ¢iS¢enja. Dodatno, efikasnost pasivne bioremedijacije mora biti dokazana
terenskim monitoringom koji ukljucuje hemijske analize zagadenja, krajnjih elektron-donora
1/ili drugih reaktanata ili produkata karakteristicnih za biodegradacioni proces. Pasivna
bioremedijacija moze se koristiti sama ili u konjukeiji sa drugim remedijacionim tehnikama.
Na primer, zemljiSte moze biti iskopano zbog odlaganja ili tretmana putem pasivne
bioremedijacije radi uklanjanja rezidualnog zagadenja. Sli¢no, ovaj proces moze se primeniti
nakon “ispumpaj-i-tretiraj” tehnike ili nakon tehnicke bioremedijacije radi spreCavanja
migracije zagadenja sa datog lokaliteta.

Primarno kod primene pasivne bioremedijacije je da zemljiSte mora biti u potpunosti
ispitano. Parametri na koje treba obratiti paznju su: tip, koli¢ina i distribucija zagadenja,
podloznost zagadenja biodegradaciji mikroorganizmima iz zemljiSta, tok podzemne vode
kada se ne vrsi crpljenje (ukljucujuéi sezonske fluktuacije), vremenski period migracije mrlje
1 bliskost 1 osetljivost potencijalnih receptora, koji mogu biti Stetno naklonjeni ako dodu u
kontakt sa zagadenjem. Ako su nam informacije o svim navedenim parametrima dostupne,
mozemo upotrebiti matematicki model da bi smo odredili odnos migracije i1 biodegradacije.
Kljuéne karakteristike zemljista pogodnog za spontanu bioremedijaciju:

1. stalan tok podzemne vode (brzina i pravac) kroz sezone:

- sezonske varijacije u debljini vodene table < 1m,

- sezonske varijacije u regionalnoj trajektoriji toka <25 stepeni,
2. prisustvo karbonatnih minerala (kre¢njak, dolomit, ljusture, Skoljke) za puferovanje pH,
visoke koncentracije elektron-akceptora kao kiseonika, nitrata, sulfata, gvozde(IlI)-jona,
4. prisustvo nutrijenata (azot i fosfor).

98]

Da bi nadlezni organi odobrili primenu pasivne bioremedijacije, mora se pribaviti
potrebna dokumentacija o tome da ¢e zdravlje stanovniStva biti adekvatno zasticeno. Plan za
primenu bioremedijacije mora sadrzati program terenskog monitoringa da bi se dokazalo da je
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ona ispunila ocekivano. Ako nisu ispunjena ocekivanja i zagadenje se raSiri, moraju se
primeniti dalje korektivne mere.

Ukoliko prirodno okruzenje na povecanu koncentraciju ugljovodonika odgovori
povecanom brojnos$¢u bakterija, posebno naftnooksidujucih i lipolitskih, onda postoji dobar
autopurifikacioni potencijal na lokalitetu. Ukoliko, pored toga, dolazi do smanjenja
koncentracije zagadenja, moze se deo uklonjenog zagadenja pripisati mikrobioloskoj
biodegradaciji 1 biotransformaciji. Pri tome se moze zakljuciti da na navedenom lokalitetu
teCe proces prirodne bioremedijacije.

Pasivna bioremedijacija moze da se primenjuje kao samostalna tehnika, ili da se
kombinuje sa drugim tehnikama (Brown et. al., 1994). lako postoje razlicite procedure za
sprovodenje pasivne bioremedijacija, nije propisana standardna procedura koja bi obuhvatila
koji sve parametri treba da se prate, kojom frekvencijom i na kom mestu (Mulligan i Yong,
2004).

2.4.2. Tehnicka bioremedijacija

Drugi termini za tehnicku bioremedijaciju su “poja¢ana” (eng. enhanced)
bioremedijacija 1 “biooporavak” (eng. biorestoration). Tehni¢ka bioremedijacija je brza od
pasivne jer se vrsi stimulacija mikrobioloske degradacije zagadenja kontrolom koncentracije
kiseonika, nutrijenata, vlaznosti, pH, temperature i dr (Rahman et al., 2003, Yerushalmi et al.,
2003). Tehnicka bioremedijacija se primenjuje kada je bitno da se ¢iS¢enje izvrsi za kratko
vreme ili kada se mrlja veoma brzo $iri. Njenom primenom smanjuju se troSkovi zbog kraceg
tretiranja zemljiSta i manjeg broja uzorkavanja i analiza, a ona je vazna i zbog politickih i
psiholoskih potreba jer je zajednica izloZena zagadenju. Ona je podlozna varijacijama zbog
geoloskih, hidroloskih i hemijskih karakteristika zemljista i potrebnog biohemijskog procesa,
a vazan aspekt prilikom uspostavljanja tehnicke bioremedijacije je i to da li se tretira zemljiSte
ili voda.

2.4.2.1. Razvoj tehnicke bioremedijacije

80-ih godina proslog veka najviSe se koristio “ispumpaj-i-tretiraj” (“pump-i-treat”)
sistem za CiS¢enje podzemne vode (CISB, 1993). Serijom bunara se crpi voda na povrsinu i
tretira se (Cisti). Na ovaj nacin moze da se kontroliSe migracija zagadenja i ako su bunari u
srcu zagadene zone moze se ukloniti zagadena masa. Dobar deo zagadenja biva zarobljen u
podzemlju i za potpuno ¢iS¢enje treba ispumpati ekstremno velike koli¢ine vode u toku dugog
vremenskog perioda. Nakon ¢iS¢enja mogu ostati rezervoari sa izdvojenim zagadenjem koje
je zapaljivo, guS¢e od vode 1 ima nisku rastvorljivost. Izdvajanje i1 izmeStanje zagadenja
predstavlja rizik za radnike, zemljiste i okolinu, a i skupo je.

Tretiranjem zagadenja na samom izvoru, bioremedijacija ubrzava desorpciju i
rastvaranje zagadenja. Decenije “ispumpaj-i-tretiraj” tehnike mogu se zameniti sa par godina
bioremedijacije. PovrSinskim tretmanom (kao delom “ispumpaj-i-tretiraj” sistema) se
zagadenje uklanja iz vode tako $to se prenosi u drugi medijum (vazduh ili zemlju) umesto da
se unisti, dok primenom bioremedijacije mikroorganizmi ili uniste ili imobiliSu zagadenje u
zagadenoj zoni. Bioremedijacija potpuno uniStava zagadenje do ugljenik(IV)-oksida, vode i
nove ¢elijske mase.
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Iako su troSkovi bioremedijacije veci, krace vreme ciS¢enja rezultira u smanjenju
ukupnih troSkova. Ne samo da se skracuje vreme monitoringa, izveStavanja i menadzmenta,
ve¢ se smanjuju potrebe za odrzavanjem, laboratorijama i opremom.

U ranom razvoju bioremedijacije, primena kiseonika je smatrana kriticnim faktorom
(Floodgate, 1973; Zobell, 1973). Tehniku ubacivanja vode obogacene sa nutrijentima i
kiseonikom (uz primenu aeracije kroz bunare), radi promocije biodegradacije, prvi je pokusao
da primeni Raymond 1972. godine u Ambleru (Raymond i dr., 1977). Ovu tehnologiju
Raymond je patentirao 1974.

Od 1975. do 1983. Raymond i saradnici su vodili nekoliko demonstracionih projekata
uz podrsku Americkog Petroleum Instituta (API) (Jamison i dr., 1975). Ove studije su
pokazale mogucnosti in-situ bioremedijacije 1 uoCene redukcije zagadenja u zemljiStu i
podzemnoj vodi su bile dovoljno ohrabrujuce te su podstakle vece interesovanje za datu
tehnologiju.

Ovi rani radovi pokazali su da je primena kiseonika izuzetno vazna, ako je data
tehnologija generalno primenljiva. Kiseonik i nutritienti u prvoj generaciji ovih tehnika
dodavani su putem cirkulacije podzemne vode ali su postupci biodegradacije koji su se
odigravali bili ograni¢eni malom rastvorljivos¢u i nestabilno$¢u kiseonika u vodenom
rastvoru (Brown i dr., 1993). Zbog toga je doslo do upotrebe vodonik-peroksida kao izvora
kiseonika (Brown idr., 19584).

Laboratorijski testovi na Teksaskom istrazivatkom institutu pokazali su da bi
vodonik-peroksid mogao biti izvor kiseonika za bakterije i da bi se mogao podneti u
koncentraciji do 1000 mg/dm3 (TRI, 1982). API i FMC korporacija podrzali su terenske
testove u Granger-u, Indiana, koji su pokazali da se vodonik-peroksid moze koristiti na terenu
(API, 1987). Primena vodonik-peroksida kao izvora kiseonika je patentirana (Brown i dr.,
1986). U toku 1983-86. godine bilo je inplementirano nekoliko komercijalnih in-situ
bioremedijacionih projekata sa primenom vodonik-peroksida kao izvora kiseonika i u nekim
slucajevima je smanjena koncentracija ugljovodonika (Frankenberger i dr., 1989) i BTEX-a
(Norris i Dowd, 1993) ispod granice detekcije. Zbog potrebe za ve¢im koli¢inama kiseonika,
vodonik-peroksida se sve viSe primenjuje. Medutim, iako se primenom vodonik-peroksida
znacajno povecava koli¢ina kiseonika (10-50 puta viSe kiseonika nego do tada primenjivanim
aeracionim sistemima), njegova primena ima nekoliko ograni¢enja: kod tretmana nezasi¢enog
zemljiSta 1 zbog nestabilnosti vodonik-peroksida u nekim tipovima zemljiSta Sto moze da
prouzrokuje probleme kao $to su prebrza dekompozicija ili obrazovanje zacepljenja (Britton,
1985).

Do smanjene primene vodonik-peroksida doslo je sa razvojem ekstrakcije isparenja
iz zemljiSta (eng. soil vapor extraction, SVE) koja sada vaZi za mnogo uspeSniju tehniku
dopremanja kiseonika u nezasi¢eno zemljiSte i zbog toga zamenjuje primenu vodonik-
peroksida (Brown i Crosbie, 1989). Dok se SVE kao samostalna tehnika uvek fokusirala na
uklanjanje isparljivih jedinjenja, uoceno je da proces vracanja isparenja moze, takode,
povecati stepen biodegradacije (Thornton i Wooten, 1982; Wilson i Ward, 1986), te je ona
kasnije postala deo bioremedijacione tehnologije (eng. biosparging).

Problem prebrze dekompozicije vodonik-peroksida i zacepljenje zemljiSta moze se
izbe¢i primenom jedinjenja koja polako oslobadaju kiseonik, ORC (Oxygen Release
Compound). Ta jedinjenja, u osnovu, predstavljaju zasti¢eni oblik umetnutog magnezijum-
peroksida, a njihova primena predstavlja "tehniku postupnog oslobadanja elektron-akceptora".

Najnovija inovacija u bioremedijacionoj tehnologiji je upotreba rasprsivanja vazduha
(eng. air sparging) radi oksigenacije podzemne vode (Brown i Jasinlewicz, 1992).
Rasprsivanje vazduha podrazumeva injektovanje vazduha ispod vodene table radi zasi¢enja
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podzemne vode vazduhom i na taj nacin se obezbeduje kiseonik. RasprSivanje vazduha je
privuklo veliku paznju jer je relativno jeftino i kiseonik se moZze distribuirati kroz sve
zemljiSte odjednom, S§to je bolje nego osloniti se na front kiseonika koji se krece kroz
zemljiSte. Tamo gde se moze primeniti rasprSivanje vazduha njime se zamenjuje upotreba
vodonik-peroksida.

Zbog problema sa nestabilnoS¢u vodonik-peroksida, trazi se drugi rastvorljivi
elektron-akceptor. Sprovedeno je nekoliko testova da bi se razvila primena nitrata kao
alternativnih  elektron-akceptora u degradaciji monoaromata (izuzev benzena) i
poliaromati¢nih jedinjenja. Nitrati su jeftini, lako se transportuju kroz zemljiSte 1 prouzrokuju
manje problema od kiseonika. Medutim, nitrati ne uticu na degradaciju alifati¢nih jedinjenja, i
njihova upotreba moze biti ograni¢ena drzavnim i lokalnim zakonima i mogué¢nos$¢u da moze
do¢i do eutrofikacije.

Napredak u razvoju bioremedijacionih tehnika postignut je razvojem procesa
bioremedijacije hlorovanih ugljovodonika pocetkom 80-tih godina (hlorovanih rastvaraca,
pesticida, PCBs), (McCarty i Semprini, 1994). Naroc¢itu paznju privlace biodegradacioni
procesi koji su se odigravali pod dejstvom mikroorganizama koji su prirodno prisutni u zemlji
1 metode koje su zasnovane na tim procesima.

Razvijena je i tehnika agresivne oksidacije zagadenja u podzemnoj vodi ubacivanjem
1 kruzenjem cCetiri razli¢ita reagensa: ozona, vodonik-peroksida, kiseonika 1 vazduha u
preciznim, pred-programiranim dozama (literatura).

Kako ograni¢enja u konvencionalnim tehnikama preciS¢avanja podzemne vode i
zemljiSta postaju sve izraZenija, istrazivanja alternativnih tehnika ¢iS¢enja se inteziviraju (Li
et al., 2000; Margesin i1 Schinner, 2001; Levin et al, 2003; Venosa 1 Zhu, 2003; Maki et al.,
2003; Ruberto et al., 2003; Bento et al., 2004; Hansen et al., 2004).

2.4.2.2. Osnove dizajna bioremedijacionog procesa

Prilikom dizajniranja bioremedijacionog procesa mora se spreciti da se zagadenje Siri
dalje zbog prodiranja u podzemnu vodu. Koja varijanta ¢iS¢enja ¢e se primeniti zavisi od vrste
zagadenja, prirode terena i1 dr. Moze se primeniti tehnicka, spontana bioremedijacija,
kombinacija obe, ili meSavina bioremedijacije sa nebioloSkim tretmanom. Posto je obicno
koncentracija zagadenja u podzemnoj vodi manja nego u zoni izvora zagadenja, onda se mogu
primeniti drugacije procedure za izvornu zonu i za raSirenu mrlju. Faktori koji uticu na
dizajniranje bioremedijacionog procesa su:

= ciljevi koji se Zele posti¢i prilikom tretmana zemljista,

= Sirenje zagadenja (vrsta, koncentracija i lokacija),

= vrsta bioloskog procesa koji efikasno transformise zagadenje,
transportna dinamika zemljista.

Prema mestu izvodenja bioremedijacija moze biti in-situ i ex-situ.

2.4.3. In-situ tehnic¢ka bioremedijacija

In-situ  bioremedijacija podrazumeva svesnu stimulaciju mikroorganizama u
podzemnoj vodi, sedimentu ili zemljiStu u cilju degradacije zagadenja. Mikrobioloska
aktivnost u zagadenoj zoni se pospeSuje upotrebom seta injekcionih 1 povratnih (eng.
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recovery) bunara za cirkulaciju kiseonika i nutrijenata rastvorenih u vodi ili se koristi set
kompresora za injektovanje vazduha. Strategija se sastoji u tome da se zemljite izoluje i
kontroliSe da bi se dobio in-situ bioreaktor. Da bi in-situ tehnicka bioremedijacija bila
favorizovana potrebno je da zemljiSte mora biti propustljivo za fluide i ujednaceno, a
koncentracija vodonerastvornog zagadenja mora biti relativno mala (<10000 mg/kg
zemljiSta). Prvi komercijalni in-situ bioremedijacioni sistem je instalisan 1972. godine za
¢iS¢enje izlivenog goriva na benzinskoj pumpi u Pensilvaniji (Raymond i dr., 1977). In-situ
metode su minimalno razorne za zemljiSte 1 manji su troSkovi. Njima se postize destrukcija
zagadenja pre njegovog transporta u drugi medijum, minimalno izlaganje radnika zagadenju,
dugotrajna zastita javnog zdravlja i moguée smanjenje trajanja procesa ciS¢enja. Vecina
bioremedijacionih tehnologija koje su vremenom usavrSavane i bile zasnovane na in-situ
bioremedijaciji sluzile su za uklanjanje naftnih ugljovodonika (CIRT, 1997). Primenjuje se
nekoliko tehnika kao S§to su in-situ biostimulacija autohtone mikroflore (najces¢e se
primenjuje; moze da mikroflora izoluje iz zemljiSta, razmnoZzava u bioreaktorima i zasejava u
zagadenoj zoni), bioaugmentacija (dodatak adaptirane mikroflore ili genetski modifikovanih
mikroorganizama, GMO), barijere (zidovi) sa mikroorganizmima i dr.

Postoje, generalno, dve grupe in-situ bioremedijacionih sistema: sistemi za
nezasi¢eno zemljiSte i sistemi za podzemnu vodu.

2.4.3.1. Bioremedijacioni sistemi za nezasi¢eno zemljiSte

Kada se podzemno zagadenje nalazi delimi¢no ili u potpunosti iznad vodene table
(nezasi¢ena zona) tretman se zasniva na transportu materijala kroz gasovitu fazu. Upotrebom
aeracionog sistema kiseonik postaje elektron-akceptor izbora za sisteme koji uklanjaju naftno
zagadenje. Tri primarna kontrolna parametra su: kiseonik, vlaga i nutrijenti i drugi reaktanti.

Ako se radi o povrSinskom zagadenju jednostavnom povrSinskom obradom zemljista
moze se ubrzati dopremanje kiseonika da bi se ubrzala bioremedijacija. Genaralno, tretman se
ograni¢ava na povrSinskih sloj zemljista i to prvih 10 do 35cm. U Kalkaska Kantriju, drzava
Micigen, zemljiSte je zagadeno sa naftom da bi se demonstrirala jednostavna forma tehnicke
bioremedijacije zemljisSta. Obradom zemljiSta obezbeden je kiseonik, a periodi¢nim
navodnjavanjem obezbedena je vlaznost. Zemljiste je prekriveno crnim prekrivatem zbog
zagrevanja zemljiSta radi ubrzanja mikrobioloske aktivnosti, i zaStite od kise da ne bi
zagadenje prodiralo dublje u podzemlje. Cis¢enje je podelo u septembru 1991. godine. U toku
godine dana ukupni ugljovodonici su opali sa desetina hiljada ppm-a na manje od 400 ppm.

Kod dubinskog zagadenja aeracija se najceS¢e postize primenom vakuuma
(bioventing), ali moze se i injektovati vazduh (produvavanje vazduha, stripping) (slika 7).

Da bi se dizajnirao i primenio efikasan vakuum ili injektorski sistem za dopremanje
kiseonika, mora se poznavati vertikalna i horizontalna pozicija zagadenja i moraju se
poznavati geoloSke karakteristike zagadene zone. PoSto je vazduSni tok proporcionalan
propustnim karakteristikama svakog geoloskog sloja, aeracione tatke moraju biti pojedina¢no
instalisane u dubinu tako da korenspodiraju sa svakom zagadenom geoloskom jedinicom. Za
efikasno dopremanje kiseonika postavljanje aeracionih tacaka u geoloskim jedinicama je
funkcija propustljivosti zemljiSta i primenjenog vakuuma ili pritiska. Odredivanje mesta
aeracije trebalo bi da je bazirano na podacima o terenu i/ili kompjuterskim modelima. U
zemljiStu bogatom glinom cirkulacija viSka kiseonika je ekstremno otezana zbog relativne
nepropustljivosti zemljista. U takvom zemljisStu za protok vazduha mogu se iskoristiti
hidraulicke pukotine ili druge pukotine, koje su napravljene.
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Slika 7. In-situ tehnicki bioremedijacioni sistem za nezasic¢eno zemljiste
sa primenom vakuuma - bioventing

Usled prolaska vazduha kroz podzemlje uklanja se vlaga. To dovodi do suSenja
zemljista, usled Cega moZe da se zaustavi bioloski proces. Vlaga se dodaje tretiranoj zoni
rasprSivanjem ili plavljenjem povrsine (ako je povrSina propustljiva) ili injektiranjem vode
kroz infiltracione galerije, kanale ili suve bunare. Mora se obratiti paznja na to da se ne doda
previSe vode, jer ¢e ona odneti zagadenje u podzemnu vodu i smanjiti dotok vazduha u
podzemlje.

Ako su za proces bioremedijacije potrebni neorganski nutrijenti, oni se mogu dodati u
obliku rastvora preko sistema za navodnjavanje. Oni se ponekad mogu dodavati u obliku
gasova. Tada se azot dodaje u obliku gasovitog amonjaka. Moze se dodati i metan za
stimulaciju kometabolizma hlorovanih etena. Gasovi se mogu dodavati kroz bunare ili kanale
konstruisane paralelno sa aeracionim sistemom.

2.4.3.2. Bioremedijacioni sistemi za podzemnu vodu

Postoje dva tipa bioremedijacionog sistema za tretiranje podzemne vode ispod vodene
table: sistem sa cirkulacijom vode i sistem sa injektovanjem vazduha, koji se poslednjih
godina mnogo vise koristi. Kljune karakteristike zemljiSta pogodnog za in-situ tehnicku
bioremedijaciju su:

1. propustljivost podzemlja za fluide:

- hidruli¢ka propustljivost > 10 cm/s (ako voda cirkulise),

- spontana propustljivost > 10® cm” (ako vazduh cirkulise),

2. relativno uniformno podzemlje,

rezidualna koncentracija nevodene faze zagadenja < 10000 mg/kg zemljista.

(98]
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Sistem sa cirkulacijom vode — voda sa nutrijentima i drugim supstancama, koje se
primenjuju da stimuliSu mikrobioloski rast, cirkuliSe izmedu injektorskog i povratnog bunara.
Raymond-ov metod je sistem koji je dizajniran za tretiranje zagadenja koje se izlilo iz Sun
Oill-a 1972. godine. Radi se o inkorporaciji bioremedijacionog sistema za nezasi¢eno
zemljiSte u bioremedijacioni sistem sa cirkulacijom podzemne vode. Slika 8 prikazuje
dijagram cirkulacije vode uz obogacivanje kiseonikom u vidu vodonik-peroksida i tretiranje
povratne vode sa “air-stripper’-om da bi se uklonile zaostale volatilne komponente. U
normalnim situacijama, sva podzemna voda se vra¢a u podzemlje. Ona se reinjektuje
odjednom ili u porcijama posle dodatka nutrijenata 1 krajnjih elektron-akceptora.
Ubrizgavanje vode se dobro postiZze preko bunara, ali neki sistemi koriste injekcione galerije.
Ponekad, sva ispumpana voda se smesta u odgovarajuéi rezervoar, a za injektovanje se koriste
i/ili pija¢a voda ili nezagadena podzemna voda. Injektovana podzemna voda se krec¢e kroz
zasi¢en sediment do sistema za crpljenje. Obogacena voda kretanjem kroz zagadene delove
zemljiSta povecava mikrobiolosku aktivnost jer obezbeduje elemente koji limitiraju spontanu
biodegradaciju. Nutrijenti koji se uobicajeno dodaju su azot i fosfor, a takode i1 drugi minerali.
Amonijum i nitratne soli su naj¢es¢i izvor azota, a ortofosfati i tripolifosfati su najces¢i izvor
fosfora. Elektron-akceptor je najcesce kiseonik iz vazduha, ¢ist kiseonik ili vodonik-peroksid.
Nitrati se mogu takode koristiti kao elektron-akceptori u nekim komercijalnim tehnickim
bioremedijacionim sistemima.

nutrijanti peraksid
! __ Injekciona galerija
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Slika 8. Cirkulacija vode obogacene kiseonikom pomocu vodonik-peroksida i tretman
povratne vode “air-stripper”’-om da bi se uklonile zaostale volatilne komponente

U Wexford Country, drzava Micigen, na postrojenju za distribuciju goriva instalisan je
vodeni cirkulacioni sistem radi CiS¢enja podzemne vode zagadene benzinom iz tankova,
kamiona i sl. Cist kiseonik je raspriivan u vodu koja je zatim kroz cevi dovodena na seriju
injekcionih bunara. U pocetku voda je obogacivana sa nutrijentima, ali testovi su pokazali da
nije bilo povecanja u stepenu biodegradacije sa dodatkom nutrijenata tako da se prestalo sa
njihovim dodavanjem. Tretman je poceo u avgustu 1991. godine. Za 14 meseci koncentracija
polutanata pala je do nivoa dozvoljenog drzavnim standardima.



Opsti deo 27

U Hanahan-u, Juzna Karolina instalisan je bioremedijacioni sistem sa cirkulacijom
vode za cCiS¢enje podzemne vode Siroko zagadene materijama iscurelim iz pukotina na
skladi$Snim tankovima i iz oSteenja na dnu tankova. Zemljiste sadrzi meSavinu zagadujucih
materija velike raznolikosti od naftnih ugljovodonika, ukljuc¢ujuéi alifati¢ne ugljovodonike,
PAH-ove, i benzinskih komponenti (BTEX). Sistem za tretman sastoji se od infiltracionih
galerija koriS¢enih za cirkulaciju vode obogacéene nitratima, koji sluze kao elektron-akceptori.
Perforirana cev u S§ljunkovitom rovu je kori§¢ena za rasprostiranje nutrijenata i vode. Rov je
nakon postavljanja cevi napunjen Sljunkom i pokriven peskom. Cilj tretmana na ovom
zemljistu je da se uniSte PAH-ovi i alifati¢ni ugljovodonici vezani za zemljiSte i da se smanji
koncentracija BTEX u vodi. Istrazivaci su koristili kao kontrolnu lokaciju podzemlje u koje je
infiltrirana voda bez nitrata. Kontrolno zemljiste je koris¢eno za odredivanje efekta dodavanja
nitrata i rezultante stimulacije mikroorganizama na stepen destrukcije zagadenja.

Sistem sa injektovanjem vazduha — Jedno od glavnih ogranienja sistema sa
cirkulacijom vode je efikasnost snabdevanja zagadene zone elektron-akceptorom.
Dopremanje kiseonika, najéeS¢eg elektron akceptora, je problemati¢no zbog toga jer je
gasoviti kiseonik ograniceno rastvoran u vodi, a drugi izvori kiseonika (kao $to su vodonik-
peroksid i te¢ni kiseonik) su skupi i imaju ogranicenu efikasnost. Ukoliko se rasprSuje vazduh
moze se obezbediti do 8 mgO,/1 vode, ukoliko se raspriuje Cist kiseonik do 40 mgO,/I vode, a
primenom vodonik-peroksida obezbeduje se i do 100 mgO,/l. Ponekad upotreba Cistog
kiseonika moze da poskupi troSkove 1 poveca opasnost od eksplozije viSe nego Sto se postize
ubrzanje bioremedijacije i smanjuje pumpanje. Limitirajuci faktori za vodonik-peroksid su
toksi¢nost za mikroorganizme i mogucnost da se zaCepi akvifer usled produkcije taloga
nastalog oksidacijom organskih i neorganskih materija. Metal-katalizovana ili pomocu
mikroorganizama, razgradnja vodonik-peroksida moze da proizvede vise kiseonika nego Sto
se moze rastvoriti u vodi usled ¢ega mogu nastati mehuri i smanjiti se propustljivost akvifera
(Morgan and Watkinson, 1992, Pardieck et al., 1992). Da bi se smanjila burna reakcija, pre
vodonik-peroksida nekad se dodaju fosfati da se istalozi gvozde i delimi¢no smanji metal-
katalizovana degradacija. Precipitacija proizvoda oksidacije i nastanak mehuri¢a limitira
koncentraciju vodonik-peroksida koja se moze dodavati u podzemnu vodu na 100 mg/I ili
manje (47 mgO,/1 ili manje). ZaCepljenje nece predstavljati problem u zemljiStu velike
propustljivosti i §ljunku. On je toksi¢an za mikroorganizme, ve¢ i u koncentraciji od 3 mg/l, a
prema nekim radovima se moze koristiti bez nepovoljnih efekata do 270 mg/I. Prilagodavanje
mikroorganizama na polagano povecanje koncentracije vodonik-peroksida moze biti uspesno
1 na koncentracije do 2000 mg/l (Pardieck et al., 1992). Da bi se odredio tolerantan odnos za
prisutnu mikrobioloSku zajednicu potrebne su odgovarajuce laboratorijske studije.

Teskoce vezane za dopremanje kiseonika ograni¢avaju mogucénosti bioremedijacione
tehnologije. Najnovija inovacija u bioremedijacionoj tehnologiji je upotreba rasprSivanja
vazduha (“air sparging”) - injektovanja vazduha direktno u podzemnu vodu (Brown i
Jasinlewicz, 1992) (slika 9). RasprsSivanjem vazduha postiZu se dva cilja.

Prvo, to je uspesan metod za dopremanje kiseonika radi pospesenja mikrobioloskog
rasta. Injektovani vazduh istiskuje vodu u podzemlju, formiraju¢i pore priviemeno napunjene
vazduhom, koji je lako dostupan mikroorganizmima.

Drugo, rasprsivanje vazduha moze pomoc¢i u uklanjanju volatilnog zagadenja. Kako se
injektovani vazduh kre¢e kroz zagadenu zonu ka povrSini, on moze da nosi isparljivo
zagadenje do sloja zemljiSta iznad vodene table i da se hvata uz pomo¢ sistema za povratne
gasove. Za dobru primenu sistema sa raspSivanjem vazduha bitno je skicirati veli¢inu
zagadenja 1 podzemnog geolosSkog profila. Ovi zahtevi moraju biti ispoStovani da bi
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obezbedili da se vazduh mozZe rasprostirati lako i ujednaceno kroz tretiranu zonu. Ako postoje
geoloske barijere koje mogu zarobiti ili kanalisati tok vazduha, mora se odustati od upotrebe
pritisak putem terenskih testova i/ili modelovanjem.

Rasprsivanje vazduha je privuklo veliku paznju jer je relativno jeftino i1 kiseonik se
moze distribuirati kroz sve zemljiste odjednom, $to je bolje nego osloniti se na front kiseonika
koji se krece kroz zemljiSte. Tamo gde se moze primeniti rasprSivanje vazduha njime se
zamenjuje upotreba vodonik-peroksida.

Nutrijenti 1 druge supstance, ako je potrebno, mogu se dodavati kroz injekcione bunare
ili infiltracione galerije (slika 9). Kretanjem vazduha kroz podzemlje dolazi do mesanja koje
pomaze da se nutrijenti rasprostiru kroz vodeni sloj. Gasoviti reaktanti kao metan, koji mogu
biti upotrebljeni za kometabolicku bioremedijaciju mogu se dodavati kroz bunare za
rasprsivanje.

U vedini situacija sistem rasprSivanja vazduha je spojen sa sistemom zahvatanja
podzemne vode da bi se sprecila migracija rastvorenog zagadenja. Kada su prisutna isparljiva
jedinjenja, sistem za vracanje vazduha se koristi da bi se sprecilo zagadenje vazduha iznad
sistema 1 transfer zagadenja u susednu zonu.
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Slika 9. Sistem rasprsivanja vazduha za tretman zagadene podzemne vode

2.4.4. Pracenje procesa in-situ bioremedijacije

Prilikom ocenjivanja uspostavljenog in-situ bioremedijacionog procesa treba pokazati
ne samo da je smanjena koncentracija zagadenja, ve¢ da je zagadenje razgradeno
mikrobioloskim putem, a ne drugim procesima. Bez evidencije o u¢eS¢u mikroorganizama,
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nema nacina da se opravdano tvrdi da zagadenje nije jednostavno isparilo, migriralo, vezalo
se za podzemlje ili promenilo oblik kroz abioticke hemijske reakcije.

2.4.4.1. Indikatori mikrobioloSke aktivnosti

1. Hemijske promene - Kod aerobne bioremedijacije opada koncentracija kiseonika.
Kod anaerobne bioremedijacije opada koncentracija nitrata, sulfata, gvozda(lll),
mangana(IV), a raste koncentracija azota (N;), vodonik-sulfida, gvozda(Il) i mangana(Il).
Koncentracija ugljenika raste (gasoviti CO;, rastvoreni CO,, HCO5"). Na primer:

C;Hg + 90, — 7CO; + 4H,0
(raste koncentracija ugljenik(IV)-oksida)
C;H;Cl; + H; — C;H,CL + H + CI'
(vodonikoksidujuce anaerobne bakterije izazivaju porast koncentracije
vodonikovih jona pa opada pH vrednost)

2. Adaptacija prirodnih organizama - Adaptacija prirodnih organizama da
degradiraju zagadenje objasnjava se indukcijom enzima, rastom biodegradacijske populacije i
genetskim promenama.

3. Porast predatora - Raste broj protozoa koje se hrane bakterijama, Sto ukazuje da je
porastao broj bakterija.

2.4.4.2. Trodelna strategija za dokazivanje in-situ bioremedijacije

Nedvosmislena in-situ bioremedijacija je dokazana samo u izuzetnim prilikama. U
vecini slucajeva kompleksnost zagadenja i njegove hidrogeohemijske okoline, i konkurencija
abiotickih mehanizama na smanjenju zagadenja predstavljaju izazov za dokazivanje procesa
biodegradacije. Za razliku od kontrolisanih laboratorijskih eksperimenata u kojima se merenja
obi¢no mogu izvesti lako, uzro¢no-posledi¢ne veze se ¢esto veoma teSko uocavaju na terenu.
Dalje, pouzdani podaci koji mogu ubediti autore u uspostavljenu in-situ bioremedijaciju ne
mogu ubediti druge. lako je retko moguce potpuno sigurno dokazati umeSanost
mikoorganizama u proces uklanjanja zagadenja, veoma je znacajno da se dokumentovano
ukaze na mikrobe kao kljuéne aktere u procesu CiS¢enja. Posto je jedno merenje retko
adekvatno, ocenjivanje bioremedijacije mora biti dosledno sprovedeno, tako da se oslanja na
konvergentne linije nezavisne evidencije dobijene sa samog terena. Da bi smo procenili da li
nam je uspostavljena uspeSna in-situ bioremedijacija na lokalitetu potrebno je uciniti sledece
(CISB, 1993):

1. putem rutinskog monitoringa dokazati smanjenje koncentracije zagadenja,

2. treba sprovesti laboratorijska merenja koja ¢e pokazati da mikroorganizmi na datom
lokalitetu imaju potencijal da transformiSu zagadenje pod oc¢ekivanim uslovima, i

3. treba dokazati da je biodegradacioni potencijal stvarno uspostavljen na lokalitetu.
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Trodelna strategija se primenjuje ne samo za bioremedijacione projekte u
implementacionoj fazi, ve¢ i u fazi testiranja. Ona se ne primenjuje samo u istrazivacke svrhe.
Svaki dobro dizajniran bioremedijacioni projekat treba da poseduje datu strategiju.

Prvim tipom dokumentacije ukazuje se na smanjenje koncentracije zagadenja, Sto se
postize standardnim uzorkovanjem podzemne vode i1 zemljiSta u toku vremena, kako
napreduje ¢iS¢enje. Drugim tipom dokumentacije se ukazuje na potencijal mikroorganizama
da degradiraju zagadenje, Sto je relativno jednostavno dokazati. U mnogim slucajevima to
zahteva izolovanje mikroorganizama sa terena i dokazivanje da oni mogu da degradiraju
zagadenje kada rastu u dobro kontrolisanim laboratorijskim uslovima. U nekim slu¢ajevima
laboratorijske studije nisu potrebne kada vecina ispitivanja i objavljenih studija dokumentuju
da su komponente lako i jednostavno biorazgradljive.

Mnogo teze je ostvariti evidenciju treceg tipa, koja pokazuje da je biodegradabilni
potencijal demonstriran u laboratoriji postignut i na terenu.

2.4.4.3. Tehnike za demonstraciju biodegradacije na terenu

Cilj tehnika koje sluze za demonstraciju terenske biodegradacije je da se predvidi smer

u kojem se menjaju hemijske karakteristike terena i mikrobioloske promene u Zivotnoj sredini
koje se mere ovim testovima u toku vremena treba da koreliraju sa dokumentovanim
smanjenjem zagadenja. U svrhu dokazivanja procesa biodegradacije primenjuje se nekoliko
nacina ispitivanja. Ni jedan od njih ne moZe sa potpunom sigurno$¢u da pokaze da je
biodegradacija glavni razlog uklanjanja zagadenja pa treba primenjivati §to raznovrsnije
tehnike. Tri najznacajnija nacina ispitivanja su (CISB, 1993):

» ispitivanje uzoraka donetih sa tretiranog lokaliteta,

» eksperimenti sprovedeni na terenu i

» modelovani eksperiment.

2.4.4.3.1. Analiza terenskih uzoraka

Mnogobrojne metode za dokumentovanje in-situ bioremedijacije ukljucuju uzimanje
uzoraka zemljiSta i vode sa terena i transport do laboratorije radi hemijske i mikrobioloske
analize. Mnoge od ovih metoda obezbeduju poredenje uslova na terenu koji je pod
bioremedijaciom sa baznim uslovima na terenu gde nije primenjena bioremedijacija. Bazni
uslovi mogu biti odredeni na dva nacina. Prvi metod podrazumeva analiziranje uzoraka sa
lokacije koja je hidrogeoloski sli¢na zoni koja je tretirana ali je ili nezagadena ili je izvan zone
uticaja bioremedijacionog sistema. Drugi metod podrazumeva prikupljanje uzoraka pre
poceka bioremedijacionog procesa i poredenje sa uzorcima uzetim na nekoliko tacki posle
primene datog procesa. Drugi metod se primenjuje samo kod tehnicke bioremedijacije, jer je
pocetno vreme spontane bioremedijacije momenat kada zagadenje prodire u podzemlje i ono
ne moze biti kontrolisno.

Istraziva¢i sa Stanford Univerziteta demonstrirali su na terenu tehnicku
bioremedijaciju hlorovanih rastvaraca da bi ispitali potencijal upotrebe kometabolizma u in-
situ bioremedijaciji hlorovanih rastvaraca (Roberts i sar., 1990; Semprini i sar., 1990).
Istrazivanja izvedena na ovom oglednom polju (Moffett Naval Air Station, California)
pokazala su kako se mogu kombinovati razliCiti testovi da bi ispitali kako se novi
bioremedijacioni procesi istraZzeni u laboratoriji mogu uspesno primeniti na terenu. Hlorovani
rastvaraci su pazljivo dodati da ne migriraju pre istrazivanja. Hlorovani rastvarac¢i ne mogu
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sami da podrze rast mikroorganizama, ali ako se snabdeju sa metanom, specijalna klasa

organizama moze da ih razgraduje putem kometabolizma. Istrazivaci su stimulisali prirodne

organizme dodatkom kiseonika i metana. Primenjena je trodelna strategija za dokazivanje in-

situ bioremedijacije:

1. Dokumentovano smanjenje zagadenja: Bilo je transformisano 95% vinil-hlorida, 85%
trans-1,2-dihloretilena, 40% cis-1,2-dihloretilena 1 20% trihloretilena.

2. Laboratorijska istrazivanja koja pokazuju da mikroorganizmi imaju potencijal da
razgraduju zagadenje: ZemljiSte akvifera preneseno u laboratoriju bilo je izloZeno metanu
1 kiseoniku, da bi pokazali da matriks sadrzi bakterije koje koriste metan (metanotrophs).
Raniji istrazivaci su pokazali da metanotrofi mogu da kometaboliSu hlorovane rastvarace.

3. Evidencija da je biodegradacioni potencijal postignut na terenu: Koris¢eno je nekoliko
metoda. Prvo, pokazali su da je pre stimulacije metanotrofa sa metanom i kiseonikom,
destrukcija trihloretilena bila minimalna. Drugo, oni su primenili konzervativni test sa
bromidom kao oznac¢ivacem da bi pokazali da metan i kiseonik koji su dodati nisu nestali
fizickim transportom, ve¢ su koris¢eni od strane mikoorganizama. Trece, oni su
identifikovali mikrobioloSki razgradene proizvode iz rastvaraca u akvifer uzorcima.
Cetvrto, oni su koristili modele da pokazu da terensko smanjivanje biodegradacionog
stepena moze biti razlog za smanjenje zagadenja na terenu.

Prilikom merenje terenskih uzoraka primenjuje se nekoliko vrsta analiza:

Broj bakterija

Kada mikrobi metaboliziraju zagadenje, oni se uobicajeno razmnoZzavaju (veéi broj
mikroorganizama, brza razgradnja zagadenja). Na ovaj naCin smanjuje se zagadenje a raste
broj mikroorganizama. Kada je stepen biodegradacije zagadenja mali, kao kada je
koncentracija zagadenja niska ili su biodegradabilna jedinjenja nedostupna, porast broja
bakterija ne mora biti visok da bi bio registrovan, uzimajuci u obzir gresku u uzorkovanju i
tehnikama merenja. Na ovaj nain nedostatak velikog povecanja bakterija ne znaci da je
biodegradacija neuspesna.

Veliki problem predstavlja 1 Sta treba uzorkovati. Treba uzorkovati matriks zemljiSta
(zemljiSte 1 kamenje koje okruzuju podzemnu vodu) i vezanu ¢istu vodu. Ne moZe se
uzorkovati samo voda jer su mnoge bakterije ¢vrsto vezane za zemljiste. Uzorkovanje
zemljista iz podzemlja je veoma tesko i skupo. Uzorkovanje se vr$i uklanjanjem cilindri¢nih
slojeva. Treba spreciti zagadenje mikroorganizmima dok se vadi uzorak. Dok uzorci
podzemne vode imaju vazne nedostatke, oni imaju ulogu semikvantitativnih indikatora broja
mikroorganizama. Glavni porast broja mikroorganizama u podzemnoj vodi korelira sa velikim
porastom ukupnog broja bakterija u podzemlju. Uzorci podzemne vode mogu biti uzeti sa
istog mesta a i uzorkovanje je jeftino.

Bakterije se mogu brojati na sledece nacine:

¢ direktno mikroskopsko brojanije;

¢ INT test aktiviteta — aktivne respiratorne bakterije transferuju elektrone na
tetrazolijum so daju¢i purpurne INT kristale i oni se broje mikroskopom unutar
bakterije;

< brojanje na plotama — brojanje bakterija sposobnih da rastu na odredenim setovima
nutrijenata i supstrata, fiksiranih sa agarom u formi gela. Broje se aktivne kolonije.

¢ Najverovatniji broj (“the most-probable-number” MPN) — isto se radi o rastu u
odredenom medijumu, ali je brojanje pod statistickom analizom. MPN koristi veliki
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broj inkubacija od razblazenog uzorka do Zeljenog nivoa u nutrijentnom rastvoru.
Prema broju u razblazenom uzorku racuna se broj u nerazblazenom.

Postoje nove i preciznije tehnike:

¢ Oligonukleotidne probe su mali delovi DNA koji mogu identifikovati bakteriju po
jedinstvenoj sekvenci molekulskog koda u njihovim genima. Male DNA probe vezuju
se sa komplementarnim regionom ciljanih ¢elija genetickog materijala;

& Analiza masnih kiselina — ona koristi karakteristicnu strukturu masnih kiselina
prisutnih u membranama ¢elija.

Broj protozoa

Posto se one hrane bakterijama, porast njihovog broja je posledica povecanja broja
bakterija. One se broje statistickom MPN tehnikom.

Stepen bioloske aktivnosti

Veoma vazno merenje uspeha bioremedijacije je da li je potencijal biotransformacije
dovoljno veliki da brzo ukloni zagadenje ili da spe¢i migraciju zagadenja.

Treba konstruisati laboratorijski mikrokosmos sa uslovima okruzenja §to blizim onim
odakle je uzet uzorak. Na tom mikrokosmosu su spojeni uzorci sa terena i pridodati mikrobi.
Mikrokosmosi su korisni zbog toga Sto koncentracija substrata i uslovi okruzenja mogu biti
kontrolisani i smanjenje zagadenja ili drugi markeri biodegradacije mogu biti mereni relativno
lako. Mogu se menjati uslovi i traziti koji su najbolji.

