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MIKROORGANIZMI - BIOHIDROGEOLOSKI INDIKATORI ODABRANIH POJAVA MINERALNIH
VODA SRBIJE

Sazetak

Sa namerom definisanja hidrogeoloske uloge i znacaja mikrobioloSkog diverziteta
odabranih pojava mineralnih voda Srbije, primenom sistema biodetektora, dokazano je
prisustvo gvoZdevitih, sulfato-redukujucih, sluz-produkujucih, heterotrofnih aerobnih i
denitrifikacionih bakterija, na osnovu €ega je proracunat rizik od razvoja procesa biokorozije i
biohemijske inkrustacije, te zdravstveni rizik. Uz procenu rizika, izvedene su analize
skenirajuée elektronske mikroskopije biofilmova i hidrogeohemijsko modeliranje, te
makroskopska, otpicka i difrakciona ispitivanja naslaga inkrustacije, dok je fizicko-hemijskim
analizama utvrdena vrednost ukupne mineralizacije iznad 1 g/L, kao i poviSeni sadrzaji
odgovaraju¢ih metala i nemetala. Metabarkoding analizama mikrobioma mineralnih voda
dokazano je prisustvo razdela Proteobacteria, Bacteroidetes, Patescibacteria, Chlorflexi,
Firmicutes, Spirochaetes i Acidobacteria u veéem procentu. Pseudomonas, Limnobacter i
Rheinheimera su bili najzastupljeniji rodovi u uzorku mineralnih voda Torde, Acinetobacter i
Massilia u uzorku iz Obrenovacke Banje, Maritimimonas, Phreatobacter, Planktosalinus,
Acinetobacter, Geminocystis i Sulfuritalea u uzorku iz Lomnice, Pseudorhodobacter i
Limnohabitans u mineralnim vodama Velike Vrbnice, dok su u uzorku iz Slankamen Banje
dominirale zelene sumporne bakterije, Methylotenera, Flavobacterium, Melioribacter i
Dechloromonas. Realizovanim istraZivanjima zakljueno je da odgovarajuéi predstavnici
mikroorganizama uti¢u na starenje bunara i definiSu ekoloski status vodnih resursa, dok s
druge strane pojedini rodovi poseduju biotehnoloski potencijal u tretmanu remedijacije
kontaminiranih voda, zbog c¢ega postoji neophodnost implementacije biohidrogeologije u
okviru standardne metodike hidrogeoloskih istrazivanja.

Kljucne reci: biohidrogeologija, SEM analize, makroskopska i opticka ispitivanja, rendgenska
difrakcija praha, hidrogeohemijsko modeliranje, BART analize, metabarkoding analize

mikrobioma, fizicko-hemijske analize, starenje bunara (biokorozija, biohemijska inkrustacija i
biozarastanje), zdravstveni rizik.

Naucna oblast: Geolosko inZenjerstvo
UZa naucna oblast: Hidrogeologija

UDK: 553.7:579.68(497.11)(043.3)



MICROORGANISMS - BIOHYDROGEOLOGICAL INDICATORS OF SELECT MINERAL WATER
OCCURRENCES IN SERBIA

Abstract

The presence of iron related, sulphate reducing, slime producing, heterotrophic
aerobic and denitrifying bacteria was proved applying biodetectors, in order to define the
hydrogeological role and importance of the microbiological diversity of select occurrences of
mineral waters in Serbia. Then the biocorrosion, biochemical encrustation and health risks
were assessed. The research included scanning electron microscopy of biofilms,
hydrogeochemical modelling and macroscopic, optical and diffraction examination of the
encrustations. Physical and chemical analyses indicated total dissolved salts of more than 1
g/L and elevated concentrations of certain metals and non-metals. Metabarcoding of the
microbiomes of the mineral waters revealed the presence of a high percentage of the
Proteobacteria, Bacteroidetes, Patescibacteria, Chlorflexi, Firmicutes, Spirochaetes and
Acidobacteria divisions. Pseudomonas, Limnobacter and Rheinheimera were the most
representative genera in the mineral water sample from Torda, Acinetobacter and Massilia in
the sample collected in Obrenovacka Banja, Maritimimonas, Phreatobacter, Planktosalinus,
Acinetobacter, Geminocystis and Sulfuritalea in the sample from Lomnica, and
Pseudorhodobacter and Limnohabitans in the sample from Velika Vrbnica, while in the sample
from Slankamen Banja was dominated by green sulphur bacteria, Methylotenera,
Flavobacterium, Melioribacter and Dechloromonas. The research concludes that the respective
microorganisms cause water well aging and define the ecological status of the water
resources, while, on the other hand, some of the genera possess the biotechnological potential
for treating and remediating contaminated waters, which is a compelling reason for
implementing biohydrogeology in the standard hydrogeological research methodology.