Mikrokosmos je primenjen u Denveru, drzava Kolorado (Nelson i sar., 1993). 1z
privremenog tanka koriS¢enog za servisna vozila iscurelo je ulje, dizel 1 benzin. Iscurele
teCnosti su zagadile okolno zemljiSte i stvorile mrlju benzena, toluena, etil-benzena i ksilena
(BTEX) u podzemnoj vodi koja je ispod lokaliteta. Tehnicki bioremedijacioni sistem je
uspostavljen 1989. godine. Zemljiste je ociS¢eno uklanjanjem zaostalih barica isteklog
zagadenja 1 ventilacijom da bi se obezbedio kiseonik i podstakla bioremedijacija. Podzemna
voda je tretirana cirkulacijom kiseonika (u obliku vodonik-peroksida), fosfora (kao fosfata) i
azota (kao amonijum-hlorida). Do marta 1992. godine, posle tri godine tretmana zagadenje je
skoro u potpunosti uklonjeno iz podzemne vode. Testovi su pokazali da je akvifer sadrzavao
mali sloj zagadenja koji je zarobljavao znacajne kolicine BTEX-a. Ovaj sloj je relativno
nepropustan i1 ponegde je bio premoscéen fluidima koji su cirkulisali. Kada je bioremedijacioni
sistem ugaSen 1992. godine, dugotrajni monitoring poceo je da pokazuje da prirodna
mikrobioloska zajednica moze da deluje dovoljno brzo da razgradi bilo koje zagadenje koje
moze da iscuri iz ovog sloja. lako je tehniCki bioremedijacioni sistem na ovom lokalitetu bio
nemocan da eliminiSe sve zagadenje, on je uspeSno smanjio njegovu koli¢inu i rizik od
zagadenja je smanjen na prihvatljiv nivo. Znacajno je da ¢e mikroorganizmi na periferiji
zaostalog zagadenja obezbediti efikasnu pasivnu bioremedijaciju koja ¢e Stititi od iznenadnog
vradanja zagadene mrlje. Za pracenje procesa ¢is¢enja uz pomo¢ tehnicke bioremedijacije
primenjena je trodelna strategija:

1. Smanjenje zagadenja: Na monitoring bunarima najblizim galeriji za dopremanje kiseonika
1 nutrijenata, BTEX je opao sa 2030 pg/l pre bioremedijacije na 6 pg/l posle
bioremedijacije. Na drugim monitoring bunarima koncentracija je opala na manje od 46

pg/l.
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2. Laboratorijske probe koje pokazuju da mikroorganizmi imaju potencijal da razgraduju
zagadenje: Studija pokazuje da mikroorganizmi u prenosnom sloju koji se graniCi sa
zarobljenim zagadenjem mogu da troSe 7 mg/l kiseonika dnevno, Sto rezultuje u
potencijalu destrukcije od 2 mg/l ugljovodonika dnevno. Stepen potrosnje kiseonika
odreden je stavljanjem osuSenog zemljiSta u oznaceni stakleni erlenmajer 1 merenjem
koli¢ine kiseonika koji su mikroorganizmi u uzorku upotrebili za 24 casa. Sposobnost
podzemnih mikroorganizama da razgraduju BTEX je dobro razvijena tako da nisu vazni
direktni laboratorijski testovi za ovo zemljiSte kao za zemljiSte zagadeno materijama za
koje bioremedijaciona tehnika jo$ nije razvijena.

3. Dokaz da je biodegradacioni potencijal realizovan na terenu: Evidencija o biodegradaciji
na ovom terenu je obezbedena pomocu dva tipa testova. Prvo, stepen potrosnje kiseonika u
mikrokosmosu napravljenom od zemljiSta sa terena je bio najve¢i kada je zemljiSte
doneseno iz sloja blizu zagadene zone. Dakle, mikroorganizmi izlozeni najvecem
pristizanju zagadenja troSe kiseonik mnogo brze, Sto je u skladu sa ocekivanjem da
bakterije rastu sa porastom koncentracije ugljovodonika. Drugo, procenat BTEX-a u TPH
(“total petroleum hidrocarbons™) je bio nizi u zoni bioremedijacije nego u izvornom
zagadenju. Istrazivanja su pokazala da mikroorganizmi preferiraju BTEX ili druge
komponente iz TPH, ostavljaju¢i TPH-rezidual koji sadrZzi, posle uspe$ne bioremedijacije,
relativno nizak procenta BTEX-a.

Bakterijska adaptacija

Kada se pojavi zagadenje bakterije mogu biti nemoc¢ne da ga transformisu ili ga mogu
transformisati veoma sporo. U toku vremena bakterije mogu razviti sposobnost da metabolisu
zagadenje, tako da metabolicka adaptacija moze biti dokaz o uspostavljenoj bioremedijaciji na
terenu. Adaptacija moze biti rezultat povecanja broja bakterija sposobnih da metaboliSu
zagadenje ili genetiCkih i fizioloskih promena unutar individualnih bakterija. Mikrokosmos
studije su veoma pogodne za procenu bakterijske adaptacije. Dokaz da je adaptacija prisutna i
da je bioremedijacija delotvorna predstavlja povecanje stepena kojim mikroorganizmi u
uzorku transformiSu zagadenje. Stepen povecanja bakterijske transformacije zagadenja moze
biti odreden poredenjem uzoraka iz zone bioremedijacije sa uzorcima iz susedne lokacije, ili
poredenjem uzoraka sa datog lokaliteta pre i posle bioremedijacije. Uredaji koji se koriste u
molekularnoj biologiji mogu omoguciti odredivanje bakterija koje su se adaptirale za
degradaciju prisutnog zagadenja. Mogu se konstruisati genetske probe specificno oznacenih
degradativnih gena, koji se mogu identifikovati ako su prisutni u mesanoj populaciji. Potrebno
je poznavati DNA sekvence u degradativnim genima.

U specijalnim slucajevima kada su primenjeni mikroorganizmi adaptirani genetskim
inZenjeringom da transformisu prisutno zagadenje (bioaugmentacija), oni mogu biti adaptirani
sa informativnim genom koji se ispoljava samo kada je prisutan degradativni gen koji nas
interesuje. Na ovaj nacin proteinski produkt informativnog gena signalizira (na primer,
emituje svetlo) da je degradativni gen prisutan i da ga in-situ populacija ispoljava.

Koncentracija neorganskog ugljenika

Kada razgraduju organsko zagadenje bakterije proizvode CO,, rastvoreni CO, ili
HCOj". Gasna hromatografija sluzi za odredivanje gasovitog CO,. Odredivanje moze da
ometa pozadinska koncentracija HCO; ili rastvorenih minerala kalcijuma, i tada se
primenjuje izotopska analiza.
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QOdnos izotopa ugljenika - Be/c

Jedan od nacina da se odredi da li su ugljenik(IV)-oksid i ostali neorganski ugljenik
krajnji produkti biodegradacije zagadenja ili poticu iz drugog izvora, jeste da se analiziraju
izotopi ugljenika. Veéina ugljenika je prisutna u obliku izotopa '°C, ali nesto je u obliku
izotopa °C. Odnos *C/"C u uzorcima varira zavisno odakle poti¢e ugljenik - od degradacije
zagadenja, degradacije drugih organskih materija, ili od rastvaranja minerala. Zavisno od
situacije odnos *C/"*C se moze koristiti na jedan od dva nacina.

Prvi na¢in upotrebe odnosa >C/"*C je pogodan kada ugljenik iz organskog zagadenja
poseduje znalajno razli¢it odnos "*C/"*C nego neorganski ugljenik nastao rastvaranjem
minerala. Ova situacija je najces¢a jer neorganski ugljenik iz minerala sadrzi znacajno vise
izotopa °C nego ugljenik nastao iz organskog zagadenja. Biodegradacijom organskog
zagadenja nastaje vise '°C nego rastvaranjem minerala, tako da je odnos *C/'*C zna&ajno nizi
nego odnos izotopa ugljenika iz mineralnog izvora.

Drugi nacin koristi frakcionisanje izotopa, gde mikroorganizmi metabolizmom
kreiraju neorganski ugljenik koji je obogaéen izotopom '*C, dok je preostali izvor organskog
zagadenja obogaden sa °C. Na primer, mikroorganizmi razgraduju lakse (‘*C) izotopske
forme naftnih ugljovodonika mnogo brZe nego §to razgraduju teze (°C) oblike. Kao rezultat
toga, ostatak naftnih ugljovodonika u podzemlju je relativno bogatiji u izotopu *C. Smanjenje
odnosa *C/"*C u neorganskom ugljeniku i poveéanje datog odnosa u organskom izvoru,
obi¢no ukazuje da li je neorganski ugljenik nastao biodegradacijom zagadenja.

Izuzetak od uobitajenog trenda smanjenja odnosa *C/'>C u neorganskom ugljeniku
deSava se u toku metanogeneze, kada krajnji produkt biodegradacije zagadenja nije CO,, vec
metan (CH4). Metanogeneticki organizmi prevode CO, u CHy. U toku procesa CO; sadrzi sve
manje '2C, dok metan proizveden od strane mikroorganizama postaje sve bogatiji u '>C. Usled
toga odnos "*C/**C u neorganskom ugljeniku moZe da poraste umesto da opada. Medutim, u
metanu odnos “C/"*C opada.

Odnos "*C/"*C moze biti odreden analiziranjem uzoraka sa masenim spektrometrom,
standarnim hemijskim uredajem za odvajanje izotopa i odredivanje relativnih masa hemijskih
jedinjenja.

Primena odnosa "*C/'’C je eksperimentalni metod koji zahteva dalja ispitivanja i
razvoj pre nego Sto se bude mogao koristiti kao definitivni indikator bioremedijacije.

Koncentracija elektron-akceptora

U procesu transformisanja zagadenja, bakterije koriste elektron-akceptore, uobicajeno
kiseonik, nitrate ili sulfate. Smanjenje koncentracije elektron-akceptora, koje se odvija
simultano sa smanjenjem zagadenja je dokaz da je prisutna bioremedijacija. Koncentracija
elektron-akceptora moze se odrediti standardnim analizama. Uzorkovanje radi odredivanja
kiseonika zahteva posebnu paznju da bi se sprecilo povecanje koncentracije rastvorenog
kiseonika u uzorcima usled kontakta sa vazduhom.

Nusprodukti anaerobne aktivnosti

Jedni od klju¢nih organizama koji se koriste u bioremedijaciji su anaerobi, organizmi
koji mogu da opstanu bez kiseonika. Anaerobi se primenjuju jer mogu da sprovedu mnoge
vazne biotransformacije kada je dotok kiseonika ograni¢en. Sigurno je da anaerobi najbolje
mogu da sprovedu korak inicijalne dehlorinacije visoko hlorovanih rastvarata i PCB-a.
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Povecanje metabolickih produkata proizvedenih od strane anaeroba moze da signalizira
povecanje anaerobne aktivnosti i da ukaze na uspeSnu bioremedijaciju.

Kljué¢ni nusproizvodi anaerobne respiracije su metan, sulfidi, redukovani oblici gvozda
1 mangana i azotni gasovi. Kada je znacajna koli¢ina hlorovanih jedinjenja biotransformisana,
moze se uociti povecanje koncentracije hlorida.

Formiranje intermedijernih metabolita

MikrobioloSkim procesima zagadenje moze da se transformiSe u unikatne
intermedijerne metabolite. Na primer, u toku kometabolicke mikrobioloske transformacije
trihloretilena moze da nastane trans-dihloretilen oksid. Detektovanje ovakvih metabolita u
uzorcima sa terena ukazuje da se odvija in-situ biodegradacija. Intermedijerni metaboliti se
mogu odrediti gasnom hromatografijom, HPLC-om, ili jednom od ovih tehnika spojenih sa
masenom spektrometrijom. Ovi intermedijeri se ne smeju nalaziti u zagadenju 1 na lokalitetu
pre zagadenja. Nekad se oni veoma brzo razgraduju tako da ako ih ne detektujemo ne znaci da
se biodegradacija ne odvija.

QOdnos nerazgradljivih i razgradljivih jedinjenja

Ukoliko je na lokalitetu prisutna smesa jedinjenja, smanjenje odnosa biodegradabilnih
1 nebiodegradabilnih organskih jedinjenja u toku vremena moze da ukaze na mikrobiolosku
aktivnost na terenu. Na primer, fitan, molekul koji je prisutan u nafti, je viSe otporan na
mikrobioloSki napad nego oktadekan, jedinjenje koje je takode prisutno u nafti. Fitan 1
oktadekan imaju istu molekulsku masu i sli¢nu isparljivost i transportne karakteristike i prema
tome verovatno podlezu skoro identicnim abiotiCkim reakcijama. Zbog toga, smanjenje
odnosa oktadekana i fitana je dokaz da su mikrobi razgradili oktadekan. Mogu¢ nedostatak
ovog prilaza je taj da prirodno prisutni mikrobi cesto eventualno napadaju fitan, Sto umanjuje
znacaj odnosa oktadekan/fitan u in-situ biodegradaciji.

Drugi primer ove strategije je razli¢ito uklanjanje isparljivih organskih jedinjenja koja
imaju, grubo gledano, sli¢an transport 1 isparljivost, ali se razgraduju u razli¢itom stepenu.
Dihloretan se ponaSa skoro identicno kao trihloroetilen, ali, za razliku od trihloretilena,
dihloretan se ne razgraduje rado pod anaerobnim uslovima.

Ovaj pristup je, takode, upotrebljiv za pojedinacno zagadenje koje poseduje razlicite
forme od kojih je jedna biodegradabilna a ostale su otporne na biodegradaciju. Neko organsko
zagadenje sastoji se od smeSe stereoizomera- molekula koji se sastoje iz istih elemenata 1 istih
veza, ali poseduju razli¢it prostorni raspored atoma. Heksahlorocikloheksan, na primer,
postoji u dva razli¢ita oblika, od kojih je samo jedan metaboliziran rado. Dokaz za
bioremedijaciju predstavljaju hemijske analize koje ukazuju na selektivno nestajanje
degradabilnih formi zagadenja.

2.4.4.3.2. Eksperimenti sprovedeni na terenu

U korisne metode za odredivanje da li su mikroorganizmi aktivno razgradili zagadenje
spada ne samo uzorkovanje uzoraka sa terena ve¢ i sprovodenjenje aktivnih eksperimenata na
samom lokalitetu. Ovi eksperimenti zahtevaju dodavanje razli¢itih hemikalija u podzemlje 1
striktno kontrolisanje njihovog ponasanja da bi videli da li je ono u skladu sa onim Sta
oc¢ekujemo u toku bioremedijacije.
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Stimulacija bakterija unutar podzemlja

Jedna vrsta terenskog eksperimenta podrazumeva dodavanje materija koje stimuliSu
biodegradaciju u podzemlju unutar zagadene zone. Dodatak stimulanata, kao §to su elektron-
akceptori, elektron-donori 1 nutrijenti, trebao bi da ubrza biodegradaciju, a ne abioticki proces
uklanjanja zagadenja. Kada su dodati stimulanti u jedno podzemlje, a u drugo ne, relativni
stepen smanjenja zagadenja treba da se povec¢a u podzemlju obogadenom stimulantima.
Razlika u smanjenju zagadenja izmedu obogacenog i neobogacenog podzemlja moze biti
posledica mikrobioloske aktivnosti.

Merenje stepena iskoriS¢enja elektron-akceptora

Drugi terenski eksperiment ukljuCuje alternativno zapocinjanje 1 zaustavljanje
dopremanja kiseonika, ili drugih elektron-akceptora, na lokalitet da bi odredili stepen u kojem
su konzumirani elektron-akceptori. Ovaj pristup se delimi¢no koristi kod rasprSivanja
vazduha, jer dopremanje kiseonika se moze brzo kontrolisati i ne zavisi od protoka vode.
Odmah nakon zaustavljanja toka rasprSenog gasa, proba na kiseonik se spusta u bunare sa
podzemnom vodom da bi izmerili stepen konzumacije kiseonika. Da bi razlikovali kiseonik
upotrebljen od strane mikroorganizama koji degradiraju zagadenje, od kiseonika iskoris¢enog
za obi¢nu mikrobiolosku aktivnost, stepen pozadinskog iskoriS¢enja kiseonika trebao bi da se
meri u susednim nezagadenim bunarima. Relativno brz gubitak kiseonika u zagadenoj zoni u
odnosu na nezagadenu zonu, spojen sa smanjenjem koncentracije zagadenja, ukazuje na
uspesno odvijanje bioremedijacije.

Monitoring konzervativnih oznacivaca

Tre¢i tip terenskih eksperimenata zahteva dodatak konzervativnih oznacivaca.
Konzervativni oznaciva¢i imaju hemijske 1 transportne karakteristike slicne kao i
mikrobioloSki reaktivne hemikalije, ali oni nisu mikrobioloski reaktivni. Konzervativni
oznaciva¢i mogu da se koriste za razlikovanje abiotickih hemijskih promena- kao S$to su
isparavanje, sorpcija i rastvaranje- od hemijskih promena prouzrokovanih mikroorganizmima.

Moguca primena konzervativnih oznacivaca je da se odredi u kojoj meri je rasprSeni
kiseonik konzumiran od strane mikroorganizama a koliko ga je nestalo abiotickim putevima,
kao Sto je rastvaranje. Za ovo odredivanje helijum se moze koristiti kao konzervativni
oznaciva¢ za kiseonik. Poznata koncentracija helijuma je ubacena u sistem za rasprSivanje
kiseonika u zagadenu zonu, i promena koncentracije oba gasa, i helijuma i kiseonika, je
merena u toku vremena pomocu prenosnog gasnog hromatografa i kiseonik-metra ili drugog
odgovarajuceg instrumenta. Stepen smanjenja kiseonika relativno u odnosu na smanjenje
helijuma ukazuje na stepen u kojem mikrobi konzumiraju kiseonik. Ako je kiseonik
konzumiran u stepenu kao §to je konzumirano zagadenje, verovatnije je da su mikroorganizmi
odgovorni za nestanak zagadenja. U nekim slucajevima kiseonik moze biti konzumiran
abioti¢ki, kao §to je oksidacija gvozda (prevodenje Fe** u Fe’™). Kada postoji takva
mogucnost, merenje utroska kiseonika u poredenju sa oznacivacem trebalo bi odrediti u
nezagadenoj, pozadinskoj zoni, da bi odredili stepen abioticke konzumacije kiseonika.

Na lokalitetu gde je primenjen elektron-akceptor u vidu rastvora (kao $to su NOj,
SO42' ili rastvoreni kiseonik), bromid se moze koristiti kao konzeravtivni oznacivac. Kod
ovog prilaza bromid se dodaje u vodu koja cirkuliSe kroz zemlju da bi dopremila elektron-
akceptor.
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Iako se konzervativni oznacivaci koji imitiraju ponasanje zagadenja cesto dodaju na
lokalitet, oni takode mogu biti slucajno prisutni i u zagadenju. Kada koncentracija
degradabilnih jedinjenja opada brze nego koncentracija konzervativnih oznacivaca, razlika
moze poticati od mikrobioloske aktivnosti na lokalitetu.

Oznadivanje zagadenja

Cetvrti tip terenskog eksperimenta ukljuéuje monitoring "oznaéenog" zagadenja.
Zagadenje moze biti oznaceno sintetickom izmenom u kojoj molekuli zagadenja sadrze
poznatu koli¢inu stabilnog izotopa, uobicajeno "*C ili deuterijum. Ukoliko nastali nusprodukti
metabolizma, kao $to su neorganski ugljenik 1 intermedijerni metaboliti, sadrze istu relativnu
koliginu "*C ili deuterijuma kao i u oznagenom zagadenju, bioremedijacija je uspostavljena.

Ova tehnika je pogodna za primarna terenska istarazivanja, a ne za komercijalnu
bioremedijaciju jer ona podrazumeva sinteticku izmenu u zagadenju, §to je skupo, i njegovim
dodavanjem povecava se nivo zagadenja. OznaCavanje zagadenja je korisno samo za situacije
kada se moze locirati zagadena zona.

2.4.4.3.3. Modelovanje eksperimenta

Modeli su setovi matematickih jednacina koje kvantifikuju sudbinu zagadenja.
Primenjuju se dve strategije modelovanja eksperimenta(CISB, 1993):

I Kada je biodegradacija glavni fenomen prati se smanjenje koncentracije
zagadenja koje je mnogo vece nego kada se radi o abiotickim procesima
(razblazivanje, transport, isparavanje);

IT) Direktno modelovanje mikrobioloSkog procesa radi procene stepena
biodegradacije (prate se detaljne interakcije izmedu mikroorganizama i
karakteristike zemljista).

Postoje Cetiri tipa modela:

1) Model zasi¢enog protoka — prati se kojim pravcem i1 kojom brzinom proti¢u voda 1
rastvoreno zagadenje kroz zagadenu zonu,

2) Model multifaznog protoka — primenjuje se za sistem dva ili vise fluida koji su
prisutni zajedno u podzemlju (voda i nevodena faza zagadenja ili voda i vazduh);

3) Geohemijski model — pokazuje kako je zagadenje kontrolisano termodinamikom
mnostva hemijskih i fizickih reakcija u podzemlju;

4) Model stepena bioloske reakcije — pokazuje koliko brzo mikroorganizmi
transformisu zagadenje.

Bioremedijacioni proces ograni¢avaju mali protok fluida, fizicka heterogenost,
nepoznata vrsta i zona zagadenja, podloznost zagadenja mikroorganizmima i dr.

Primenjuju se tri strategije smanjenja nepouzdanosti modela:

1) Povecanje broja uzoraka za dokumentaciju;

2) Koris¢enje modela tako da su vazne promenljive dobro merene a promenljive sa
malo pouzdanosti su eliminisane;

3) Kompenzacija promenljivih gradenjem bezbednosnih faktora i1 fleksibilnost u
izgradnji sistema.
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2.4.5. Ex-situ tehnicka bioremedijacija

UsavrSavanjem 1 unapredivanjem in-situ bioremedijacionih tehnika razvile su se
brojne ex-situ tehnike koje su koristile njihove principe 1 metode. Ex-situ tehnika
podrazumeva iskopavanje zagadenog zemljiSta, njegov transport i obradu, S§to zahteva
znaCajna materijalna sredstva. Kada je zagadena velika povrSina zemljista ili kad zagadenje
dospe duboko u podzemlje, nemoguce je iskopati sve zagadeno zemljiste, tako da dolazi do
ograni¢ene primene ex-situ tehnike. Ex-situ tehnikom zemljiSte se brze ocisti, ali ona
narusava pejzaz, zagadenje se iznosi na povrSinu i mora se izmestiti. Zato je ex-situ metod
nekad neprakti¢an. Primenjuje se nekoliko tehnika kao Sto su: bioreaktori (“slurry”
bioreaktori), biogomile (biopiles), povrSinska obrada (landfarming), kompostiranje,
tretman ispumpane vode (pump and biotreat), biofiltracija i dr.

2.4.5.1. Bioreaktori -bioremedijacija u suspenziji

Bioreaktori sa suspenzijom (“slurry” bioreaktori) se koriste za ex sifu tretman
kontaminiranih zemljiSta i voda koje se ispumpavaju sa zagadenih prostora. Bioremedijacija u
reaktorima podrazumeva procesiranje zagadenih ¢vrstih materijala (zemljiste, sedimenti,
mulj) ili vode kroz jedan sistem u kome se skladiste ti materijali. “Slurry” bioreaktor se moze
definisati kao jedan sud i aparat u kome se formiraju trofazni (¢vrsti, teni i gasoviti) uslovi
mesanja u cilju povecanja nivoa bioremedijacije zemljisSnih 1 vodorastvorljivih polutanata
(slika 10). Generalno, nivo i delovanje biodegradacije je vece u biorektorima nego u in situ ili
sistemima sa ¢vrstom fazom, jer je sredina u bioreaktorima pogodnija za rukovanje i samim
tim bolja za kontrolu i predvidanje. Uprkos prednositma bioreaktora, postoje i nedostaci.
Kontaminirano zemljiSte iziskuje prethodni tretman (npr. ekskavaciju - iskopavanje) ili se
kontaminant moze istisnuti iz zemljiSta putem ispiranja zemljista ili fizickom ekstrakcijom
(npr. ekstrakcija vakumom) pre nego $to se stavi u bioreaktor.

izlaz gasova

zagadena A _
"  mesalica

'._ N | g/ kontrola
#r;‘.‘;‘:;‘:;‘: = = temperature

zagadena

tecnost  pytrijenti

L of izlaz teénosti

= zemlja za suSenje

ulaz vazduha

Slika 10. Bioreaktori sa suspenzijom (“slurry” bioreaktori) za ex situ tretman kontaminiranih
zemljista i voda
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2.4.5.2. PovrSinska obrada (landfarming)

Obrada zemljista je jednostavna tehnika u kojoj se kontaminirano zemljiSte iskopa 1
prostre po ve¢ pripremljenoj podlozi i periodicno se obraduje dok se ne razgrade zagadivaci.
Cilj je da se sitmuliSu endemicni biodegradiraju¢i mikroorganizmi i da se olakSa aerobna
degradacija kontaminanata. Zagadeno zemljiste se se raSiri u tankom sloju debljine do 45 cm
na podlogu sa sistemom za sakupljanje ocednih voda (slika 11). Zemljiste se periodicno
prevrée 1 meSa radi aeracije. Vlaznost zemljista 1 sadrzaj potrebnih nutrijenata se kontrolisu.
Kada se proces izvodi u zatvorenom sistemu isparavanje toksi¢nih komponenti se moze
smanjiti na minimum. Problem je u hladnom periodu godine. Ispod i iznad gomile se
postavlja zastitna folija u cilju spreCavanja Sirenja zagadenja u okolinu, kao i ofuvanja
potrebne toplote koja se oslobada u toku mikrobioloskih procesa, a potrebna je za optimalnu
biodegradaciju. Folije mogu biti od razli€itih materijala — npr. od polietilena (u obliku gume),
polipropilena (krut materijal otporan na ugljovodonike). PoSto obrada zemljista redukuje cenu
odrzavanja 1 monitoringa, kao 1 proces ¢iS¢enja, ovaj metod privukao je veliku paznju kao
alternativa odlaganju otpada.

Nutrijenti/vlaga

Sloj Sljunka /

Nepropusni sloj Sakupljanje océdnih voda

Slika 11. Povrsinska obrada (landfarming) zagadenog zemljista

2.4.5.3. Biogomile (biopiles)

Zagadeno zemljiSte se nagomila u gomile visine nekoliko metara oko sistema za
distribuciju vazduha (slika 12). Aeracija se postize produvavanjem vazduha kroz gomilu
pomocu duvaca ili vakum-pumpe. Vlaznost zemljista i sadrzaj neophodnih nutrijenata se
kontroliSu. Gomile se mogu staviti u zatvoren prostor. Isparljiva jedinjenja se nalaze u
vazduhu koji se ispumpava vakumom. Ispod i iznad gomile se postavlja zastitna folija u cilju
spreCavanja Sirenja zagadenja u okolinu, kao 1 o€uvanja potrebne toplote koja se oslobada u
toku mikrobioloskih procesa, a potrebna je za optimalnu biodegradaciju. Tipi¢no koris¢eni
metod za tretiranje povrSinske kontaminacije benzinskim ugljovodonicima, koji predstavlja
rafiniranu verziju obrade zemlji$ta koja ima za cilj da kontroliSe fizicke gubitke zagadivaca
putem isparavanja i curenja. Biogoile obezbeduju idealnu sredinu za endemicne aerobne i
anaerobne mikroorganizme.
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Slika 12. Prikaz sistema za ex-situ tretman zagadenog zemljista u vidu biogomila

2.4.5.4. Kompostiranje (composting)

Kompostiranje je tehnika koja ukljucuje kombinovanje kontaminiranih zemljiSta sa
nehazardnim organskim materijalom kao $to su stajnjak ili poljoprivredni otpad (Namkoong et
al., 2002). Zagadeno zemljiSte se meSa sa puniocima, kao $to su slama, seno, piljevina,
kukuruzna kumusa, dubrivo ili druge organske materije (i gips), radi lakSeg dopremanja
vazduha, zadrzavanja vode i povecanja sadrzaja organskih materija. Prisustvo ovih organskih
materijala omogucava razvoj bogate mikrobne populacije 1 povecanje termickih karakteristika
kompostiranja. Tri naj¢esc¢a dizajna su:

e komposting u dugackim gomilama (gde se periodicno mesa traktorima i sl),

e komposting u staticnim gomilama (kompost je u obliku gomile i aeriSe se duvacima ili
vakum-pumpama) i

e mehanicki komposting u posudama (gde se mesa i aerise).

2.4.5.5. Ex-situ tretman podzemne vode (pump-and-biotreat)

Posebna vrsta ispupaj-i-tretiraj (pump-and-treat) tehnike je ispumpaj-i-biotretiraj
tehnika. Ona podrazumeva bioloski tretman ispumpane vode u nadzemnim bioreaktorima,
¢ime se ne samo uklanja zagadenje iz podzemlja, ve¢ se istovremeno i degradira do
neSkodljivih produkata. Time se izbegava problem odlaganja i naknadnog tretmana
uklonjenog zagadenja nakon klasi¢ne ispumpaj-i-tretiraj tehnike. Slika 13 prikazuje
kombinaciju podzemnih i nadzemnih postupaka. Svrha faze nadzemne obrade jeste da se
ubrzaju degradacioni procesi. SmeSa mikooorganizama se dovodi u podzemnu vodu preko
bunara za infiltraciju. Zagadena podzemna voda se usmerava na bioreaktor i posle vraca u
postupak.
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Slika 13. Kombinacija podzemnih i nadzemnih postupaka bioremedijacije

2.4.5.6. Biofiltracija — biosorpcija

Biosorpcija predstavlja pasivno vezivanje metala mikrobioloSkim ¢elijama, tako da nije
potrebna energija. Zapravo, biomasa u biosorpciji je Cesto neziva, neki procesi se zasnivaju na
nezivim ili ubijenim ¢elijama, neki koriste biomasu sa velikim sadrzajem Zivih ¢elija. Ona je
veoma brza i moze da ukloni veliku koli¢inu metalnih jona. Kao adsorbent koristi se jeftina
suva biomasa algi, liSajeva, bakterija i razlicitih biljnih vrsta. Za istu svrhu se moze koristiti i
ziva biomasa. Radi bolje efikasnosti adsorpcije ova masa moze biti iseckana ili samlevena,
imobilisana na nekoj inertnoj podlozi, na sinteticki polimer kao S$to je gel, npr. od
poliakrilamida (Pons i Fuste, 1993) ili pricvrS¢ena na neorganski nosac ili upakovana u
kolone. Toksi¢nost nije bitna jer se onda moze koristiti neziva biomasa. Kada se zasiti sa
metalima biomasa se regeneriSe sa kiselinama ili bazama da bi se ponovo koristila. Metali
mogu biti izdvojeni iz biomase 1 ponovo upotrebljeni. Biofilteri sluze za ekstrakciju teskih
metala iz razliCitih vrsta industrijskih otpadnih voda. Jedan od mehanizama u biosorpciji je
izmena jona izmedu protona i jona metala. Cesto se nagrade metal-organski kompleksi sa
¢elijskim zidovima, kapsulama ili izvancelijskim polimerima sintetizovanim i izlu¢enim od
strane organizama.Biosorpcija u kolonama omogucuje kompetitivnu izmenu jona u kojoj se
cak nekoliko jona toksi¢nih metala takmici za ograni¢en broj mesta za vezivanje na
membrani. Metalni joni se mogu elektrostaticki vezati za negativne grupe u Celijskim
zidovima, kapsulama ili polimerima. Za uspe$no vezivanje jona metala na membranu od
velikog znacaja je i pH rastvora. Zahvaljujuéi razli¢itom afinitetu metalnih jona za biomasu
moguce je prakti€no precistiti vode koje imaju nekoliko razli¢itih metala u svom sastavu.
KoriS¢enje biofiltera otvara potpuno novo polje za efikasno koriS¢enje razli¢itih biljnih
ostataka od poljoprivrede i Sumarstva koji su se do sada spaljivali ili bacali. Nastoji se koristiti
biomasa koja se moze jeftino dobiti kao $to su muljevi sa postrojenja za tretman otpadnih
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voda, alge 1 cijanobakterije iz prirodnog ili gajenog vodenog bilja, kvasci kao S$to je
Saccharomyces cerevisiae iz alkoholne fermentacije itd. Metalne katjone iz rastvora moze da
konzumira plivaju¢a masa sastavljena od algi, cijanobakterija i nefotosintetickih bakterija
(Bender i Phillips, 1994). Neki od organizama koji mogu da akumuliraju znacajne koli¢ine
metala 1 radionukleotida su Zoogloea sp. (Co-25% od suve mase, Ni-13%), Citrobacter sp.
(Cd-170%, U-900%), Bacillus sp. (Cu-15%, Zn-14%), Chlorella vulgaris (Au-10%),
Rhizopus arrhizus (Pb-10%, Ag-5.4%, Hg-5.8%), Aspergillus niger (Th-19%).

Za tretman lakoisparljivih uljovodonika (VOC) iz off-gasa SVE tretmana primenjuje se
biofilter od bakterija 1 gljiva (slika 14). Primena biofiltera je bolja od adsorpcije na uglju, jer
ne zahteva dalji tretman, jer dolazi do razgradnje ugljovodonika, dok se pri adsorpciji na uglju
ugljovodonici moraju desorbovati i naknadno tretirati. Neophodna je primena humidifikator,
koji obezbeduje relativnu vlaznost od 99 %.
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Slika 14. Tretman off-gasa na biofilteru

2.4.5.7. Integracija bioremedijacije sa drugim tehnologijama

Kada se zagadeno zemljiSte tretira procesom bioremedijacije, podsticane bioloske
reakcije mogu menjati hemijske karakteristike terena u pravcu koji moze uc€initi zemljiSte viSe
pogodnim za ¢iS¢enje nebioloskim tehnikama. Na primer, bioloska aktivnost moze da ubrza
desorpciju zagadenja sa zemljiSta omogucujuci lakSu ekstrakciju u toku “ispumpaj-i-tretiraj”
tretmana. Sli¢no, ne bioloSko ¢iS¢enje moze podstaknuti mikrobioloSku aktivnost u zemljistu,
ponekad promoviSuc¢i bioremedijaciju. Na primer, tehnike dizajnirane da ventiliSu volatilna
jedinjenja mogu povecati dotok kiseonika podsticu¢i mikrobioloski rast. Zbog svega
navedenog, bioremedijacija se Cesto primenjuje sa drugim tehnologijama, odvojeno ili
simultano (slika 15). Neke od situacija kada se postupa na taj nacin su:

+ Kada je koncentracija zagadenja visoka i zahvaéena zona nam je lako dostupna,
bioremedijacija se primenjuje nakon iskopavanja zemljiSta u blizini izvora zagadenja.
Iskopano zemljiSte moze biti uklonjeno sa lokacije ili tretirano na povrSini (ex-situ)
bioremedijacionim postupkom ili termalnim metodom. Uklanjanje teSko zagadenog
zemljiSta smanjuje potrebu za in-situ biremedijacijom i momentalno smanjuje mogucénost
da zagadenje prodre u podzemnu vodu.

¢ U slucajevima kada su prisutne u podzemlju rezidualne zone zagadenja, one mogu biti
prvo uklonjene primenom drugih remedijacionih tehnika procesom poznatim kao
povracaj (“recovery”) slobodnih produkata. Kod prisutnog zagadenja koje je manje
gustine od vode, kao benzin ili dizel-gorivo, povra¢aj slobodnih produkata se postize
ispumpavanjem teCnosti iz bunara ili jaraka. Ovo uklanjanje zagadenja u
najkoncentrovanijem obliku moze da umanji potrebu za nutrijentima i elektron-
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akceptorima u toku bioremedijacionog procesa. Ne postoji dobar metod povracaja
zagadenja koje je gusce od vode, kao §to su hlorovani rastvaraci, zbog njihove teznje da
prodru duboko u podzemlje gde ih je tesko locirati.

Bioremedijacija moze da sledi nakon “ispumpaj-i-tretiraj” tehnike. “Ispumpaj-i-tretira;”
tehnika moze da se primeni radi smanjenja zagadenja, 1 uz povracaj slobodnih produkata
pomaze uklanjanju zagadenja. Kada se ukloni dovoljna koli¢ina zagadenja, “ispumpaj-i-
tretiraj” tehnika moZe biti proSirena sa, ili prevedena u in-situ bioremedijacioni sistem.
Cesto se za CGisCenje zagadene zone koja je iznad vodene table, primenjuje in-situ
bioremedijacija zajedno sa in-situ povracajem gasova. In-situ sistem sa povracajem
gasova koristi seriju crpnih bunara ili rovova za crpljenje vazduha i isparljivog zagadenja
iznad vodene table. Dodatno, povlaceci isparljivo zagadenje, bunari i rovovi dopremaju
kiseonik potreban za proces bioremedijacije. Otuda se proces naziva “bioventing”.
Kombinacijom volatilizacije 1 biodegradacije nivo zagadenja iznad vodene table se
smanjuje, 1 na ovaj nacin se smanjuje mogucnost da zagadenje dospe u podzemnu vodu.
Dalje, kako nivo vodene table opada u toku susnog perioda, dobar deo podzemlja je
izlozen kretanju vazduha, Sto prouzrokuje smanjenje zagadenja u zoni fluktuacije vodene
table. Alternativno, rasprSivanje vazduha moze da se koristi uz ekstrakciju isparenja da bi
se smanjilo zagadenje ispod vodene table.

Moguce je nakon tehnicke bioremedijacije primeniti spontanu bioremedijaciju. Nakon
uklanjanja slobodnih produkata iz zagadenja, tehnicka bioremedijacija se moze primeniti
za ukljanjanje veceg dela zaostalog zagadenja. Onda, nakon asimptotickog opadanja
koncentracije zagadenja, finalno doterivanje moze biti postignuto upotrebom spontane
bioremedijacije. U tom sluc¢aju bi se stimulisala mikrobioloska aktivnost i proces
biodegradacije bi tekao bolje.
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Slika 15. Integrisani remedijacioni sistem
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2.5. EkoloSke crne tacke u Srbiji

Ekoloske crne tacke u Srbiji su Pancevo,
Bor, Novi Sad i Kragujevac (slika 16).
Osim toga, u pojedinacnim analizama
pominju se 1 Vrbas, Lazarevac,
Obrenovac... To su gradovi u kojima je
zabelezeno zagadenje vode, zemlje 1
vazduha iznad odredenih granica i pojava
veCeg broja osoba sa respiratornim
oboljenjima. Od 27 sanacionih projekata u
Pancevu, Novom Sadu, Boru i Kragujevcu
realizovano je 16, jer je obezbedeno 12, a
ne 20 miliona dolara. 2003. godine prvi
put u sklopu Zakona o budzetu, Pancevo,
Bor, Novi Sad i Kragujevac su dobili
posebna sredstva kao ekoloSke ‘'crne
tacke".
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Slika 16. "Crne tacke" u Srbiji

2.5.1. Novi Sad - lokalitet ""Ratno ostrvo"

Podrucje Ratno ostrvo je

nastalo  pomeranjem  toka
Dunava ka Fruskoj Gori, tako da
su se obrazovali aluvijalni

peskoviti 1 Sljunkoviti sedimenti
bogati vodom. Na slici 17
prikazana je karta Ratnog ostrva
1 njegov polozaj u odnosu na
Novi Sad.

Slika 17. Polozaj Ratnog ostrva
u odnosu na Novi Sad
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2.5.1.1. Karakteristike podrucja Ratno ostrvo
2.5.1.1.1. Hidrogeoloske karakteristike podrucja

Na Sirem podru¢ju Ratnog ostrva dominiraju kvartarni aluvijalni sedimenti
predstavljeni polifacijalnim peskovitim i Sljunkovitim sedimentima koji c¢ine glavni
vodonosnik. U podini vodonosnika nalaze se pleistocenske gline. One su u najvecoj meri
visoko i srednje plasti¢ne. Istraznim busenjem nije utvrdena mocnost ove serije (Anon, 1986,
1988). Prosecna kota pojave masnih pleistocenskih glina je oko 52 m n.v. (nadmorske visine),
a generalno kontakt vodonosnika i podinskih sedimenata smanjuje dubinu u pravcu
jugoistoka, nizvodno od Ratnog ostrva.

Iznad podinskih vodonepropusnih glina istalozena je Sljunkovito-peskovita serija
debljine do 8 m, koja prema svojim filtracionim karakteristikama predstavlja glavni
vodonosni sloj iz kojeg se vrSi eksploatacija podzemnih voda za vodosnabdevanje Novog
Sada sa lokacije Ratnog ostrva. Sljunkovito-peskovita serija generalno smanjuje debljinu u
pravcu jugoistoka (4non, 1988, 2000). Direktna hidraulicka veza ovog sloja sa Dunavom
ostvarena je preko sitnozrnih do srednjozrnih peskova, istalozenih na peskovitim §ljunkovima.
Krupnozrni peskovi su retko zastupljeni, najées¢e u vidu sociva. Peskovita serija ima najvece
rasprostranjenje, a na pojedinim lokalitetima nalaze se 1 na povrSini terena. Debljina ove serije
kre¢e se od 10-15 m. Nizvodno od Ratnog ostrva, generalno posmatrajuci, povecava se
ucestalost peskova na racun Sljunkovitog sloja te samim tim filtracione karateristike ove serije
postaju nepovoljnije sa aspekta eksploatacije.

Prasinasto-peskovita serija koja je mestimi¢no zaglinjena izgraduje povrsinske delove
aluvijalnih naslaga, a u hidrodinamickom smislu predstavlja polupropusnu povlatu
vodonosnoj sredini. Debljina ovih sedimenata je veoma promenljiva i krece se od 1-5 m, a
najcesce 2-3 m (4non, 2000).

Izdan formirana u okviru Sljunkovito-peskovite serije na podruc¢ju Ratnog ostrva
prihranjuje se dominantno infiltracijom vode iz Dunava i infiltracijom padavina. Dreniranje
izdani se pretezno vr$i zahvatanjem vode bunara na izvoristu "Ratno ostrvo", a u manjoj meri
preko kanalske mreze pri visokim nivoima podzemnih voda i oticanjem u Dunav pri niskim
vodostajima (4non, 1989, 2000).

2.5.1.1.2. Hidroloski uslovi na podrudju

Najznacajniji vodotoci koji utiCu na rezim voda na podrucju Ratnog ostrva su reka
Dunav, kanal DTD Savino Selo - Novi Sad i lokalna kanalska mreza sa glavnim
melioracionim kanalom Subi¢ Dunavac u kome se vodostaj reguliSe radom crpne stanice
"Kaliste". U najnizim delovima inundacione ravni, u nasutim meandrima koji omeduju Ratno
ostrvo, sa nadmorskom visinom od 74 m, izdanska voda se zadrzava na topografskoj povrsini.
U proslosti pre izgradnje meliorativne kanalske mreze u sistemu crpnih stanica "Vrbak" i
"Kaliste" dubina vode u ovim udubljenjima bila je znatno veca, a u okolnim delovima
inundacije izdanska voda bila je na manjoj dubini. Analizom pijezometarskih podataka za
bunare u ovom delu inundacione ravni nizvodno od grada oznacenog u pijezometriskoj mrezi
Vojvodine (136) sa brojem 414, moze se konstatovati da se voda, u osmogodiSnjem proseku
(1981-87) nalazi na prose¢noj dubini 2,9 m, odnosno na 73,82 m n.v. Dovodenje rezima
freatske izdani u vezu sa rezimom Dunava, sa rezimom padavina i temperaturom, i tim
relacijama vrSena analiza, ne bi dala u potpunosti ispravne podatake iz razloga Sto je rit
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ispresecan gustom kanalskom mrezom. Crpnim stanicama voda se prebacuje u Dunav i tako
vrsi drenaza (Bogdanovié, 1994).

2.5.1.1.2.1. Dunav

Dunav ¢ini juznu i isto¢nu granicu gradskog podrucja. On predstavlja dominatan
vodotok koji svojim vodostajem i kvalitetom vode diktira rezim voda u kanalu DTD do
prevodnice i1 na podzemne vode na podruc¢ju Ratnog ostrva. Analizom podataka o vodostaju
na osmatrackoj stanici Novi Sad, u periodu 1931-1987. godina, registrovano je da je
dijapazon oscilacija vodostaja bio skoro 9 m (Hpix=70,83 m n.v.; Hp,=79,51 m n.v.).
Trajanje visokog vodostaja, H>77,73 m n.v. (600 cm), kao i1 ekstremno niskih vodostaja
H<71,53 m n.v. (-20 cm) je relativno kratko (oko 5 dana u prosec¢noj hidroloskoj godini). Iz
krive ucestalosti vodostaja proizilazi da vodostaji najces¢e variraju u opsegu 100-300 cm
(najcesce 250 cm), sa uskim trajanjem oko 50 %. Nivo stogodiSnjih velikih voda u Novom
Sadu je na koti 79,40 m n.v., dok je mala voda istog povratnog perioda na koti 70,85 m n.v.
Rezim proticaja analiziran je na bazi proticaja u profilu vodomerne stanice Bogojevo za isti
period 1931 - 1987. godina. Analiza krive trajanja proticaja, u posmatranom periodu proticaja
oscilovale su izmedu Quin=680 m’/s i Quax=8600 m’/s, sa srednjom visegodisnjom vrednosti
od Qu=2972 m’/s. Mala voda Q=1500 m’/s, &ije je trajanje oko 336 dana u prose&noj
hidroloskoj godini, predstavlja istovremeno najnizi plovidbeni proticaj. Najucestaliji proticaji
bili su u opsegu od 1700 m*/s do 2700 m*/s (4non, 1988, 2000).

Konstatovano je na osnovu geometrije recnog korita u zoni Ratnog ostrva vec¢a dubina
uz levu konkavnu obalu. Dno korita je na kotama 62-64 m n.v. Rezultati snimanja strujne
slike pokazuju koncentraciju re¢nog toka uz levu konkavnu obalu, na znacajnoj duzini toka,
koja obuhvata zonu izvorista "Ratno ostrvo" (4non, 1989a, 2000).

2.5.1.1.2.2. Kanal DTD Savino Selo - Novi Sad

Na obodu Ratnog ostrava u pravcu industrijske zone Sever III 1 II nalazi se DTD kanal
Savino Selo - Novi Sad u literaturi ¢esto nazivan i kao Mali backi kanal. On dolazi sa
severozapadnog pravca, od Rumenke, ide severnom periferijom grada 1 uliva se u Dunav na
isto¢noj periferiji grada, na mestu najisturenijeg dela meandre ka severu na stacionazi oko km
1253+400. Pored toga Sto je plovan, Kanal je za Novi Sad izuzetno znacajan jer je pored
njega podignut najveci broj industrijskih objekata i ova lokacija je poznata kao industrijska
zona (Bogdanovi¢, 1994). Kanal DTD na delu od 4,3 km od us¢a do prevodnice, nema
aktivnog tecenja ka Dunavu, izuzev pri radu prevodnice. Na ovom delu on je pod direktnim
uticajem rezima oscilacije Dunava.

2.5.1.1.2.3. Kanalska mreza sliva crpne stanice "Kaliste"

Nisko podrucje Ratnog ostrva i okoline odvodnjava se meliorativnim kanalima. Vodu
u Dunav prebacuje crpna stanica "KaliSte" 1 "Pristaniste". Kanalska mreZa na prostoru Ratnog
ostrva obuhvata desetak kanala paralenih Dunavu, u srediSnjem delu i desetak kanala
upravnih na Dunav u nizvodnom delu koji se svi ulivaju u glavni kanal Subi¢ Dunavac, koji
predstavlja jugoisto¢nu granicu ovog poteza. Subi¢ je rukavac Dunava dug oko 2 km i dubine
od 1-2 m. Na njegovom u$¢u u Dunav nalazi se crpna stanica (CS) "Kaliste". CS "KaliSte"
odrzava vodostaj na koti oko 73,5 m n.v. prepumpavanjem viska vode u Dunav (instalisani
kapacitet 2 x 2,03 m’/s). U ovaj sistem ubacuje se i voda prikupljena kanalskim sistemom sa
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uzvodnog sektora, prepumpavanjem u Subi¢ Dunavac preko crpne stanice "Vrbak"
(instalisani kapacitet 1 m*/s) (Bogdanovié 1994; Anon, 2000).

2.5.1.2. Infrastuktura i objekti na podrucju Ratno ostrvo

Na podrucju Ratnog ostrva pored izvoriSta vode za pice nalaze se: termoelektrana TE-
TO, kompleks naftne industrije NIS - Rafinerija nafte "Novi Sad", tranzitni cevovodi
kanalizacije, toplovodi, naselje Sangaj, saobracajnice i poljoprivredno obradivo zemljiste
(slika 18).

Kompleks TE-TO (termoelektrana-toplana). Nalazi se u neposrednom zaledu
izvoriSta "Ratno ostrvo". U toku rada TE-TO nastaju otpadne vode, ali sami objekti mogu biti
izvori zagadenja:

e rezervoari za skladiStenje mazuta i hemikalija (kiseline i baze)
e cevovodi za transport mazuta i gasa iz susednog NIS-a, lokalni cevovodi u
kompleksu TE-TO i kanalizacioni cevovodi za transport razli¢itih otpadnih voda.

Otpadne vode, atmosferske i1 preciS¢ene sanitarne otpadne vode, se izlivaju u
melioracioni kanal koji pripada slivu Subic¢a, odnosno CS "KaliSte". Rashladne vode se
izlivaju u Dunav kod izvori§ta "Ratno ostrvo", neposredno uzvodno od bunara BHD-6.
Ukupne otpadne vode su manje od 10 000 m*/god.

8-aHg @
6-aHa®

Slika 18. Raspored infrastrukturnih objekata u zaledu izvorista "Ratno ostrvo"

Tranzitni cevovodi. Kroz uze podrucje izvorista "Ratno ostrvo" prolaze cevovodi:

e za evakuaciju tehnoloskih, atmosferskih i1 pre¢iS¢enih zauljenih voda iz kompleksa
Rafinerije NIS, lokalna mreza i zbirni kolektor preko koga se "precis¢ene" otpadne
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vode iz kompleksa NIS odvode do crpne stanice "Sever IV" i dalje u Dunav (sl. 18
oznacen sa zelenom linijom),

e toplovod kojim se topla voda transportuje iz TE-TO do Novog Sada,

e cevovod za transport komunalnih otpadnih voda iz naselja Klisa (sl. 18 oznacen
crvenom linijom),

e cevovod kojim se voda iz Dunava preko crpne stanice doprema do TE-TO i
cevovod za ispust tople vode (hladenja turbina) u Dunav.

Kolektor atmosferskih i prec¢iSéenih zauljenih voda iz Rafinerije u neposrednom
zaledu izvoriSta izgraden je u okviru peskovitih sedimenata, na dubini od 1-2 m ispod
povrsine.

Naselja i saobraéajnice. Naselje "Sangaj" je "divlje" izgradeno, ali je legalizovano.
Prikljuceno je na gradsku vodovodnu mezu i na kanalizacionu mrezu (izgradena je crpna
stanica "Sangaj"). Otpadne vode ovog naselja se ispustaju u Dunav preko izliva kolektora
"Sever IV". U neposrednoj blizini izvorista nalazi se saobracajnica koja povezuje Novi Sad i
Kaé, kao i put za naselje Sangaj. Dublje u zaledu nalazi se autoput Beograd - Novi Sad. U
daljem zaledu nalazi se deponija za odlaganje sadrzaja septickih jama.

Poljoprivredno zemljiSte. U dubljem zaledu izvoriSta "Ratno ostrvo" nalaze se
znacajne obradive povrsSine na kojima su kori$¢eni i koriste se razne vrste pesticida i vestackih
dubriva.

Kompleks NIS-a. Rafinerija nafte "Novi Sad", locirana je na levoj obali Dunava, na
prostoru Ratnog ostrva, odnosno privrednoj zoni grada Sever IV. Ovaj prostor je uz levu
obalu kanala DTD, od njegovog us¢a u Dunav do magistralnog puta Novi Sad - Zrenjanin.
Povrsina koju zauzima je oko 256 ha, od ¢ega veci deo povrSine, sa desne strane lokalnog
puta Novi Sad - Sangaj, zauzimaju objekti za preradu i skladistenje te¢nih derivata nafte, a
manji sa leve strane zauzimaju rezervoari za teni naftni gas i puniliSte. Na kanalu DTD
izgradena su tri pontona za pretakanje derivata nafte. Veéi deo povrsine, sa procesima i
rezervoarima je betoniran. Manji deo povrSine, ali ne beznacajan, sa pumpnim stanicama,
cevovodima za transport i rezervoarima, je bez zastite izgraden na refuliranom pesku. Sve
betonske povrSine povezane su na kanalizacioni sistem, kojim se odvode vode, kisne i
zauljene. U krajnjem jugoistocnom delu kompleksa, prakti¢no najblize izvoristu "Ratno
ostrvo", nalazi se skladiSte privremeno deponovanog c¢vrstog i1 polucvrstog otpadnog
materijala.

Otpadne vode Rafinerije poti¢u od prerade nafte i derivata nafte (benzin, dizel gorivo,
mazut, bitumen i razna ulja). Postoji uredaj za preciscavanje otpadnih voda, odakle se
pre€iS¢ena voda transportuje gravitaciono do crpne stanice "Sever IV", kojom se zatim
prepumpava do izlivne gradevine i cevovodom u Dunav (Boskov i sar., 1999). Ova crpna
stanica se nalazi na samom izvoris$tu Ratno ostrvo, a izlivna gradevina u neposrednoj blizini
bunara BHD-6. Ispust iz izlivne gradevine se dugi niz godina nalazio nizvodno izmedu bunara
BHD-6 i BHD-7, a od leta 2004. godine je izmeSten 2 km nizvodno, iza svih reni bunara kako
bi se zastitilo izvoriSte. Iako su oko rezervoara nafte i ostalih derivata izgradeni zastitni bazeni
(tankvane), moguce je iscurivanje pogotovo iz cevovoda za transport nafte i naftnih proizvoda
1 za transport zauljenih, tehnoloskih i fekalnih otpadnih voda. U kompleksu Rafinerije postoje
jo$ 1 upojni bunari koji sluze za prihvatanje sanitarnih otpadnih voda. Ukupna koli¢ina
otpadne vode je oko 2.000.000 m’*/god.
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2.5.2. Izvoriste "Ratno ostrvo"

"Ratno ostrvo" je najmocénije 1 najznacajnije izvoriSte vodovodnog sistema grada
odakle se obezbeduje 45% vode neophodne stanovniStvu Novog Sada. Prostire se duz leve
obale Dunava, od us¢a kanala DTD nizvodno (slika 19). Ukupna duzina obale na kojoj je
izvoriste je oko 4000 m. Do danas je na izvoriStu izgradeno osam od deset planiranih bunara
sa horizontalnim drenovima. Eksploatacioni kapacitet ovog izvorista je 700-800 I/s.
Cevovodom za sirovu vodu prec¢nika @900 duzine oko 4km, sirova voda se doprema do
postrojenja za preradu vode. Sa stanovista prirodnih uslova, izvoriSte Ratno ostrvo ima veoma
dobru razvojnu perspektivu. U nizvodnom pravcu je moguca izgradnja novih bunara sa
horizontalnim drenovima ili vertikalnih bunara, a u zaledu obalnog niza bunara, veoma su
pogodni uslovi za formiranje izvorista infiltracionog tipa. Sa stanoviSta zastite izvoriSte se
nalazi u nepogodnom okruzenju. Kako je napred receno u neposrednoj blizini izvoriSta nalazi
se rafinerija nafte, termo-toplana, naselje Sangaj, a uzvodno je uliv kanala DTD u Dunav i
izlivi gradske kanalizacije.

POLOZAJ IZVORISTA "RATNC OSTRVO" I NIS RAFINERUE
NOVI SAD U ODNOSU NA GRAD

RATNO
OSTRYO

X4 Bt bt vk hplosc

Slika 19.Polozaj izvorista u odnosu na grad Novi Sad

Najvec¢i problem vodosnabdevanja grada sa izvoriSta "Ratno ostrvo" predstavlja
Rafinerija nafte Novi Sad (RNS). Komponente nafte i njeni derivati su toksi¢ni za Zivi svet 1
coveka. Posebno su opasni aromati¢ni ugljovodonici i policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
nafte i naftnih derivata jer imaju kancerogeno delovanje na ¢oveka.
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2.5.3. Razaranje postrojenja Rafinerije nafte i kontaminacija
zemljiSta

U toku NATO agresije, postrojenja NIS RNS napadnuta su 12 puta, sa preko 250
projektila jake razorne moc¢i.

U toku agresije NATO - alijanse u akcijama gasenja pozara i hladenja rezervoara u
Rafineriji nafte "Novi Sad" utroSena je sledeca koli¢ina sredstava: 235,00 tona ekstrakta za
gasenje pozara (185,00 tona ekstrakta "fluoro protein"; 48,00 tona ekstrakta "AFFF"; 2 tone
"sinteti¢kog ekstrakta"), 8,40 tona suvog praha za gasenje pozara "MONEX" i oko 95000 m’
vode (Anon, 2000).

NATO agresijom prakti¢no su uniStena ili oSte¢ena sva procesna postrojenja u RNS.
Pregled osStecenja procesnih postrojenja daje se u tabeli 1. NIS Rafinerija nafte "Novi Sad"
raspolagala je 1 velikim rezervoarskim prostorima za skladiStenje sirove nafte, proizvoda,
pomo¢nih komponenata itd. U toku NATO agresije uniSteno je preko 51%, a ozbiljno
oste¢eno preko 34% raspolozZivih rezervoarskih kapaciteta. U tabeli 2 daje se pregled
raspolozivih, uniStenih 1 oSteCenih rezervoarskih kapaciteta NIS Rafinerije Novi Sad.
UniStene koli¢ine nafte i naftnih proizvoda u toku NATO agresije na Rafineriju nafte “Novi
Sad” date su tabeli 3.

Tabela 1. Pregled ostecenja NIS RNS procesnih postrojenja

0

Procesna postrojenja Kapacitet ok te?enja
Atmosferska destilacija AT-500 500.000 t/g 95
Atmosferska destilacija sa stabilizacijom 2.000.000 t/g 70
benzina U-2100
Vakuum destilacija U-2200 1.200.000 t/g 60
Hidrotriting benzina U-2300 560.000 t/g 15
Platforming U-2400 430.000 t/g 25
Obrada gasa (TBG proseca) U-2500 60.000 t/g 95
Hidrodesulfurizacija kerozina/VGU U-2600 240.000 t/g 5

Proizvodnja ulja i bitumena

Atmosferska destilacija U-100 500.000 t/g 10
Vakuum destilacija U-200 550.000 t/g 60
Duvaliste bitumena U-300 200.000 t/g 20
Hidrofinising U-400 240.000 t/g 90
Kisela rafinerija U-500 89.000 t/g 20
Blending ulje 56.000 t/g 95

Prema proceni stru¢njaka iz RNS od 73.569 tona nafte i derivata izgorelo je oko 90%,
izliveno na zemljiste oko 9,9 %, izliveno u kolektor "Sever IV" 0,1 %, a od izlivene nafte u
kolektor deo je vracen ispumpavanjem iz crpne stance i izlivne gradevine kolektora "Sever
IV" u Dunav (4non, 2000).

U tabeli 4 dat je pregled uniStenih objekata NIS — Rafinerije “Novi Sad” (4non, 2000).



Opsti deo 51

Tabela 2. Pregled unistenih i oStecenih NIS RNS rezervoarskih kapaciteta

Vrsta fluida Zapremina (m’) % Unisteno % oSteceno
Sirova nafta 195500 46.80 21.13
TNG 10000 90.00 0.00
Benzini 80000 78.70 17.50
Srednji destilat 135500 64.58 34.69
Mazut 103000 34.95 39.81
Uljni proizvod 108000 56.48 41.67
Bazna ulja 16100 100.00 0.00
Vakuum ostatak 20600 291 97.09
Bitumen 8900 0.00 100.00
Ukupno 677600 51.46 34.06

Tabela 3. Unistene kolicine nafte i proizvoda

Vrsta sirovine/poluproizvoda/proizvoda Unistene kolicine
sirova nafta 18.680 t
TNG 17t
primarni benzin 4338t
komponente za MB 1.749 t
srednji destilati 2951t
destilati 1 rafinati 10.419t
bazna ulja 980 t
trafo ulja 82t
maziva 520t
loz ulja (mazut) 10.333 t
Ukupno u RNS 50.069 t
NAP - derivti 5.000 t
JU-NA - nafta 18.500 t
UKUPNO 73.569 t

Posle prestanka NATO bombardovanja izvrSena je identifikacija lokaliteta i povrSine
zemljista u NIS-RNS koje je zagadeno usled nekontrolisanog izlivanja nafte i derivata nafte.
Pregledi lokaliteta zagadenog zemljista dati su na slici 20 (zaokruzene crvene povrsine), a
procenjene kontaminirane povrsine sa koli¢inama izlivene nafte i derivata u tabeli 5. Na slici
21 prikazana je specifiéna kontaminiranost (m’nafte/m* prostora) lokacija izlivenom naftom i
derivatima u Rafineriji nafte "Novi Sad", a na slici 22 prikazani su podaci o ukupnoj koli¢ini
sirove nafte i derivata koji su izliveni na zemljiste u Rafineriji nafte "Novi Sad".
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Tabela 4. Specifikacija unistenih objekata NIS RNS sistema zastite Zivotne sredine

Objekat . % .
oStecenja
Atmosferska kanalizacija 70
Uljna kanalizacija 60
Sistem za tretman otpadnih voda 40
Tankvana 80
Akvatorijum za utovar/istovar sirove nafte i derivata 75
Pe¢ za spaljivanje rafinerijskih muljeva 45
Sistem za spaljivanje otpadnih gasova 60
Blending postrojenja za proizvodnju ekoloski prihvatljivih maziva 100
Tehnoloska linija za proizvodnju eko dizela evropskog kvaliteta 90
Sistem za hladenje 1 gasenje rezervoara 85
Cevovodi za povezivanje unutar Rafinerije 50

Tabela 5. Procena kontaminirane povrsine i kolicine izlivene nafte i naftnih derivata u
Rafineriji nafte "Novi Sad"

o o Nafta i naftni derivati (m")

| 28| | £ |A| 25|88 % | 5| 5|s8 S |28|E
g g3 S = a3 |F3 v/ g |= o =523
©) Mo A =

1 23250 | 3500 - - - - - - - - - - -
2 630 - - - - - - -105 - - - -
3 3720 -| 145 - | 1426 - -1 52 - - - - R
4 6100 - - - | 3379 -1 02 - 130 - - - R
5 4250 0,5 | 345 - - -1 05 - - - - - R
6 1300 - - - - - - - - - - -1 50
7 4450 - - | 57 - - - - - - - - -
8 8200 | 22,0 | 145 | 23 - - - - - - - - -
9 1805 - -1 70 - - - - - - - | 60 -
10 315 - - | 5,1 -1 7,6 - - -1 2,5 - - -
11 300 4,2 - - - -l 1,2 - - - - - -
12 310 32 - - - - - - - - - - -
13 1590 | 38,5 7,1 - - - | 16,6 - - - - - -
14 2280 2,7 1,5 - - -1 05 - - - - - -
15 535 - 2,2 - - - - - - - - - -
16 930 - 2,2 - - - - - - - - - -
17 5860 | 10,0 - - - - - - - - - - -
18 2940 | 11,7 - - - - - - - -1 04 - -
19 190 - - - - 193 - - - - - - -
20 540 | 50,0 - - - - - - - - - - -
21 920 | 75,0 - - - - - - - - - - -
22 570 | 75,0 - - - - - - - - - - -
23 250 | 80,0 - - - - - - - - - - -
24 200 - - - - - - - - -1 1,5 - -
25 220 - - - - - - - - - 120 - -
] SR b 0 ©n

51 8 |E Slg g8 |alalala|S S
n o~ on o~ — < — — e} [ep} N o O v
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Slika 20. Polozaj zagadenih povrsina naftom i derivatima u RNS

Na osnovu podataka, utvrdeno je da prostor zagaden benzinima iznosi oko 8.500 m?,
Sto je veoma znacajno imaju¢i u vidu brzinu prodora benzina kroz pesak i mogucnost
zagadenja podzemne vode. Sirova nafta se izlila na mnogo veéu povrsinu od 51000 m?, ali
ona sporo prodire kroz zemljiSte i1 time predstavlja manju opasnost po zagadenje podzemne
vode. Ostali naftni derivati (kerozin, dizel, mazut i goriva), koji su se izlili na povrsinu od oko
35000 m”> mogu predstavljati problem, s obzirom da pojedine komponente ovih derivata brzo
prodiru kroz zemljiSte, posebno kroz pesak. Takode se moze konstatovati da eluacija nafte i
derivata padavinama predstavlja veliku opasnost za kvalitet podzemnih voda.
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Slika 21. Kontaminiranost lokacija izlivenom naftom i derivatima u
Rafineriji nafte "Novi Sad"
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Slika 22. Kolicine izlivene nafte i derivata na zemljiste u Rafineriji nafte "Novi Sad"

2.6. Monitoring kontaminiranog podrucja Ratno ostrvo

Akcident u Rafineriji je naroc¢ito nepovoljno uticao na izvoriSte podzemne vode "Ratno
ostrvo" za snabdevanje Novog Sada vodom za pi¢e (Dalmacija i sar., 1999 i 1999a). Prvi
preduslov za uspostavljanje pasivne bioremedijacije lokaliteta Ratno ostrvo bio je uklanjanje
izvora zagadenja. U skladu s tim, sanirani su oSteeni rezervoari 1 instalacije, uklonjena je
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skoro u potpunosti sva povrsSinski zagadena zemlja, medutim, zagadenje koje je prodrlo dublje
u podzemlje, adsorbovalo se za matriks akvifera i rastvorilo se u podzemnoj vodi nije
uklonjeno.

Kretanje nafte i derivata kanalom DTD i1 Dunavom i moguénost migracije nafte i
naftnih derivata iz prostora RNS i zagadenog prostora duz oSte¢enog kolektora "Sever IV"
zbog kretanja podzemnom vodom, prikazano je na slici 23. Kako se vidi sa slike, kretanje
nafte i derivata, bilo podzemnim vodama sa prostora Rafinerije ili iz oSte¢enog kolektora, bilo
povrsinskim tokovima, bi moglo uticati na kvalitet voda u izvoristu "Ratno ostrvo"

_Kretanje nafte sa tokom
i:>podzemnih voda u RNS

| PSS L W #| g 25 Kretanjenaﬂepopovrsmivoda-

RL;’MR'IJ&MFTE .'. : ‘ i | ‘Dunava i Kanala DT‘D
| NOVISAR, @ ¢ :
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Slika 23. Mogudi pravci transporta nafte i naftnih derivata podzemnom vodom i izlivene nafte
u Dunav i Kanal DTD povrsinskom vodom

Nakon uvida u stanje na terenu u toku bombardovanja Rafinerije nafte i potrebe za
informacijom koja ¢e ukazati koje mere treba preduzeti da se ublazi ili umanji nastala
ekoloska Steta projektovan je monitoring podrucja Ratnog ostrva. Pocetni projektovani
monitoring svakodnevno je menjan u zavisnosti od toka deSavanja, tj. nastalih Steta u toku
bombardovanja. Po¢etni monitoring je obezbedio informacije o stanju kvaliteta podzemnih
voda i zemljiSta na lokalitetu Rafinerije nafte, stanju kvaliteta povrSinskih voda i1 sedimenta,
kao 1 kvalitetu zemljista u indudacionom pojasu i omogucio da se predvidi pravac transporta
zagadenja. Na osnovu podataka pocetnog monitoringa po principu tzv. "spiralnog
monitoringa" projektovan je istrazivacki monitoring, a kasnije na isti nacin projektovan je
operativni (dugoroéni) monitoring podru¢ja Ratnog ostrva. Sematski prikaz plana istrazivanja
je dat na slici 24.
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Slika 24. Plan istrazivanja sproveden u cilju dobijanja podataka neophodnih za
zastitu izvorista "Ratno ostrvo"

2.6.1. Monitoring podrucja "Ratno ostrvo" u toku i neposredno posle
bombardovanja

U toku i neposredno nakon bombardovanja Rafinerije nafte "Novi Sad", u periodu

april-jun 1999. godine, po posebnom prioritetnom programu izvrSeno je uzorkovanje i

analiza (slika 25):

e otpadnih voda rafinerije nafte i atmosferskih voda iz kolektora "Sever IV";

e podzemne vode uzorkovane iz jedino postoje¢ih pijezometara unutar kompleksa
Rafinerije: KP-6 1 KP-7 i duz kolektora "Sever IV" (u pravcu mogucée migracije nafte 1
derivata iz oSte¢enog kolektora): SLO-40, Pz-111, Pz-222, Pz-333, Pz-444 i SLO-35;

e vode iz reni bunara na izvoriStu;

e vode iz Dunava na lokacijama kod BHD-7, BHD-8, BHD-9 i bunara u izgradnji BHD-10;

e sedimenta iz Dunava na lokacijama BHD-6, BHD-7, BHD-8 i1 bunara u izgradnji BHD-

101
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e zemljista pored bunara BHD-7 nakon opadanja vodostaja Dunava krajem juna.

L S dtinerija mane

Slika 25. Polozaj pijezometara i bunara koji su koristeni za uzorkovanje podzemnih voda u

toku monitoringa (crvenom linijom je obelezen kolektor "Sever IV")

U ispitivanim uzorcima je odredivan sadrzaj naftnog zagadenja, odnosno mineralnih
ulja, vrSena je identifikacija naftnih ugljovodonika i odredivan sadrzaj policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika (4non, 1999).

Rezultati preliminarnih istrazivanja su omogudili sagledavanje neposrednih efekata
izlivanja nafte 1 naftnih derivata u kolektor "Sever IV" i1 preko njega u Dunav, odnosno na
zemljiste u Rafineriji i zoni inundacije u kojoj su locirani reni bunari izvorista "Ratno ostrvo".

2.6.2. Istrazivacki monitoring

Dobijeni rezultati analiza su wuslovili urgentno projektovanje 1 realizaciju
istrazivackog monitoringa podruc¢ja Ratno ostrvo, kako bi se utvrdilo trenutno stanje podrucja,
odredile i fokusirale kriticne tacke i dao pregled aktivnosti i mera za zastitu izvorista "Ratno
ostrvo".

Istrazivacki monitoring je realizovan u periodu avgust-oktobar 1999. godine i
obuhvatio je ispitivanje kvaliteta (Anon, 1999; Dalmacija i sar., 2000d, 2000e, 2000f, 2001):

o podzemnih voda na teritoriji Rafinerije 1 u zaledu izvorista "Ratno ostrvo";
o dunavske vode i sedimenta i
o zemljista u Rafineriji.

Za potrebe istrazivackog monitoringa, u cilju ispitivanja kvaliteta podzemnih voda na
Sirem podrucju izvoriSta "Ratno ostrvo", izgraden je velik broj osmatrackih objekata. Novi
osmatracki objekti su locirani na rastojanju od oko 100 m, dubini do 6-8 i 25 m, izmedu
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izvora naftnog zagadenja 1 reni bunara izvoriSta, odnosno unutar kompleksa Rafinerije na
mestima izlivanja dizel goriva, benzina i sirove nafte, duz jugoistocne ograde Rafinerije,
izmedu ograde Rafinerije 1 kanala DTD, duz kolektora "Sever IV" 1 u neposrednoj blizini reni
bunara BHD-6, BHD-7 i BHD-9, a u pravcu strujanja podzemnih voda. Jednokratno
ispitivanje vode 1 zemljiSta na teritoriji RNS je radeno na slede¢im lokacijama (sl. 26): s-4nis,
s-5nis, s-6nis, s-7nis, s-8nis, s-9nis, s-10nis, s-11nis, s-12nis, s-13nis, s-14nis, s-15nis, s-
16nis, s-17nis, s-18nis, s-19nis, s-20nis, s-21nis, s-22nis, s-23nis, s-24nis, s-25nis.
Jednokratno ispitivanje vode i zemljiSta izvan Rafinerije radeno je na slede¢im lokacijama: s-
4, s-5, s-6, s-8, s-10, s-13, (sl. 27) 1 s-19, s-20 1 s-22 (sl. 26). Dubina busotina je bila 0,5-5,3
m, a najcesce oko 2 m.
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Slika 26. Lokacije u RNS gde je vrseno ispitivanje sadrzaja ukupnih ugljovodonika i
mineralnih ulja u vodi i zemljistu

Jednom mese¢no podzemna voda u RNS je ispitivana iz plitkog pijezometra (od 6-8
m) Ppjc-4, dubokih pijezometara (oko 25 m): Pjc-1, KP-6 i KP-7. Na prostoru izmedu RNS i
kolektora "Sever IV" jednom mesecno je ispitana podzemna voda iz dubokih pijezometara:
Pjc-2 i Pjc-3. Na prostoru duz kolektora "Sever IV" i izvoriSta "Ratno ostrvo" jednom
mesecno je ispitana podzemna voda u plitkim pijezometrima: Ppjc-5, Ppjc-6, Ppjc-7, Ppjc-8,
Ppjc-9 i Ppjc-10 i u dubokim pijezometrima: Pjc-4, Pjc-9, PZ-222, PZ-333, PZ-444, PZ-555,
PZ-666, PZ-777, PZ-888, PZ-999, PZ-17, SLO-40 i SLO-42. Na prostoru oko bunara BHD-6
do BHD-9 jednom mesec¢no je ispitana podzemna voda u plitkim pijezometrima: Ppjc-1, Ppjc-
2, Ppjc-3 1 dubokim pijezometrima: Pjc-7 i  Pjc-8. U zaledu izvoriSta jednom mese¢no je
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ispitana podzemna voda iz dubokih pijezometara: ROPZ-3, ROPZ-10 i ROPZ-12. U toku
izvodenja terenskih istraznih radova analizirani su dobijeni rezultati i u zavisnosti od
utvrdenog trenutnog stanja usmeravana su dalja terenska i laboratorijska istrazivanja.

Slika 27. Lokacije koje se nalaze izvan RNS gde je vrieno ispitivanje sadrzaja ukupnih
ugljovodonika u vodi i zemljistu
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Rezultati monitoringa prostora u Rafineriji nafte ukazali su da se u trenutku ispitivanja
veci deo nafnog zagadenja zadrzao u pli¢éim zonama zemljista.

Sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi bio je nizak. Jedino kod dubokog
pijezometra Pjc-1 bili su znacajno prisutni polarni ugljovodonici $to je ukazivalo na pocetak
mikrobioloSke oksidacije mineralnih ulja. Na ovo su ukazivala i1 identifikovana jedinjenja u
vodi iz pijezometra Pjc-1, jer su najzastupljeniji alifati¢ni i aromati¢ni alkoholi i estri
karboksilnih kiselina koji mogu nastati mikrobioloSkom oksidacijom ugljovodonika
(Purendi¢, 2001; Dalmacija i sar., 2003).

Rezultati analiza otpadnih voda iz kanalizacionog sistema u RNS pokazali su da je
zbog oStecenosti kanalizacije unutar Rafinerije deo nafte i naftnih derivata dospevao u
atmosfersku kanalizaciju, a zatim u kolektor “Sever [V”.

Koncentracija nafte i derivata u vodi plitkih i dubokih pijezometara van Rafinerije i
duz kolektora "Sever IV" u vec€ini slucajeva bila je nesto visa u odnosu na pijezometre u RNS.
Ovi pocetni podaci istrazivatkog monitoringa su ukazali na moguénost prodora nafte i
derivata iz kolektora "Sever IV" pri teCenju nafte i derivata kroz njega za vreme razaranja
instalacija u RNS (Dalmacija i sar., 1999).

Prvi rezultati analize sadrzaja mineralnih ulja u vodi 1 sedimentu Dunava (uzorci od 5.
maja 1999.) pokazali su najvisi sadrzaj ispitivanih materija na lokalitetima izliva kanalizacije i
u blizini reni bunara BHD-7, s tim da je u dubljim slojevima sedimenta (oko 30 cm) sadrzaj
mineralnih ulja znatno manji, a sadrzaj u vodi Dunava prati vrednosti dobijene za sediment
(Ilvancev-Tumbas i sar., 1999). Utvrdeno je da je koncentracija nafte 1 naftnih derivata u
dunavskoj vodi snizena u odnosu na vreme akcidenta (5. maj). Analize sedimenta Dunava na
sadrzaj nafte i derivata pokazale su da je najveca koncentracija detektovana na lokalitetu kod
reni bunara BHD-7, i to kako na povrSinskom delu mulja tako i u dubljem sloju, za vreme
bombardovanja Rafinerije. Podaci ukazuju da se koncentracije nafte i derivata u sedimentu
smanjuju u periodu nakon prestanka bombardovanja Rafinerije. Kod sedimenata kao i kod
dunavske vode u seriji merenja od 4. oktobra utvrdeno je blago povecanje koncentracije nafte
1 derivata, posebno opet na lokalitetu kod bunara BHD-7, §to je verovatno posledica
naknadnog izlivanja nafte koje se deSavalo zbog intezivnih radova u Rafineriji.

Rezultati ispitivanja sadrzaja nafte i derivata u sedimentu i zemljiStu u inundaciji
pored bunara su pokazali da je u tom periodu samo sloj od 10 cm bio zagaden naftom i
derivatima.

Poredenjem koncentracija mineralnih ulja u vodi iz reni bunara, analiziranoj u toku
istrazivackog monitoringa izvorista "Ratno ostrvo", uocavaju se najvece koncentracije u vodi
iz bunara BHD-6.

Pijezometri u zaledu izvorista su odabrani kao kontrolni kako bi se utvrdila zagadenost
prostora u blizini Rafinerije i da se odredi fon mineralnih ulja na "nezagadenom" prostoru
Ratnog ostrva. U odnosu na sve ostale ispitivane lokalitete na ovom podrucju je detektovana
najniza koncentracija mineralnih ulja (4non, 1999).

Znacajna Cinjenica je visoka brojnost lipolitskih i naftnooksidujucih bakterija, posebno
u vodi pijezometara, $to svakako upucuje na mogucnost pasivne bioremedijacije prostora.
Lipolitske bakterije su detektovane u bunaru BHD-6, dok su naftnooksidujuce bakterije bile
prisutne u sva tri bunara. Zastupljenost naftnooksidujucih bakterija je bila najveéa kod bunara
BHD-8. Zastupljenost bakterija indikatora specificnog zagadenja, posebno lipolitskih 1
ugljovodonikoksidujuc¢ih bakterija, je visoka u svim uzorcima vode pijezometara, Sto upucuje
na zakljucak da su vode u kontaktu sa materijama tipa nafte ili masti.
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2.6.2.1. Analiza transporta naftnog zagadenja tokom podzemnih voda

Analizom transporta naftnog zagadenja Instituta za vodoprivredu "Jaroslav Cerni", na
hidrodinami¢ckom modelu posmatranog podrucja definisana je strujna slika, odnosno zone
prihranjivanja svakog od reni bunara izvorista "Ratno ostrvo", a na osnovu mesta izlivanja
nafte 1 naftnih derivata odredeno je vreme nailaska fronta zagadenja do vodozahvatnih
objekata (4non, 1999). Na taj nacin je bilo moguce dati ocenu stepena ugrozenosti pojedinih
reni bunara u izvoristu "Ratno ostrvo", kao i ugrozenosti ostalog podrucja Ratnog ostrva. Na
osnovu dobijenih podataka mogao se dati predlog mogucih potrebnih mera za spreavanje
zagadenja izvoriSta i prostora Ratnog ostrva, kao i tacnijeg projektovanja operativnog
monitoringa. Time je ostvaren i poslednji korak u projektovanju sistema monitoringa -
dokumentovanje procedura za izvodenje i objavljivanje informacije. U procesu izrade
hidrodinamickog matemati¢kog modela i modela transporta zagaduju¢ih materija, izvrSena je
sinteza svih geoloskih, hidrogeoloskih, hidroloSkih i meteoroloSkih karakteristika podrucja
Ratnog ostrva (Anon, 1999).

Transportom rastvorenih ugljovodonika iz Rafinerije kroz podzemlje, potencijalno
mogu biti ugrozeni bunari najblizi Rafineriji, BHD-2 i BHD-3 (slika 28), obzirom da je
pravac strujanja podzemnih voda na tom podrucju preko mesta izlivanja nafte i naftnih
derivata. Na osnovu proracuna se moze zakljuciti da ovi bunari mogu biti ugrozeni izlivenom
sirovom naftom u severoistocnom delu Rafinerije i dizel gorivom u centralnom delu. Vreme
transporta zagadenja (dobijeno proracunom), od mesta izlivanja sirove nafte i dizel goriva do
vodozahvatnih objekata, u zavisnosti od lokacije izliva, iznosi od 8 do 40 meseci.

Utvrdeno je da ne postoji direktna opasnost od zagadenja motornim benzinom i
vakuum destilatima, obzirom da je pravac strujanja podzemnih voda u tom delu Rafinerije ka
kanalu DTD. U zavisnosti od vodostaja u kanalu DTD (tj. Dunavu) i nivoa podzemnih voda
na posmatranom prostoru, smer strujanja je ka kanalu ili od kanala prema zaledu. Eventualno
zagadenje podzemnih voda iz ovog dela Rafinerije se moze ocekivati posredno,
prihranjivanjem bunara vodom iz Dunava.

Moguce zagadenje iz kolektora "Sever IV" je hipoteticko i1 predstavlja opasnost za sve
bunare u ¢ijem je zaledu lociran. Zbog svoje blizine vodozahvatnim objektima, zagadenje se
1z ovog izvora moze najpre pojaviti ukoliko je kolektor oStecen, posSto postoji mogucnost
infiltracije transportovanog sadrzaja. Pri niskom vodostaju Dunava (Z;¢%=72,60 mnm),
vremenski period (dobijen proracunom) za koji zagadenje moze sti¢i iz kolektora do bunara
iznosi od 2,5 do 7 meseci (slika 29), a zavisi od udaljenosti mesta ostecenja kolektora u
odnosu na bunar. Imajuéi u vidu da je vodonosni sloj heterogen, zagadenje se moze pojaviti i
za krace vreme.

Neophodno je napomenuti da vreme transporta polutanata do vodozahvatnih objekata
dobijeno prora¢unom, predstavlja prognozu sa odredenim koeficijentom sigurnosti. Razlozi za
to su pre svega u hidrodinamickoj Sematizaciji, gde je kompleks slojeva razlicitih filtracionih
karakteristika u prirodi zamenjen jednim slojem sa karakteristikama dobijenim tariranjem na
hidrodinami¢ckom modelu. Takode, pretpostavka da nema razmene materije izmedu
rastvorene supstance i porozne sredine, dodatno uti¢e na brzinu kretanja fronta zagadenja
dobijenu proracunom, posto se time zanemaruje uticaj precis¢avajuceg potencijala sredine.
Ovako simulirano kretanje polutanata se svodi na posmatranje kretanja Cestice, tj. odredivanje
pravca i vremena kretanja Cestice kroz poroznu sredinu (4non, 1999). Dobijeni podaci iz
modela su posluzili da se projektuje nadzorni monitoring zaleda izvoriSta "Ratnog ostrva" u
periodu 2000-2001. godina, a zatim nakon provere i operativni monitoring celog prostora
Ratnog ostrva.
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Slika 28. Prikaz pravca i vremena (meseci) transporta zagadenja iz RNS

Slika 29. Prikaz pravaca i viemena (meseci) transporta zagadenja iz kolektora "Sever IV" pri
niskom vodostaju Dunava Z;9o,=72,60 m n.v. (Anon, 1999)
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2.6.3. Nadzorni i operativni monitoring

Na osnovu podataka istrazivackog monitoringa u periodu januar-oktobar 2000. godine
projektovan je nadzorni monitoring koji je jednom mesecno obuhvatio ispitivanja (Dalmacija
i sar., 2000a, 2000b, 2000c; Purendic, 2001; Agbaba i sar., 2001; Ivancev-Tumbas i sar.,
2002):

e podzemne vode u pijezometrima izmedu ograde RNS 1 kolektora "Sever IV";

e podzemne vode u pijezometrima duz kolektora "Sever IV" i izvoriSta "Ratno ostrvo"
(slika 28);

podzemne vode u pijezometrima u blizini reni bunara na potezu od BHD-6 do BHD-9;
vode iz reni bunara od BHD-2 do BHD-9;

podzemne vode u pijezometrima u zaledu izvorista "Ratno ostrvo";

vode Dunava kod izliva kanalizacije "Sever IV" 1

vode 1 mulja u melioracionim kanalima na obodu i unutar prostora Ratnog ostrva.

Operativni monitoring je organizovan na lokalitetu Rafinerije nafte "Novi Sad" i van
njene teritorije, tj. na prostoru koji nije bio direktno pod uticajem izlivene nafte od novembra
2000. godine. Raspored mesta uzorkovanja dat je na slikama 30-34. Uzorkovanje 1 analiza
podzemne vode je radeno jednom mesec¢no.

Lokacije na kojima je pracen kvalitet vode tokom monitoringa podeljene su u nekoliko
grupa:
pijezometri locirani uz jugo-isto¢nu granicu Rafinerije,
pijezometri duz kolektora kisnih i pre¢is¢enih zauljenih voda Rafinerije "Sever IV",
pijezometri u blizini bunara,
bunari,
reka Dunav 1 kanal DTD Savino Selo - Novi Sad,
zalede izvorista.
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Slika 30. Pijezometri u Rafineriji nafte "Novi Sad"
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Slika 31. Pijezometri locirani duz jugo-istocne granice Rafinerije. Na slici su prikazani i
bunari hidraulicke barijere i deo pijezometra koji se nalaze u RNS
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Slika 32. Pijezomeri locirani pored reni bunara
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Slika 33. Pijezometri locirani duz kolektora kisnih i precisc¢enih zauljenih voda Rafinerije
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Slika 34. Pijezometri u zaledu izvorista
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Konstatovano je fluktuiranje sadrzaja mineralnih ulja u podzemnoj vodi dubokih
pijezometara na teritoriji Rafinerije nafte. Pojava nesto visih vrednosti uoc¢ena je u Md-6, Md-
7, Md-8 1 Pjc-1 u odnosu na Kp-6, Pjc-5, Pjc-6 1 Pjc-13. NajviSe vrednosti ukupnih
ugljovodonika su detektovane u vodi dubokih pijezometara Pjc-1, Md-6 i Md-7. Poznavajuéi
nacin analitickog odredivanja ukupnih ugljovodonika, da ove vrednosti ustvari predstavlaju
sadrzaj ugljovodonika sa polarnim funkcionalnim grupama tipa R=C=0, R-COOH, R-CHO
R-CH,0H itd, moze se predpostaviti da je u zoni ovih pijezometara doslo do delimi¢ne
mikrobioloske razgradnje nafte i derivata. Svi prikazani pijezometri se nalaze na obodu
prostora koji je veoma zagaden naftom i derivatima.

Na lokaciji plitkih pijezometara koji se nalaze u unutra$njosti Rafinerije a udaljeni su
od jugo-isto¢ne granice Rafinerije vise od 400 m detektovane su visoke koncentracije ukupnih
ugljovodonika i komponenti BTEX, narocito u vodi pijezometra Ppjc-16 (srednja vrednost
oko 30 mg/l nafte i derivata 1 10 g/l BTEX). Naravno da je u ovim pijezometrima detektovana
1 slobodna naftna faza. Ovi pijezomteri se nalaze na mestima gde je doslo do izlivanja nafte 1
derivata.

U plitkim pijezometrima koji se nalaze na 200 m udaljenosti od jugo-istocne granice
Rafinerije detektovani su nafta i derivati u koncentracijama koje su se kretale od 14 - 245 pg/l
(srednje vrednosti od 36 - 100 pg/l). Najvisa koncentracija je bila u vodi pijezometra Mp-2,
245 ng/l (avgust 2003). U ovom pijezometru su detektovane 1 najvece koncentracije BTEX od
140 pg/l (avgust 2002), a kre¢u se u granicama od 93-140 ng/l. U ostalim pijezometrima u
ovoj liniji nisu detektovane znacajne koncentracije komponeti BTEX.