Keywords: biohydrogeology, SEM analyses, macroscopic and optical assessment, X-ray
powder diffraction, hydrogeochemical modelling, BART analyses, metabarcoding of
microbiomes, physical and chemical analyses, well aging (biocorrosion, biochemical
encrustation and biofouling), health risk.

Scientific field: Geological Engineering
Scientific subfield: Hydrogeology
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Uvod

Na teritoriji Srbije, mineralne vode! se u odredenom obimu koriste kao stone flaSirane
vode, uz odgovarajuci opseg korisc¢enja i u balneoterapijskoj profilaksi, ¢iji trend eksploatacije
s vremenom postaje aktuelniji i u uslovima njihove primene u rekreativne i druge svrhe
(Stevanovi¢, 2011). Uticu na zdravlje ¢oveka, pa su tako znacajne za zdravstveni sistem zemlje
uopste. S druge strane, imaju narocit znacaj i u turistiCkom razvoju zemlje, Sto je posebno
izraZzeno ukoliko se uzme u obzir teritorija Srbije. Prema Stevanovic¢u (2011), rezerve
ispitivanih dve stotine trideset pojava mineralnih voda Srbije se procenjuju oko 1.000 L/s,
¢ine¢i Srbiju ujedno najperspektivnijom zemljom u regionu sa aspekta bogatstva ovog
prirodnog resursa.

Takode, mineralne vode ostvaruju i industrijsko-privredni znacaj kada sadrze korisne
hemijske elemente, odnosno soli i gasove u svom sastavu koji se odgovaraju¢im tehnoloSkim
procesima mogu dobijati iz njih, dok znacCajno mesto u Zivotu c¢oveka dobijaju i kada se
odlikuju poviSenom temperaturom, kada postaju predmet koriS¢enja u toplotno-energetske
svrhe.

Imaju¢i u vidu znacaj mineralnih voda koji se ostvaruje njihovom primenom u
svakodnevnom Zivotu Coveka, u proteklim decenijama 21. veka, u okviru geoloSkog
inZenjerstva, odnosno hidrogeologije u Srbiji, mineralne vode su bile predmet istraZivanja sa
aspekta hidrogeohemijske valorizacije esecencijalnih mikroelemenata (Stojkovi¢, 2013) i
geoloskih uslova generisanja gasa CO2 (Marinkovi¢, 2014), odnosno radioaktivnosti odabranih
pojava podzemnih (mineralnih) voda (Cuk, 2018) ili njihovog potencijalnog
hidrogeotermalnog znacaja (Petrovi¢ Panti¢, 2014).

Koliko su cCesti primeri uticaja mikrobioloskog diverziteta na kvalitet resursa
podzemnih (mineralnih) voda, ukazuju Saraba & Dimki¢ (2019a) Kkoji navode primer
Lomnicke kisele vode, koja iako distribuirana u Englesku i Francusku, usled bakterioloske
neispravnosti je 1986. godine zabranjena za ljudsku upotrebu (Proti¢, 1995). Prema
Stojadinovi¢u & Rasuli (1997), u okviru Lomnicke kisele vode detektovane su sulfato-
redukujuce klostridije i bakterije Escherichia coli. Takode, Saraba & Dimki¢ (2019a) navode i
primer Prolom Banje, u okviru koje istrazna busotina ,B-1“ se ne koristi u eksploatacione
svrhe zbog bakterioloske neispravnosti mineralnih voda (Petrovi¢ Panti¢, 2014).

O znacaju i vaZznosti higijenske ispravnosti voda govorio je joS i gréki lekar Hipokrat,
naglasavajuci prednost Cistijeg izvorSita u odnosu na tretmane remedijacije kontaminiranih
voda (Ciri¢ & Petrovié, 2017). ,0ko 42 milijarde litara flasirane vode je popijeno u Evropi u
1993. godini, sa bruto zaradom od oko 14 milijardi dolara, $to je bavljenje vodom ucinilo vrlo
unosnim biznisom“ Vasiljevi¢ et al. (1999), Sto viSe nego jasno ukazuje na ulogu vode u
svakodnevnom Zivotu coveka, odnosno, izmedu ostalog, ukazuje na znacaj kvalitativnih, tj.
mikrobioloskih svojstava vodnih resursa.