U pijezometrima koji su udaljeni 100 m od jugo-isto¢ne granice Rafinerije, a
najudaljeniji su od mesta gde je izlivena nafta i1 derivati, detektovane su neSto nize
koncentracije nafte i derivata u odnosu na one koje se nalaze na 200 m.

Rezultati ovih ispitivanja su u saglasnosti sa isptivanjima "Geotest" (Anon, 2001).
Rezultati ispitivanja gasne faze i sadrzaja isparljivih ugljovodonika u gasnoj fazi su prikazani
na slikama 35 1 36. Ispitivanja ukazuju na moguce pravce kretanja nafte, a u skladu s time
detektovana je pojava isparljivih ugljovodonika na dubini od 1m ili 1,5m u pravcu
pijezometara Pjc-1 1 Mp-9.

coang 00 Q0

=

Slika 35. Sadrzaj volatilnih ugljovodonika u gasnoj fazi na dubini od 1 m (Anon, 2001)
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Slika 36. Sadrzaj volatilnih ugljovodonika u gasnoj fazi na dubini od 1,5 m (Anon, 2001)

Po istrazivanjima "Geotesta" moguci pravci kretanja nafte i derivata su prikazani na
slici 37. Na osnovu ovih podataka i prvobitno postavljenog modela, slika 28 (4non, 1999)
moze se zakljuciti da je najugrozeniji deo oko kanal DTD i pravac prema izvoriStu i reni

bunarima.
| ) P

Slika 37. Mapa nivoa podzemnih voda sa konturama prostora koji je zagaden sa naftom.
Strelice pokazuju moguce pravce kretanja zagadenja (Anon, 2001)
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Uz jugo-istocnu granicu Rafinerije pracen je kvalitet vode u Sest dubokih
pijezometara: Pjc-2, Pjc-3, Pjc-10, Pjc-11, Pjc-16 1 Pjc-20 i dva plitka Ppjc-11 1 Ppjc-12. Vise
maksimalne vrednosti su detektovane u vodi Pjc-2 i Pjc-3 u januaru 2002. godine. Ove vise
vrednosti najverovatnije su posledica zagadenja koje je dospelo iz ostec¢enog kolektora "Sever
IV" nego da su posledica zagadenja koje je transportovano podzemnom vodom iz Rafinerije.
Na ovo ukazuju i podaci odredivanja organohlornih VOC koje su mobilnije u vodenoj fazi u
odnosu na naftu i derivate. Njihova pojava u ovoj zoni je bila sve do sanacije koletora "Sever
v".

Kod pijezometara lociranih duz kolektora kisnih 1 preciS¢enih zauljenih voda
Rafinerije najvisa srednja vrednost mineralnih ulja detektovana je na lokalitetu Ppjc-8 i Ppjc-
9, najvisa koncentracija komponeti BTEX na lokalitetu Ppjc-7 1 SLO-40, a organohlornih
VOC na lokalitetima pijezometara Ppjc-7, Ppjc-8, SLO-40 i PZ-2. Dobijene vrednosti
ukazuju na moguca oStecenja kolektora "Sever IV" (sl. 38). Nakon ovih istrazivanja kolektor
je saniran u periodu februar 2002. do septembra 2003. godine. Jo§ sedam meseci nakon
prestanka rada kolektora pojavljivale komponente BTEX u podzemnoj vodi u blizini
kolektora.

Slika 38. Moguéa mesta prodora zagadenja iz kolektora "Sever IV"

Kod pijezometara lociranih u blizini bunara najviSa koncentracija mineralnih ulja u
podzemnoj vodi detektovana je na lokaciji Pjc-8 u blizini reni bunara BHD-6, zatim SLO-35
u blizini reni bunara BHD-9. Niske vrednosti mineralnih ulja su detektovane u plitkim
pijezometrima (Ppjc-1 i 2) koji se nalaze izmedu Dunava i reni bunara. Komponente BTEX su
detektovane na lokaciji Pjc-8 sve do novembra 2002. godine.

Na osnovu prikazanih podataka i uvida u pojedinacne podatke (Dalmacija i sar.,
2000a, 2000b, 2000c; SDC/SDR, 2002) zakljuceno je da je nakon izliva nafte kroz kolektor
"Sever IV" u periodu 1999-2001. godine ovaj lokalitet bio ugrozen od nafte i derivata. Nakon
toga, bilo zbog mehanickog ¢iS¢enja ovog prostora, kako je to napred receno, bilo zbog
ispiranja vodom Dunava usled oscilacija nivoa Dunava ili zbog bioremedijacionih procesa u
ovom lokalitetu se smanjio sadrzaj naftnih komponenti i organohlornih VOC.

Detektovane su neocekivano visoke vrednosti mineralnih ulja u podzemnoj vodi na
lokacijama pijezometara koji se nalaze u zaledu izvorista, a dovoljno su udaljeni od mesta
izlivanja nafte i derivata. Visoke vrednosti su detektovane u vodi ROPz-12 i ROPz-5.
Komponente BTEX su detektovane 5 puta na lokaciji sva tri pijezometra. Pojava nafte i
derivata moze biti posledica koriS¢enja ovih pijezometara kao izvorista vode jer se nalaze na
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privatnim imanjima (ROPz-5), ne sme se zanemariti neovlas¢eno izlivanje sadrzaja septickih
jama ili nekog drugog otpada na prostoru Ratnog ostrva, a i na ivici ovog prostora prolazi
naftovod prema Pancevu.

Srednja vrednost sadrZaja mineralnih ulja u vodi ispitivanih reni bunara (izvorista
"Ratno ostrvo", zbirnih voda svih izvorista ("Ratno ostrvo", "Petrovaradinska ada" i "Strand) i
pre¢idéene vode sa postrojenja "Strand") se kretala od 12-29 pg/l, komponenti BTEX od 0-1,1
ng/l i organohlornih VOC od 0-0,9 pg/l. Najces¢e detektovana komponenta BTEX je toluen.
Samo u jednom slucaju u zbirnoj vodi se pojavio benzen u februaru 2003. godine (1,5 pg/l).
Uzrok pojave benzena u zbirnoj vodi su bunari koji se nalaze ispod izliva kolektora "Sever
IV". U otpadnoj vodi iz kolektora povremeno je detektovan benzen.

U zbirnoj vodi svih izvorista detektovane su niske vrednosti mineralnih ulja. U osam
merenja srednja vrednost je iznosila 13 pg/l. U preciS¢enoj vodi nakon filtracije srednja
vrednost sadrzaja mineralnih ulja je bila ispod MDK vode za pice, tj. 9 pg/l. Samo u jednom
sluc¢aju od Sest ispitivanja ova vrednost je bila iznad MDK i to 16 pg/l (novembar 2003).
Samo u jednom slucaju detektovan je toluen 0,3 pg/l (decembar 2003) daleko ispod MDK za
vodu za pic¢e. Od organohlornih VOC detektovan je samo hloroform, maksimalna vrednost 11
ng/l, srednja vrednost 2,7 pg/l. MDK za hloroform u vodi za pice je 40 pg/l.

Na osnovu napred izloZzenog moze se zakljuciti, da dolazi do povremenih proboja
komponenti BTEX i organohlornih VOC u vodu za pic¢e kao posledica ukupnog deSavanja na
lokalitetu izvoriSta "Ratno ostrvo", ali da su ove vrednosti najceS¢e ispod preporucenih
vrednosti za vode za pice.

U toku dvogodisnjeg monitoringa (2001-2002) praéen je kvalitet sedimenta i vode u
tri tipa vodotoka na podruc¢ju Ratnog ostrva:

1. reka Dunav kod:

e Ratnog ostrva kod reni bunara BHD-2,
e Ratnog ostrva nakon izliva pre¢iSenih zauljenih voda iz Rafinerije i atmosferske
kanalizacije "Sever IV", kod reni bunara BHD-7,

e Koviljskog rita, 1240 rkm,

e  kao reperi analizirani su profili kod Futoga i "Stranda".
2. kanal Dunav-Tisa-Dunav-Savino selo (kanal DTD) kod:

e DTD-Us¢e, 0+550 rkm,

e DTD-Ponton, 0+650 rkm,

e DTD-Kacki most, 0+800 rkm.
3. melioracioni kanali na samom podruc¢ju Ratnog ostrva kod:
kanala kod ROPz-7,
kanala kod deponije sadrzaja septickih jama,
kanala crpne stanice "KaliSte" i
Cuvarev kanal.

S obzirom na koncentraciju mineralnih ulja najkriti¢nijom se pokazala lokacija kanala
kod deponije sadrzaja septi¢kih jama i Cuvarev kanal naro&ito u 2002. godini.

Smanjenje sadrzaja mineralnih ulja u vodi kod izliva kolektora "Sever IV" u toku
2002. godini je posledica prestanka ispuStanja otpadnih voda Rafinerije kroz ovaj kolektor 1
njihovo usmeravanje u Cuvarev kanal.

U 2001. godini koncentracija mineralnih ulja je u svim vodotocima ujednacena, dok se
u 2002. godini opaza znatno veca koncentracija u vodi melioracionih kanala (posebno od II do
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IV kvartala) kada je ona iznad vrednosti propisane Pravilnikom (SI. glasnik SRS, 31/82) za I/11
klasu (50 pg/l), do cega je mozda doslo usled izmestanja otpadnih voda Rafinerije NIS sa
lokacije "Sever IV" u Cuvarev kanal.

Srednja dvogodiSnja vrednost koncentracije mineralnih ulja je najvea u
melioracionim kanalima i kanalu DTD 1 to oko dva puta ve¢a od koncentracije u sedimentu
Dunava. U 2002. godini doslo je do povecanja koncentracije na svim lokacijama, a posebno u
sedimentu melioracionih kanala i kanala DTD.

Povecane vrednosti koncentracije svih jedinjenja sa ugljovodoni¢nom grupom i
mineralnih ulja praéene su 1 poveCanim Kkoncentracijama polarnih jedinjenja sa
ugljovodoni¢nom grupom u sedimentu melioracionih kanala u toku obe godine monitoringa,
Sto ukazuje na prisustvo organskog zagadenja i deSavanje pasivne bioremedijacije na tom
prostoru.

Rezultati monitoringa ukazuju na ¢injenicu da postoje trendovi pogorSanja kvaliteta
podzemne vode sa izvorista "Ratno ostrvo" u zoni kolektora i u zoni granice sa Rafinerijom.
Pogorsanje kvaliteta vode Dunava je registrovano u zoni izlivanja otpadnih voda Rafinerije,
Sto je povremeno uticalo na poveéanje sadrzaja mineralnih ulja u nizvodnim bunarima. Nakon
sanacije kolektora "Sever IV" stanje u zoni izmedu kolektora 1 bunara izvorista se poboljsalo.

Na slikama od 39 - 42 prikazan je sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi na
prostoru Ratnog ostrva u toku 2001. do kraja 2002. godine do perioda sanacije kolektora
"Sever IV". Podaci prikazani na slikama potvrduju da su radovi na sanaciji kolektora
doprineli poboljSanju kvaliteta vode, bez obzira na kratkotrajno pogorSanje, uglavnom u
pogledu sadrzaja mineralnih ulja, registrovano uz kolektor. Prose¢ni sadrzaj mineralnih ulja je
nesto visi (iznad 30 pg/l) kod objekata smeStenih uz kolektor nego u objektima duz jugo-
istone granice sa Rafinerijom (gde se vrednosti kre¢u oko 20ug/l). Slican sadrzaj je i u
pijezometrima uz bunare, a nesto nizi u samim bunarima, Dunavu i zaledu izvorista.
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Slika 39. Sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi na prostoru Ratnog ostrva
na poceku 2001. godine
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Kao polutanti koji se pojavljuju u dozvoljenim koncentracijama najceS¢i su benzen,
1,1,1-trihloretan, hloroform, povremeno 1,2-dihloretan i ostali predstavnici BTEX.

Kancerogeni benzo(a)piren detektovan je nekoliko puta i to na lokaciji PJC-2 u
koncentraciji od 0,29 pg/l u januaru 2001. godine, na PJC-9 u martu 2001. godine (0,21 pg/l),
na PPJC-10 u julu 2002. godine (0,001 pg/l), u Dunavu u februaru 2001. godine ispod MDK
vode za pice (0,003 pg/l), trag na bunaru BHD-6 u avgustu 2002. godine, i na SLO-35 u
martu 2001. godine u koncentraciji od 0,011 pg/l.
Iznad MDK detektovani su i benzen, etilbenzen (koji prati zagadenje benzenom), 1,2-
dihloretan 1 hloroform.
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Slika 40. Sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi na prostoru Ratnog ostrva
u julu 2001. godine

2.7. MikrobioloSko-ekoloSka ispitivanja podzemnih voda iz
pijezometara - mogucnost pasivne bioremedijacije

Da bi se dokazalo prisustvo procesa prirodne bioremedijacije treba pokazati ne samo
da je smanjena koncentracija zagadenja, ve¢ da je zagadenje razgradeno mikrobioloskim
putem, a ne drugim procesima. Bez evidencije o uce$¢u mikroorganizama, nema nacina da se
opravdano tvrdi da zagadenje nije jednostavno isparilo, migriralo, vezalo se za podzemlje ili
promenilo oblik kroz abioticke hemijske reakcije.

Na lokalitetu Ratno ostrvo su u ispitivanjima decembar 2000. - novembar 2001. godine
uoCene zavisnosti broja bakterija od koncentracije supstrata (Dalmacija i sar., 2004).
Utvrdeno je da postoji linearna zavisnost izmedu broja aerobno mezofilnih bakterija, s jedne
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strane, 1 sadrzaja ukupnog organskog ugljenika (TOC), mineralnih ulja, ukupnih
ugljovodonika i komponeti BTEX (samo pri visokim koncentracijama), s druge strane. U vodi
dubokih pijezometara u veéem broju sluCajeva postoji zavisnost izmedu TOC i broja
organotrofa. Zavisnost IFA od sadrzaja organskih materija u podzemnoj vodi je konstatovana
samo na lokaciji plitkih pijezometara i to za odnos IFA 1 TOC, IFA i komponenti BTEX i IFA
i sadrzaja mineralnih ulja 1 ukupnih wugljovodonika. Posmatraju¢i odnos broja
ugljovodonikoksiduj¢ih bakterija na podlozi MSWYE i1 sadrzaja TOC, komponenti BTEX 1
mineralnih ulja u vodi na lokaciji plitkih pijezometara utvrdeno je da pri visokim vrednostima
ovih zagadenja u podzemnoj vodi raste 1 brojnost ugljovodonikoksiduju¢ih bakterija
kultivisanih na MSWYE podlozi. Takode, uoc¢eno je da postoji zavisnost broja ovih
mikroorganizama od koncentracije mineralnih ulja, ali samo za duboke pijezometre koji su se
nalazili duz kolektora "Sever IV". Posmatraju¢i odnos broja bakterija kultivisanih na
specijalnoj podlozi Tauson koja sadrzi u suspstratu kao izvor ugljenika samo naftu i derivate
uoceno je da zavisnost postoji samo izmedu broja ovih mikroorganizama i1 koncentracije
mineralnih ulja u vodi na lokacijama dubokih pijezometara koji su u blizini kolektora "Sever
IV". Podzemna voda u dubokim pijezometrima u Rafineriji nije sadrzavala bakterije koje su
mogle rasti na Tauson podlozi. Ovi podaci ukazuju da se na prostoru Rafinerije pojavilo sveze
zagadenje sa ugljovodonicima (u toku 1999.-2000. godine) te prisutna autohotna mikroflora u
dubokim pijezometrima nije se dovoljno adaptirala na ovu vrstu zagadenja. Ova adaptacija se
ve¢ desila u toku ovog vremena u vodi plitkih pijezometara, jer su mineralna ulja dospela do
te dubine u ve¢im koli¢inama ve¢ u prvim trenucima izlivanja nafte i derivata na tlo u
Rafineriji. Na prostoru oko kolektora "Sever IV" zbog ranijih oSteéenja kolektora i
procurivanja nafte i derivata dublje u podzemlje adaptacija bakterija u tim slojevima je mnogo
ranije postignuta.
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Slika 41. Sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi na prostoru Ratnog ostrva
u julu 2002. godine
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Slika 42. Sadrzaj mineralnih ulja u podzemnoj vodi na prostoru Ratnog ostrava
na kraju 2002. godine

U narednim ispitivanjima (januar 2002. - novembar 2002. godine) nije konstatovana
zavisnost izmedu sadrzaja mineralnih ulja i ukupnih uglovodonika sa brojem mezofilnih
bakterija i TOC u vodi plitkih pijezometara. Ovo moze biti posledica prestanka tecenja
otpadnih voda Rafinerije nafte kroz kolektora "Sever IV" u februaru 2002. Na taj nacin je
smanjen konstantan priliv zagadenja u podrucje oko kolektora, kroz njegova oste¢enja. Jedino
je konstatovano kao u predhodnom vremenskom periodu da postoji odredena zavisnost
izmedu sadrzaja BTEX i broja aerobnih mezofila pri vi§im koncentracijama komponenti
BTEX u podzemnoj vodi. U podzemnoj vodi na lokaciji dubokih pijezometara dobijene su
bolje zavisnosti izmedu sadzaja TOC i ukupnih ugljovodonika sa brojem aerobnih mezofilnih
bakterija u odnosu na predhodni period, posebno kada su u pitanju pijezometri koji su bili jos
pod uticajem zagadenja. Nije konstatovana ni zavisnost izmedu broja organotrofa i sadrzaja
ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja u podzemnoj vodi na lokacijama plitkih i dubokih
pijezometara. Najverovatnije niske koncentracije mineralnih ulja i ukupnih ugljovodonika
(opseg nekoliko desetina pg/l) u odnosu na ostale organske materije (opseg oko nekoliko
mg/1) ne uti¢e presudno na rast organotrofa u podzemnoj vodi. U navedenom periodu ni za
ugljovodonik-oksidujuce bakterije nisu uocene zavisnosti od koncentracije supstrata.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Ispitivanje prirodne bioremedijacije podzemnih voda na
lokalitetu Ratno ostrvo

Posto se u ranijim ispitivanjima lokaliteta Ratno ostrvo (1999.-2002. godina) doslo do
saznanja da je koncentracija ugljovodonika u Siroj zoni izvorista, nakon sanacije kolektora
zauljenih otpadnih voda Rafinerije nafte, u visini prirodnog fona, sprovedeno je ispitivanje
grani¢ne zone izvoriSta 1 Rafinerije nafte, gde su i dalje registrovane poviSene koncentracije
ugljovodonika (Dalmacija i sar., 2004; slika 43).

i
R s 3

Bhz-4 |
3D
®Bhz-2

Slika 43. Granicna zona izvorista Ratno ostrvo i Rafinerije nafte Novi Sad
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Cilj je utvrditi da 1i podzemna voda izvoriSta poseduje autopurifikacionu moc,
odnosno, da li teCe proces prirodne bioremedijacije pod dejstvom abiotickih 1 biotickih faktora
sredine, da bi definisali da li pasivna bioremedijacija moze uspesno da ukloni zagadenje.

Sadrzaj ukupnih ugljovodonika, mineralnih ulja, komponenti BTEX, VOC, brojnost
odredenih grupa bakterija (organotrofi, fakultativni oligotrofi, lipolitske bakterije,
ugljovodonik-oksidujuée bakterije), kao i indeks fosfatazne aktivnosti u podzemnoj vodi u
plitkim 1 dubokim pijezometrima u jugoisto¢noj zoni Rafinerije nafte nizvodno od izvora
zagadenja u pravcu izvoriSta, u bunarima hidraulicke barijere smeStene u grani¢noj zoni
izvoriSta 1 Rafinerije nafte, u pijezometrima duz kolektora zauljenih i otpadnih voda
Rafinerije nafte i u pijezometrima u zaledu izvoriSta praceni su u periodu od avgusta 2002. do
februara 2006. godine (slike 30-34, 43 i 44, tabela 6).

Ispitivanje podzemnih voda je uglavnom obuhvatilo gornji akvifer, ¢ija je dubina do
25 m, sa vrhom blizu povrsine tla. Pracen je kvalitet vode sledecih objekata:

1. Hidraulicka barijera - niz 12 cevastih bunara opremljenih potapajuéim bunarskim
pumpama, sa ulogom da onemoguce eventualni prodor zagadenja iz pravce Rafinerije ka
vodozahvatnim bunarima prepumpavanjem zagadene vode u Dunav. Barijera je
postavljena uz isto¢nu granicu Rafinerije u duzini od oko 740 m, uz medusobno rastojanje
bunara 50-70 m. Dubina bunara iznosi prose¢no oko 27 m, a nazivni prec¢nik konstrukcije
je 9300 mm. Filterski deo je postavljen duz kompletnog profila vodonosne serije. Oznake
bunara hidraulicke zavese su: Bhz-1, Bhz-2, Bhz-3, Bhz-4, Bhz-5, Bhz-6, Bhz-7, Bhz-8,
Bhz-9, Bhz-10, Bhz-11 i Bhz-12.

2. Pijezometri u Rafineriji nafte - oko 100-300 m ispred hidraulicke barijere u blizini
jugoistocne granice Rafinerije - duboki: Pjc-1, Pjc-5, Pjc-6, Md-6, Md-7, Md-8 i Kp-6;
plitki: Mp-1, Mp-2, Mp-3, Mp-4, Mp-5, Mp-6, Mp-7, Mp-8, Mp-9, Mp-10, Mp-11, Ppjc-
14, GTS-11, GTS-23, GTS-24

3. Pijezometri u $iroj zoni Ratnog ostrva - duboki Pjc-12 i ROPZ-12.

4. duz kolektora "Sever IV" i izvoriSta "Ratno ostrvo" - duboki: Pjc-2, Pjc-3, Pjc-4, Pjc-8,
Pjc-9, PZ-333, PZ-17, ROPZ-3; plitki: Ppjc-7, Ppjc-10, Ppjc-11 i1 Ppjc-12

Duboki pijezometri (sa oznakom Pjc i Md) su prosecne dubine oko 18 m, uz precnik
cevne konstrukcije 50 ili 80 mm. Filterska konstrukcija duzine oko 3 m, tako da filter ne
doseze do nivoa podzemne vode, se nalazi u §ljunkovito peskovitom sloju u kome su i drenovi
bunara izvoriSta. U ovim pijezometrima se ne moze konstatovati pojava slobodne faze
(plivajuc¢a faza) naftnih zagadivaca.

Plitki pijezometri su dubine od 6 do 12 m. Razlikujemo dve grupe:

e sa oznakom Ppjc - dubine 8-12 m sa filterskom konstrukcijom pri dnu pijezometra, bez
perforacije u zoni oscilacije podzemne vode (ne moze konstatovati pojava slobodne faze)

e sa oznakom Mp i GTS - za istrazivanje prisustva slobodne faze, dubine 6 m sa
perforacijom u zoni oscilacije nivoa podzemne vode (ne mogu posluziti za detektovanje
zagadenja u akviferu iz koga se uzima voda za vodosnabdevanje)

Da bi se procenila pasivna bioremedijacija na lokalitetu Ratno ostrvo neophodno je
pokazati ne samo da dolazi do smanjenja koncentracije zagadujuc¢ih materija ili da je
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zagadenje lokalizovano i da ne prodire u nezagadenu zonu, ve¢ je neophodno pokazati da su
bakterije odgovorne za te procese.

i e - -
" -

T

Slika 44. Polozaj kolektora zauljenih i otpadnih voda Rafinerije nafte

Procedura uzorkovanja je bila takva da je pre uzimanja uzoraka vr§eno merenje nivoa
podzemne vode. Nakon toga ispumpano je tri do pet zapremina pijezometra tj. pupano je do
konstantne temperature vode. Uzorkovanje je vr§eno pomo¢u GRUNDFOS PB-048 pumpe.



FEksperimentalni deo

77

Tabela 6. Mesta uzorkovanja podzemne vode 1 frekvencija uzorkovanja

Pijezometri u Rafineriji

Pijezometri u Rafineriji

: X 2003.-11 2006.

Merna mesta i frekvencije plitki 1 d‘)‘(‘;‘;lgz)z .

. m: - .
uzorkovanJa bunara Mp-1 Im: VIII 2002.-1I 2003. Md-6 lm: V-VIII 2003.
hidraulicke barijere i 1m: V-VIIT2003. 2m: 11T 2005.-1 2006.
[l)lzjl tn vn P Mp-2 1m: V-VIIT 2003. Md-7" | 5 X 2003.-1 2005,

0g ostry Tm: X1 2002.-11 2003.
1m: VIIT 2002.-1T 2003.
Mp-3 lm: V-VIII 2003 Md-8 Im: V-VIII 2003.
' ' 2m: IV 2005.-IT 2006.
) Im: VIIT 2002.-IT 2003. . Im: VIIT 2002.-I1T 2003.
Ifegenda. 5 Mp-4 | 1im: V-V 2003, Pie-l 1 am: 1 2003.-1 2006.
m — mesecno : 5
tm: VIIT 2002.-11:2003. . 1m: VIIT 2002.-111 2003.
2m - svaka 2 meseca Mp-5 1m: V-VIII 2003. Pjc-5 ,
; 2m: X 2003.-11 2006.
3m — svaka 3 meseca 2m: IV 2005.-IT 2006.
Moot Im: VIII 2002.-IX 2003. pieg | lm:VII2002.-IX 2003.
4m — svaka 4 meseca p- 2m: XI 2003.-1 2006. Je- 2m: XI 2003.-11 2005.
Mp.7 Im: VI 2002.-VIIT 2003, | 1m: VIII 2002.-IT 2003.
p- 2m: X 2003.-11 2005. p- 1m: VI-VIII 2003.
. o . Im: VIII 2002.-IX 2003. . Lo
Bunari hidraulicke barijere Mp-8 2 XT 2003 .11 2006. Pijezometri duz kolektora
BHZ.1 }E X{&zgggé-m 2003. Mpg | ImiVII2002-VII2003. | .y | T VIIT 200211 2003
o T 200341 2006, 2m: X 2003.-11 2005. 1m: V-VIIT 2003.
Im: VIIT 2002.-IT 2003. ,
BHZ-2 | 1m: IV-VIII 2003, Mp-10 | Im: V-VIII 2003. Ppjc-11 |y VT 200301 2003
2m: X 2003.-11 2006. ' '
Tm: VIII 2002.-1T 2003.
1m: VIIT 2002.-IT 2003. . 2m: TX-XT 2002.
BHZ-3 Im: V-IX 2003. Mp-11 : Ppjc-10 )
o T 200311 2006, 1m: V-VIIT 2003. 3m: IV 2004.-1 2005.
Im: VIIT 2002.-IT 2003. . 2m: 1X 2002.-I11 2003.
BHZ-4 | 1m: IV-VIII 2003. Ppjc-14 ;x ﬁgéggﬁggoéom' Ppjc-7 | 1m: V-IX 2003.
2m: X 2003.-11 2006. ’ : ‘ 3m: XI 2003.-1 2006.
1m: VIIT 2002.-TIT 2003. fz %';f)loéooz'
BHZ-5 | 1m: V-IX 2003. GTS-11 | Im: VIITI 2002.-IT 2003. Pjc-9 : '
2m: XI 2003.-1 2006 Im: X-XT 2003.
: - : 3m: I 2004.-1 2005.
Im: VIIT 2002.-IT 2003.
BHZ-6 | 1m: IV-VIII 2003. GTS-23 | Im: VIIT 2002.-IT 2003. Pjc-8 | 2m: IX-XI2002.
2m: X 2003.-11 2006.
Tm: VIII 2002.-1T 2003.
BHZ-7 | lm: V-IX 2003. GTS-24 | Im: VIII 2002.-I 2003. Pjc-4 | 2m: IX-XI 2002.
2m: XI 2003.-1 2006.
Im: VIIT 2002.-IT 2003. }
BHZ-8 Im: IV-VIII 2003. Sira zona Ratnog ostrva Pjc-3 Im: VIII 2002.-1T 2003.
2m: X 2003.-11 2006.
Im: VIII 2002111 2003.
BHZ-9 | lm: V-IX 2003. Pjc-12 | 4m: X 2003.-XII 2005. Pjc-2 | 2m: IX-XI 2002.
2m: XI 2003.-1 2006.
Tm: VIII 2002.-T1 2003. 2m: IX-XI 2002.
BHZ-10 | 1m: IV-VIII 2003. Ropz-12 | 1m: V-VIII 2003. Pz-17 | 3m: II-XII 2005.
2m: X 2003.-11 2006. 3-6m: X 2003.-11 2006.
Im: VIII 2002111 2003.
BHZ-11 | 1m: V-IX 2003. Zbirni uzorak Ropz-3 | 3m: III-XII 2005.
2m: XI 2003.-1 2006.
Tm: VIII 2002.-T1 2003.

) ) 2m: I-111 2003.

BHZ-12 | 1m: IV-VIII 2003. R.ostrvo | Im: VIII 2002.-1T 2006. Pz-333 | 51X 20031 2004.
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Hemijski parametri kvaliteta podzemne vode su analizirani prema frekvenciji datoj u
tabeli 7.

Tabela 7. Frekvencija analize heijskih parametara kvaliteta podzemne vode

Naziv parametra Frekvencija analiza

ukupni ugljovodonici i

mineralna ulja - svaki put

- 1 x godi$nje u plitkim pijezometrima u Rafineriji i

benzo(a)piren .
(@)p po potrebi
benzen
etilbenzen
BTEX
toluen
ksilen - dvomesec¢no u bunarima zavese i pijezometrima u

Rafineriji, u zbirnoj vodi sa izvorista Ratno ostrvo
- 2 x godi$nje u pijezometrima duz kolektora
- 1 x godi$nje u pijezometrima u §iroj zoni RO

1,2 dihloretan (EDC)
1,1,1 trihloretan

VOC dihlormetan
hloroform
tetrahloretilen
trihloretilen
Organskih profil vode - 1 x godi$nje u plitkim pijezometrima u Rafineriji i

po potrebi
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3.2. Ispitivanje tehniCke bioremedijacije zemljisSta i
podzemne vode sa lokaliteta Ratno ostrvo na
laboratorijskom postrojenju

Ispitivana je tehnicka in-situ bioremedijacija zemljiSta 1 podzemne vode zagadenih
naftom i derivatima nafte, koja podrazumeva in-situ biostimulaciju u sloju zemljista sa i bez
ex-situ tretmana podzemne vode (“ispumpaj i bioloski tretiraj”, eng. pump-and-biotreat).

Za ispitivanje tehnicke bioremedijacije zemljiSta zagadenog naftom i derivatima nafte
koris¢ena je meSavina zagadenog zemljiSta iz kruga Rafinerije nafte Novi Sad, koje je
odlozeno na deponiju formiranu u tankvani N 8.

Tehnicka bioremedijacija se sastojala iz tri varijante:

1. zasi¢enje vode sa maksimalnom koli¢inom kiseonika,

2. dodatak kiseonika u obliku magnezijum-peroksida i

3. razgradnja nafte u vodenoj fazi, proizvodnja mikroorganizama i zasi¢enje vode
kiseonikom.

3.2.1. Opis laboratorijskog istrazivackog postrojenja

Za ispitivanje koriS¢en je REAKTOR cilindri¢nog oblika duzine 3,2 m i precnika
0,8 m (u daljem tekstu: reaktor, slika 45). U sastav reaktora ulazi 5 pijezometara za pracenje
stanja podzemne vode, tri otvora za uzorkovanje zemljiSta i 4 tuSa za nalivanje vode po
povrsini zemljista (slika 46).

U reaktor je prvo postavljen sloj peska debljine 10-15 cm, a potom sloj zemlje
zagadene naftom i derivatima debljine 45-50 cm (oko 1150 kg zemlje). Dodato je 250 litara
podzemne vode sa lokaliteta odakle potice zemlja, ali iz nezagadene zone. Za recirkulaciju
vode koriS¢ena je membranska pumpa.

U prvoj varijanti tehnicke bioremedijacije voda iz reaktora se odvodi u AERATOR
zapremine 2,7 litara (u daljem tekstu: aerator, slika 47), gde se zasi¢uje sa maksimalnom
koli¢inom kiseonika, 1 naliva se po povrsini zemlje na pocetku reaktora, kako bi se obezbedio
front kiseonika koji se kre¢e kroz zagadeno zemljiSte i time ubrzala biodegradacija (slika 46) -
in-situ biostimulacija nalivanjem aerisane vode.

U drugoj varijanti tehnicke bioremedijacije u zemlju u reaktoru postavljen je
PIJEZOMETAR SA MAGNEZIJUM-PEROKSIDOM, c¢ijom razgradnjom bi se obezbedio
kiseonik u sloju zemljista (slika 48) - in-situ biostimulacija magnezijum-peroksidom.
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Slika 45. Reaktor za ispitivanje tehnicke in-situ bioremedijacije zemljista

1-5 -pijezometri
I-1II -mesta uzorkovanja zemlje

pumpa

kompresor

POA 1USOWINGIS

Slika 46. Laboratorijski uredaj za ispitivanje bioremedijacije zemljista zagadenog naftom i
derivatima nafte — I varijanta
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AERATOR
|

NALIVNI TUSEVI

Slika 47. Reaktor sa aeratorom i membranskom pumpom
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1-5 -pijezometri
I-I11, S -mesta uzorkovanja zemlje

pumpa

Slika 48. Laboratorijski uredaj za ispitivanje bioremedijacije zemljista zagadenog naftom i
derivatima nafte — Il varijanta

U tre¢oj varijanti  tehniCke
bioremedijacije voda iz reaktora se odvodi
na postrojenje sastavljeno od 3 separatora
slobodne faze (10, 20 1 30 litara),
BIOREAKTORA (u daljem tekstu:
bioreaktor; 9 litara, slika 49), taloznika
(3,6 litara) i regeneratora mulja (2,2 litra) i
naliva se po povrSini zemlje na pocetku
reaktora (slika 50) - in-situ biostimulacija
nalivanjem  aerisane  vode  bogate
bakterijama uz ex-situ bioloski tretman
podzemne vode.

Slika 49. Bioreaktor za tretman ispumpane
vode zagadene naftom i derivatima



83

Eksperimentalni deo

PRHpILivA [T — eyt puappaliep 1 kiogion Jouaprdnz vigniuiez sfioviipaiiaiong afivainidsn vz fPpa.n pyefliomaogoy] (0 pyye

HH-e

e

Az ey

rpIEA

apos {o

4 i
o
ny. hl
LR d
AR

b i

Ml |

I

\‘*

_n\.\._|_ m._“HHmu_ m
- AOJHEIFOTy

HOLIVIT

wdurnd

2

ul =

-3

I 27
IojeIauagar

s

'S =1

£9F 01 £ 02
11T foremedas I fopemedas

U
T 1ojenedas




84 Doktorska disertacija

3.2.2. Plan eksperimenta

U tabeli 8 prikazan je plan eksperimenta. Varijante su podeljene na faze, pri ¢emu fazu
karakteriSe dnevna koli¢ina recirkulisane vode. Primenjene su brzine kretanja vode kroz
zemlju u opsegu 1,5-22x 107 m/s, posto su infiltracione karakteristike zemljista na
zagadenom lokalitetu 1,3-9,6 x 107 m/s (Studija, 1999).

Brzina kretanja vode kroz zemlju izraCunava se prema formuli:

Q
V= [m/s]
A
gde je: Q — koligina protekle vode (m’/s), A = 0,35 m” — povrsina popre¢nog preseka
zemlje
Tabela 8. Varijante i faze eksperimenta
. Trajanje Koli¢ina Brzina kretanja
.. Dani . . .
Varjjante Faze eksperimenta faze recirkulisane | vode kr(7)z zemlju
(br.dana) | vode [lI/dan] x 107" [m/s]
I-1 0-54 54 5,3 1,75
I 1-2 54-107 53 17 5,5
AERATOR 1-3 107-173 66 23 7,5
1-4 173-306 133 58 19
I
M0 -1 306-453 147 68 22
110 453-498 45 7,5 2,5
498-546 48 48 16
11 11-1 546-566 20 9,5 3
BIOREAKTOR | III-2 571-587 16 18,5 6
1I1-3 587-631 44 32,5 11
MAX 631-685 54 16,5-27 5,5-9

III-0 - pocetna adaptacija mikroflore
MAX - period uspostavljanja maksimalno moguceg protoka, koji opada zbog smanjenja
propustljovosti zemljista za fluide

U tre¢oj varijanti primenjena je inicijalna bioaugmentacija — bioreaktor je zasejan
mikroflorom komunalne otpadne vode i sojevima izolovanim iz vode API separatora
postrojenja za tretman otpadnih voda Rafinerije nafte Novi Sad, Dunava kod CS Sever 1V
(izliv otpadnih voda Rafinerije nafte), pijezometara u Rafineriji nafte gde su detektovani
ugljovodonici (Pjc-5, Mp-7) 1 iz aeratora primenjenog u I varijanti tehnicke bioremedijacije.

Sve vreme trajanja eksperimenta voda iz reaktora, koja je troSena za analize ili se
gubila isparavanjem, je nadoknadivana kroz nalivne tusSeve, ¢ime su simulirane padavine, a i
eliminisan je uticaj koncentrisanja zagadenja u vodi usled smanjenja zapremine.

Parametri mereni u toku eksperimenta, kao i broj merenja po mernim mestima i
varijantama su prikazani u tabeli 9. Vrednosti prikazane u disertaciji uglavnom predstavljaju
srednje vrednosti merenih parametara po fazama eksperimenta.
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3.3. Metode analize

Koris¢ene su standardne metode analize vode i1 zemljista, kao i njihove modifikacije
razvijene u Laboratoriji za hemijsku tehnologiju 1 zastitu Zivotne sredine Departmana za
hemiju i Laboratoriji za mikrobiologiju Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematickog fakulteta u Novom Sadu.

3.3.1. Metode analize vode

Temperatura vode je merena Zivinim termometrom.

pH vrednost vode je merena terenskim pH metrom WTW model pH340i/set (metodi
4500-H" i 2580 B, APHA, 1995).

Elektroprovodljivost vode je merena terenskim konduktometrom Hanna model HI
933000 (metod 2510 B, APHA, 1995).

Koncentracija rastvorenog kiseonika u vodi je merena terenskim oksimetrom Hanna
model HI 9142 (metod 4500-O G, APHA, 1995).

Ukupni suvi ostatak uzorka vode je odredivan gravimetrijski susenjem uzorka na
105 °C (metod 2540 B, APHA, 1995).

Sadrzaj organske materije u vodi je odredivan gravimetrijski Zarenjem na 550 °C.

Hemijska potroS$nja kiseonika u vodi je odredivana preko dihromata, titrimetrijski
(metod P-V-10, Skunca-Milovanovié i sar., 1990).

Biohemijska potrognja kiseonika u vodi je merena pomoc¢u Lovibond® BOD mernog
sistema.

Sadrzaj ukupnih ugljovodonika, mineralnih ulja i ugljovodonika adsorbovanih na
aluminijum-oksidu (polarna jedinjenja) u vodi je odredivan standardnom metodom
kvantitativne IR spektrofotometrije (metod P-V-47/A, Skunca-Milovanovié¢ i dr., 1990).

Sadrzaj amonijaka u vodi je odredivan spektrofotometrijski sa Nesslerovim reagensom
(metod P-V-2/B, Skunca-Milovanovié i sar., 1990).

Sadrzaj nitrata u vodi je odredivan kolorimetrijski sa brucinom (metod P-V-31/B,
Skunca-Milovanovic¢ i sar., 1 990).

Sadrzaj nitrita u vodi je odredivan kolorimetrijski sa sulfanilnom kiselinom (metod P-
V-32/B, Skunca-Milovanovié i sar., 1 990).

Sadrzaj organskog azota u vodi je odredivan spektrofotometrijski sa Nesslerovim
reagensom nakon mineralizacije po Kjeldahlu (metod P-V-6/A, Skunca-Milovanovi¢ i sar.,
1990).

Ukupan azot u vodi predstavlja zbir amonijacnog, nitratnog, nitritnog i organskog
azota.

Sadrzaj ortofosfata i ukupnog fosfora u vodi je odredivan spektrofotometrijski sa
amonijum-molibdatom i askorbinskom kiselinom (metod P-V-16/A, Skunca-Milovanovié i
sar., 1990).

Sadrzaj povrSinski aktivnih materija u vodi (izrazen kao mgDBS/I, natrijum-p-
dodecilbenzensulfonat) je odredivan spektrofotometrijski na osnovu reakcije sa metilenskim
plavim (modifikovan metod P-V-13/B, Skunca-Milovanovié i sar., 1990).

Sadrzaj metala (Cd, Cu, Cr, Zn, Ni, Pb, Fe, Mn) u vodi je odredivan metodom
plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije (metod 3111B, APHA, 1995).

Sadrzaj Fe’"/Fe*" u vodi je odredivan kolorimetrijski sa fenantrolinom (metod 3500-Fe
D, APHA, 1995).
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Indeks fosfatazne aktivnosti (IFA — umol pNP/s/l) je odredivan kao srednja vrednost
aktivnosti kiselih, neutralnih 1 alkalnih fosfomonoestar-hidrolaza, pri podeSenim pH
optimumima i temperaturi od 30°C, na transformaciji para-nitrofenilfosfata u para-nitrofenol
(Matavulj, 1986).

Brojnost bakterija u vodi odredivana je posrednom (odgajivatkom) metodom na
¢vrstim, agarizovanim, podlogama (Rodina, 1972., Petrovic i sar., 1998).

Zapreminski indeks mulja (SVI) je odredivan na osnovu zapremine staloZenog mulja
(odredene volumetrijski sa Imhoff-om (2540 F, APHA, 1995)) 1 mase organske materije mulja
(gravimetrijski Zarenjem na 550 °C (2540 E, APHA, 1995)).

3.3.2. Metode analize zemlje

Rezultati za zemljiste su dati u odnosu na masu suvog zemljista.

. Sadrzaj vode (%vlage) u zemljistu je odredivan gravimetrijski suSenjem uzorka na 105
C.

Sadrzaj organske materije u zemlji$tu je odredivan gravimetrijski Zarenjem na 550 °C
(2540 E, APHA, 1995).

Aktivna kiselost u zemljiStu je merena u vodenoj suspenziji pomocu terenskog pH
metra WTW model pH3401/set.

Supstituciona kiselost u zemljistu je merena u suspenziji 1 N KCl pomocu terenskog
pH metra WTW model pH340i/set.

Hemijska potrosnja kiseonika u zemljiStu je odredivana preko dihromata, titrimetrijski.

Biohemijska potrosnja kiseonika u zemlji§tu je merena pomocu Lovibond™ BOD
mernog sistema.

Sadrzaj ukupnih ugljovodonika, mineralnih ulja i ugljovodonika adsorbovanih na
aluminijum-oksidu (polarna jedinjenja) u zemljiStu je odredivan standardnom metodom
kvantitativne IR spektrofotometrije (Skunca-Milovanovié i dr., 1990; APHA, 1995).

Sadrzaj amonijaka u zemljiStu je odredivan spektrofotometrijski sa Nesslerovim
reagensom nakon destilacije.

Sadrzaj nitrata 1 nitrita u zemljiStu je odredivan spektrofotometrijski u obliku
amonijaka nakon digestije Dewardovom legurom i destilacije (4non., 1965).

Sadrzaj organskog azota u zemljiStu je odredivan spektrofotometrijski u obliku
amonijaka nakon mineralizacije po Kjeldahlu.

Ukupan azot u zemljistu predstavlja zbir amonija¢nog, nitratnog, nitritnog i organskog
azota.

Sadrzaj fosfora u zemljiStu je odredivan spektrofotometrijski sa amonijum-
molibdatom i askorbinskom kiselinom nakon digestije uzorka sa kalijum-persulfatom u
kiseloj sredini.

Metali (Cd, Cu, Cr, Zn, Ni, Pb, Fe, Mn) su odredivani metodom atomske apsorpcione
spektrofotometrije nakon digestije zemljista u akva-regiji (metod ISO 11466).

Indeks fosfatazne aktivnosti (IFA — pmol pNP/s/g) je odredivan kao srednja vrednost
aktivnosti kiselih, neutralnih i alkalnih fosfomonoestar-hidrolaza, pri podeSenim pH
optimumima i temperaturi od 30°C, na transformaciji para-nitrofenilfosfata u para-nitrofenol
(Matavulj, 1986, Tabatabai i Bremner, 1969).

Dehidrogenazna aktivnost je odredivana spektrofotometrijski merenjem sadrzaja
Trifenil-formazana nastalog iz 2,3,5-Trifeniltetrazolijumhlorida (TTC) nakon inkubacije
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zemljista sa TTC 24 &asa na 30 °C (metod Lenhard-a modifikovan po Thalmann-u, Petrovic i
sar., 1998).

Brojnost bakterija u zemlji odredivana je posrednom (odgajivackom) metodom na
¢vrstim, agarizovanim, podlogama (Rodina, 1972., Petrovic i sar., 1998).

3.3.3. FTIR-spektrofotometrijska karakterizacija naftnih
ugljovodonika u vodi i zemlji

FTIR-spektrofotometrijska  karakterizacija naftnih ugljovodonika na FTIR
spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 670 izvrSena je:
* u vodi nakon dvostruke ekstrakcije 20 ml vode sa po 10 ml CCly,
* u zemljiStu nakon Sestoasovne ekstrakcije (Soxhlet) 5 g zemlje sa 100 ml CCly.

3.3.3.1. Kvalitativna FTIR-spektrofotometrijska analiza

Kvalitativna FTIR-spektrofotometrijska analiza zemlje je obavljena snimanjem
ekstrakata u ZnSe kivetama u opsegu 4000-900 cm™ i njihovim poredenjem sa Aldrich-ovom
listom uzoraka kondezovane faze, kao i OMNIC-ovom IR spektralnom interpretacijom.

3.3.3.2. Kvantitativna analiza na sadrzaj ugljovodonika

Sadrzaj ukupnih ugljovodonika, mineralnih ulja 1 ugljovodonika adsorbovanih na
aluminijum-oksidu (polarna jedinjenja) je odredivan u uzorcima vode i zemljista standardnom
metodom kvantitativne IR spektrofotometrije (Skunca-Milovanovié i dr., 1990; APHA, 1995).
Sadrzaj ugljovodonika je odredivan na osnovu IR spektara pomoc¢u standardne prave -
osnovni standardni rastvor je referentna smesa izo-oktan:cetan:benzen (1,5:1,5:1). Mineralna
ulja su razdvajana od polarnih jedinjenja eluiranjem ekstrakta kroz kolonu sa aluminijum-
oksidom. Sadrzaj ugljovodonika adsorbovanih na aluminijum-oksidu je odredivan iz razlike
koncentracija ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja.

3.3.4. GC/MSD karakterizacija naftnih ugljovodonika u vodi i zemlji

Analiza vode i1 zemljiSta na sadrzaj semivolatilnih organskih jedinjenja je vrSena na
gasnom hromatografu Hewlett Packard 5890 GC Series II sa masenim detektorom 5971 MSD
nakon prethodne pripreme uzoraka.

Uzorci vode su podvrgnuti kiseloj 1 baznoj ekstrakeiji metilenhloridom.

Uzorci zemljista su podvrgnuti ekstrakciji smeSom rastvaraca metilenhlorid — heksan
(1:1) jedan ¢as na sobnoj temperaturi (Desideri i dr., 1984). Elementarni sumpor je uklonjen
dodatkom praha bakra (Cowan i Riley, 1987). Ekstrakti su frakcionisani hromatografski na
koloni silika gela prema proceduri EPA 3630C. Cisto¢a rastvarada je prethodno proverena na
GC/MSD.
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3.3.4.1. Kvalitativha GC/MSD analiza

Kvalitativna (SCAN) analiza uzoraka vrSena je skeniranjem masa u opsegu 35-550
atomskih jedinica. Dobijeni spektri poredeni su sa spektrima komercijalne baze podataka
Wiley, a identifikovana jedinjenja su ona ¢iji je identitet odreden sa verovatnocom ve¢om od
70%. Uslovi hromatografisanja su: kolona Ultra-2 (25m x 0.2 mm x 0.3 um), protok
helijuma 1 ml/min, temperatura injektora 250 °C, temperatura detektora 280 °C. Postavljen je
temperaturni program: 40 °)cs min, 4 C/min do 130 0C, drzi 2,2 min, 12 %C/min do 180 0C,
drzi 2,2 min, 7 °C/min do 300 °C, drzi 11,79 min.

3.3.4.2. Kvantitativna analiza na sadrzaj PAH

Kvantitativna (SIM) analiza uzoraka zemljiSta je vrSena pri identi¢nim uslovima
hromatografisanja navedenim za SCAN analizu. Kao interni standard je koriS¢en 1-
fenilnonan. Kalibraciona kriva je dobijena snimanjem serije standarnih rastvora smese
ispitivanih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika. U uzorcima je odredivan sadrzaj 16 PAH
propisanih od strane USEPA i1 EU: naftalena, acenaftilena, acenaftena, fluorena, fenantrena,
antracena, fluorantena, pirena, benz(a)antracena, krizena, benzo(b)fluorantena,
benzo(k)fluorantena,  benzo(a)pirena, dibenzo[a,h]antracena, = benzo[g,h,i]perilena i
indeno[ 1,2,3-cd]pirena.

3.3.5. Brojnost bakterija u vodi i zemlji

Brojnost bakterija u kontaminiranom zemljiStu i vodi odredivana je posrednom
(odgajivackom) metodom na Cvrstim, agarizovanim, podlogama (Rodina, 1972, Petrovic¢ i
sar., 1998). Za analizu zemljiSta prvo je napravljena serija razblazenja uzoraka u 0.1%
natrijum-pirofosfatu uz energi¢no muckanje na Vortex-u.

Zasejavanje je vrSeno inokulacijom odredenih razredenja na hranljive podloge. Nakon
inkubacije (5-7 dana na 26-28 °C) vrSeno je prebrojavanje izraslih kolonija. Brojnost je
izrazena kao broj bakterija na gram suvog zemljiSta. Ispitivanje je obuhvatilo nekoliko
znacajnijih grupa bakterija: organotrofi, fakultativni oligotrofi, lipolitske bakterije 1
ugljovodonik-oksidujuce bakterije. Lipolitske bakterije su odredivane na dve razli¢ite podloge
— TWEEN i TRIBUTIRIN. Ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije odredivane su na dve razlicite
podloge uz dodatak nafte parafinske baze: MSWYE podloga, sa primesama lakousvojivih
organskih materija (Walcker et al., 1976) i TAUSON podloga, ¢isto mineralna podloga kod
koje je dodata nafta jedini izvor ugljenika za mikroorganizme (Rodina, 1972), kao i na
njihovim modifikovanim formama MSWYE+TTC i Tauson+TTC, gde je osnovna podloga
obogac¢ena TTC reagensom (2,3,5-Trifeniltetrazolijumhlorid) da bi pojava crveno obojenih
kolonija ukazivala na enzimsku aktivnost, odnosno na aktivne kolonije.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Rezultati ispitivanja prirodne bioremedijacije
podzemnih voda na lokalitetu Ratno ostrvo

Nivo podzemnih voda na lokalitetu Ratno ostrvo prati nivo Dunava: u ravni je sa
Dunavom ili 1-2 m (ponekad do 3 m) nizi. Nivo Dunava se menja u intervalu 72-78 mnm, a
nivo vode u bunarima hidraulicke barijere i pijezometrima 72-75,5 mnm (Sto su objekti
udaljeniji od Dunava opseg fluktuacije nivoa podzemnih voda je manji, npr. od Bhz-6 do
Bhz-12 promene nivoa su 72,5-74,5 mnm) (Prilog 1). Nivo vode u bunarima se kre¢e od nule
do 3,32 m ispod nivoa tla, a u pijezometrima u Rafineriji od 2,5 do 6,5 m, jer je prilikom
izgradnje Rafinerije na originalan teren nasut sloj peska (Prilog 2a i 2b). Na osnovu ovih
podataka mozemo da zaklju¢imo da Dunav ima dominantan uticaj na podzemne vode
lokaliteta Ratno ostrvo i samim tim na migraciju naftnih ugljovodonika sa prostora Rafinerije
nafte.

pH vrednost podzemne vode na lokalitetu Ratno ostrvo se kreée u intervalu koji
pogoduje mikrobioloskoj aktivnosti, od 6,8 do 7,4. Koncentracija rastvorenog kiseonika
uglavnom iznosi 1-3,5 mg/l, mada su ponekad zabelezene i nize koncentracije. Prema studiji
Barkera, pod aerobnim uslovima se podrazumeva kada je prisutno 0,7 mgO,/l vode, a
razgradnja BTEX pocinje ve¢ pri 0,5mg/l, a prisutni su i drugi elektron-akceptori.
Koncentracija nitrata je uglavnom niska, do 3 mg/l, kao i nitrita, do 0,04 mg/l, dok je
uglavnom prisutno do 3 mg/l amonijaka. Medutim, u pojedinim pijezometrima u Rafineriji
nafte, kao Sto su Mp-5, 6, 7, 8 1 9, zabeleZene su vise koncentracije nitrata, cak do 66 mg/l,
kao 1 nitrita, do 0,4 mg/l, a nize koncentracije amonijaka od 0,2 mg/l, $to ukazuje na procese
nitrifikacije.

4.1.1. Zagadenje podzemne vode ugljovodonicima

Koncentracija ugljovodononika u pijezometrima u Rafineriji se kretala u opsegu 7-
632 ng/l (srednja vrednost za pijezometre: 33-213 ug/l), u bunarima barijere <2-372 ug/l
(srednja vrednost za bunare: 35-125 pg/l), a u zaledu izvorista (Ropz-12) 11-75 pg/l (srednja
vrednost 32 pg/l) (tabele 10-12). Od toga mineralna ulja su prisutna u slede¢im
koncentracijama: u pijezometrima u Rafineriji u opsegu <2-245 pg/l (srednja vrednost za
pijezometre: 16-100 pg/l), u bunarima barijere <2-123 ng/l (srednja vrednost za bunare: 19-
23 png/l), au Ropz-12 4-57 ng/l (srednja vrednost 18 pg/l) (tabele 10-12). Najvise vrednosti za
ukupne ugljovodnike su registrovane u bunarima barijere: Bhz-5, Bhz-7 i Bhz-8, kao i u
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pijezometrima u Rafineriji: Mp-1, Mp-2, Mp-3, Mp-4, Mp-6, Md-6, Md-7 i Pjc-1, $to ukazuje
na moguci pravac prodora zagadenja. UocCeni pravac prodora zagadenja odgovara pravcu
kretanja podzemnih voda od Rafinerije ka izvoristu i poklapa se sa ranijim ispitivanjima
baziranim na merenju koncentracije lakoisparljivih ugljovodonika u gasnoj fazi zemljista
Rafinerije, kada je uoCen prodor zagadenja u pravcu pijezometra Pjc-1 1 Mp-9 (Dalmacija i
sar., 2004). Koncentracije mineralnih ulja retko kad prelaze 40 pg/l, ali su u pijezometrima u
Rafineriji detektovane veée koncentracije nego u bunarima barijere. Generalno, registrovane
su vise koncentracije ugljovodonika u grani¢noj zoni nego u zaledu izvorista, te se stoga mora
1 dalje pratiti stanje u grani¢noj zoni, a posebno uoceni pravac moguceg prodora zagadenja.

Tabela 10. Koncentracija ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja u vodi bunara i
pijezometara u grani¢noj zoni za period avgust 2002. — februar 2006. godine

Broj Ukupni ugljovodonici (ng/l) Mineralna ulja (pg/l)
Lokacija . Min. Max. Srednja Min. Max. Srednja
merenja
vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost
Zona hidraulic¢ke barijere
Bhz-1 27 16 107 35 7 74 20
Bhz-2 27 5 140 39 <2 123 23
Bhz-3 27 14 94 40 3 60 21
Bhz-4 27 19 132 63 5 59 22
Bhz-5 27 21 372 125 6 52 23
Bhz-6 27 9 79 38 4 42 19
Bhz-7 27 33 152 78 5 50 22
Bhz-8 27 10 243 94 <2 67 21
Bhz-9 27 14 86 36 3 60 21
Bhz-10 27 4 86 37 2 50 20
Bhz-11 27 14 120 39 4 75 22
Bhz-12 27 <2 120 39 <2 60 23
Pjc-2 2 23 39 31 12 15 14
Pjc-3 6 12 47 27 8 25 16
Ppjc-11 11 12 50 27 2 38 16
Ppjc-12 11 17 86 38 5 51 20

Sa porastom nivoa podzemnih voda usled porasta nivoa Dunava ili suficita padavina
uglavnom su detektovane nize vrednosti za mineralna ulja i ukupne ugljovodonike, §to se
moze objasniti efektom razblaZenja. Ipak, u jednom broju bunara barijere sve vreme su visoke
koncentracije ukupnih ugljovodonika (Bhz-5, Bhz-7, Bhz-8), kao i u pijezometrima Rafinerije
Mp-1, Mp-2, Mp-3, Mp-4, Mp-6, Md-6, Md-7 i1 Pjc-1. S jedne strane, moguce je da su obilne
padavine spirale ugljovodonike iz gornjeg sloja zemljista Rafinerije i transportovale ga
uocenim moguéim pravcem Sirenja iz Rafinerije ka barijeri. Poznato je da se u dubljim
slojevima nalazi pesak, a u gornjim slojevima ima huminskih materija i gline na kojima mogu
da se adsorbuju ugljovodonici i da se odatle spiraju. Navedeni mehanizam nam ukazuje na
moguénost primene fitoremedijacije navedenog podrucja, jer se deo zagadenja nalazi u
gornjim slojevima i dostupan je korenskom sistemu. S druge strane, moguce je da su se pored
kolektora formirali dzepovi sa zauljenom vodom u periodu pre popravke kolektora i da sa
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padavinama dolazi do Sirenja zagadenja difuzijom i1 dospevanja do zone pijezometara. Razlog
za visoke vrednosti ukupnih ugljovodonika, a ne i mineralnih ulja moze biti, s jedne strane, da
je u navedenim dzepovima vremenom doslo do biotransformacije mineralnih ulja u polarna
jedinjenja, a sa druge strane ne treba zanemariti ni procese raspadanja prirodnih organskih
materija, koji mogu dati navedene produkte. Deficit padavina se poklapa sa porastom
koncentracije ugljovodonika usled efekta koncentrisanja.

Tabela 11. Koncentracija ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja u vodi pijezometara u
Rafineriji nafte za period avgust 2002. — februar 2006. godine

) Broj Ukupni ugljovodonici (ng/l) Mineralna ulja (ng/l)
Lokacija merenja Min. Max. Srednja Min. Max. Srednja
vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost

Mp-1 11 67 337 213 33 115 52
Mp-2 11 69 326 172 42 245 100
Mp-3 11 37 134 84 14 71 36
Mp-4 11 67 295 172 30 111 58
Mp-5 17 22 115 47 2,5 75 23
Mp-6 27 23 632 135 8 216 44
Mp-7 21 9 143 55 3 99 26
Mp-8 27 7 112 35 4 97 20
Mp-9 21 13 115 44 4 89 22
Mp-10 5 38 124 66 22 73 39
Mp-11 11 7 120 38 2 101 28
Md-6 14 30 480 113 7 199 34
Md-7 18 44 302 123 6 84 34
Md-8 14 8 104 35 <2 82 22
Pjc-1 22 35 290 111 10 87 32
Pjc-5 20 12 155 54 4 78 25
Pjc-6 22 21 98 42 5 78 25
Ppjc-14 13 11 108 33 4 35 16
Kp-6 10 22 130 52 15 98 28
Gts-11 7 366 1900 934 87 520 235
Gts-23 7 16 42 32 10 29 19
Gts-24 7 14 53 35 4 42 23

Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima Siroko varira, medutim, uocava se
trend opadanja, Sto ukazuje na intenziviranje procesa transformacije mineralnih ulja u polarna
jedinjenja: u bunarimna barijere do leta 2004. godine udeo mineralnih ulja se nalazi uglavnom
u intervalu 20-90 %, a nakon toga u intervalu 0-70 %; u pijezometrima u Rafineriji do leta
2003. godine udeo mineralnih se nalazi u intervalu 20-90 %, do leta 2004. je 20-70 %, a
nakon toga je 0-70 % (Prilog 3). Na slikama 51-54 prikazane su srednje vrednosti udela
mineralnih uglja u ukupnim ugljovodonicima na godisnjem nivou.
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Tabela 12. Koncentracija ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja u vodi pijezometara u
zaledu izvorista 1 duz kolektora za period avgust 2002. — februar 2006. godine

Broi Ukupni ugljovodonici (ng/l) Mineralna ulja (ng/l)
Lokacija J Min. Max. Srednja Min. Max. Srednja
merenja
vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost | vrednost
Zalede izvoriSta
Ropz-12 14 11 75 32 4 57 18
Pjc-12 8 38 126 86 5 39 24
Duz kolektora
Pjc-4 2 21 55 38 15 19 17
Pjc-8 2 16 56 36 14 20 17
Pjc-9 14 13 91 35 4 58 16
Ppjc-7 19 12 &9 42 4 64 24
Ppjc-10 10 13 64 35 5 38 16
Pz-333 5 28 66 46 12 44 23
Pz-17 4 18 43 27 3 30 11
Ropz-3 4 16 120 46 7 99 31
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Slika 51. Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi u zoni hidraulicke barijere

U bunarima hidrauli¢ke barijere su povremeno detektovani benzen, toluen i ksileni,
uglavnom u tragovima ili u koncentraciji do 2 pg/l, sve do februara 2005. godine, kada su
registrovane sledece vrednosti: Bhz-2 - 100 pg/l benzena, 2,4 pg/l toluena i 11 pug/l ksilena;
Bhz-6 - 38 pug/l benzena, 4,4 ng/l toluena, 3 ug/l ksilena 1 etilbenzen u tragovima; Bhz-8 -
8,5 nug/l ksilena; Bhz-10 - 1 pg/l benzena. Nakon ovih povisenih vrednosti u februaru, u martu
su ponovo detektovane komponente BTEX u Bhz-3 (1,5 pg/l benzena, 1,3 ug/l toluena i
4,3 ng/l ksilena) i u Bhz-6 (6,8 ug/l benzena). U maju je uocen toluen u vecini uzoraka u
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niskim koncentracijama. U narednom periodu benzen je uglavnom bio prisutan u Bhz-8, Bhz-
9 1 Bhz-10 u koncentraciji do 2,8 pg/l, izuzev avgusta, kada ga je u Bhz-8 bilo 9,4 pg/l i
novembra, kada ga je u Bhz-9 bilo 23 pg/l.

90 1| @ Avgust-Decembar 2002.
B Januar-Decembar 2003.
50 L OJanuar-Decembar 2004. L
OJanuar 2005. - Februar 2006.
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Slika 52. Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi u pijezometrima u
Rafineriji nafte

90 O Avgust-Decembar 2002.
B Januar-Decembar 2003.
80 O Januar-Decembar 2004.
OJanuar 2005. - Februar 2006.
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Slika 53. Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi pijezometara u zaledu
izvorista i duz kolektora Rafinerije nafte
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U vodi pijezometara smeStenih u Rafineriji povremeno se pojavljuju koponente
BTEX, hloroform, trihloreten, tetrahloreten, 1,1,1-trihloretan, 1,2-dihloretan i to u tragovima,
eventualno u koncentraciji do 1 ug/l, izuzev Mp-1 (ispitivani period: avgust 2002. — avgust
2003.), gde koncentracija benzena se krece u intervalu 10-140 pg/l, srednja vrednost 40 ng/l,
a ksilena do 5 pug/l i Mp-6, gde benzen cesto dostize 10 pg/l (Cak i 43 pg/l), a ksileni 5 ug/l.

Pojavu benzena cesto prati toluol i ksilen Sto ukazuje na poreklo iz benzina. Treba
napomenuti da najvecu rastvorljivost iz benzina u vodi upravo ima toluol, zatim benzen, pa
ksileni, a najmanju etilbenzen, bez obzira na Cinjenicu $to je rastvorljivost Cistih supstanci u
vodi sasvim drugacija. Najisparljivija komponenta je benzen, dok ostale komponente imaju 4-
10 puta manji napon pare, dok je stepen biorazgradljivosti za sve ¢etiri komponente priblizno
isti. Ovim podacima bi se mogle objasniti brze promene u koncentraciji benzena kroz vreme i
cesto zaostajanje toluola i ksilola u vodi i nakon $to benzen verovatno ispari.

70 O Avgust-Decembar 2002.
B Januar-Decembar 2003.
OJanuar-Decembar 2004.
60 OJanuar 2005. - Februar 2006.
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Graniéna zona Rafinerija Zalede izvorista Duz kolektora

Slika 54. Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u podzemnoj vodi
lokaliteta Ratno ostrvo

Prac¢enjem kvaliteta podzemnih voda grani¢ne zone izvorista Ratno ostrvo i Rafinerije
nafte utvrdeno je sledece:

¢ nivo Dunava, kao i pojava suficita i deficita padavina, uticu na nivo podzemnih voda,
a samim tim i na koncentraciju ugljovodonika usled efekata razblazenja i
koncentrisanja,

e najviSe vrednosti za ukupne ugljovodnike su registrovane u bunarima barijere: Bhz-
5, Bhz-7 1 Bhz-8, kao i u pijezometrima u Rafineriji: Mp-1, Mp-2, Mp-3, Mp-4, Mp-
6, Md-6, Md-7 1 Pjc-1, §to ukazuje na moguci pravac prodora zagadenja,

e registrovane su viSe koncentracije ugljovodonika u grani¢noj zoni nego u zaledu
izvorista,
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e koncentracije mineralnih ulja retko kad prelaze 40 pg/l, ali su u pijezometrima u
Rafineriji detektovane vece koncentracije nego u bunarima barijere,

e uocava se trend opadanja udela mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima, §to
ukazuje na intenziviranje procesa transformacije mineralnih ulja u polarna jedinjenja,
odnosno na pojavu procesa samoprecis¢avanja, tj. prirodne bioremedijacije,

e povremeno se pojavljuju komponente BTEX, hloroform, trihloreten, tetrahloreten,
1,1,1-trihloretan, 1,2-dihloretan, ali njihove koncentracije se veoma brzo menjaju, s
obzirom na njihovu pokretljivost, isparljivost i razgradljivost,

e visok nivo podzemnih voda kao i pojava spiranja zagadenja padavinama, odnosno,
prisustvo dela zagadenja u gornjim slojevima adsorbovanog na huminskim
materijama 1 glini ukazuje nam na moguénost primene fitoremedijacije navedenog
podrugja, jer je deo zagadenja dostupan korenskom sistemu.

4.1.2. Mikrobioloska ispitivanja podzemne vode

Zastupljenost pojedinih grupa bakterija varirala je u zavisnosti od lokacije i meseca
ispitivanja. U tabeli 13 date su minimalne, maksimalne i prose¢ne brojnosti ispitivanih grupa
bakterija u vodi bunara hidraulicke barijere, pijezometara u Rafineriji nafte i zaledu izvorista
za period decembar 2002. — januar 2006. godine.

Dominantnu mikrofloru ¢ine fakultativni oligotrofi kao fizioloska grupa, Sto upuéuje
na zadovoljavajuc¢e procese samopreciS¢avanja vode. Ono §to je karakterisalo vodu svih
bunara hidrauli¢ke barijere bilo je prisustvo lipolitskih i ugljovodonikoksidujucih bakterija.
Ovakvi nalazi sugeriSu da je u vodi ili u okruZenju ovih pijezometara prisutan (ili bio
prisutan) supstrat koji omogucuje pojavu ovih grupa bakterija. Visoka zastupljenost lipolitske
mikroflore posredno ukazuje da postoje moguénosti mikrobioloSke degradacije takvog
supstrata (Petrovic¢ i dr., 2003, 2005).
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4.1.3. Ispitivanje funkcionalne zavisnosti bakterijske brojnosti od
koncentracije ugljovodonika (XII 2002. — 1 2006.)

4.1.3.1. Organotrofi

Mada na brojnost organotrofa utiCe prvenstveno sadrzaj ukupnih organskih
materija (TOC), koji je znatno visi od ugljovodoni¢nog supstrata (nekoliko miligrama u
odnosu na desetke mikrograma u litru vode), ipak su uo¢ene odredene korelacije.

Na slikama 55 i 56 su predstavljene su funkcije zavisnosti broja organotrofa od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara hidraulicke barijere.

10 N =Noe*
Lokacija  k No R
M Bhz-1 0,032 46 0,77 ]
Bhz-3 0,096 5 0,68
12 Bhz-8 0,047 0,6 0,96

Bhz-10 0,082 19 0,72

Ln broja organotrofa/mi
[ec}

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 55. Zavisnost broja organotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara

Bhz-1, 3, 8i 10
1600 >
1400 -
N = N+ kx
Lokacija  k Ne R

_ 1200 4 Bhz-6 15 -179 0,84
£ Bhz-11 19  -315 0,71
& 1000 |
o
=
e
S 800
5
5 600 % %
S
o B Bhz-6

400

X Bhz-11
200 + |
& xxx
0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 56. Zavisnost broja organotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara
Bhz-61i 11



Rezultati i diskusija 101

U bunarima Bhz-1, 3, 8 1 10 sa povecanjem koncentracije ugljovodonika
eksponencijalno raste broj organotrofa, a u Bhz-6 i 11 linearno. Kod ostalih bunara nisu
uocene znacajne linearne ili eksponencijalne zavisnosti.

Na slikama 57 i 58 su predstavljene su funkcije zavisnosti broja organotrofa od
koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara u Rafineriji nafte. Kod pijezometara
Mp-7, 8 i Md-7 sa povecanjem koncentracije ugljovodonika eksponencijalno raste broj
organotrofa, a u Md-6 linearno, sa visokim koeficijentima determinacije, R%. Kod
pijezometra Mp-6 i1 Md-8 nisu uocene znacajne korelacije.

6
//'/ ¢ Mp-7
5 H Mp-8
E
&8 41
o
=
o
s
3 4
o [ |
o
S, -
2.
Ko}
c N=Npe
-l .. 2
Lokacija k No R
1 Mp-7 0,17 0,003 0,76
Mp-8 0,047 7 0,96
Md-7 0,024 1,5 082

0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 57. Zavisnost broja organotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometara u Mp-7, 8 i Md-7

Md-6
160
N =Nj + kx
a0l Lokacija k Ny R
Md-6 1,1 -46 093 -
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Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 58. Zavisnost broja organotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometra Md-6
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4.1.3.2. Fakultativni oligotrofi

Na slikama 59 1 60 su predstavljene su funkcije zavisnosti broja fakultativnih
oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara hidraulicke barijere. U
bunarima Bhz-1 1 4 sa povecanjem koncentracije ugljovodonika eksponencijalno raste
broj fakultativnih oligotrofa, a u Bhz-7 i 11 linearno. Kod ostalih bunara nisu uocene
znacajne korelacije.

*

S~
™~

N=Np e
Lokacija k No R’

Bhz-1 0,17 5 0m
. / Bhz-4 0035 28 078 74

/ X ¢ Bhz-1

X Bhz-4

o
wn
<&
\

Ln broja fakultativnih oligotrofa/ml
h . o g h
.
\Q
.
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[$3] (52
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Koncentracija ukupnih ugljovodonika (pg/l)

Slika 59. Zavisnost broja fakultativnih oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
bunara Bhz-1i 4

3500 7 N =N+ kx
Lokacija k N, R
Bhz-7/ 10 322 0,99 A
 — ’ ¢Bhz-71 ——
£ 3000 Bhz-72 48 -57 0,69
s Bhz-11 35 -101 0,85 = Bhz-7/2
© 2500 —
s ABhz-11
k=
5 2000
<
€ A
.2 1500
s
2
s 1000 A A
g / B
m 500
A [ ]
A []
0 T T T T T T
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Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 60. Zavisnost broja fakultativnih oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
bunara Bhz-7 (1: XII 2002. - II1 2003, 2: VI 2003. - VIl 2005.) i 11

Na slikama 61 1 62 su predstavljene su funkcije zavisnosti broja fakultativnih
oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara u Rafineriji nafte. U
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pijezometrima

Mp-8 1 Md-7 sa poveCanjem koncentracije ugljovodonika

eksponencijalno raste broj fakultativnih oligotrofa, a u Mp-7 1 Md-6 opada, sa visokim
koeficijentima determinacije, R”.

Slika 61.

Slika 62.

8
A /
7+— AMp-8
* Md-7 /
6

N=N,e"

Ln broja fakultativnih oligotrofa/ml

A
3 Lokacija k No R’
Mp-8 0,054 12 094
Md-7 0,017 13 073
2 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Zavisnost broja fakultativnih oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometara Mp-8 i Md-7
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= Lokacija  k N R
249 Mp7 012 30043 099
< Md-6 0018 3072 0,86
§ 4
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Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

150 160 170 180

Zavisnost broja fakultativnih oligotrofa od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometara Mp-7 i Md-6

4.1.3.3. Lipolitske bakterije

Na slikama 63-67 predstavljene su funkcije zavisnosti broja lipolitskih bakterija
(podloge TWEEN 1 tributirin) od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara hidraulicke

barijere.
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Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj lipolitskih bakterija (podloga
TWEEN) raste eksponencijalno u bunarima Bhz-1, 2, 4-7, 10-12, linearno raste u Bhz-

3, a opada eksponencijalno u Bhz-8 1 9.

[ec]

J

(2]

Z Bhz-10 0,042

(8,1

N
|

w
L

N
L

[N

Bhz-12 0,073

Bhz-7 0,035 0,

N=Ny e
Lokacija k No
Bhz-1 0,25 0,024
Bhz-2 0,095 5
Bhz-4 0,20 0,00005
Bhz-5 0,012 1
Bhz-6 0,10 0,82

41

Bhz-11 0,034 3,7

R
0,90,
0,92 -

0,70
0,74

0,74"

0,89

0,72 .

Ln broja lipolitskih bakterija (TWEEN)/ml

o
o

Slika 63. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (TWEEN) od koncentracije ugljovodonika
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35

Ln broja lipolitskih bakterija (TWEEN)/ml

Slika 64. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (TWEEN) od koncentracije ugljovodonika
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A
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N =Ny + kx .
Lokacija k Np R?
Bhz-3 46 -102 0,96
*
*
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L 2
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Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

Slika 65. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (TWEEN) od koncentracije ugljovodonika
u vodi bunara Bhz-3

Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj lipolitskih bakterija (podloga
tributirin) raste eksponencijalno u bunarima Bhz-2, 4-6, 8-10, a opada eksponencijalno
u Bhz-12. Kod bunara Bhz-1, 3, 7 i 11 nisu uo¢ene znacajne korelacije.

kx
N=Nje  mBhz2
Lokacija k No R’
Bhz-2 0,93 2,8 0,75. X Bhz-4
Bhz-4 0,045 055 074 'y Bhz5
Bhz-5 0,011 1,6 0,94
Bhz-6 0,10 1,1 087 ©Bhz6 |
Bhz-8 0,040 0,1 0,92
Bhz-9 0,050 0.6 0g9 ABhz8
Bhz-10 0,077 12 086 ~+Bhz9 — |
-Bhz-10
X
M
X

Ln broja lipolitskih bakterija (tributirin)/ml
N

Ak T
5

0 100

Koncentracija ukupnih ugljovodonika (ug/l)

150

200

250 300

Slika 66. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (tributirin) od koncentracije
ugljovodonika u vodi bunara Bhz-2, 4-6, §-10
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Slika 67. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (tributirin) od koncentracije
ugljovodonika u vodi bunara Bhz-12

Na slikama 68-72 predstavljene su funkcije zavisnosti broja lipolitskih bakterija
(podloge TWEEN 1 tributirin) od koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara u
Rafineriji nafte. Kod pijezometra Mp-5 i Md-8 za obe podloge i kod Mp-6 za podlogu
TWEEN nisu uoc¢ene znacajne korelacije.

U pijezometrima Mp-8 i Md-7 sa povecanjem koncentracije ugljovodonika
eksponencijalno raste broj lipolitskih bakterija (podloga TWEEN), a u Mp-7 1 Md-6
opada, sa visokim koeficijentima determinacije, R* > 0,9.
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Slika 68. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (TWEEN) od koncentracije ugljovodonika
u vodi pijezometara Mp-8 i Md-7
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Slika 69. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (TWEEN) od koncentracije ugljovodonika

u vodi pijezometara Mp-7 i Md-6

Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj lipolitskih bakterija (podloga
tributirin) raste eksponencijalno u pijezometrima Mp-6, Mp-8 1 Md-7, linearno raste u

Md-6, a opada eksponencijalno u Mp-7.
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Slika 70. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (tributirin) od koncentracije
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Slika 71. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (tributirin) od koncentracije
ugljovodonika u vodi pijezometara Mp-7
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Slika 72. Zavisnost broja lipolitskih bakterija (tributirin) od koncentracije
ugljovodonika u vodi pijezometara Md-6

4.1.3.4. Ugljovodonik-oksidujuce bakterije

Na slikama 73-78 predstavljene su funkcije zavisnosti broja ugljovodonik-
oksiduju¢ih bakterija (podloga MSWYE 1 MSWYE+TTC) od koncentracije
ugljovodonika u vodi bunara hidrauli¢ke barijere.

Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj ugljovodonik-oksidujucih
bakterija (podloga MSWYE) raste linearno u bunarima Bhz-2-4, 10 i 12,
eksponencijalno raste u Bhz-5, 6 1 7, a opada u Bhz-1.
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73. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE) od

koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-2, 3, 4, 10, 12

7.5

74

6.5

6

5.5 A

N=Npe™
Lokacija Kk No R’
Bhz-5 0,072 028 0,99
Bhz-6 0,15 2,5 1
Bhz-7 0,022 58 086

m Bhz-5

X Bhz-6

Ln broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija
(MSWYE)/ml
(9]

X Bhz-7

8 x\\

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Koncentracija ukupnih ugljovodonika (pg/l)

120

Slika 74. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE) od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-5, 6, 7
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Slika 75. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE) od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-1
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Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj ugljovodonik-oksidujucih
bakterija (podloga MSWYE+TTC) raste eksponencijalno u bunarima Bhz-1/1, 2, 3, 5,
6, 8,9, 12, linearno raste u Bhz-1/2,4, 101 11, a opada u Bhz-7.
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Slika 76. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE+TTC) od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-1 (V 2004.—V 2005.), 2, 3, 5, 6, 8, 9, 12
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Slika 77. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE+TTC) od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-1 (VII 2005.—I 2006.), 4, 10, 11
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Slika 78. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE+TTC) od

Koncentracija ukupnih ugljovodonika (pg/l)

koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-7

Na slikama 79-81 predstavljene su funkcije zavisnosti broja ugljovodonik-
oksidujucih bakterija (podloga Tauson) od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara

hidraulicke barijere.

Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj ugljovodonik-oksidujucih
bakterija (podloga Tauson) raste eksponencijalno u bunarima Bhz-2 i 12, a opada
eksponencijalno u Bhz-1, 6 i 7 i linearno iz Bhz-10. Kod bunara Bhz-3, 4 i 5 nisu
uocene znacajne korelacije.
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Slika 79. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) od koncentracije

ugljovodonika u vodi bunara Bhz-2i 12
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Slika 80. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) od koncentracije
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Slika 81. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) od koncentracije

ugljovodonika u vodi bunara Bhz-10

Brojnost bakterija na podlogama MSWYE i Tauson nije merena u vodi
pijezometara Mp-5, Md-6, Md-7 1 Md-8, a za Mp-6, Mp-7, Mp-8 i Mp-9 nije bilo
dovoljno podataka za znacajno statisticko izraCunavanje.

Na slikama 82 1 83 predstavljene su funkcije zavisnosti broja ugljovodonik-
oksiduju¢ih bakterija (podloga MSWYE+TTC) od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometara u Rafineriji nafte. Kod pijezometara Mp-5, Md-8 i Md-9 nema znacajnih
korelacija, a u Mp-9 nije merena brojnost na datoj podlozi.

Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika broj ugljovodonik-oksidujucih
bakterija (podloga MSWYE+TTC) raste eksponencijalno u Mp-6 i 8, 1 linearno u Md-6.
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Slika 82.

Broj ugljovodonik-oksidujuéih bakterija

Slika 83.
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Na slici 84 predstavljen je eksponencijalni rast broja ugljovodonik-oksidujuéih
bakterija (podloga Tauson+TTC) usled porasta koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometra Md-6. Kod pijezometra Mp-9 nije primenjena data podloga, a kod ostalih
nisu uocene znacajne korelacije.
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Slika 84. Zavisnost broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson+TTC) od

koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara Md-6

4.1.3.5. Bakterije na niskonutritivnoj R2A podlozi

Na slikama 85 1 86 predstavljene su funkcije zavisnosti broja bakterija (podloga

R2A) od koncentracije ugljovodonika u vodi bunara hidraulicke barijere.
broj bakterija (podloga R2A)
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eksponencijalno u Bhz-1-8 1 10, a opada u Bhz-9, 111 12.
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Slika 85. Zavisnost broja bakterija (podloga R2A4) od koncentracije ugljovodonika u

vodi bunara Bhz-1-8 i 10
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Slika 86. Zavisnost broja bakterija (podloga R2A) od koncentracije ugljovodonika u
vodi bunara Bhz-9, 11, 12

Na slici 87 predstavljene su funkcije zavisnosti broja bakterija (podloga R2A) od
koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara u Rafineriji nafte Mp-6 1 Md-6. Sa
povecanjem koncentracije ugljovodonika broj bakterija (podloga R2A) linearno raste u
Md-6, a opada u Mp-6. Kod pijezometara Mp-5, Mp-8 1 Md-8 nisu uocene znacajne
korelacije.
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Slika 87. Zavisnost broja bakterija (podloga R2A) od koncentracije ugljovodonika u
vodi pijezometara Mp-6 i Md-6
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4.1.3.6. Fosfatazna aktivnost
Na slikci 88 predstavljene su funkcije zavisnosti indeksa fosfatazne aktivnosti od
koncentracije ugljovodonika u vodi bunara hidraulicke barijere. Sa povecanjem

koncentracije ugljovodonika u vodi bunara Bhz-3, 4, 6-9 i 12 linearno raste indeks
fosfatazne aktivnosti.
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Slika 88. Zavisnost indeksa fosfatazne aktivnosti od koncentracije ugljovodonika u vodi
bunara Bhz-3, 4, 6-9, 12

Na slici 89 predstavljene su funkcije zavisnosti indeksa fosfatazne aktivnosti od
koncentracije ugljovodonika u vodi pijezometara u Rafineriji nafte. Kod pijezometra
Md-6 nema znacajnih korelacija. Sa povecanjem koncentracije ugljovodonika indeks
fosfatazne aktivnosti linearno raste u Mp-6, 8 i Md-7, a opada u Mp-7, §to moze biti
posledica prodora toksi¢nih ugljovodonika.

U vodi vecine pracenih objekata uocene su funkcionalne zavisnosti bakterijske
brojnosti od koncentracije ugljovodoni¢nog zagadenja. Utvrdeno je sledece:

e prisutne funkcionalne zavisnosti bakterijske brojnosti od koncentracije
ugljovodoni¢nog supstrata uglavnom su pozitivne, odnosno, sa povecanjem
koncentracije ugljovodonika raste broj bakterija;

e zavisnosti veoma visokog koeficijenta determinacije, uglavnom R*>0,80, su uocene
izmedu koncentracije ukupnih ugljovodnika, s jedne strane, i ugljovodonik-
oksiduju¢th (MSWYE 1 MSWYEATTC) 1 lipolitskih bakterija, s druge strane -
zavisnost broja lipolitskih bakterija od koncentracije ugljovodonika je
eksponencijalna, a ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija eksponencijalna i linerana;

e u vodi bunara hidraulicke barijere utvrdena je eksponencijalna zavisnost izmedu
broja bakterija na niskonutritivnoj R2A podlozi i koncentracije ugljovodonika, sa
visokim koeficijentima determinacije, uglavnom R*> 0,90;
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e u podzemnoj vodi uocena je linearna zavisnost indeksa fosfatazne aktivnosti (kao
glavnog pokazatelja prisutnog biodegradabilnog zagadenja) 1 koncentracije
ugljovodonika (uglavnom R* > 0,80);

e korelacije izmedu broja organotrofa i fakultativnih oligotrofa, jedne strane, i
koncentracije ugljovodonika, s druge strane, rede su uocCene, neSto ceSce su
eksponencijalne nego linearne i nizih su koeficijenata determinacije: poSto su u
podzemnoj vodi lokaliteta Ratno ostrvo prisutne prirodne organske materije u
koli¢ini znacajno vecoj od koli¢ine ugljovodonika, njihov uticaj na brojnost
organotrofa i fakultativnih oligotrofa je dominantan i to je osnovni razlog nizeg
stepena korelacije;

e uoceni su slucajevi da sa porastom koncentracije ugljovodonika eksponencijalno ili
linearno opada brojnost bakterija i to sa visokim koeficijentima determinacije
(uglavnom > 0,90), iako nisu prisutne visoke koncentracije ukupnih ugljovodonika -
pretpostavka je da su drugi ¢inioci uticali na smanjenje broja bakterija, kao Sto je
eventualni priliv visoko toksi¢nih komponenti zajedno sa prilivom ugljovodonika.
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Slika 89. Zavisnost indeksa fosfatazne aktivnosti od koncentracije ugljovodonika u vodi
pijezometara Mp-6, 7, 8 i Md-7

Potrebno je napomenuti da su date korelacije dobijene za koncentracije ukupnih
ugljovodonika < 400 pg/l (najcesce <200 ug/l).

Moze se zakljuciti da je u podzemnoj vodi grani¢ne zone izvorista Ratno ostrvo i
Rafinerije nafte Novi Sad prisutan proces pasivne bioremedijacije, odnosno, da na
pojavu ugljovodoni¢nog zagadenja u vodi sredina odgovara povecanjem brojnosti
bakterija 1 bakterijske enzimatske aktivnosti, pre svega ugljovodonik-osiduju¢ih
bakterija, koje potom degradacijom zagadenja stvaraju supstrat koji pogoduje povecanju
brojnosti lipolitskih bakterija.
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4.2. Rezultati ispitivanja tehnicke bioremedijacije

zemljiSta i podzemne vode sa lokaliteta Ratno ostrvo
na laboratorijskom postrojenju

4.2.1. Karakteristike zagadenog zemljiSta

Osobine zemljista koje je podvrgnuto tretmanu na laboratorijskom postrojenju su date
u tabeli 14.

Tabela 14. Karakterizacija zagadenog zemljiSta podvrgnutog tretmanu

Parametar Jedinice | Vrednost | Parametar Jedinice | Vrednost
Vlaga % H,0 4,3 Naftalen ng'kg <5
Ostatak zarenja % 83,7 Acenaftilen pgkg <5
Gustina g/em’ 2,24 Acenaften pg/kg <5
Organska materija % 16,3 Fluoren pgkg 7
HPK gO0y/kg 190 Fenantren ngkg 34
BPKjs gO0,/kg 1,6 Antracen ng/kg <5
Ukupni ugljovodonici g/kg 32,3 Fluoranten ngkg n.d.
Mineralna ulja g/kg 27,3 Piren ugkg 78
Aktivna kiselost pH 7,65 Benzo(a)antracen ugkg 28
Supstituciona kiselost pH 6,83 Krizen ngkg 156
Ukupan fosfor mg/kg 153 Benzo(b)fluoranten
¥ ng/kg 27
NHy mg/kg 5,2 Benzo(k)fluoranten
NO;+NO, mgN/kg 61 Benzo(a)piren pg/kg 104
Organski azot mg/kg 506 Dibenzo(a,h)antracen ngkg n.d.
Ukupan azot mg/kg 570 Benzo(g,h,i)perilen ugkg 10
Fe g/kg 5,4 Indeno(1,2,3-c,d)piren ugkg 24
Ni mg/kg 18 Suma PAH ng/kg 468
Cu mg/kg 5,4 Kvalitativna GC/MS analiza:
Zn mg/kg 75 Pentadekan 2,6,10,14-Tetrametil-
Pb mg/kg 25 Heksadekan pentadekan
cd mg/kg 1.5 Heptadekan 2,6,10,14-Tetrametil-
Cr mg/kg 21 Oktadekan heksadekan
Mn mg/kg 167 Nonadekan 2,6,10,15-Tetrametil-
DHA mgTPF/g 0,22 Eikosan heptadekan
mol Heneikosan 9-Metil-nonadekan
IFA IL\lIP /s/ 15,6 Dokosan 11-Butil-dokosan
pINE/S/g . N
Trikosan Heksadekanska kiselina
Pentatriakontan Nonaheksakontanska kiselina

4.2.2. Ispitivanje biostimulacije na laboratorijskom postrojenju

4.2.2.1. Temperatura

Temperatura u reaktoru je pratila promenu temperature okoline i nalazila se u opsegu
koji ne limitira proces biodegradacije, jer je u hladnom periodu godine prostorija zagrevana
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na 15-20°C (kratkotrajno min. 10°C), dok u toplom periodu nije prelazila 27°C (tabela 15). U
toku faza I-1 i [-2 temperature u aeratoru bile su viSe od temperature okoline, $to se moze
objasniti duzom aeracijom komprimovanim, odnosno, toplim vazduhom.