Mikroorganizmi predstavljaju biohidrogeoloske indikatore koji ukazuju na: stepen
oksi¢nosti/anoksi¢nosti sredine u kojoj se razvijaju (DBI, 2004), potencijal biozarastanja,
korozije i biohemijske inkrustacije vodozahvatnih objekta (Cullimore, 2008; Pusi¢, 2011),
prisustvo sadrzaja organskih supstanci, odnosno uzorke kontaminacije vodnih resursa (DB],
2004), higijensku ispravnost voda, odnosno njeno fekalno zagadenje (Cullimore, 1999;
Madigan et al., 2010), poreklo nekih tipova mineralnih voda (Kruni¢, 2012), te temperaturne
uslove sredine, stepen mineralizacije voda, odnosno pH vrednost sredine (Jemcev & Dukic,
2000; Dragisi¢ & Zivanovi¢, 2014), itd.

Termofilni i hipertermofilni mikroorganizmi mogu da poseduju biotehnoloSki znacaj
(Madigan et al., 2010). Tako, sojevi roda Bacillus, koji, izmedu ostalog, mogu biti prisutni u

1 Pod mineralnim vodama podrazumevaju se podzemne vode koje se na osnovu mineralizacije, opSteg
hemijskog i gasnog sastava, sadrZaja specificnih komponenti, radioaktivnih elemenata ili poveéane temperature
razlikuju od , obi¢nih“ malomineralizovanih voda, a koje se koriste za lecenje, industrijsko dobijanje pojedinih
korisnih sirovina ili za toplifikaciju i dobijanje elektri¢ne energije“ Dragisi¢ (1997).
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ekstremnim okruZenjima, predstavljaju vazan izvor antibiotika, enzima, insekticida, korisnih
bioloskih jedinjenja, itd. (Dimki¢, 2015).

Odredene biocenoze imaju ulogu u remedijaciji zagadenih voda (Ben Maamar et al,,
2015), pri Cemu sa detaljnim razumevanjem mikrobioloskih procesa u podzemnim
ekosistemima jedino je moguce primeniti odgovaraju¢i in situ tretman u skladu sa
Takode, usled sadrzaja mikroorganizama kontaminanta u mineralnim vodama mogu nastupiti
i hidri¢ne epidemije (Food Safety Authority of Ireland, 2009).

1.1 POLAZNE HIPOTEZE

Mikroorganizmi, kao ubikvitarni i kosmopolitski organizmi, rasprostranjeni su u svim
Zivotnim sredinama (Stankovi¢, 1988). Nalaze se u vodenim basenima, u vazduhu, u zemljistu,
otkriveni su u pustinjskom pesku, ugljenokopima, dubokim naftnim leZiSitima,
visokoplaninskim podrucjima, u izvoriStima termalnih voda (Jemcev & bDukié, 2000),
solfatarama, gejzirima, podmorskim hidrotermalnim izvorima, sumporovitim izvorima,
podzemnim vodama, itd. Brojnost mikroorganizama (bakterija i arheja) je najizraZenija u
podmorskim staniStima. Potom, njihova zastupljenost je najveca u podzemnim ekosistemima,
nakon Cega slede stanista predstavljena zemljiStima, okeanima, te slatkovodnim i slanim
jezerima, morskim ledom, itd. (Madigan et al, 2010). Zatupljenost mikroorganizama u
razlic¢itim tipovima ekosistema prikazana je u Tabeli 1.1.

Tabela 1.1 Distribucija mikroorganizama u okivru razli¢itih biogeosfera planete Zemlje2
(Preuzeto i modifikovano prema Madigan et al., 2010)

Staniste Proc_enat od ulfupnog broja
mikroorganizama (%)
Podmorska staniSta 66
Podzemna staniSta 26
Zemljiste 4,8
Okeani 2,2
Druga stanistaP 1,0

a - Podaci prikupljeni od strane Willam Whitman sa Univerziteta u DZordZiju, SAD, a odnose se na ukupno
definisani broj bakterija i arheja ¢ija brojnost je procenjena oko 2.5 X 1030 ¢elija ovih organizama, u kojima je
sadrzano oko 5 X 1017 grama ugljenika; b - Druga stanista podrazumevaju slatkovodna i slana jezera,
pripitomljene Zivotinje, morski led, termite, ljude i pripitomljene ptice.