Tabela 15. Promena temperature u toku eksperimenta

Varijanta Faza Temperatura (OC)
vazduh | reaktor aerator
I-1 17,7 15,6 23,7
I I-2 18,6 16,0 22,8
I-3 20,2 19,2 20,8
I-4 21,0 20,6 21,1
II I1-1 18,5 15,6 15,7
bioreaktor
I11-0 19,1 17,4 20,3
111 I11-1 25,5 - 25,5
I11-2 25,8 - 26,8
I11-3 25,3 - 25,8

4.2.2.2. Vlaznost zemlje

Posto je za metabolizam bakterija neophodna voda, u toku procesa mora se obezbediti
odgovarajuc¢a vlaznost zemljista. Takode, bakterije mogu da razgraduju samo rastvorenu i
emulgovanu naftu. Medutim, veliki dodatak vode moze dovesti do spiranja zagadenja, tako da
treba biti obazriv sa primenom navodnjavanja zagadenih lokaliteta.

Vlaga u zemlji u reaktoru se kretala, uglavnom, u opsegu 15-20% (min. 10%, max.
30%) (tabela 16). Na mernom mestu S vlaznost se kretala u opsegu 27-35%, s obzirom da je
to mesto nalivanja tretirane vode, gde je doslo 1 do obrazovanja vodene faze, koja se zadrzala
sve vreme trajanja eksperimenta.

Moze se zakljuciti da su bakterije imale dovoljno vode za svoju mikrobioloSku
aktivnost, kao i1 da je merno mesto S zbog stalnog dotoka vode imalo drugacije mikrouslove
od ostala tri merna mesta.

Tabela 16. Promena vlaznosti zemlje u toku

eksperimenta
. Vlaga (%)
Varijanta Faza I S
I-1 16,9 -
I I-2 15,3 30,3
I-3 22,2 27,9
1-4 13,7 33,0
11 11-1 19,8 30,6
111-0 15,5 27,0
111-1 15,0 -
1 111-2 - -
111-3 15,2 -
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4.2.2.3. Promena pH vrednosti

pH vrednost zemljiSta se sve vreme trajanja eksperimenta kretala u opsegu koji
pogoduje mikrobioloSkoj aktivnosti prisutne mikroflore - 7,1-8,4 pH jedinice za aktivnu
kiselost 1 6,5-7,7 pH jedinice za supstitucionu kiselost (tabela 17). U toku prve dve faze |
varijante aktivna kiselost se razlikovala od supstitucione za viSe od jedne pH jedinice,
medutim, nakon povecanja brzine recirkulacije dolazi do znacajnog porasta aktivne kiselosti
(pada pH vrednosti) i malog pada supstitucione kiselosti, tako da su se one skoro izjednacile —
pretpostavka je da dolazi do jonske izmene odnosno desorpcije H'-jona sa zemljisnog
matriksa usled adsorpcije drugih jona. Poznato je da je pad pH vrednosti zemljiSnog rastvora
definisan kada koncentracija rastvorenih soli poraste (NaCl, CaSOy i sl.). Dalje, porast aktivne
kiselosti moze biti posledica nitrifikacije, zatim oksidacije pirita (do sulfata), kao i
dekompozicije organske materije i mikrobioloSkog disanja pri ¢emu nastaju kiseline, posebno
ugljena kiselina. Nakon ponovnog povecanja brzine recirkulacije (faza 1-4) obe kiselosti
opadaju do kraja eksperimenta i zemljiSte je ponovo blagoalkalno. Iako je nakon postavljanja
magnezijum-peroksida (varijanta II) zabeleZen pad koncentracije amonijaka 1 porast
koncentracije nitrata (Sto ukazuje na nitrifikaciju), ipak pH vrednost nastavlja da raste, Sto
ukazuje da drugi procesi uti¢u znacajnije na kiselost od nitrifikacije i denitrifikacije.

Tabela 17. Promena pH vrednosti zemlje 1 vode u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza - - pH vrednost
Aktivna Supstituciona Reaktor Acrator
(H,O) (CaCly)
I-1 7,85 6,81 6,74 7,66
I I-2 7,88 6,83 6,82 7,16
I-3 7,16 7,06 7,21 7,22
1-4 7,26 6,91 6,61 6,85
11 11-1 8,03 7,54 7,08 7,81
Bio-
Ulaz reaktor Izlaz
I 1-1 - - 6,89 6,81 | 7,98 | 795
111-2 - - 7,19 16,73 | 7,99 | 7,90
I11-3 - - - 6,71 | 7,88 | 7,91

I pH vrednost podzemne vode u reaktoru se sve vreme trajanja eksperimenta kretala u
opsegu koji pogoduje mikrobioloskoj aktivnosti prisutne mikroflore — 6,2-7,5 pH jedinice. pH
vrednost u podzemnoj vodi se menjala sli¢no kao i supstituciona kiselost u zemljistu.

U aeratoru pri duzem vremenu zadrzavanja vode u njemu (faza I-1 i II-1) i u
bioreaktoru (varijanta III) su zabelezene vise pH vrednosti u odnosu na podzemnu vodu za
0,7-1,3 pH jedinice. Normalno je ocekivati pri duzem vremenu aeracije pad pH vrednosti
vode u aeratoru 1 bioreaktoru zbog nitrifikacije amonijaka i oksidacije organskih materija (i
ugljovodonika) do kiselina (Medrzycka et al, 2004), medutim, moguce je da je navedeni
porast pH vrednosti posledica isterivanja viska ugljenik(IV)-oksida u karbonatnoj ravnotezi.
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Naime, organska materija u reaktoru se razgraduje do ugljenik(IV)-oksida i vode. Nastali
ugljenik(IV)-oksid rastvara karbonate iz zemljista i gradi hidrokarbonate:

CaCO; + CO, + H,O < Ca®" + 2HCO5

Slobodna ugljena kiselina i hidrokarbonatni-jon predstavljaju osnovni karbonatni
sistem koji ispoljava puferske osobine i stabiliSe pH vode:

H' + HCO; < H,CO;5 < H,O + CO,

pH vrednost vode zavisi od razli¢itih oblika ugljene kiseline. Interval pH vrednosti na
kojima je zastupljena ravnoteza izmedu slobodne ugljene kiseline i hidrokarbonata je 4,2-8,3.
U toku procesa aeracije isteruje se visak, odnosno, nepripadaju¢i CO, S$to ima za posledicu
redukovanje aciditeta i povecanje pH vrednosti. Postignuta slabobazna i neutralna sredina u
aeratoru i1 bioreaktoru je pogodna za veci deo bakterija aktivnog mulja.

4.2.2.4. Promena elektroprovodljivosti vode

Elektroprovodljivost vode reaktora u pocetku raste kao rezultat desorpcije jona iz
zemljiSta, a potom opada postupno u toku eksperimenta sa povecanjem brzine recirkulacije i
pomeranjem dinami¢ke ravnoteze ka nizim koncentracijama usled kraceg vremena
zadrzavanja vode u kontaktu sa zemljiStem (tabela 18).

Tabela 18. Promena elektroprovodljivosti vode u toku eksperimenta

Varijanta | Faza Elektroprovodljivost (uS/cm)
Reaktor Aerator

I-1 2363 1853
I 1-2 2397 2353
I-3 2133 1965
I-4 1678 1645
11 II-1 1882 1216
Bio-

Ulaz reaktor Izlaz

111 II-1 1470 1365 1033 1028

I11-2 1470 1510 1027 1023

I11-3 - 1418 1153 1048

Elektroprovodljivost vode aeratora i bioreaktora je sve vreme trajanja eksperimenta
niza od elektroprovodljivosti vode reaktora, Sto ukazuje na pozitivan uticaj procesa aeracije i
prevodenja rastvornih jonskih vrsta u nerastvorno oksidovano stanje. Pretpostavka je da
isterivanje nepripadajuceg ugljenik(IV)-oksida dovodi do pomeranja karbonatne ravnoteze u
pravcu karbonata $to snizava elektroprovodljivost:

CaCO; + CO,1 + H,0 <> Ca*" + 2HCO5

«
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Elektroprovodljivost zavisi od koncentracije svih jona, ali poSto je
elektroprovodljivost vode u aeratoru i bioreaktoru niza od vode u reaktoru, a pH vrednost je
visa, ocito je da je elektroprovodljivost proporcionalna promeni H'-jona.

4.2.2.5. Poredenje primenjenih tehnika za obezbedenje kiseonika potrebnog
bakterijama

U tabeli 19 predstavljena je promena koncentracije rastvorenog kiseonika u vodi
reaktora, aeratora i bioreaktora u toku eksperimenta.

U I varijanti eksperimenta kiseonik neophodan bakterijama nastojao se obezbediti
produvavanjem vazduha kroz vodu u aeratoru u toku njene recirkulacije i potom nalivanjem
aerisane vode po zemlji u reaktoru. Aeracijom vode u aeratoru moze se posti¢i koncentracija
rastvorenog kiseonika do 8 mg/l, a uobicajeno se kretala od 2,5 do 6 mg/l, zavisno od
vremena zadrzavanja i ispravnosti aeracionog sistema.

Tabela 19. Koncentracija rastvorenog kiseonika u vodi
u toku eksperimenta

. Rastvoreni kiseonik (mg/1)
Varjanta | Faza Reaktor Aerator
I-1 0,4 5,0
I 1-2 0,4 3,5
I-3 0,4 43
I-4 0,7 4.5
11 I1-1 0,7 8,3
Bio-
Ulaz reaktor Izlaz
111 I11-1 0,9 0,2 7,6 6,0
I11-2 0,1 0,1 7,1 4,3
I11-3 - 0,1 7,4 5,4

U II varijanti nakon odvajanja aeratora postavljen je u reaktor pijezometar sa
magnezijum-peroksidom. Erlenmajer-testom je dobijen porast koncentracije kiseonika u vodi
od 2 mg/l nakon dodatka magnezijum-peroksida.

Medutim, bez obzira na koncentraciju kiseonika postignutu u vodi aeratora i u
erlenmajer-testu nakon dodatka magnezijum-peroksida, postignute koncentracije rastvorenog
kiseonika u podzemnoj vodi se znacajno razlikuju od njih.

U prve tri faze I varijante koncentracija kiseonika u vodi pijezometara je bila oko
0,4 mg/l. Niska koncentracija kiseonika u vodi pijezometara ukazuje na pretpostavku da sav
kiseonik biva potroSen odmah, u povrSinskom sloju zemlje, zbog velike koncentracije
zagadenja 1 da ne moze da prodre u dublje slojeve, dok koncentracija zagadenja ne opadne na
nizi nivo. Medutim, nakon povecanja protoka u fazi [-4 dolazi do porasta koncentracije
kiseonika u pijezometrima i proseCna koncentracija je iznosila 0,7 mg/l. Dalje povecanje
recirkulacije moze dovesti do spiranja zagadenja, Sto moze da ugrozi nezagadene zone, a
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zahteva 1 ulaganje energije, odn. povecanje troSkova radi ubrzavanja pasivne bioremedijacije.
Zato je u nastavku istrazivanja ispitana primena magnezijum-peroksida.

U II varijanti prosecna koncentracija kiseonika je bila oko 0,7 mg/l. S obzirom da je
brzina recirkulacije vode u I-4 i II-1 fazi bila ista, obe tehnike su pokazale podjednaku
efikasnost u dopremanju kiseonika u podzemnu vodu. Prednost primene magnezijum-
peroksida pri slicnoj efikasnosti obe tehnike je u nizim troskovima u odnosu na troskove
aeracije vode, kao 1 u nedostatku potrebe za recirkulisanjem vode zbog prirodnog kretanja
podzemne vode. Za veoma zagadene lokalitete ipak se moraju primeniti intenzivnije tehnike
od primene ORC preparata i od nalivanja aerisane vode po povrsini lokaliteta. Verovatno bi se
veca efikasnost postigla postavljanjem infiltracionih galerija u dublje slojeve zemljista, kao i
uduvavanjem vazduha u akvifer, kao i primenom kombinovanih tehnika sa ozonom 1
vodonik-peroksidom.

U I varijanti u bioreaktoru je prisutna efikasna aeracija koja je obezbedila nivo
rastvorenog kiseonika u opsegu oko 7-8 mg/l, bez obzira na protok vode. Odrzavana
koncentracija rastvorenog kiseonika je dovoljna za normalnu Zivotnu delatnost
mikroorganizama aktivnog mulja u procesu preciS¢avanja. U vodi taloznika, generalno, je
prisutno 2 mg/l manje kiseonika nego u bioreaktoru (tabela 19), Sto nam ukazuje na to da se u
talozniku nastavlja i1 dalje razgradnja organskih materija. Medutim, ova koncentracija
kiseonika je dovoljna da sprec¢i degradaciju aktivnog mulja, koji je sedimentirao u njemu, pod
delovanjem striktnih anaeroba. Na slici 90 prikazana je zavisnost koncentracije rastvorenog
kiseonika u vodi taloZznika od koncentracije kiseonika u vodi bioreaktora.
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Slika 90. Zavisnost koncentracije rastvorenog kiseonika u vodi taloznika od koncentracije
kiseonika u vodi bioreaktora

Koncentracija kiseonika u vodi reaktora na pocetku III varijante (faza III-1) je bila
veca nego u prve dve varijante i iznosila je oko 0,9 mg/l, medutim, kasnije dolazi do potpune
potro$nje kiseonika, Sto ukazuje na intenziviranje mikrobioloskih procesa u zemljiStu i §to se
slagalo sa podacima o smanjenju koncentracije ugljovodonika u zemljistu u toku III varijante.
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4.2.2.6. SadrZaj nutrijenata u zemlji i vodi u toku eksperimenta
4.2.2.6.1. Azot

Azot u zemljiStu je preko 90 % vezan u organskoj materiji, dok je ostatak u obliku
amonijum-jona, nitrata i nitrita.

4.2.2.6.1.1. Amonijak

Koncentracija amonijum-jona u zemljiStu je najveca u toku faza I-4 i II-1, §to moze da
ukaze na proces amonifikacije organske materije (tabela 20).

U aeratoru u toku I varijante koncentracija amonijaka se ne ralikuje znacajno od
koncentracije u podzemnoj vodi. Nakon odvajanja aeratora u II varijanti koncentracija
amonijaka u vodi aeratora opada usled duzeg perioda aeracije.

Sadrzaj amonijaka u vodi na izlasku iz bioreaktora (varijanta III) je sve vreme nizi od
ulaznog, $to ukazuje na proces nitrifikacije amonijaka u bioreaktoru.

Tabela 20. Koncentracija amonijaka u toku eksperimenta

Koncentracija amonijaka
Varijanta Faza Zemlja Voda (mgNH, /1)
(mgNH,4'/kg) | Reaktor Aerator

I-1 9,2 11 10

I I-2 11 20 22

I-3 13 19 19

1-4 26 27 23

11 11-1 21 18 6,3

Bioreaktor
Ulaz Izlaz

I 11I-1 14 11 3.8 25
1-2 14 - 7,9 2,5
I11-3 - - 12 3,1

4.2.2.6.1.2. Nitrati i nitriti

Koncentracija nitrata i nitrita je znacajno varirala u toku procesa u opsegu od 10 do
preko 120 mgN/kg (pojedinacne vrednosti), S§to se moze objasniti intezivnim
oksidoredukcionim procesima (tabela 21). Uglavnom se maksimumi koncentracije nitrata i
nitrita u zemlji$tu poklapaju sa minimumima koncentracije amonijaka i obrnuto, §to ukazuje
na procese nitrifikacije 1 denitrifikacije.

Nitrati u podzemnoj vodi uglavnom nisu prisutni, izuzev visoke koncentracije u
aeratoru u toku II varijante, kada dolazi do duze aeracije vode u njemu, Sto, uz pad
koncentracije amonijaka, potrvrduje pojavu nitrifikacije. Nitriti su prisutni u podzemnoj vodi
u veoma niskim koncentracijama.

Koncentracija nitrata i nitrita u vodi bioreaktora nije visoka. U toku faze I1I-3 dolazi
do pada vrednosti nitrata na nulu, a koncentracija nitrita raste - zbog kra¢eg zadrzavanja vode
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u biorekatoru nije doSlo do potpune oksidacije, ve¢ se deo amonijaka oksidovao samo do
nitrita.

Na izlasku iz bioreaktora poviSenje koncentracije nitrata ne odgovara apsolutnom
smanjenju koncentracije amonija¢nog azota, Sto ukazuje na druge procese koji uticu na
smanjenje koncentracije amonijaka, kao S§to je usvajanje od strane mikroorganizama i
ugradnja u biomasu.

Tabela 21. Koncentracija nitrata i nitrita u toku eksperimenta

Koncentracija nitrata i nitrita
Yari— Faza Zemlja Voda (mgN/1)
janta (mgN/kg) Reaktor Aerator
NO3+NO; | NO3 NO, NO; NO,
I-1 50 0,0 0,0026 0,0 0,0030
I I-2 74 0,0 0,0000 0,0 0,0000
I-3 34 0,0 0,0000 0,0 0,0000
1-4 42 1,0 0,0010 1,0 0,1090
11 11-1 57 0,0 0,0016 120 0,0063
Bioreaktor
Ulaz Izlaz
11 NO; | NO; | NO; | NO;
-1 34 0,0 0,0075 3,3 | 0,0084| 3,4 | 0,0053
111-2 34 - - 53 | 0,0075| 5,3 | 0,0092
111-3 - - - 0,75 | 0,0050 | 3,5 0,20

4.2.2.6.1.3. Organski azot

U zemljiStu se nalazi izmedu 500 1 1500 mg/kg organski vezanog azota (uglavno oko
1 g/kg, tabela 22).

Tabela 22. Koncentracija organskog azota u toku eksperimenta

Koncentracija organskog azota
Varijanta Faza Zemlja Voda (mgN/I)
(mgN/kg) Reaktor Aerator

I-1 610 13 4,0

I 1-2 775 13 13

1-3 960 14 15

1-4 1010 2,6 8,6

11 11-1 1110 7,0 42
I1-1 1130
I I11-2 1130

111-3 -
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Koncentracija organskog azota u podzemnoj vodi je ujednacena u toku I varijante sve
do faze I-4, kada dolazi do pada vrednosti, ali istovremeno dolazi do porasta koncentracije
amonijaka, Sto ukazuje na procese amonifikacije, odnosno degradacije organske materije i
oslobadanja amonijaka.

U aeratoru dolazi do porasta koncentracije organskog azota nakon odvajanja od
reaktora, Sto ukazuje na procese degradacije nataloZenih organskih materija na dnu i zidovima
aeratora.

4.2.2.6.1.4. Ukupni azot

Koncentracija ukupnog azota u zemljistu je uglavnom ujednacena (tabela 23). Sadrzaj
ukupnog azota prati promene sadrzaja organskog azota, jer on dominira u odnosu na
amonijacni, nitratni i nitritni azot (slika 91).
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Slika 91. Promena koncentracije azotnih materija u zemljistu u toku eksperimenta

Za razliku od zemljista, gde je dominantna koncentracija organskog azota u odnosu na
amonijacni, nitratni i nitritni, u vodi dominiraju amonijacni i organski azot, dok su nitratni 1
nitritni zanemarljivi (slika 92).

Porast koncentracije amonijaka je praen smanjenjem koncentracije organskog azota,
Sto ukazuje na amonifikaciju organske materije. Kasnije dolazi i do smanjenja koncentracije
amonijaka usled mirobioloSke degradacije. Na kraju ponovo dolazi do porasta koncentracije
organskog azota, verovatno zbog rastvaranja iz zemljista.

U aeratoru je situacija neSto drugacija nakon odvajanja od reaktora — isto dolazi do
porasta koncentracije organskog azota 1 pada koncentracije amonijaka, ali dolazi i do porasta
koncentracije nitrata usled dugotrajne aeracije.
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Slika 92. Promena koncentracije azotnih materija u vodi u toku eksperimenta

Tabela 23. Koncentracija ukupnog azota u toku eksperimenta

Koncentracija azota
Varijanta Faza Zemlja Voda (mgN/l)
(mgN/kg) Reaktor Aerator

I-1 670 21 20

I 1-2 860 29 26

I-3 1000 29 29

1-4 1080 24 28

11 11-1 1180 21 81
II-1 1180
III I11-2 1180

I11-3 -

4.2.2.6.2. Fosfor

U toku eksperimenta koncentracije fosfora u zemlji se kretala u opsegu od 123 do
266 mgP/kg (tabela 24).

Koncentracija fosfora u podzemnoj vodi raste u toku eksperimenta. Fosfor u vodi je
uglavnom u obliku ortofosfata, osim na kraju eksperimenta pri znac¢ajnom porastu
koncentracije ukupnog fosfora, kada su prisutni i drugi oblici fosfora.

U toku III varijante eksperimenta se ne menja koncentracija ortofosfata, ali
koncentracija ukupnog fosfora se menja. U pocetnom periodu pored ortofosfata prisutni su i
drugi oblici fosfora, medutim, kasnije, udeo ortofosfata dominira u ukupnom fosforu. Pri
vecem protoku samo rastvorni ortofosfati se ispiraju iz zemljista i dospevaju na tretman, a pri
niZim protocima spiraju se 1 druge forme fosfora.
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Tabela 24. Koncentracija fosfora u toku eksperimenta

Vari- Koncentracija fosfora
janta Faza Zemlja Voda (mgP/l//mgPO4/1)
(mgP/kg) | Reaktor Aerator
I-1 171 0,46//- 0,26//-
I 1-2 123 0,31//0,25 0,26//0,21
1-3 140 0,48//0,48 0,39//0,39
1-4 229 1,69//1,11 2,03//1,40
11 11-1 254 5,31//2,68 8,35//4,42
Bioreaktor
Ulaz Izlaz
11 1-1 266 1,5//0,9 1,6//1,1 | 1,4//0,9
111-2 246 - 1,0//0,9 | 0,8//0,8
111-3 - - 1,1//1,1 | 1,0//1,0

4.2.2.7. Promena organskih materija i kinetika uklanjanja u toku tretmana

U toku eksperimenta u zemljiStu je bilo oko 87 % mineralnih materija i oko 13 %
organskih materija (tabela 25). To je u skladu sa ¢injenicom da je osnova Rafinerije refulisani
sloj peska i1 da se samo na povrSini obrazovao tanak sloj humusa.

Tabela 25. Sadrzaj organske i mineralne materije
u toku eksperimenta

Sadrzaj mineralne | Sadrzaj organske
Faza materije u zemlji materije u zemlji
(ostatak zarenja) | (gubitak zarenjem)
(%)

I-1 88,5 11,5
1-2 87,4 12,6
I-3 86,6 13,4
1-4 86,8 13,3
11-1 86,8 13,2
I11-1 87,7 12,4

HPK zemlje u toku eksperimenta je u proseku oko 260 gO,/kg (tabela 26). Prema
literaturnim podacima za vecinu ugljovodonika moze se aproksimirati da je potrebno 3 g
kiseonika za oksidaciju 1 g razgradljivih ugljovodonika - datih 260 gO,/kg zemlje moZze da
oksiduje 90 g organske materije/kg zemlje, Sto predstavlja sadrzaj organske materije od 9 %, a
to je priblizno sadrzaju organske materije odredene sagorevanjem (13 %).
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Tabela 26. Promena HPK zemlje u toku eksperimenta

. HPK
Varijanta | Faza (mgOa/ke zemljc)
I-1 220
I -2 270
I-3 210
1-4 300
11 I1-1 290

Na slici 93 je predstavljena zavisnost sadrzaja organskih materija odredenih
potrosnjom kiseonika u toku hemijske oksidacije organskih materija i sadrzaja organskih
550°C. Prema datim
eksperimentalnim podacima, za oksidaciju 1 g organske materije potrebno je oko 2 g O,.

materija odredenih sagorevanjem

135
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Slika 93. Zavisnost sadrzaja organskih materija (OM) odredenih sagorevanjem na 550 °C i

sadrzaja organskih materija odredenih.kao HPK

HPK podzemne vode je pod najve¢im uticajem okolnog zemljista i procesa adsorpcije
1 desorpcije organskih materija. Do znacajnijeg smanjenja vrednosti dolazi tek u toku III
varijante (slika 94). HPK vode u aeratoru je uglavnom bio ujednacen do II varijante kada
dolazi do pada vrednosti, jer je odvojen od reaktora 1 nema priliva novog zagadenja ve¢ tece

samo proces degradacije.
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Slika 94. Promena HPK vode aeratora i reaktora u toku eksperimenta

BPK;s vode u reaktoru je pracena Cetiri puta u toku I varijante eksperimenta (23., 33.,
84. 1 168. dana) 1 uoceno je opadanje odnosa BPKs/HPK, odnosno udela lakorazgradljivih
organskih materija u prisutnoj organskoj materiji (slika 95). Posto lakorazgradljiva organska
materija (iskazana kao BPKs) brze opada od ukupnog sadrzaja organskih materija (iskazanih
kao HPK), to moze da ukaze na prisustvo procesa mikrobioloske degradacije.
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Slika 95. Promena udela lakorazgradljivih organskih materija u ukupnoj organskoj materiji u
podzemnoj vodi u toku I vartijante



Rezultati i diskusija

Na slici 96 prikazana je promena HPK i BPKs u podzemnoj vodi zagadenoj naftom i
derivatima nafte nakon tretmana u bioreaktoru (III varijanta). Vrednost HPK se neznatno
smanjuje primenjenim tretmanom i efikasnost tretmana u sve tri faze se ne razlikuje bitno:
uklonjeno je po fazama 6,5 %, 7,9 % i 5,4 % ulazne vrednosti HPK. Nasuprot tome, vrednost
BPKs se znacajno smanjuje primenjenim tretmanom: u fazi III-1 uklanja se 79 %, u fazi I11-2
67 %, a u fazi 1II-3 72 % ulazne vrednosti BPKs, Sto je u skladu sa ¢injenicom da BPKjs
predstavlja sadrzaj lako razgradivih organskih materija u vodi koje se mogu ukloniti
mikrobioloSkom degradacijom. Posto je odnos BPKs/HPK u vodi veoma nizak, nije doslo do

bitne promene HPK jer je zagadenje teSko biorazgardivo (slika 97).
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Slika 96. Promena HPK i BPKs podzemne vode nakon tretmana u bioreaktoru
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Najveca koli¢ina organskih materija uklanjana je dnevno u toku faze III-3, pri

najvecem organskom opterecenju bioreaktora (tabela 27).

Tabela 27. Apsolutna koli¢ina dnevno uklonjenog BPKs u toku tretmana

BPKs
Faza | Protok | Organsko opterefenje Izlaz Uklonjeno
1/dan mg/l mg/dan mg/l | mg/dan mg/dan
I11-1 9,5 70 665 15 142 523
111-2 18,5 55 1018 18,3 339 679
111-3 32,5 62,5 2031 17,5 569 1462

Odredena je brzina uklanjanja organskog supstrata u bioreaktoru (varijanta I1I):

gde je:

Sr/(X,*t)=kSe

Sr — koncentracija uklonjenog supstrata, mgO,/1
Se — koncentracija supstrata u preciS¢enoj vodi, mgO,/1

Xy — koncentracija aktivnog mulja, mg/l
t — hidraulicko vreme zadrzavanja, dan

k — koeficijent brzine uklanjanja supstrata, dan™

Odredeno je organsko opterecenje aktivnog mulja, odnosno brzina hranjenja

mikroorganizama:

gde je:

F/M=So/(Xv*t)

So — koncentracija supstrata u zagadenoj vodi, mgO,/1.

Rezultati odredivanja kinetike uklanjanja organskog zagadenja u biorekatoru dati su u

tabeli 28 1 na slici 99.

Tabela 28. Kinetika uklanjanja zagadenja

BPKs BPKs Koncentracija
. . Protok
Ulaz Izlaz aktivnog mulja
Faza Q
S0 Se X (U/dan)
(mgOy/1) (mgOy/1) (mg/l)
111-1 70 15 2813 9,5
111-2 55 18,3 2013 18,5
111-3 62,5 17,5 2825 32,5
Vreme Uklonjen Brzina OO:eg;Iézl;?e
Faza zadrZavanja BPKj uklanjanja ak tli)vno m 1Jl lia
t=V/Q Sr=So-Se Sr/(Xv*t) vrog mu
(dan) (mgO/1) | (mgO,/mg/dan) | F/M=S/(XV*D)
(mgOy/mg/dan)
I11-1 0,95 55 0,021 0,026
111-2 0,49 36,7 0,037 0,056
111-3 0,29 45 0,055 0,076
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Na slici 98 prikazana je zavisnost BPKs vode na izlasku iz bioreaktora (Se) od brzine
uklanjanja i iz nagiba dobijene prave odreden je koeficijent brzine uklanjanja supstrata, k, i on
iznosi 7,2*107 dan™'. Odsedak na apscisi je koncentracija biorazgradivih organskih materija
(BPKs) u precis¢enoj vodi koja se ne moze mikrobioloSki oksidovati pri datim uslovima
precis¢avanja, Sn.
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Slika 98. Graficko izracunavanje brzine uklanjanja zagadenja

Na slici 99 prikazana je zavisnost smanjenja koncentracije ortofosfata od smanjenja
BPK; tretirane vode u bioreaktoru. Na osnovu visokog koeficijenta korelacije vidi se da su
ortofosfati utroSeni od strane mikroorganizama za razgradnju organskih materija.
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Slika 99. Zavisnost smanjenja koncentracije ortofosfata od smanjenja BPKs tretirane vode u
bioreaktoru
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4.2.2.8. Karakterizacija ugljovodoni¢nog zagadenja u toku tretmana

U zagadenom zemljiStu je prisutna visoka koncentracija ugljovodonika, preko 30 g/kg,
pri ¢emu je prisutan znacajan udeo mineralnih ulja, 85%. Izuzetno visoka koncentracija
naftnog zagadenja bitno utice na karakteristike zemljiSta (permeabilnost) 1 visa je od vrednosti
koja je u literaturi poznata kao granica iznad koje je veoma teSko uspeSno primeniti
bioremedijaciju (10 g/kg). U toku I 1 II varijante eksperimenta sadrzaj ukupnih ugljovodonika
u zemljiStu se kreée u opsegu 35-40 g/kg, a mineralnih ulja u opsegu 25-30 g/kg, Sto je
posledica, pored heterogenosti zemljiSta 1 greSke metode (10 %), migracije zagadenja usled
recirkulacije vode, kao i procesa biodegradacije (slika 100).
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Slika 100. Promena koncentracije ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja
u zemlji u toku eksperimenta

Tek u toku III varijante dolazi do opadanja koncentracije ukupnih ugljovodonika sa
38,2 na 14,6 g/kg i mineralnih ulja sa 27 na 10,2 g/kg (62%) u zemljistu, $to se moze prikazati
eksponencijalnom (C=C0e'kt, gde je k - konstanta brzine degradacije ugljovodonika,
k=0,0082 dan™) i linearnom funkcionalnom zavisno$¢u od proteklog vremena (C=Co-kt, k =
0,20 odn. 0,14 g/kg/dan) sa visokim koeficijentima determinacije (R*>0,95) (slike 101 i 102).

Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima zagadenog zemljiSta u toku
eksperimenta je iznosio 71 % u proseku (tabela 29) i sve vreme je nizi od udela mineralnih
ulja u originalnom zagadenom zemljiStu.

Tabela 29. Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima zemljiSta u toku

eksperimenta
Dani originalno | | 5 11561202 | 273 | 306 | 341 [406] 425 | 462|484 | 503 | 546 | 586
eksperimenta zemljiSte
% mineralnih ulja
u ukupnim 85 78 | 71 (66|66 | 70 | 74 | 76 |74| 77 | 71|69 | 68|67 | 70
ugljovodonicima
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Slika 101. Promena koncentracije ukupnih ugljovodonika u zemlji u toku Il varijante
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Slika 102. Promena koncentracije mineralnih ulja u zemlji u toku I1I varijante

Konstanta brzine degradacije ugljovodonika u jednostavnoj eksponencijalnoj funkciji
iznosi 0,0082 dan™ — vrednosti u literaturi §iroko variraju: za sirovu naftu se kreée u opsegu
0,0051 do 0,0074 dan’ (Seabra et al. 1999), odnosno, za ukupne ugljovodonike i mineralna
ulja u opsegu 0,027-0,049 dan™ (Roncevié et al., 2005).

Radi procene procesa biodegradacije neophodno je sagledati i1 kvalitativnu i
kvantitativhu gasno-hromatografsku i FTIR-spektrofotometrijsku analizu.
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4.2.2.8.1. GC/MSD kvalitativna analiza zemlje i vode

U uzorcima analiziranog zemljista detektovani su ugljovodonici u zna¢ajnom broju i
njihovo prisustvo jasno ukazuje na zagadenje naftne prirode (tabela 30). U skladu sa visokom
koncentracijom ugljovodonika u zemljistu u toku trajanja eksperimenta, odredenom FTIR-
spektrofotometrijski, sve vreme su detektovani ugljovodonici, medutim, na kraju
eksperimenta, detektovan je manji broj jedinjenja. Brojnost detektovanih jedinjenja prvo
pocinje da opada na mernom mestu S. Uglavnom su prisutni normalni i razgranati alkani
duzeg lanca (Cjj.36). Od razgranatih derivata uglavnom su prisutni metil, dimetil, trimetil i
tetrametil derivati, a povremeno su detektovani i njihovi etil, propil i butil derivati. Brojnost
ugljovodonika ravnog lanca opada pri kraju varijante I, a naroCito pocetkom varijante III.
Razgranati ugljovodonici su postojaniji, naroCito tetrametil-derivati penta- 1 heksadekana. Na
pocetku je detektovano nekoliko karboksilnih kiselina nastalih oksidacijom n-alkana Cjg.j.
Povremeno su detektovani pregnan, holestan i hopan (naroc€ito kasnije, faze I-4 i II-1). Posto
se nafta sastoji uglavnom od ugljovodonika, 95-98 %, dominacija ugljovodonika u organskom
profilu zagadenog zemljista je oekivana. Normalni alkani su manje postojani od razgranatih 1
dolazi do njihove transformacije i degradacije, $to je u skladu sa ranijim istrazivanjima
(Ivancev-Tumbas et al., 2004). Oksidacijom alkana nastaju karboksilne kiseline. Razlika u
sastavu 1 brojnosti detektovanih jedinjenja u zemljiStu na pocetku i u toku eksperimenta
ukazuje na procese transformacije i degradacije.

U tabeli 31 dat je rezultat kvalitativne GC/MS analize vode iz pijezometra 4, aeratora i
bioreaktora. U uzorku vode iz pijezometra na pocetku tretmana su prisutni u velikom broju
normalni alkani (C13-36), medutim, kasnije oni nestaju. Sve vreme u vodi je prisutan veliki
broj karboksilnih kiselina nastalih oksidacijom alkana (C10-19) i njihovih metil-derivata
(C11,13,17), zatim, alkena (C16,18) (moguce je da je prvo doslo do dehidrogenacije pa potom
do oksidacije do kiseline), kao 1 aromata (benzoeva kiselina, kao i benzaldehid). Prisutni su i
ftalati, koji su inace prirodno prisutni u zemljistu, tako da se oc¢ekuju i u podzemnoj vodi.
Prisustvo navedenih karboksilnih kiselina ukazuje na proces biooksidacije ugljovodonika, koji
se intenzivno odvija bas u vodenoj sredini, gde je koncentracija ugljovodonika niza nego u
zemljiStu 1 gde su oni u rastvorenom obliku tako da su biodostupni, pa mogu mikroorganizmi
da ih koriste u svom metabolizmu.

4.2.2.8.2. FTIR-spektrofotometrijska kvalitativna analiza zemlje

Rezultati FTIR kvantitativne analize zemlje i vode prikazani su u vidu koncentracije
ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja dobijenih pra¢enjem CHj3;, CH, 1 CH traka u
ekstraktima ispitivanih uzoraka. Kvantitativnom FTIR analizom detektovani su ugljovodonici
u svim uzorcima zemlje i vode.

I FTIR kvalitativnom analizom zemlje su detektovani ugljovodonici i to alifaticni
ugljovodonici (slika 103, tabela 32). Pored njih nadene su i alifaticne karboksilne kiseline,
koje su detektovane i gasnohromatografskom analizom, S§to potvrduje prisustvo procesa
biotransformacije 1 biodegradacije prisutnih ugljovodonika. Medutim, sadrzaj kiselina u
odnosu na sadrzaj ugljovodonika je toliko nizak da se ne moze pouzdano odrediti relativna
promena inteziteta trake karbonilne (C=0) grupe u odnosu na intezitet trake metilenske (CH,)
grupe u toku eksperimenta. Poredenjem spektara sa bazom podataka dobijena su slaganja od
oko 65 % pouzdanosti sa nonil-aldehidom, triakontanom i propionskom kiselinom. Slaganje
spektara analizirane zemlje sa spektrom propionske kiseline moze biti posledica, pored
prisustva metil, metilenske i karbonilne grupe, nastanka propionske kiseline u procesu
biodegradacije ugljovodonika.
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Tabela 31. Jedinjenja detektovana u vodi u toku eksperimenta pomocu gasne hromatografije
bio-

reaktor
2[4 w1 [m-of12[ 14 [0-1] 100

Dan eksperimenta

272 | 341 | 406 | 462 | 84 | 272 | 341 462

Pz-4 aerator

Jedinjenja identifikovana u vodi
(verovatnoc¢a >70%)

0
~

Tridekan (C13)
Pentadekan (C;s)
Heptadekan (C,5)
Oktadekan (Cyy)
Nonadekan (Cy9) +
Dokosan (Cyy) + +
Tetrakosan (C,4)

Oktakosan (Cy)

Nonakosan (Cy9)

Triakontan (C;)

Tetratriakontan (Cy)
Pentatriakontan (C;s)
Heksatriakontan (Csg)
3-Metil-tridekan
2,6,10,14-Tetrametil-heksadekan
9-Metil-nonadekan

3-Ikosan +
2,6,15,19,23-Pentametiltetrakosan +
2,6,10,15,19,23-Heksametil-
2,6,10,14,18,22-tetrakosaheksan
Cicloheksadekan

Ftalati (alkil estri 1,2-Benzendikarboksilne
kiseline)

Dekanska kiselina
10-Metil-undekanska kiselina +
Dodekanska kiselina + + + +
12-Metil-tridekanska kiselina +
Tetradekanska kiselina + + +
Pentadekanska kiselina + +
Heksadekanska kiselina + + +
11-Heksadekenska kiselina
14-Metil-heptadekanska kiselina + +
Octadekanska kiselina + +
9-Octadekenska kiselina + + +
13-Octadekenska kiselina +
p-terc-Butil-benzoeva kiselina + +
Etil- benzoeva kiselina
Benzaldehid
Propil-benzen
1,3-Dihloro-benzen
1,1'-Tiobis-benzen +
Nitro-benzen +
2,3-Dihidro-1,1,3-trimetil-3-fenil-1H-Inden +
Stiren + + + + + +
7-Amino-3-metilpirimido(4,5-c)piridazin-
5(6H)-on
1,4,7,10,13,16-Heksaoksaciklooktadekan +
Ukupno 22 5 8 10 6 9 8 11 6
Kiseline 7
n-Alkani 11 0 0 0 0 0 2 0 0
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Slika 103. IR-spektar ekstrakta tretirane zemlje

Tabela 32. Detektovane funkcionalne grupe jedinjenja prisutnih u zagadenoj zemlji

Talasn{lbrOJ Asignacija
cm
=3200 O-H valenciona oscilacija hidroksilne grupe
2955 C-H valenciona antisimetri¢na oscilacija CHj funkcionalne grupe
2925 C-H valenciona antisimetri¢na oscilacija CH, funkcionalne grupe
2870 C-H valenciona simetri¢na oscilacija CH; funkcionalne grupe
2855 C-H valenciona simetri¢na oscilacija CH3 funkcionalne grupe
1705 C=0 valenciona oscilacija karboksilne grupe iz alifati¢nih kiselina
1465 C-H deformaciona simetri¢na oscilacija CH, funkcionalne grupe
1375 C-H valenciona simetri¢na oscilacija CH3 funkcionalne grupe
1297 C-O valenciona oscilacija karboksilne grupe iz alifati¢nih kiselina
4.2.2.8.3. GC/MSD kvantitativna analiza zemlje na sadriaj PAH-ova

S obzirom na visoku koncentraciju ukupnih ugljovodonika u zemlji (35-40 g/kg),
koncentracija policikli¢énih aromati¢nih ugljovodonika nije visoka (<4 mg/kg), ali je ipak
iznad prirodnog fona zemljiSta na datom lokalitetu, koji za sumu PAH-ova iznosi 175 pg/kg
(Roncevi¢, 2002). Ukupna koli¢ina PAH-ova na mernom mestu S je niza od koli¢ine na
mernim mestima I-I1I u toku faze I-3 i1 -4, $to se moZe pripisati ispiranju povrSinskog sloja
zemljista (tabela 33).

Fluoren, fenantren, piren, benzo(a)antracen, krizen, benzo(b)fluoranten, benzo(a)piren,
benzo(g,h,i)perilen 1 indeno(1,2,3-c,d)piren su prisutni sve vreme u koli¢ini koja je znatno
viSa od prirodnog fona zemljiSta na datom lokalitetu. NajviSe je krizena (oko 30%), potom
slede benzo(a)piren (oko 27%) 1 piren (oko 14%), tako da oni ¢ine oko 70% ukupne sume
PAH-ova (slike 104 i 105). Ostali PAH-ovi pojedinac¢no ne prelaze 8% udela u ukupnoj sumi.
Udeli pojedinih PAH-ova u sumi su medusobno slicni u svim uzorcima, ali se menja
apsolutna koli¢ina — pretpostavka je da je to posledica heterogenosti zemljiSta i migracije
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zagadenja, odnosno zemljiste je zagadeno naftom istog sastava, ali razli¢itom koli¢inom. U
zemljiStu nisu detektovani fluoranten, benzo(k)fluoranten i dibenzo(a,h)antracen, dok su
naftalen, acenaftilen, acenaften i antracen ponekad prisutni, ali uglavnom u tragovima ili u
veoma niskoj koli¢ini.

Tabela 33. Promena koncentracije PAH u zemlji u toku eksperimenta

Merna mesta I-111 Merno mesto S
PAH I-1 12 I3 14 -1 12 I3 14 1I-1
@m=1) | m=1) | (n=1) | n=2) | (n=3) | (n=1) | (n=1) | (n=3) | (n=3)
pg/kg

Naftalen <5 21 90 5 6 26 11 <5 5
Acenaftilen n.d. n.d. n.d. n.d. <5 n.d. n.d. <5 n.d.
Acenaften <5 18 23 5 5 14 6 <5 7
Fluoren 5 77 79 24 16 52 33 26 22
Fenantren 66 313 265 110 67 273 93 105 69
Antracen n.d. 10 n.d. n.d. <5 22 n.d. n.d. 5
Fluoranten n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Piren 87 541 523 243 222 663 292 214 268
Benzo(a)antracen 33 165 135 71 80 159 58 60 103
Krizen 220 | 1176 | 635 534 627 | 1155 | 537 490 745
Benzo(b)fluoranten 42 190 200 114 164 266 109 130 205
Benzo(k)fluoranten n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(a)piren 186 | 1032 | 824 452 613 931 486 453 714
Dibenzo(a,h)antracen <5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzo(g,h,i)perilen 29 152 112 71 99 148 77 73 116
Indeno(1,2,3-c,d)piren 43 275 201 118 182 293 103 150 176
UKUPNO 710 | 3972 | 3087 | 1748 | 2080 | 4002 | 1805 | 1701 | 2436

W indeno(1,2,3-c,d)piren

100%+ B benzo(g,h,i)perilen

B dibenzo(a,h)antracen
B benzo(a)piren

80%

O benzo(k)fluoranten
O benzo(b)fluoranten
60% | W krizen

W benzo(a)antracen
Opiren

40% B fluoranten
Dantracen
M fenantren
20%
Ofluoren

O acenaften

0% M acenaftilen

start I-1 I-2 1-3 -4 I1-1 O naftalen

Slika 104. Promena udela pojedinih PAH-ova u sumi u zemljistu
na mernim mestima I-111 u toku eksperimenta
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W indeno(1,2,3-c,d)piren
100%~ B benzo(g,h,i)perilen

B dibenzo(a,h)antracen
B benzo(a)piren

80%
O benzo(k)fluoranten

Obenzo(b)fluoranten

60% W krizen

W benzo(a)antracen

Opiren
40% M fluoranten
D antracen
B fenantren
20%
Ofluoren

O acenaften

0% W acenaftilen

start I-2 -3 I-4 II-1 @ naftalen

Slika 105. Promena udela pojedinih PAH-ova u sumi u zemljistu
na mernom mestu S u toku eksperimenta

Kvalitativnom GC/MS analizom zagadene zemlje 1 vode utvrdeno je sledece:

e Normalni alkani su najmanje postojani i dolazi do njihove transformacije i degradacije.

e Razgranati ugljovodonici su postojaniji, naroCito tetrametil-derivati penta- i heksadekana.

e Prisustvo karboksilnih kiselina ukazuje na proces biooksidacije ugljovodonika - u vodi je
prisutan veliki broj karboksilnih kiselina nastalih oksidacijom alkana (C10-19), kao 1
aromata (benzoeva kiselina, kao i benzaldehid).

I FTIR kvalitativnom analizom zemlje su detektovani alifaticni ugljovodonici i
alifaticne karboksilne kiseline (propionska kiselina), S§to potvrduje prisustvo procesa
biotransformacije i biodegradacije prisutnih ugljovodonika.

Kvantitativnom GC/MS analizom zagadene zemlje utvrdeno je sledece:

e koncentracija policikliénih aromati¢nih ugljovodonika nije visoka (<4 mg/kg) u odnosu na
koncentraciju ukupnih ugljovodonika u zemlji (35-40 g/kg), ali je ipak iznad prirodnog
fona zemljiSta na datom lokalitetu (175 pg/kg).

e krizen (oko 30%), benzo(a)piren (oko 27%) i piren (oko 14%) ¢ine oko 70% ukupne sume
PAH-ova.

4.2.2.8.4. Ugljovodonici u vodenoj fazi
Visoka koncentracija ugljovodonika u vodi pijezometara potvrduje pretpostavku da

dolazi do distribucije zagadenja u vodenoj fazi. Proces rastvaranja i emulgovanja se pospesuje
uvodenjem recirkulacije vode i1 sa svakim povecanjem protoka dolazi do sve veceg ispiranja
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nafte - na slici 106 je predstavljena zavisnost koncentracije ugljovodonika u vodi reaktora, u
toku I varijante, od brzine proticanja vode kroz zagadenu zemlju. Na slici 107 predstavljena je
zavisnost distribucionog koeficijenta, odnosno koeficijenta raspodele voda-zemlja od brzine
proticanja vode.

140

120

C=53v+21
R?=0.97

100
80 -
60 -

40 . ¢

Ukupni ugljovodonici (mg/l)

20

0 T T T
0 5 10 15 20
Brzina kretanja vode kroz zemlju *1 0’ (ml/s)

Slika 106. Promena koncentracije ugljovodonika u vodi reaktora
sa brzinom proticanja vode kroz zagadenu zemlju

0.004
5 0.0035 - K = 1400 * v + 0.0006 .
S R?=0.97
= 0.003
Sx
S & 0.0025
2E
28 0.002
83
£ 2 0.0015 o
22 .
5 § 0.001 *
2 ? 0.0005
®
Q 0 T T T
0.00E+00 5.00E-07 1.00E-06 1.50E-06 2.00E-06

Brzina kretanja vode kroz zemlju, v (m/s)

Slika 107. Zavisnost koeficijenta raspodele voda-zemlja od brzine proticanja vode

Dobijena je veoma dobra linerana zavisnost (R*=0,97):

K=fxv+K,
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gde je:

K=C\0da/Cremija - distribucioni odnos

Cyoda — koncentracija ugljovodonika u vodi (mg/1)

Cemlja — koncentracija ugljovodonika u zemlji (mg/kg)

v — brzina protoka vode kroz zemlju, fluks — protok kroz presek (m/s)
Ko=6 x 10 - difuzioni koeficijent - distribucioni odnos pri v=0 m/s
=1400 s/m - faktor ispiranja

JednaCina zavisnosti koncentracije ugljovodonika u vodenoj fazi od koncentracije u
¢vrstoj fazi, zavisno od brzine proticanja, moze da se predstavi na slede¢i nacin:

Cvoda=(f Xv+ KO)Czemlja

Za date eksperimentalne uslove, pri v=0m/s i C,em;u=38000 mg/kg, dobijena je
koncentracija ugljovodonika u vodi, C,0,=23 mg/l, S§to predstavlja koncentraciju
ugljovodonika koji ¢e se rastvoriti u vodenoj fazi difuzijom.

Pri v=0 m/s dominira proces difuzije nafte iz Cestica zemlje u vodenu fazu, a sa
povecanjem protoka dominira proces ispiranja nafte — pretpostavka je da se zbog slobodne
faze nafte na Cesticama zemlje ne uspostavlja distribucija Cvrsta-tecna faza odredena
ravnoteZom procesa desorpcije i adsorpcije ve¢ procesom ispiranja.

Na slici 108 predstavljena je zavisnost izmerenih vrednosti od izracunatih datom
jednacinom i dobijen je visok koeficijent determinacije za linearnu funkciju, R*=0,97.

140

120 | y=x
R?=0.97
100

80 -

60 *

40

20

IzraCunata koncentracija ukupnih
ugljovodnika (mg/l)
*

O T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Izmerena koncentracija ukupnih ugljovodonika (mg/l)

Slika 108. Zavisnost izmerenih vrednosti od izracunatih datom jednacinom

Na osnovu izmerenih vrednosti odredena je rastvorljivost nafte prisutne u zagadenoj
zemlji u podzemnoj vodi koja je u kontaktu sa njom:

e u reaktoru se nalazi 950 litara zasi¢ene zemlje sa sadrzajem vode od 15 %, Sto je 140 litara
vode - iz toga proizilazi da se u reaktoru nalazi zasi¢ene Cvrste faze: 950-140 = 810 litara,
odnosno, pri gustini od 2,2 kg/l, to je 1780 kg zemlje;

e pri prosecnoj koncentraciji naftnog zagadenja od 38 g nafte/kg zemlje, u reaktoru se nalazi
oko 68 kg nafte;
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e u zemlji se nalazi 140 litara vode, koja pri protoku v = 0 m/s ima koncentraciju nafte od 23
mg/l, §to ¢ini 3,2 g nafte u vodenoj fazi;

e datih 3,2 g nafte ¢ini 0,05 °/, od koli¢ine nafte prisutne u ¢vrstoj fazi (68 kg), odnosno,
difuzijom se rastvara 0,05 /4, tj. 46 mg/kg nafte — ravnotezna rastvorljivost. Na slici 109
je prikazana rastvorljivost nafte pri razliitim brzinama protoka.

300

S=11v+43 .
R*=0.97

N
n
o

N
o
o

150

100

()}
o

Rastvroljivost nafte, S (mg/kg nafte)

o

0 5 10 15 20

Brzina kretanja vode kroz zemlju * 107 (m/s)

Slika 109. Promena rastvorljivosti nafte pri razlic¢itim brzinama protoka

Udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodenoj fazi je manji nego u
¢vrstoj fazi (slika 110). To moze biti posledica boljeg rastvaranja polarnih komponenti u
polarnom rastvaracu, tj. vodi, kao 1 boljoj biodostupnosti rastvorene i emulgovane nafte u
vodi nego kada se nalazi adsorbovana na zemljiStu - u vodenoj fazi je ve¢a mogucnost
tranfsormacije naftnog zagadenja, a samim tim i dalja degradacija do nizih produkata.

140
’:; [ Polarna jedinjenja sa -CHx- grupama
£ ™ Mineralna ulja
5 120
o
>
B
£ 100 -
Q
N
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o
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= o - o 45%
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£ 20— - - .
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Slika 110. Promena udela mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi u toku I'i Il
varijante eksperimenta
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Uglavnom je nizi udeo mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi aeratora
nego u vodi pijezometara, §to ukazuje na intenzivniji proces biotransformacije mineralnih ulja
u polarne komponente u aeratoru (slika 111).
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Slika 111. Promena udela mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima u vodi aeratora u toku
1i Il varijante eksperimenta

Na slici 112 prikazana je promena koncentracije ugljovodonika u podzemnoj vodi
zagadenoj naftom i derivatima nafte nakon tretmana u bioreaktoru. Samo u toku faze III-1
uklanjani su ukupni ugljovodonici - uklanjano je u proseku 30 %. Nakon povecanja protoka u
toku faza II1-2 i ITI-3 nije doslo do uklanjanja ugljovodonika.
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Slika 112. Promena koncentracije ugljovodonika u podzemnoj vodi zagadenoj naftom i
derivatima nafte nakon tretmana u bioreaktoru (procentima je obelezen udeo mineralnih ulja
u ukupnim ugljovodonicima)
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Na osnovu vrednosti BPKs protok primenjen u toku I1I-3 faze mogao bi se preporuciti
kao najbolji od ispitanih za dati bioreaktor, medutim, do uklanjanja ugljovodonika dolazi
samo u toku faze III-1. Pri kraCem vremenu zadrzavanja vode u bioreaktoru uklanjaju se samo
lakse biorazgradive organske materije, a da bi doslo do uklanjanja ugljovodonika potrebno je
duze vreme zadrzavanja vode.

4.2.2.9. Odredivanje potrebe za nutrijentima (CH:N:P)

U zagadenom zemljistu i vodi je odreden odnos CHy : N : P (CHx - ukupni
ugljovodonici), kako bi se utvrdilo da li su nutrijenti prisutni u potrebnoj koli¢ini ili su
limitiraju¢i faktor biodegradacije (tabele 34 i 35).

Posto vecina istrazivaca preporucuje da se primenjuje 3-10 kg azota 1 0,3-1 kg fosfora
na 100 kg biodegradabilnog organskog ugljenika, utvrdeno je da je prisutna potrebna koli¢ina
azota 1 fosfora u toku eksperimenta (u vodi je azot prisutan u znacajnom visku), tako da se
nije pristupilo dodavanju nutrijenata, da bi se izbegli problemi do kojih moZe zato do¢i.

Tabela 34. Sadrzaj N 1 P u odnosu na sadrzaj ugljovodonika u vodi i zemlji

merna CH, N P
Faze mesta (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) CH, : N : P
L1 Reaktor 38 21 0.46 100 : 55 : 12
Aerator 35 20 0.26 100 : 57 : 0.7
2 Reaktor 43 29 0.31 100 : 67 : 0.7
Aerator 33 26 0.26 100 : 79 : 0.8
3 Reaktor 54 29 0.48 100 : 54 : 09
Aerator 50 29 0.39 100 : 58 : 0.8
S(,s [ Reaktor | 127 | 24 | 17 [100 : 19 : 13
g Aerator 42 28 20 [ 100 : 67 : 48
-1 Reaktor 66 21 5.3 100 : 32 : 8.0
Aerator 17 81 8.4 100 : 476 : 49
L1 Ulaz 20 | 76 1.6 | 100 : 38 : 8.0
Izlaz 14 2.7 1.4 100 : 19 : 10
L2 Ulaz 21 7.4 10 [ 100 : 35 : 438
Izlaz 22 3.2 0.8 100 : 15 : 3.6
1113 Ulaz 19 9.5 11 [ 100 : 50 : 58
Izlaz 19 33 1.0 100 : 17 : 53

CH, N P . .

Faze (ko) | (ko) | @kg | M N ¢ P
1-0 32.3 0.57 0.15 100 : 1.8 : 05
s I-1 36.5 0.67 0.17 100 : 1.8 : 05
- | 12 - 0.86 0.12 100 : - -
E 1-3 37.6 1.00 0.14 100 : 27 : 04
N | [-4 39.2 1.08 0.23 100 : 28 : 0.6
11-1 374 1.18 0.25 100 : 32 : 07
I11-1 17.6 1.18 0.27 100 : 67 : 15
111-2 14.6 1.18 0.25 100 : 81 : 1.7
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Tabela 35. Sadrzaj N 1 P u odnosu na sadrzaj lakorazgradivih organskih
materija u vodi

merna BPK5 N P

Faze mesta (mg/l) | (mg/) | (mg/) BPKs : N P
Reaktor 200 21 0.46 100 : 10 : 023
I-1 Aerator 210 20 0.26 100 : 95 : 012
L2 Reaktor 100 29 0.31 100 : 29 031
Aerator 120 26 0.26 100 : 22 : 0.22
3 Reaktor 57 29 0.48 100 : 51 : 0.84
Aerator 22 29 0.39 100 : 132 1.8

1I-1 Ulaz 88 7.6: 1.6 100 : 86 1.8
1zlaz 14 2.7 1.4 100 : 19 : 10

112 Ulaz 55 7.4: 1.0 100 : 14 : 1.8
1zlaz 18 3.2 0.8 100 : 18 : 4.4

1113 Ulaz 63 9.5: 1.1 100 : 15 : 1.7
Izlaz 18 3.3 1.0 100 : 18 : 5.6

4.2.2.10. Povrsinski aktivne materije

U vodi su registrovane povrsinski aktivne materije, najesée do 5 mg/l, Cije je
prisustvo veoma vazno sa aspekta uticaja na desorpciju ugljovodonika iz zemljiSta i njihovog
rastvaranja i zbog povecavanja emulgovanja u vodi (tabela 36). Nije definisano njihovo
poreklo, ali je mogucée nekoliko izvora: prvi, u toku gaSenja pozara na postrojenjima
prouzrokovanih NATO bombardovanjem koriS¢ena su razlicita sredstva za gaSenje pozara
koja su na taj naCin mogla dospeti na zagadeno zemljiSte, drugo, u zemljiStu su prisutne
prirodne organske materije (huminske materije) koje su povrsinski aktivne, i trece, bakterije
same produkuju povrSinski aktivne materije delimi¢nom oksidacijom ugljovodonika (Petrovic¢
et al., 1990, 1993). Koncentracija PAM u aeratoru je bila niza nego u reaktoru zbog njihove
mikrobioloSke degradacije ili koncentrisanja u peni iznad vode u aeratoru.

Tabela 36. Koncentracija PAM u vodi u toku eksperimenta

. PAM (mg/l)
Varijanta | Faza Reaktor Aerator
I-1 - 3.0
I I-2 - -
I-3 4.6 3.9
I-4 2.2 0.9
11 II-1 2.1 1.8
Bioreaktor
Ulaz | Izlaz
111 I11-1 3.2 33 2.3
I11-2 - 4.2 4.2
I11-3 - 4.2 4.4
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U toku III varijante uocena je linearna zavisnost promene kocentracije PAM u vodi u
zavisnosti od vremena zadrzavanja u biorektoru (slika 113):

e u toku faze III-1 zbog duZeg zadrzavanja vode u bioreaktoru, pored nastanka PAM
oksidacijom ugljovodonika, dolazi do njihove daljne mikrobioloske oksidacije, tako da je
koncentracija na izlazu manja;

e u toku II[-2 faze nema promene, odnosno, koliko se PAM razgradi toliko nastane
oksidacijom ugljovodonika;

e u toku III-3 faze, pri najkra¢em vremenu zadrzavanja, dolazi do povecanja koncentracije
PAM, jer se mnogo manje stigne razgraditi nego Sto nastane oksidacijom, tj. dolazi do
povecanja delimi¢ne mikrobioloske oksidacije ugljovodonika zbog veéeg optereéenja
bioreaktora.

1.2

0.8

y=1.87x - 0.81

06 R2 = 0.98

0.4

0.2 -

PAM (ulaz-izlaz) (mg/l)

0.00 0.20 .40 0.60 0.80 1.00
-0.2

*

-0.4

Vreme zadrzavanja (dan)

Slika 113. Promena PAM u vodi sa promenom vremena zadrzavanja u bioreaktoru

4.2.2.11. Analiza taloga iz aeratora

Nekoliko puta u toku eksperimenta analizirani su nastali talozi iz aeratora na sadrzaj
ugljovodonika i1 metala da bi saznali da li dolazi do akumulacije ugljovodonika i metala u
talogu. Rezultati su dati u tabeli 37.

U pocetku je udeo istaloZzenih metala bio nizak, ispod 5% mase taloga, posto se
istalozilo manje gvozda (svega 2,6% u talogu), iako je bilo znatno vise istaloZenog mangana i
cinka nego pri kasnijim merenjima. Kasnije, u talogu dolazi do akumulacije teSkih metala i do
30%, pri cemu dominira gvozde sa 27% udela u talogu (deset puta viSe u odnosu na prvo
merenje), Sto ¢ini preko 98% izdvojenih metala (mangan ¢ini preko 1% izdvojenih metala,
dok ostali metali ¢ine manje od 0,2%). Visok udeo gvozda u istalozenim metalima (98%) je
skladu sa visokim udelom u metalima u tretiranom zemljistu (96%).

Posto se gvozde talozi u obliku gvozde-hidroksida, Fe(OH)s;, polovinu taloga u
aeratoru €ini istaloZzeni gvozde-hidroksid, a tre¢inu ¢ini organska materija (oni ¢ine 80-90%
taloga).
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Tabela 37. Karakteristike taloga aeratora u toku I varijante eksperimenta

Parametar Jedinice ;-:11 ;;31 ;-:42
Masa taloga g 125 135 65
Masa suvog taloga g 48 17 7.65
Vlaga % H,O 61.4 87.4 88.2
Mmeralnva materija o 20.4 65.5 69.7
(ostatak Zarenja)
Organska materija o 19.6 345 303
(sagorljiva materija) ° ) ' )
. mg/kg 1190 3640 2050
gkl“fj; donic mg 571 | 619 | 158
&Y %utalogu | 0.12 036 | 020
mg/kg 370 570 495
Mineralna ulja mg 17.8 9.7 3.8
% u talogu 0.04 0.06 0.05
mg/kg 26000 | 251000 | 283000
Fe
mg 1248 4267 2170
Ni mg/kg 73 88 105
mg 53 1.5 0.80
Cu mg/kg 9 41 37.5
mg 0.43 0.70 0.28
7n mg/kg 1280 120 79
mg 61 2.0 0.60
Pb mg/kg 66 105 109.5
mg 3.2 1.8 0.84
cd mg/kg 4.2 6.6 6.85
mg 0.20 0.11 0.055
Cr mg/kg 77 95 89.5
mg 3.7 1.6 0.68
Mn mg/kg 20900 3950 3645
mg 1000 67 28
Ukupno metala mg 2322 4342 2200
% metala u talogu 4.8 25.5 274
% Fe u metalima 53.7 98.3 98.6
% Mn u metalima 43.1 1.5 1.3
% ostalih metala 2 36.ZZn) 0.2 0.1
Fe(OH); \ mg 2389 8167 4152
% Fe(OH); u talogu 5.0 48 54

4.2.2.12. Separatori

U toku III varijante nije doSlo do izdvajanja slobodne faze u separatorima ni pri
maksimalnom protoku od 1,6 x 10 m/s. Pri tome je bitno napomenuti da je u konstrukciji
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reaktora uradeno tako da se voda crpi iz pes¢anog sloja koji ipak zadrzava u izvesnoj meri
slobodnu naftu usled njenog slepljivanja za zrnca peska, a i PAM su dobro rastvarale i
emulgovale naftu.

4.2.2.13. Metali prisutni u tretiranoj zemlji i vodi

Posto metali mogu da deluju toksicno na mikroorganizme, neophodno je pratiti
njihovu koncentraciju u zemlji 1 vodi. TesSki metali izazivaju koagulaciju belancevina
citoplazme 1 na taj nacin izazivaju i smrt mikroorganizama. Oni imaju veliki afinitet prema
aktivnim centrima enzima, vezujuéi se za njih, ¢ime se menja propustljivost citoplazmine
membrane jer se inhibira dejstvo enzima. Pod uticajem teskih metala proces oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama se smanjuje ili prekida, a samim tim i sintza ATP-a, $to izaziva
smanjenje biosintetickih procesa u ¢eliji ¢ime je razmnozavanje mikroorganizama
onemoguceno. Teski metali smanjuju brojnost i brzinu prorastanja spora. Koncentracija teskih
metala od 0,2 do 0,3 mmol/l ubija osetljive mikroorganizme, dok otporne vrste podnose
koncentraciju i deset puta vecu.

U zemljistu je odredena koncentracija gvozda, nikla, bakra, cinka, olova, kadmijuma,
hroma i mangana. Suma odredenih metala retko prelazi 1 % udela u zemljiStu, pri ¢emu
gvozde Cini oko 96 % sume, mangan 2 % (odn. 3,3 % u S), cink 1 %, dok ostali metali ¢ine
manje od 1% sume. Od ispitivanih metala gvozde moze da pravi znacajne probleme u
pogledu smanjenja propusnosti zemljista za fluide.

4.2.2.13.1. GvoZde

Pad koncentracije gvozda na mernim mestima I-III i porast koncentracije na mestu S

koji nakon aeracije i oksidacije vode u aeratoru prelazi u trovalentni oblik koji se talozi u
obliku hidroksida na povrS§ini zemljiSta na mestu nalivanja vode, S (tabela 38). To je i uslovilo
zacepljenje povrsinskog sloja i formiranje vodene faze na mestu S.

Tabela 38. Promena koncentracije gvozda u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Gvozde (g/kg sm ili mg/l)
I-111 S Reaktor | Aerator
I-1 8.3 - 33 40
I I-2 8.5 9.8 64 70
I-3 7.7 9.3 39 73
1-4 6.3 | 10.6 36 43
11 11-1 72 | 12.2 76 314

Prema Pravilniku o opasnim materijama u vodama (Sluzbeni glasnik SRS, br.31/1982)
gvozde je prisutno u vodi reaktora i aeratora u koli¢ini daleko iznad propisane klasama. Vece
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koncentracije gvozda su prisutne u vodi aeratora nego reaktora jer dolazi do izdvajanja
gvozda u obliku gvozde(Ill)-hidroksida usled aeracije. Nakon odvajanja aeratora dolazi do
znaCajnijeg porasta koncentracije gvozda u vodi aeratora — pretpostavka je da usled
razgradnje organske materije iz naslaga na zidovima i dnu aeratora dolazi do suspendovanja
Cestica na kojima je adsorbovano gvozde (analizira se nefiltriran uzorak).

Merenjem odnosa gvozda(Il) i (III) u vodi pijezometara evidentno je da je rastvoreno
gvozde u obliku gvozda(Il) 1 da redukcioni uslovi doprinose njegovom ispiranju i migraciji
(tabela 39). Obrnuta je situacija u aeratoru gde dominira gvozde(Ill) usled oksidacije
kiseonikom. U toku faze 1-4 dolazi do pojave gvozda(Ill) u podzemnoj vodi, koje verovatno
poti¢e od ispiranja aeratora, u kojem usled kraeg vremena zadrzavanja vode oksidovano
gvozde ne stize da se istalozi ve¢ prelazi u reaktor, a raste i udeo gvozda(Il) zbog kraceg
vremena oksidacije. Medutim, to ¢e dovesti do brzeg zacepljenja zemljista, tako da je
neophodno duze vreme zadrZzavanja vode u aeratoru i bolji naCin odvajanja oksidovanog
gvozda.

Tabela 39. Promena koncentracije ukupnog gvozda i gvozda(Il)
u vodi u toku I varijante eksperimenta

Reaktor Aerator
Faze Ukl‘jle’no Fe (II) Uk;gno Fe (II)
mg/l
I-1 71 71 42 5.8
I-3 33 33 40 5.0
I-4 32 26 31 12

4.2.2.13.2. Mangan

Kod mangana, takode, dolazi do pada koncentracije na mernim mestima I-III i porasta
koncentracije na mestu S, §to ukazuje da nakon aeracije vode dolazi do oksidacije mangana
do MnOQ,, koji se talozi na povr$ini zemljiSta na mestu nalivanja vode, S (tabela 40). Nakon
odvajanja aeratora koncentracija mangana na mestu S opada, Sto potvrduje prethodnu tvrdnju.

Tabela 40. Promena koncentracije mangana u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Mangan (mg/kg sm ili mg/I)
I-111 S Reaktor | Aerator

I-1 185 - 12 9.8
I I-2 179 | 233 7.7 6.7
I-3 155 | 302 5.1 6.2
1-4 136 | 474 3.9 3.6

11 11-1 151 | 370 5.2 38
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Koncentracija mangana u vodi reaktora opada sa povecanjem brzine recirkulacije vode
1 kra¢eg vremena kontakta sa zemljiStem. U aeratoru je rigistrovan veci porast koncentracije
mangana nakon odvajanja aeratora $to se moze objasniti, kao i u slu¢aju gvozda, razgradnjom
organske materije i oslobadanjem metala iz taloga.

4.2.2.13.3. Cink

Sadrzaj cinka u zemlji se ne menja znacajno, a ponovo dolazi do akumulacije cinka na
mestu nalivanja aerisane vode, S (tabela 41).

Koncentracija cinka u vodi reaktora opada sa povecanjem brzine recirkulacije usled
kraceg zadrzavanja vode u reaktoru, tako da voda pripada III/IV klasi prema Pravilniku o
opasnim materijama u vodama (Sluzbeni glasnik SRS, br.31/1982). U vodi aeratora je sve
vreme znacajno niza koncentracija cinka usled njegovog talozenja sa gvozdem i manganom
Sto je dokazano analizom taloga u kome je naden znacajan udeo cinka.

Tabela 41. Promena koncentracije cinka u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Cink (mg/kg sm ili pug/l)
[-111 S Reaktor | Aerator

I-1 78 - 4070 485

I -2 80 86 1720 120
I-3 98 106 802 55
1-4 74 108 525 33

11 11-1 57 76 500 185

4.2.2.13.4. Bakar

Promena koncentracije bakra moze se objasniti samo heterogenoséu zemljiSta i
migracijom iz jednog u drugi deo reaktora. I u vodi koncentracija bakra znacajno varira i
uglavnom je van klase prema Pravilniku o opasnim materijama u vodama (tabela 42).

Tabela 42. Promena koncentracije bakra u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Bakar (mg/kg sm ili pg/l)
I-111 S Reaktor | Aerator
I-1 8.2 - 111 298
I I-2 6.3 6.0 218 46
I-3 6.6 14 44 7
1-4 11 13 260 249
11 11-1 12 19 19 65
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4.2.2.13.5. Nikal

Koncentracija nikla u zemljistu je dosta ujednacena u toku eksperimenta (tabela43).

Koncentracija nikla u vodi opada sa povecanjem brzine recirkulacije kao posledice
kraceg kontakta sa zemljiStem, ali kasnije dolazi do porasta koncentracije, verovatno usled
ispiranja iz aeratora i uglavnom je van klase prema Pravilniku o opasnim materijama u
vodama. Nakon odvajanja aeratora dolazi do porasta koncentracije nikla u vodi aeratora —

verovatno je to posledica razgraduje istalozene organska materija i oslobadanja metala iz
taloga.

Tabela 43. Promena koncentracije nikla u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varjjanta | Faza Nikal (mg/kg smili ng/l)
[-111 S Reaktor | Aerator
I-1 21 - 203 205
I -2 21 21 124 98
I-3 22 24 58 58
1-4 21 22 112 120
11 11-1 19 26 107 274

4.2.2.13.6. Kadmijum

Koncentracija kadmijuma u zemlji opada u toku eksperimenta 1 prisutne su dosta niske
vrednosti (tabela 44). Koncentracija u podzemnoj vodi je znatno visa od koncentracija koje se
obi¢no sreu u povrSinskim vodama i prose¢na vrednost krece se u opsegu do 10 pg/l,
odnosno pripada III/IV klasi.

Tabela 44. Promena koncentracije kadmijuma u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Kadmijum (mg/kg smili pg/l)
I-111 S Reaktor | Aerator

I-1 1.7 - 9.3 14.0

I I-2 1.4 1.7 8.0 6.6

I-3 1.2 1.3 7.6 8.4

1-4 1.1 1.5 9.8 12.0

11 11-1 0.9 1.0 5.4 15.0

4.2.2.13.7. Olovo

Koncentracija olova u zemljistu je dosta ujednacena u toku I varijante, da bi u toku II
varijante doslo do pada koncentracije (tabela 45). Koncentracija olova u podzemnoj vodi
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opada u toku eksperimenta, ali voda je van klase, prema Pravilniku o opasnim materijama u
vodama.

Tabela 45. Promena koncentracije olova u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varjjanta | Faza Olovo (mg/kg sm ili pg/l)
I-111 S Reaktor | Aerator
I-1 28 - 189 165
I I-2 26 23 175 132
I-3 21 23 122 161
1-4 23 28 123 105
11 11-1 14 19 91 178

4.2.2.13.8. Hrom

Koncentracija hroma u zemljistu i vodi reaktora opada u toku I varijante (u vodi ispod
granice propisane klasama), da bi u toku II varijante doSlo do porasta (tabela 46). Porast
koncentracije u aeratoru u toku II varijante se mozZe objasniti isto kao i kod gvozda, mangana i
drugih metala, usled razgradnje taloga.

Tabela 46. Promena koncentracije hroma u toku eksperimenta

Zemlja | Voda
Varijanta | Faza Hrom (mg/kg sm ili pg/l)
I-111 S Reaktor | Aerator

I-1 21 - 160 200

I I-2 13 15 128 182
I-3 9.4 4.7 79 67
1-4 11 17 47 70

11 11-1 15 30 86 276

Analizom sadrzaja i ponasanja metala u zemlji i vodenoj fazi osnovni problem
predstavlja gvozde, koje moze zaCepljenjem pora zemljiSta da onemoguci sprovodenje
tehnic¢ke bioremedijacije.
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4.2.3. MikrobioloSka karakterizacija procesa biostimulacije

4.2.3.1. Mikrobioloska karakterizacija zagadene zemlje

Brojnost bakterija u zagadenoj zemlji je izuzetno velika - organotrofa, fakultativnih
oligotrofa 1 lipolitskih bakterija ima nekoliko milijardi, dok ugljovodonik-oksidujuc¢ih
bakterija ima od nekoliko desetina do nekoliko stotina miliona po gramu suve zemlje (tabela

47).

Tabela 47. Mikrobioloska karakterizacija zagadene zemlje i enzimatska aktivnost

Originalna Zemlja
zagadena nakon
zemlja kondicioniranja
Ispitivane grupe bakterija Broj bakterija/g zemlje

Organotrofi

3.978.000.000

1.796.000.000

Fakultativni oligotrofi

9.781.000.000

5.536.500.000

1.487.000.000

1.073.000.000

Lipolitske bakterije (TWEEN)

Ugljovodonik-oksidujuce bakterije (MSWYE) | 780.000.000 442.500.000
Ugljovodonik-oksidujuce bakterije (Tauson) 31.000.000 395.500.000
Enzimatska aktivnost

Indeks fosfatazne aktivnosti (umol pNP/s/g) 15,6 24,5
Dehidrogenazna aktivnost (mgTPF/g) 0,22 0,35

Nakon smestanja zemlje u reaktor i nalivanja vode sledio je period kondicioniranja
nakon Cega su uocCene odredene razlike. Brojnost organotrofa, fakultativnih oligotrofa,
lipolitskih 1 ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija na podlozi MSWYE su opale, ali su i dalje
prisutne bakterije u milionima i milijjardama jedinki po gramu zemlje, dok je brojnost
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija na podlozi Tauson izuzetno porasla. Promena brojnosti
moze se objasniti povecanjem vlaznosti zemljista sa 4 na 14-18 %. Naime, povecanje
vlaznosti je moglo da pospesi desorpciju zagadenja sa ¢vrste u te€nu fazu i njegov bolji
kontakt sa mikroorganizmima, §to, s obzirom na koncentraciju ugljovodoni¢nog supstrata
moze da doprinese povecanju brojnosti bakterija specifi¢nih za dati supstrat, a s obzirom na
toksicnost zagadenja, moze da redukuje brojnost osetljivih grupa. Povecanje brojnosti
ugljovodonik-oksidujuc¢ih bakterija na podlozi Tauson navodi na zakljuc¢ak da su dati sojevi
prilagodeni na supstrat naftne prirode i da desorpcija toksi¢nog zagadenja nije bila Stetna po
njih. Pored ponasanja te grupe bakterija, povecana aktivnost dehidrogenaza i fosfataza
ukazuje na postojanje i progresiju mikrobioloskih procesa u zemljistu, Sto moze biti posledica
povecanja vlaznosti (koja je neophodna mikroorganizmima za metabolizam).

U toku daljeg istrazivanja dolazi do znacajnog opadanja brojnosti ispitivanih grupa
bakterija, narocCito u toku faze I-4 i dalje — dobijena je eksponencijalna funkcionalna zavisnost
opadanja broja bakterija sa vremenom (tabela 48, slika 114). Pred kraj varijante II dolazi do
porasta brojnosti svih bakterija (uticaj magnezijum-peroksida), nakon ¢ega lipolitske bakterije
nastavljaju linearno da povecavaju brojnost, dok organotrofi, fakultativni oligotrofi i
ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije ponovo opadaju, takode, linearno (slike 115 i 116).
Medutim, sve odredene brojnosti bakterija su daleko ispod vrednosti sa pocetka eksperimenta.
Evidentna je dominacija toksi¢nog delovanja nafte na bakterije u zemlji, Sto je favorizovano
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desorpcijom nafte i veCom biodostupno$c¢u rastvorene i emulgovane nafte (vlaznost 15-20 %,
prisustvo PAM, porast koncentracije ugljovodonika u vodenoj fazi).

Tabela 48. Broj bakterija u zemlji na mernim mestima I-III u toku eksperimenta

. . 1 1 1 Ol &)
- o= =< =< -~ <
2| E|E%| 57 |2E|ELe|EL5|ELT5.LE
SE| £ | 52| zE |22 ¥ 52 i,
EZ| 5 |58 22 |E2|zE7 | 22222228
U = Y 2= (=] (=] ‘: == (== < == g S O w
2 = =° | BF | B2 |5 = = =15 s =
C = S| - s
=) ) - > =
Dani Broj bakterija x 106/g zemlje
Srednja vrednost mernih mesta I, I1 i 111
0 1796 | 5536 1073 - 3609 611 - -
20 824 2035 163 1264 782 160 - -
156 986 | 2411 270 1023 606 200 46.8 0
202 93.3 393 5.0 19.3 13.1 0.2 9.6 0
273 59.8 81.7 7.1 11.7 34.1 7.5 34 0
341 5.2 12.6 1.8 4.0 4.2 0.4 3.0 0
406 1.1 3.1 2.0 04 2.8 0.0 1.4 0
425 12.9 34.6 4.1 12.8 12.4 0.0 2.3 0
462 11.2 13.7 8.8 8.9 6.9 13.2 16.3 0.1
484 0.8 5.1 8.5 19.7 1.8 1.6 19.4 0
503 5.8 4.7 39 11.3 4.0 0.1 0.2 0
520 7.8 55.0 11.9 46.8 41.6 8.6 4.1 7.9
24 4 Organotrofi
Ln (Nbakterija) =kt+c B Fakultativni oligotrofi
A Lipolitske b. TWEEN
Lipolitske b. TRIB
X Ugljovodonik-oks.b.
MSWYE
@® Ugljovodonik-oks.b.
TAUSON
+ Ugljovodonik-oks.b.
MSWYE+TTC

Linear (Organotrofi)

— = Linear (Fakultativni
oligotrofi)

- = - Linear (Lipolitske b.

0-406. dana ° TWEEN)

Linear (Lipolitske b.

12 TRIB)

=== Linear (Ugljovodonik-

° oks.b. MSWYE)

10 . . ' ; ; ; ; \ Linear (Ugljovodonik-
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 oks.b. TAUSON)

. === Linear (Ugljovodonik-
Vreme (dani) oks.b. MSWYE+TTC)

Ln broja bakterija/g zemlje

Slika 114. Promena broja bakterija u zemlji na mernim mestima I-111
do 406. dana eksperimenta



Rezultati i diskusija

159
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U tabeli 49 dati su koeficijenti za korelacije prikazane na slikama 114-116.

Tabela 49. Kineticki koeficijenti promene bakterijske brojnosti u toku vremena

Merna mesta 0-406.dana 425-520. dana 0-503. dana
I-1I1 Ln (Nbakt)=kt+c Nhakt=kt+c Ln (Nbakt)=kt+c

Grupe bakterija k c R? k c R? k c R?
Organotroﬁ -0.0172 21.7 0.8879 -68024 4E+07 0.8168 | -0.0136 | 21.3 | 0.8313
Fa.kultatlvnl -0.0177 22.4 0.8722 -402130 2E+08 0.9239 | -0.0137 | 22.0 | 0.8415
oligotrofi
Lipolitske bak.

-0.0154 20.1 0.8201 77221 -3E+07 0.9170 - -
(TWEEN) 8
Llppllt?ke bak. -0.0214 22.1 0.8832 362971 -1E+08 0.7151 - -
(Tributirin)
Ugljovodonik-oks.

-0.0171 21.5 0.8755 -124480 6E+07 0.8233 | -0.0131 21.0 | 0.8362
b. MSWYE)
Ugljovodonik-oks. | )¢y | 206 | 08652 | -324062 | 26008 | 0.8635 | - -
b. (Tauson)
Ugljovodonik-oks.

-0.012 19. 8751 - - - - -
b.(MSWYE+TTC) | 0% | 90 | 087

4.2.3.1.1. Dehidrogenazna aktivnost

Prilikom smanjenja broja bakterija u toku faze [-4 dolazi i do smanjenja
dehidrogenazne aktivnosti, a sa porastom bakterija pri kraju varijante II dolazi do porasta
DHA (slika 117). Iako je brojnost bakterija u toku varijante III znacajno niza nego u toku
varijante I, DHA dostize vrednosti izmerene u varijanti I, §to govori u prilog stimulisanja
njihove aktivnosti a ne brojnosti.

0.80

. /_\

\ N
| \

\ \

0.10

DHA (mgTPF/g zemlje)
—

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500
Vreme (dani)

Slika 117. Promena dehidrogenazne aktivnosti zemlje u toku eksperimenta
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4.2.3.1.2. Fosfatazna aktivnost

Indeks fosafatzne aktivnosti opada sa vremenom, $to je u skladu sa opadanjem broja
bakterija (slika 118). Na slici 119 prikazane su funkcionalne zavisnosti izmedu vecine
ispitivanih grupa bakterija i fosfatazne aktivnosti.

25.0 3
IFA = 19.2¢7"0%
R?=0.73
20.0
)
£
a 15.0 1
P4
o
S
E
2100
<
w
5.0 1
0.0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
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Slika 118. Promena fosfatazne aktivnosti zemlje u toku eksperimenta
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Utvrdena je funkcionalna zavisnost izmedu svih ispitivanih grupa bakterija (uglavnom
linearna, povremeno eksponencijalna) (Prilog 4a). Uocava se da porast jedne grupe korelira sa
porastom druge grupe i obrnuto, odnosno uslovi sredine su doprinosili smanjenju ili
povecanju obe grupe. Date zavisnosti, s jedne strane, ukazuju da su pojedine bakterije
detektovane unutar viSe grupa, odnosno pokazuju razliite osobine, jer se prilagodevaju
uslovima gde su prisutne i lako i teSko razgradive materije, toksi¢ne i netoksicne, prisutne u
tragovima 1 u izuzetno visokim koncentracijama, zemljani i vodeni matriks i1 sl. Sa druge
strane, korelacija brojnosti nekih grupa ukazuje na njihovu interakciju u zivotnoj sredini. Na
primer, postojanje zavisnosti izmedu lipolitskih 1 ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija je u
skladu sa ¢injenicom da produkti metabolizma ugljovodonik-oksidujucih bakterija sluze kao
supstrat za razvoj lipolitskih bakterija.

4.2.3.1.3. Brojnost bakterija na mernom mestu S

Na mernom mestu S detektovana je drugacija brojnost ispitivanih grupa bakterija nego
na mernim mestima I-I1I (tabela 50, slike 120-122).

Tabela 50. Broj bakterija u zemlji na mernom mestu S u toku eksperimenta

e le | 2 |a-| 4% |2 |z 2z o
s| 2 | Ee| 22z |2E| E2 | E z |E |8 E
@=| = E=IC v} 2 = S S 39 Ss+ |SasF
S5| S| 25| Z2 | 2% | 22 | 292 |2E= (Bt
e s g & =z = 2 s = S 20 SZ | 2258
O = 80 S o= = e = e S o <« cog S S &
= 1 ) = B =) = - _ < _ 79 - =
S |&°| 57 | 5% 2s | ® 2 23 g
=]
Dani Broj bakterija x 10%g zemlje
Srednja vrednost mernih mesta I, I1 i 111
156 | 1363 | 5402 166 4803 1021 47.0 0.7 0.0
202 | 34.0 38.0 8.8 23.0 8.8 0.0 2.9 0.0
273 | 26.0 32.0 1.5 8.8 14.7 2.9 0.0 0.0
341 1.4 7.0 0.7 3.6 54 0.4 0.4 0.0
406 1.0 23 0.1 0.2 1.0 0.0 0.6 0.0
425 161 333 12.1 16.7 120 0.0 429 0.0
462 813 1290 390 836 1368 207 420 13.9
484 | 315 649 35.7 299 952 1029 176 0.0
503 | 48.9 90.1 19.4 17.4 30.4 54 24.7 0.4
520 | 30.1 92.4 14.8 37.9 68.5 23.1 13.0 0.3
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Broj bakterija/g zeml

Ln broja bakterija/g zemlje

24

22 4

12

Ln (Nbakterija) =kt+c

0-406. dana

Organotrofi
Fakultativni oligotrofi
Lipolitske b. TWEEN
Lipolitske b. TRIB
Ugljovodonik-oks.b.

MSWYE

Ugljovodonik-oks.b.
TAUSON

Linear (Organotrofi)

= = Linear (Fakultativni
oligotrofi)

= = = Linear (Lipolitske b.
TWEEN)

Linear (Lipolitske b.
TRIB)

— = Linear (Ugljovodonik-

10

oks.b. MSWYE)

Linear (Ugljovodonik-
oks.b. TAUSON)

150

1.4E+09

1.2E+09

1.0E+09 -

8.0E+08

6.0E+08 -

4.0E+08

2.0E+08

200 250 300 350
Vreme (dani)

400

Slika 120. Promena broja bakterija u zemlji na mernom mestu S

do 406. dana eksperimenta
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Slika 121. Promena broja bakterija u zemlji na mernom mestu S

od 406 do 462. dana eksperimenta
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Slika 122. Promena broja bakterija u zemlji na mernom mestu S
od 462 do 520. dana eksperimenta

Porast od 406.dana se objaSnjava promocijom bakterijske aktivnosti i brojnosti boljom
dostupnoscéu kiseonika i ve¢om vlazno$c¢u. Pijezometar sa Mg-peroksidom je postavljen u
zoni uzorka S, pa je kiseonik osloboden iz magnezijum-peroksida difundovao ka povrsini
kroz pijezometar. Izuzetno veca brojnost na mestu S u odnosu na mesta I-I1I od 462. dana se
objasnjava nalivanjem vode iz biorekatora u toku varijante III.

U tabeli 51 dati su koeficijenti za korelacije prikazane na slikama 120-122.

Tabela 51. Kineticki koeficijenti promene bakterijske brojnosti u toku vremena

0-406.dana 406-462.dana 462-520. dana

Merno mesto S

Ln (Npake)=kt+c Npai=kt+c Ln (Npare)=kt+c
Grupe bakterija k ¢ R? k ¢ R’ k c R?
Organotrofi 0.0272 | 242 | 0.8812 | 1E+07 | -6E+09 | 0.9768 | -0.0609 | 48.7 | 0.9608
Fa}kultatwm -0.0261 | 247 | 0.7888 | 2E+07 | -1E+10 | 0.9919 | -0.0514 | 44.8 | 0.8903
oligotrofi
. 1. — okt
Lipolitske bak. 20.0276 | 224 | 0.9391 Noaw=c € 0.0553 | 44.8 | 0.8575
(TWEEN) 0.1445 | 6E-21 | 0.9177
Llp.()hts.k.ebak' -0.0339 | 258 | 0.8515 | 0.1446 | 1E-20 | 0.9499 | -0.0637 | 49.9 | 0.7855
(Tributirin)
Ugljovodonik-oks.

-0.0216 | 22.5 | 07221 | 0.1203 | 2E-15 | 0.8696 | -0.0648 | 51.1 | 0.7285
b. (MSWYE)
Ugljovodonik-oks. | 0,56 | 515 | 0.9957 ; ; ; ; ) )
b. (Tauson)
Ugljovodonik-oks.

- - - 0.1092 | 8E-14 | 0.8785 | -0.0641 | 49.6 | 0.9612
b.(MSWYE+TTC)
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I za merno mesto S utvrdena je linearna funkcionalna zavisnost izmedu svih
ispitivanih grupa bakterija (Prilog 4b).

4.2.3.2. Mikrobiolo$ka karakterizacija podzemne vode u reaktoru

U tabeli 52 data je brojnost ispitivanih grupa bakterija i fosfatazne aktivnosti u
podzemnoj vodi u reaktoru. Brojnost bakterija u toku I varijante je znatno visa nego u toku II i
III varijjante, ali je indeks fosfatazne aktivnosti, kao pokazatelj pre svega "kvaliteta"
(aktivnosti), a ne "kvantiteta" (brojnosti) bakterijske mikroflore, znac¢ajno visi u toku III
varijante. Pored dominantne brojnosti fakultativnih oligotrofa, prisutna je veca brojnost
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija na MSWYE podlozi i lipolitskih bakterija na tributirin
podlozi. Prisustvo ugljovodonik-oksidujuéih i lipolitskih bakterija je pokazatelj da je u vodi
prisutan ugljovodonic¢ni supstrat i da ga bakterije koriste u svom metabolizmu. Medutim, mala
brojnost ugljovodoni¢nih bakterija na Tauson podlozi i lipolitskih na TWEEN podlozi nam
ukazuje da se bakterije zbog visoke koncentracije toksi¢nog naftnog zagadenja pre
opredeljuju za lakse razgradivu organsku materiju.

Tabela 52. Brojnost ispitivanih grupa bakterija i fosfatazne aktivnosti u podzemnoj vodi u
reaktoru u toku eksperimenta

VARIJANTA | 11 111
FAZA -1 | 12 | 13 | 14 -1 [ -1 | -2 | -3

Grupe bakterija Broj bakterija/ml podzemne vode
Organotrofi 119800 | 118400 | 141600 | 90688 | 36533 | 14000 | - 27750
Fakultativni 1448200 | 2230000 | 577400 | 187938 | 239333 | 152500 | - | 221000
oligotrofi
Lipolitske b.

11200 | 22000 | 32800 | 23125 | 5400 | 4000 | - 1500
TWEEN
Lipolitske b. 231400 | 39200 | 151600 | 122000 | 27733 | 36750 | - 24670
Tributirin
Ugljovodonik-oks.

21 1082 4 4 - |1

b MSWYE 5800 | 108200 | 309400 | 98800 | 86400 [ 37500 75000
Ugljovodonik-oks.

] - 4 22 1 -
b MSWYELTTC 34600 | 33875 767 | 15500 3500
Ugljovodonik-oks. | ¢3000 | 46000 | 50800 | 37600 | 11333 | 40500 | - | 28750
b. Tauson
Ugljovodonik-oks.

- - - 1313 67 0| - 0
b. Tauson+TTC
Autohtone 302800 | 498200 | - - - - - ;
bakterije
Fosfatazna pmol pNP/s/l
aktivnost 108 | 9] 66| 44| 47| 510] - | 420

I u vodi reaktora, kao i u zemlji, utvrdene su funkcionalne zavisnosti izmedu pojedinih
grupa bakterija (Prilog 4c).
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4.2.3.3. Korelacije bakterija i koncentracije ugljovodonika u vodi reaktora

I varijanta. Kao jedan od dokaza mikrobioloSke degradacije zagadenja moze da
posluzi postojanje zavisnosti izmedu brojnosti bakterija i koncentracije zagadenja. U pocetku
postoji period adaptacije, potom dolazi do porasta brojnosti bakterija usled razgradnje
supstrata. Medutim, pri visokim koncentracijama dolazi do opadanja brojnosti bakterija usled
toksi¢nog delovanja hemijskih jedinjenja. Pri datim eksperimentalnim uslovima moguce je
ispitati samo onaj opseg koncentracija koji je bio aktuelan.

U podzemnoj vodi sa povecanjem koncentracije ukupnih ugljovodonika i mineralnih
ulja dolazi do opadanja brojnosti svih ispitivanih bakterijskih grupa, kao 1 fosfatazne
aktivnosti (slike 123-130). Dobijene korelacije su uocene pri datim koncentracijama ukupnih
ugljovodonika (ve¢im od 40 mg/l) i mineralnih ulja (ve¢im od 3 mg/l) i moze se zaljuciti da
nafta rastvorena i emulgovana u vodi u toj meri usporava razvoj mikroorganizama.
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Slika 123. Promena broja organotrofa u vodi reaktora
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Slika 124. Promena broja fakultativnih oligotrofa u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 125. Promena broja lipolitskih bakterija (TWEEN) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 126. Promena broja lipolitskih bakterija (tributirin) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 127. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 128. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) u vodi reaktora
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Slika 129. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE+TTC) u vodi
reaktora u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 130. Promena fosfatazne aktivnosti u vodi reaktora

u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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II varijanta. Varijanta Il je bila krac¢a od varijante I i izvrSen je manji broj merenja
mikrobioloSkih parametara, tako da je uofen manji broj funkcionalnih zavisnosti izmedu
mikrobioloSkih i hemijskih parametara (slike 131-133). Kao i u I varijanti broj lipolitskih
bakterija opada sa pove¢anjem koncentracije ugljovodonika i mineralnih ulja — koncentracija
ukupnih ugljovodonika je veca od 30 mg/l, a mineralnih ulja od 25 mg/l. Medutim, broj
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija na Tauson podlozi raste sa poveéanjem koncentracije
mineralnih ulja, Sto ukazuje da je data grupa bakterija adaptirana da podnese viSe
koncentracije ugljovodonika od ostalih grupa.
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Slika 131. Promena broja lipolitskih bakterija (TWEEN) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 132. Promena broja lipolitskih bakterija (tributirin) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 133. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) u vodi reaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika

U tabeli 53 su navedene najviSe koncentracije ugljovodonika pri kojima nije doSlo do
znacajnijeg pada broja bakterija (toleriSu¢a vrednost) i najnize koncentracije pri kojima je
doSlo do znacajnijeg pada brojnosti bakterija (netoleriSu¢a vrednost). Grani¢na vrednost
tolerancije bakterija prema ugljovodonicima nalaze se u intervalu izmedu toleriSuce i
netoleriSuce vrednosti.

Tabela 53. Grani¢ne vrednosti tolerancije bakterija prema ugljovodonicima

Ukupni ugljovodonici Mineralna ulja
ToleriSuéa | NetoleriSu¢a | ToleriSu¢a | NetoleriSuca
vrednost vrednost vrednost vrednost
Grupe bakterija mg/l
Organotrofi
Fakultativni oligotrofi
Lipolitske b. (TWEEN) 80 125 35 50
Ugljovodonik-oksidujuce b.
(MSWYE)
Lipolitske b. (Tributirin)
Ugljovodonik-oksidujuce b. 125 210 50 115
(MSWYEATTC)
Fosfatazna aktivnost 40 80 15 35

4.2.3.4. MikrobioloSka karakterizacija vode aeratora

U tabeli 54 data je brojnost ispitivanih grupa bakterija i fosfatazne aktivnosti u vodi
aeratora. U vodi aeratora usled intenzivne aeracije prisutna je izuzetno viSa brojnost bakterija
nego u podzemnoj vodi — prisutno je nekoliko stotina miliona (ponekad i nekoliko milijardi)
bakterija u 1 ml vode.
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Tabela 54. Brojnost ispitivanih grupa bakterija 1 fosfatazne aktivnosti u vodi aeratora u toku

eksperimenta
VARIJANTA 1 1|
FAZA -1 | 12 | 13 | 14 Odvojen

Grupe bakterija Broj bakterija/ml vode aeratora
Organotrofi 109552000 121450000 176000000 299250 | 15783667
Fqkultatwm 896483000 725000000 | 1718130000 | 15008500 | 29339000
oligotrofi
Lipolitske b.

320000000 50572000 13052000 29000 2219667
TWEEN
Lipolitske b. 641250000 12007000 | 236325000 | 368250 | 6400000
Tributirin
Ugljovodonik-oks.

273583000 | 3000000000 214845000 1985750 | 13181667
b. MSWYE

Ugljovodonik-oks.
b. MSWYE+TTC
Ugljovodonik-oks.
b. Tauson
Ugljovodonik-oks.
b. Tauson+TTC
Autohtone
bakterije
Fosfatazna pmol pNP/s/l

aktivnost 582 | 101 | 449 | 45 | 31

- - 9827000 500500 9052667

198507000 1252000000 45380000 0 318000

500000000 405000000 - - -

I u vodi aeratora utvrdene su funkcionalne zavisnosti izmedu pojedinih grupa bakterija
(Prilog 4d).

U toku faze 1-4 dolazi do drasti¢nog pada broja bakterija u aeratoru - pretpostavka je
da je to posledica:
e smanjenog vremena zadrzavanja vode u aeratoru zbog veceg protoka,
e ispiranja mikroflore iz aeratora u reaktor, takode, zbog veceg protoka, kao i
e toksi¢nog delovanja ugljovodonika ¢ija koncentracija raste u vodi reaktora usled
ispiranja iz zemlje (slika 110).

Broj bakterija u aeratoru utice na brojnost u vodi reaktora (slika 134):

e broj organotrofa 1 lipolitskih bakterija (pod. tributirin) u podzemnoj vodi raste sa
povecanjem brojnosti u aeratoru,

e medutim, brojnost fakultativnih oligotrofa, lipolitskih bakterija (pod. TWEEN) i
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija (pod. MSWYE) opada.

Pretpostavka je da na brojnost bakterija u vodi reaktora utice, pored broja bakterija u
vodi aeratora, brzina protoka zbog efekta ispiranja mikroflore i koli¢ine recirkulisane vode.
Pri padu brojnosti bakterija u aeratoru u toku faze 1-4 dolazi do privremenog povecanja
brojnosti u vodi reaktora usled ispiranja aeratora jer je protok povecan 2,5 puta.
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4.2.3.5. Mikrobiolo$ka karakterizacija vode bioreaktora

Bioreaktor je zasejan mikroflorom komunalne otpadne vode i sojevima izolovanim iz
vode API separatora postrojenja za tretman otpadnih voda Rafinerije nafte Novi Sad, Dunava
kod CS Sever IV (izliv otpadnih voda Rafinerije nafte) i pijezometara u Rafineriji nafte gde su
detektovani ugljovodonici (Pjc-5, Mp-7) — augmentacija. Ve¢ nakon 12 dana u vodi
bioreaktora je kvantifikovana izuzetno velika brojnost svih ispitivanih bakterijskih grupa
(tabela 55). Medutim, u toku ispitivanja rada sistema za ex-situ tretman podzemne vode broj
bakterija je bio zna¢ajno nizi usled povecanja koncentracije ukupnih ugljovodonika.

Brojnost ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija na izlazu iz bioreaktora je visa od
brojnosti na ulazu, §to ukazuje na njihovu produkciju u bioreaktoru kao posledicu razgradnje
ugljovodoni¢nog supstrata. Time se postize uklanjanje zagadenja i zasejavanje zemlje u
reaktoru ugljovodonik-oksiduju¢im mikroorganizmima. Pored toga, vremenom dolazi do
znacajnog porasta brojnosti ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija detektovanih na MSWYE
podlozi na ulazu u bioreaktor, §to ukazuje na unapredenje njihove brojnosti u samom
reaktoru.

Brojnost lipolitskih bakterija na TWEEN podlozi na izlazu iz bioreaktora je visa od
ulazne $to ukazuje na unapredenje biodegradacionih procesa ¢ime je bioreaktor ispunio svoj
zadatak biodegradacije ugljovodonika. Razvoj lipolitskih bakterija je posledica prevodenja
ugljovodonika u produkte koji sluze kao supstrat lipolitskim organizmima. Sa povecanjem
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protoka, dolazi do njihovog ispiranja iz bioreaktora i do manje produkcije zbog kraceg
zadrzavanja vode.

Tabela 55. Brojnost ispitivanih grupa bakterija u vodi bioreaktora i fosfatazna aktivnost

Broj bakterija u ml vode

Mikrobioloska Auo.
karakterizacija vode g I Faza Il Faza III Faza

. men-
bioreaktora .

tacija Ulaz | 1zlaz Ulaz | 1zlaz Ulaz | Izlaz
Grupe bakterija
Organotrofi 3472000 | 129500 42875 30500 49750 46085 98625
Fakultativni oligotrofi 7122000 | 1177335 | 229250 | 231250 | 122750 | 266625 | 155500
Lipolitske bakterije
(pod TWEEN) 260000 10750 30000 750 12250 6000 13000
Lipolitske bakterije 687000 | 14500 | 27250 | 30750 | 12500 | 11915 | 10665
(pod tributirin)
Ugljovodonik-oksidujuce
bakterije (pod MSWYE) 1782000 0 22250 6500 27000 48500 66625
Ugljovodonik-oksidujuce | 3g4900 | 2750 | 17500 0 1500 | 1500 | 8250
bakterije (pod Tauson)
. 1 pNP/s/l

Fosf: k prol p

osfatazna aktivnost - [ 38 | 178 | 220 | 160 | 355 | 210

Brojnost lipolitskih bakterija na podlozi od tributirina je veca na izlazu iz bioreaktora
samo u toku I faze, a posle je niza ili jednaka, zbog efekta ispiranja i kraceg vremena
zadrzavanja.

Brojnost lipolitskih bakterija na obe podloge je podjednaka na izlazu iz bioreaktora.
Medutim, na ulazu u bioreaktor, brojnost lipolitskih bakterija na tributirin podlozi je veca
nego na TWEEN podlozi. Pretpostavka je da uslovi u reaktoru (visoka koncentracija
raznovrsnijeg, ali prisustvo i teze razgradivog supstrata) pogoduju razvoju grupe lipolitskih
bakterija koje se razmnozavaju na podlozi od tributirina.

Brojnost organotrofa na izlazu iz bioreaktora u toku III-1 faze je manja nego na ulazu,
dok je u toku III-2 i III-3 faze veca. Verovatno je to posledica ispiranja organotrofa iz
bioreaktora usled veéeg protoka

Veca brojnost fakultativnih oligotrofa u ulaznoj vodi je u skladu sa osobinom da se oni
dobro razvijaju u okruzenju gde je prisutna visoka koncentracija tesko razgradivog supstrata,
kao $to je slucaj u reaktoru, dok u bioreaktoru dolazi do pada brojnosti, jer je koncentracija
supstrata manja i lakse je dostupan i ostalim bakterijskim grupama.

Fosfatazna aktivnost na izlazu iz bioreaktora je manja nego na ulazu, §to je u skladu sa
manjom ukupnom brojnos¢u bakterija, kao polsedice smanjenja brojnosti fakultativnih
oligotrofa, jer je njihova brojnost znacajno veca od brojnosti ostalih ispitivanih grupa
bakterija, te je tako njihov doprinos fosfataznoj aktivnosti dominantan.

Kao i u slu¢aju vode reaktora i aeratora, i ovde se mogu uociti odredene funkcionalne
zavisnosti izmedu pojedinih bakterijskih grupa (Prilog 4e).
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4.2.3.6. Korelacija bakterija i koncentracije ugljovodonika u vodi bioreaktora

Kao u prve dve varijante, i u III varijanti brojnost ispitivanih grupa bakterija opada sa
povecanjem koncentracije ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja (slike 135-138, 140, 141),
izuzev ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija detektovanih na podlogama MSWYE i
Tauson+TTC (slika 139, 142). Ugljovodonik-oksidujuce bakterije su viSe adaptirane na
prisustvo naftnog zagadenja, odnosno vise podnese toksi¢no delovanje nafte od drugih grupa
bakterija, Sto je ovde uoceno jer su korelirane niZze koncentracije ugljovodonika i mineralnih
ulja u vodi od koncentracija zastupljenih u varijantama I i II (ukupni ugljovodonici 10-
30 mg/l, mineralna ulja < 10 mg/1).

U vodi bioreaktora (III varijanta) su prisutne nize koncentracije ukupnih
ugljovodonika (10-30 mg/l) i mineralnih ulja (< 10 mg/l) nego u vodi reaktora, a u skladu s
tim prisutne su i nize brojnosti ugljovodonik-oksiduju¢ih i lipolitskih bakterija. Sa
povecanjem koncentracije ugljovodonika dolazi do smanjenja broja bakterija, medutim, u
skladu sa uskim opsegom promena koncentracija ugljovodonika dolazi i do manjih promena
broja bakterija nego u vodi reaktora.
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Slika 135. Promena broja organotrofa u vodi bioreaktora
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Slika 136. Promena broja fakultativnih oligotrofa u vodi bioreaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 137. Promena broja lipolitskih bakterija (TWEEN) u vodi bioreaktora
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Slika 138. Promena broja lipolitskih bakterija (tributirin) u vodi bioreaktora
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Slika 139. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE) u vodi bioreaktora
u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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Slika 140. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (MSWYE+TTC) u vodi
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Slika 141. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson) u vodi bioreaktora
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Slika 142. Promena broja ugljovodonik-oksidujucih bakterija (Tauson+TTC) u vodi
bioreaktora u zavisnosti od koncentracije ugljovodonika
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4.2.3.7. Aktivni mulj bioreaktora (biomasa)

Za uspesnu biodegradaciju ugljovodonika u bioreaktoru neophodno je obrazovanje
pahulja aktivnog mulja, koji predstavlja slozeni kompleks aerobnih mikroorganizama raznih

sistemskih grupa.

Ukupni suvi ostatak vode bioreaktora je znatno veéi od ulazne i izlazne vode zbog
prisustva aktivnog mulja i taloga (tabela 56). Taloznik je efikasan u uklanjanju taloga i mulja,
a tretmanom se dobija izlazna voda manjeg ukupnog suvog ostatka od ulazne vode.

Tabela 56. Ukupni suvi ostatak vode bioreaktora

Ukupni suvi ostatak (mg/l)
Faze Ulaz Bio- Izlaz
reaktor
11-1 1385 7430 1170
111-2 1420 4480 1140
111-3 1400 7135 1290

Isti odnosi vaze i za sadrzaj mineralne i organske materije (slike 143 1 144). Povecana
kolicina organske materije u bioreaktoru ukazuje na prisustvo aktivnog mulja, a povecana
mineralna materija ukazuje na taloZzenje gvozda.
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Slika 143. Sadrzaj organske materije u vodi bioreaktora

Odreden je indeks mulja da bi se ispitala njegova taloZivost (tabela 57):

SVI= Vmulja / Mmulja

SVI - indeks mulja, ml/g
Vmutja - zapremina mulja (Imhoft), ml

Mpmulja - Masa organske materije (gubitak Zarenjem), g
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Slika 144. Sadrzaj mineralne materije u vodi bioreaktora

Tabela 57. Indeks mulja bioreaktora u toku eksperimenta

Faza Vmulja Mmulja SVI
(ml/T) (2 (ml/g)
III-1 45 2,8 16,1
I11-2 29 2,0 14,5
I11-3 50 2,8 17,8

Na slici 145 je predstavljena promena indeksa mulja u zavisnosti od organskog
opterecenja mulja. Aktivni mulj je imao dobre sedimentacione osobine za data organska
opterecenja.
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Slika 145. Promena indeksa mulja u zavisnosti od organskog opterecenja mulja
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4.2.3.7.1. Korelacije bakterija na izlazu iz bioreaktora i indeksa mulja

Na slici 146 su predstavljene funkcionalne zavisnosti uocene izmedu indeksa mulja u
bioreaktoru i brojnosti bakterija u vodi na izlasku iz bioreaktora. Dobijeni su visoki
koeficijenti determinacije za sve ispitivane grupe bakterija, R* > 0,8. Sa smanjenjem indeksa
mulja raste brojnost bakterija u izlaznoj vodi, $Sto moze da ukaze na ispiranje bioreaktora. lako
se zeli posti¢i zasejavanje zemlje i vode u reaktoru mikroorganizima, veliko ispiranje
bioreaktora moze znacajno da umanji efikasnost produkcije biomase u njemu.
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Slika 146. Funkcionalne zavisnosti brojnosti bakterija u izlaznoj vodi iz
bioreaktora od indeksa mulja

4.2.3.7.2. Korelacije bakterija na izlazu iz bioreaktora i optereéenja bioreaktora

Opterecenje bioreaktora utice na produkciju biomase. Na slici 147 su predstavljene
korelacije broja bakterija u vodi na izlasku iz bioreaktora sa opterecenjem bioreaktora: sa
povecanjem opterecenja bioreaktora opada broj lipolitskih bakterija, a raste broj organotrofa i
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija (podloga MSWYE) u izlaznoj vodi.
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4.2.3.7.3. Korelacije bakterija na izlazu iz bioreaktora i vremena zadriavanja

Vreme zadrzavanja vode u bioreaktoru uti¢e na produkciju biomase, a time i na
organsko opterecenje. Na slici 148 su predstavljene korelacije broja bakterija u vodi na
izlasku iz bioreaktora sa vremenom zadrzavanja vode u njemu i dobijene su funkcionalne
zavisnosti za broj lipolitskih i1 ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija (podloga MSWYE) - sa
smanjenjem vremena zadrZavanja vode u bioreaktoru opada broj lipolitskih, a raste broj
ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija u izlaznoj vodi. Uistinu, u odnosu na ulaznu vodu raste
broj 1 ugljovodonik-oksiduju¢ih (MSWYE) 1 lipolitskih bakterija (TWEEN), ali sa
smanjenjem vremena zadrzavanja vode u bioreaktoru dolazi do znacajno manjeg porasta
brojnosti lipolitskih bakterija (podloga TWEEN) (slika 149) - zbog kratkog vremena
zadrzavanja vode u bioreaktoru ugljovodonik-oksidujuce bakterije ne stizu da transformisu
ugljovodonike do supstrata pogodnog za razvoj lipolitskih bakterija, tako da se lipolitske
bakterije ne obrazuju u dovoljnoj meri u bioreaktoru.
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Slika 149. Zavisnost porasta brojnosti lipolitskih u ugljovodonik-oksidujucih bakterija u vodi
nakon tretmana u bioreaktoru od vremena zadrzavanja

MikrobioloSkom karakterizacijom zemlje i vode u toku eksperimenta utvrdeno je
sledece:

e u zemlji i vodi detektovan je veliki broj svih ispitivanih grupa bakterija, posebno,
ugljovodonik-oksidujuéih i lipolitskih bakterija,

e utvrdena je uglavnom linearna, povremeno eksponencijalna, funkcionalna zavisnost
izmedu svih ispitivanih grupa bakterija,
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uocene su funkcionalne zavisnosti i izmedu bakterijske brojnosti 1 koncentracije
ugljovodoni¢nog supstrata,

dobijena je eksponencijalna funkcionalna zavisnost opadanja broja bakterija sa vremenom,

odredena je grani¢na vrednost tolerancije organotrofa, fakultativnih oligotrofa, lipolitskih
bakterija (TWEEN) i ugljovodonik-oksiduju¢e bakterija (MSWYE) prema ukupnim
ugljovodonicima u intervalu 80-125 mg/l, odnosno, mineralni uljima 35-50 mg/l, kao 1
lipolitskih bakterija (Tributirin) i ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija (MSWYE+TTC)
prema ukupnim ugljovodonicima u intervalu 125-210 mg/l, odnosno, mineralni uljima 15-
35mg/l. Grani¢na vrednost tolerancije aktivnosti fosfataza prema ukupnim
ugljovodonicima je u intervalu 40-80 mg/l, odnosno, mineralnim uljima 15-35 mg/1.

sistem za ex-situ tretman je omoguéio porast brojnosti ugljovodonik-oksidujucih i
lipolitskih bakterija u tretiranoj vodi,

vrednost BPKs se znafajno smanjuje primenjenim tretmanom (67-79 %) - koeficijent
brzine uklanjanja supstrata, k, iznosi 7,2* 107 dan’,

do uklanjanja ugljovodonika doslo je samo u toku faze III-1 (sa 15 na 10 mg/1 pri vremenu
zadrzavanja od 24 ¢asa), dok pri ve¢em protoku (vreme zadrzavanja manje od 12 Casova,
faze I11-2 i I1I-3) ugljovodonici se ne uklanjaju.
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5. ZAKLJUCAK

ZemljiSte zagadeno naftom i derivatima usled bombardovanja Rafinerije nafte Novi
Sad predstavlja opasnost za ljude i uopste zivi svet i stalni je izvor zagadenja podzemnih
voda, te je neophodno izvrSiti sanaciju zagadenog lokaliteta. U podzemnoj vodi izvorisSta
Ratno ostrvo detektovani su ugljovodonici i mineralna ulja. Sprovedeno je ispitivanje
kvaliteta podzemnih voda lokaliteta da bi se utvrdilo da li podzemna voda izvoriSta poseduje
autopurifikacionu mo¢, odnosno, da li teCe proces prirodne bioremedijacije pod dejstvom
abioti¢kih 1 bioti¢kih faktora sredine, da bi definisali da li pasivna bioremedijacija moze
uspesno da ukloni zagadenje. Dalje, ispitana je tehnicka bioremedijacija zemljista i podzemne
vode zagadenih naftom i derivatima nafte na laboratorijskom postrojenju u cilju dobijanja
preliminarnih saznanja potrebnih za projektovanje bioremedijacije in-situ na ugrozenom
lokalitetu radi poboljSanja postignutih efekata pasivne bioremedijacije.

Prac¢enjem podzemnih voda grani¢ne zone izvoriSta Ratno ostrvo i Rafinerije nafte
utvrdeno je sledece:

e registrovane su vise koncentracije ugljovodonika u grani¢noj zoni nego u zaledu izvorista:
najvise vrednosti za ukupne ugljovodnike su registrovane u bunarima barijere: Bhz-5, Bhz-
7 1 Bhz-8, kao i u pijezometrima u Rafineriji: Mp-1, Mp-2, Mp-3, Mp-4, Mp-6, Md-6, Md-
7 1 Pjc-1, Sto ukazuje na moguci pravac prodora zagadenja;

e uocava se trend opadanja udela mineralnih ulja u ukupnim ugljovodonicima, §to ukazuje
na intenziviranje procesa transformacije mineralnih ulja u polarna jedinjenja, odnosno na
pojavu procesa samoprecis¢avanja, tj. prirodne bioremedijacije;

e dominantnu mikrofloru ¢ine fakultativni oligotrofi kao fizioloSka grupa, $to upucuje na
zadovoljavajuce procese samoprecis¢avanja vode;

e vodu svih bunara hidraulicke barijere karakterisalo je prisustvo lipolitskih i
ugljovodonikoksidujuc¢ih bakterija; visoka zastupljenost lipolitske mikroflore posredno
ukazuje da postoji moguénost mikrobioloske degradacije takvog supstrata;

¢ u vodi vecine prac¢enih objekata uocene su, uglavnom pozitivne, eksponencijalne i linearne
funkcionalne zavisnosti bakterijske brojnosti od koncentracije ugljovodoni¢nog zagadenja,
sa veoma visokim koeficijentima determinacije, za sledece grupe bakterija: ugljovodonik-
oksidujuée (MSWYE i MSWYE+TTC) i lipolitske bakterije (R*>0,80), kao i bakterije
detektovane na niskonutritivnoj R2A podlozi (R* > 0,90); kao i za indeks fosfatazne
aktivnosti, kao glavni pokazatelj prisutnog biodegradabilnog zagadenja (R* > 0,80);

e uoceni su slucajevi da sa porastom koncentracije ugljovodonika eksponencijalno ili
linearno opada brojnost bakterija i to sa visokim koeficijentima determinacije (uglavnom
>0,90), iako nisu prisutne visoke koncentracije ukupnih ugljovodonika -pretpostavka je da
su drugi ¢inioci uticali na smanjenje broja bakterija, kao $to je eventualni priliv toksi¢nih
komponenti zajedno sa prilivom ugljovodonika;

e dobijene korelacije ukupnih ugljovodonika i bakterijske brojnosti i aktivnosti dobijene su
za koncentracije ukupnih ugljovodonika < 400 pg/l (najéesce < 200 pg/l).
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Moze se zakljuciti da:

u podzemnoj vodi grani¢ne zone izvorista Ratno ostrvo i Rafinerije nafte Novi Sad prisutan
je proces pasivne bioremedijacije, odnosno, na pojavu ugljovodoni¢nog zagadenja u vodi
sredina odgovara povecanjem brojnosti, pre svega, ugljovodonik-osidujucih 1 lipolitskih
bakterija 1 bakterijske enzimatske aktivnosti, i dolazi do transformacije mineralnih ulja u
polarna jedinjenja,

visok nivo podzemnih voda kao i pojava spiranja zagadenja padavinama, odnosno,
prisustvo dela zagadenja u gornjim slojevima adsorbovanog na huminskim materijama i
glini ukazuje nam na moguénost primene fitoremedijacije navedenog podrucja, jer je deo
zagadenja dostupan korenskom sistemu.

Ispitivanjem tehnicke bioremedijacije zemljista i podzemne vode zagadenih naftom i

derivatima nafte na laboratorijskom postrojenju utvrdeno je sledece:

obe tehnike primenjene za dopremanju kiseonika u podzemnu vodu, nalivanje aerisane
vode po povrsini zemljista i ubacivanje magnezijum-peroksida, su pokazale podjednaku
efikasnost - koncentracija rastvorenog kiseonika se uglavnom kretala oko 0,5 mg/l:
prednost primene nalivanja aerisane vode je u tretmanu vode u aeratoru, gde, pored
obogacivanja vode kiseonikom, dolazi do izdvajanja gvozda ¢ime se smanjuje mogucénost
zacepljenja zemljiSta, 1 dolazi do biodegradacije zagadenja i gajenja mikroorganizama radi
nalivanja po povrSini zemljiSta; prednost primene magnezijum-peroksida je u niZim
troSkovima u odnosu na troskove aeracije vode, kao 1 u nedostatku potrebe za
recirkulisanjem vode zbog prirodnog kretanja podzemne vode;

aeracije i oksidacije vode u aeratoru (i bioreaktoru) prelazi u trovalentni oblik koji se talozi
u obliku hidroksida na povrSini zemljiSta na mestu nalivanja vode - neophodan je dobar
nacin odvajanja oksidovanog gvozda, $to je postignuto primenom taloznika nakon
bioreaktora;

postoji problem kolminiranja nalivnog sistema i treba unaprediti tehnologiju u cilju
prevazilazenja ovog problema;

u toku III varijante dolazi do opadanja koncentracije ukupnih ugljovodonika u zemljiStu sa
38,2 na 14,6 g/lkg i mineralnih ulja sa 27,0 na 10,2 g/lkg (62%), Sto se moze definisati
jednacinom:

C=Coc™,

gde je k - konstanta brzine degradacije ugljovodonika, k=0,0082 dan, koeficijent
determinacije, R*>0,97;

gasnohromatografskom kvalitativnom analizom zemlje u toku eksperimenta uoceno je da
su normalni alkani manje postojani 1 da dolazi do njihove transformacije 1 degradacije, dok
su razgranati ugljovodonici postojaniji, naroCito tetrametil-derivati penta- i heksadekana - u
vodi je prisutan veliki broj karboksilnih kiselina nastalih oksidacijom alkana (C10-19), kao
1 aromata (benzoeva kiselina, kao i benzaldehid), $to ukazuje na proces biooksidacije
ugljovodonika;

dolazi do distribucije zagadenja u vodenoj fazi: proces rastvaranja i emulgovanja se
pospesuje uvodenjem recirkulacije vode - za date eksperimentalne uslove odreden je
koeficijent ispiranja, f=1400 s/m, difuzioni koeficijent, Ko=6*10" (pri v=0m/s), i
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jednacina zavisnosti koncentracije ugljovodonika u vodenoj fazi od koncentracije u ¢vrstoj
fazi, zavisno od brzine proticanja: Cyoaa=(f X v + Ko)C emija;

e pri kontaktu 1780 kg zemlje sa 1401 vode difuzijom se rastvara 0,05 °/,, prisutne nafte
(46 mg/kg nafte), a pri maskimalnom primenjenom protoku 2,6 %, Sto znaci da se
primenom tehnike ispumpaj-i-tretiraj moze isprati veoma mala koli¢ina nafte iz zemlji$ta;

e brojnost bakterija u zagadenoj zemlji je izuzetno velika - organotrofa, fakultativnih
oligotrofa 1 lipolitskih bakterija ima nekoliko milijardi, dok ugljovodonik-oksidujucih
bakterija ima od nekoliko desetina do nekoliko stotina miliona po gramu suve zemlje,
medutim, dolazi do znacajnog, eksponencijalnog, opadanja brojnosti ispitivanih grupa
bakterija - evidentna je dominacija toksi¢nog delovanja nafte na bakterije u zemlji, $to je
favorizovano desorpcijom nafte i ve¢om biodostupnos$¢u rastvorene i emulgovane nafte
(povecanje vlaznosti sa 4 na 15-20 %, prisustvo povrSinski aktivnih materija, porast
koncentracije ugljovodonika u vodenoj fazi);

e postoji, uglavnom linearna, povremeno eksponencijalna, funkcionalna zavisnost izmedu
svih ispitivanih grupa bakterija, $to ukazuje, s jedne strane, da su pojedine bakterije
detektovane unutar viSe grupa, odnosno pokazuju razliite osobine, jer se prilagodevaju
ekstremnim uslovima sredine, a sa druge strane, ukazuje na njihovu interakciju u zZivotnoj
sredini - produkti metabolizma ugljovodonik-oksidujuéih bakterija sluze kao supstrat za
razvoj lipolitskih bakterija;

e pri koncentracijama ugljovodonika detektovanim u podzemnim vodama lokaliteta Ratno
ostrvo (< 0,4 mg/l) utvrden je porast broja bakterija i bakterijske aktivnosti sa porastom
koncentracije ugljovodonika, medutim, koncentracije ugljovodonika prisutne u vodi
laboratorijskog reaktora su znatno viSe (ukupni ugljovodonici >20 mg/l 1 mineralna ulja
>2,5 mg/l) i sa porastom koncentracije ugljovodonika generalno opadaju brojnosti svih
ispitivanih grupa bakterija 1 bakterijske aktivnost - uocene su funkcionalne zavisnosti
izmedu bakterijske brojnosti i koncentracije ugljovodoni¢nog supstrata i odredena je
grani¢na vrednost tolerancije organotrofa, fakultativnih oligotrofa, lipolitskih bakterija
(TWEEN) i ugljovodonik-oksiduju¢e bakterija (MSWYE) prema ukupnim
ugljovodonicima u intervalu 80-125 mg/l, odnosno, mineralnim uljima 35-50 mg/l, kao i
lipolitskih bakterija (Tributirin) i ugljovodonik-oksidujuc¢ih bakterija (MSWYE+TTC)
prema ukupnim ugljovodonicima u intervalu 125-210 mg/l, odnosno, mineralnim uljima
15-35 mg/l. Grani¢na vrednost tolerancije aktivnosti fosfataza prema ukupnim
ugljovodonicima je u intervalu 40-80 mg/l, odnosno, mineralnim uljima 15-35 mg/I;

e u podzemnoj vodi u toku II varijante brojnost ugljovodonik-oksiduju¢ih bakterija
detektovanih na Tauson podlozi (koncentracija mineralnih ulja >25 mg/l) i u toku III
varijante brojnost ugljovodonik-oksidujucih bakterija detektovanih na podlogama MSWYE
i Tauson+TTC (koncentracija ukupnih ugljovodonika 10-30 mg/l, a mineralnih ulja
< 10 mg/l) raste sa povecanjem koncentracije ugljovodonika, Sto ukazuje da je data grupa
bakterija adaptirana da podnese vise koncentracije ugljovodonika od ostalih grupa

e sistem za ex-situ tretman je omogucio porast brojnosti ugljovodonik-oksidujucih i
lipolitskih bakterija u tretiranoj vodi,

e vrednost BPKs se znacajno smanjuje primenjenim tretmanom (67-79 %) - koeficijent
brzine uklanjanja supstrata, k, iznosi 7,2*107 dan™,

¢ do uklanjanja ugljovodonika doslo je samo u toku faze III-1 (sa 15 na 10 mg/I pri vremenu
zadrzavanja od 24 ¢asa), dok pri ve¢em protoku (vreme zadrzavanja manje od 12 ¢asova,
faze I11-2 1 III-3) ugljovodonici se ne uklanjaju.
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Ispitivanjem je ukazano da pasivna bioremedijacija uklanja zagadenje iz sloja koji je
kontaminiran naftom i derivatima. Dobijene su korelacije izmedu koncentracije ukupnih
ugljovodonika i broja bakterija koje ukazuju da proces bioremedijacije tece do koncentracije
ugljovodonika <400 pg/l. Proces ispiranja nafte i derivata sa zemlje znacajno utie na
aktivnost mikroorganizama i razgradnju zagadenja. Proces ispiranja se mora voditi tako da
koncentracija mineralnih ulja u vodenoj fazi ne treba da prede 15-35 mg/l, a kad se postignu
koncentracije ugljovodonika manje od 400 pg/l prepustiti pasivnoj bioremedijaciji da ukloni
zagadenje.
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Prilog 2a. Niro podzemnih voda ispod nivea th u zoni hidraulicke harifjere
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Prilog 2b. Nivo podzemnih voda ispod nirea tla u graniinej zoni Rafinerije
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Prilog 3. Koncentracija ukupnih ugljovodonika i mineralnih ulja u podzemnim
vodama lokaliteta Ratno ostrvo u periodu VIII 2002.-11 2006.
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Prilog 4a. Funkcionalne zavisnosti izmedu ispitivanih grupa bakterija u zemlji na
mernim mestima I-III (ORG - organotrofi, FO — fakultativni oligotrofi, L(TW) — lipoltske
bakterije (podloga TWEEN), L(TR) — lipolitske bakterije (podloga tributirin), UOMS) —
ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije (podloga MSWYE), UO(TA) - ugljovodonik-oksidujuce
bakterije (podloga Tauson))
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Prilog 4b. Funkcionalne zavisnosti izmedu ispitivanih grupa bakterija u zemlji na

mernom mestu S (ORG — organotrofi, FO — fakultativni oligotrofi, L(TW) — lipoltske bakterije
(podloga TWEEN), L(TR) — lipolitske bakterije (podloga tributirin), UO(MS) — ugljovodonik-
oksidujuée bakterije (podloga MSWYE), UO(MT) — ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije (podloga
MSWYE+TTC), UO(TA) — ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije (podloga Tauson), UO(TT) —
ugljovodonik-oksidujuce bakterije (podloga Tauson+TTC)
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Prilog 4c. Funkcionalne zavisnosti izmedu ispitivanih grupa bakterija u podzemnoj vodi

u reaktoru (ORG — organotrofi, FO — fakultativni oligotrofi, L(TW) — lipoltske bakterije
(podloga TWEEN), L(TR) — lipolitske bakterije (podloga tributirin), UO(MS) — ugljovodonik-
oksidujuée bakterije (podloga MSWYE), UO(MT) — ugljovodonik-oksiduju¢e bakterije (podloga
MSWYE+TTC), UO(TA) — ugljovodonik-oksidujuce bakterije (podloga Tauson)
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Prilog 4d. Funkcionalne zavisnosti izmedu ispitivanih grupa bakterija u vodi u aeratoru
(ORG - organotrofi, FO — fakultativni oligotrofi, L(TW) — lipoltske bakterije (podloga TWEEN),
L(TR) — lipolitske bakterije (podloga tributirin), UO(MS) — ugljovodonik-oksidujuce bakterije
(podloga MSWYE), UO(TA) — ugljovodonik-oksidujuée bakterije (podloga Tauson)
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Doktorska disertacija
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Prilog 4e. Funkcionalne zavisnosti izmedu ispitivanih grupa bakterija u vodi
bioreaktora (ORG - organotrofi, FO — fakultativni oligotrofi, L(TW) — lipoltske bakterije
(podloga TWEEN), L(TR) — lipolitske bakterije (podloga tributirin), UO(MS) — ugljovodonik-
oksidujuée bakterije (podloga MSWYE), UO(TA) — ugljovodonik-oksidujuée bakterije (podloga

Tauson)
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broj karboksilnih kiselina nastalih oksidacijom alkana (C10-19), kao i1 aromata
(benzoeva kiselina, kao i benzaldehid), S§to ukazuje na proces biooksidacije
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Abstract:

This dissertation investigates the passive bioremediation of groundwater from Ratno
Ostrvo contaminated by oil and oil derivatives, and a bench-scale experiment to
improve the soil and groundwater bioremediation processes, with the goal of sanatising
the effected area.

During groundwater monitoring of the zone between the Ratno Ostrvo spring and the
Novi Sad oil refinery, a passive bioremediation process was observed, whereby, in the
hydrocarbons-contaminated water, increased counts of hydrocarbon-oxidising and
lipolytic bacteria and increasing bacterial enzyme activity were found, along with the
transformation of mineral oils to polar compounds. In water, the majority of the
monitoring points displayed either exponential or linear functionalal dependence
between bacterial count or phosphatase activity and hydrocarbon concentration, for total
hydrocarbon concentrations <400 ug/l (most often <200 pg/l). The high groundwater
level and the presence of contamination in the upper soil layers makes possible the
application of phytoremediation at the site, as part of the contamination is in the
rhyzosphere.

The bench-scale investigation of bioremediation in soil and groundwater contaminated
by oil and oil derivatives yielded decreasing concentrations of total hydrocarbons in the
soil from 38.2 to 14.6 %/kg and mineral oils from 27.0 to 10.2 g/kg (62%), which can be
described by C=Coe™, where the rate constant of hydrocarbon degradation is
k=0.0082 day.

In water, a large number of carboxylic acids were present, from the oxidation of alkanes
(C10-19) and aromatics (benzoic acid, and also benzaldehyde), which indicates a
hydrocarbon biooxidation process. The process of dissolving and emulgating the oil is
enhanced by recirculating the water: the linear relation between the concentration of
hydrocarbons in the liquid and solid phases was found to be dependent on the flow rate:
Cwater=(F*¥*v+tK()Csoi, Where the rinsing coefficient f=1400 s/m, and the diffusion
coefficient Ky=6 x 10™. The process of rinsing the oil and oil derivatives from the soil
significantly influences the microbial activity and the degradation of contaminants.
With increasing hydrocarbon concentrations, there was generally decreasing bacterial
counts and phosphatase activity, and an upper limit for hydrocarbon tolerance was
determined. The rinsing process must be controlled to ensure the mineral oil
concentration in water does not exceed 15-35 mg/l, and once the concentration of
hydrocarbons becomes less than 400ug/l, passive bioremediation may be left to
complete the degradation.
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