Virusni i mikrobni aerosoli se mogu prenositi vazdusnim strujama na udaljenosti vece
od stotinu i hiljadu kilometara, dok se gljivicne spore mogu prenostiti na udaljenosti vece od
1.000 km. Za razliku od vazduha, u gornjim slojevima zemljista zabeleZeni su skoro svi
identifikovani mikroorganizmi do danas. Tako, u humusnom pokriva¢u do dubine od 15 cm
rasprostranjeno je i do nekoliko milijardi mikroorganizama (Jemcev & DPuki¢, 2000), cija
gustina zajednice u razli€itim tipovima zemljiSta je prikazana u Tabeli 1.2.
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Tabela 1.2 Brojnost mikroorganizama u razlic¢itim tipovima zemljista (103/1 g zemljista)
(Preuzeto i modifikovano prema Jemcevu & Dukicu, 2000)

. Ukupan broj Broj . Broj R
Dubina (cm) bakterija sporoge-l_nh aktinomiceta Broj gljiva
bakterija
Oglejno Sumsko zemljiste (tundra)

0-5 2.960 5,4 19,0 70,0
5-10 1.057 4,7 11,0 25,0
20-30 450 3,0 2,0 4,0
40-50 100 0,5 1,2 1,5
70-80 15 0,5 0 0

Sumsko podzolasto zemljiste

0-5 1.600 180 177 40,0
5-10 780 175 61 18,9
20-30 148 59 33 0,9
40-50 77 16 9 0,5
70-80 20 12 4 0,3

Cernozem

0-5 8.950 805 835 37,0
5-10 6.650 945 1.015 36,5
20-30 835 825 126 19,3
40-50 200 169 24 17,2
70-80 147 127 13 0,3

Serozem

0-5 1.500 505 780 20,0
5-10 800 350 700 12,0
20-30 560 96 360 2,4
40-50 110 69 160 0,4
70-80 90 17 150 0,2

U 1 g zemljiSta nalazi se oko 200 m hifa gljiva, milijardu bakterija, te nekoliko desetina
hiljada taksona, pri ¢emu su bakterije najzastupljenija grupa organizama, c¢ija brojnost se
procenjuje u kolonizaciji od 10® - 10° g1, dok se u zoni rizosfere nalazi viSe od 30.000
prokariota ukupne brojnosti od oko 1011 CFU g1 (Karli¢i¢, 2017). U Sumskim zemljiStima,
brojnost prokariota se procenjuje oko 4 X 107 g1, dok je njihova zastupljenost u drugim
tipovima zemljista, ukljucujuci i pustinjska i kultivisana zemljiSta oko 2 X 109 g1 (Burrows et
al,, 2009). U ukupnoj biomasi planete Zemlje, zemljiSni mikroorganizmi ucestvuju u koli¢ni od
103 - 104 kg ha1 (Karlic¢i¢, 2017).

U povrsinskim vodama, brojnost bakterija se procenjuje u kolonizaciji od 105 do 107 po
cm3, Ciji sadrZaj je, izmedu ostalog, uslovljen i koncentracijom hlorofila, a samim tim i
biomasom fitoplanktona (Burrows et al., 2009). U vodama reka i jezera, uz hemotrofe, alge i
druge organizmime, veoma Cesto su prisutni i zemljiSni heteretrofi i saprofiti (Jemcev & Dukic,
2000), a mogu biti prisutni i patogeni i koliformni mikroorganizmi (Kosti¢-Vukovi¢, 2018). U
teku¢im vodama, sadrzaj mikroorganizama se menja u zavisnosti od doticaja otpadnih voda
do uslova u okviru kojih dolazi do potpune razgradnje organske supstance. U eutrofnim
jezerima, karakteristican je poviSen sadrzaj heterotrofnih mikroorganizama, dok su u
oligotrofnim jezerima uglavnom zastupljeni autotrofi. Brojnost mikroorganizama zavisi od
koncentracije organskih supstanci, raspodele toplote, itd., pri ¢emu je zona jezerskog mulja
znatno bogatija mikroorganizmima u odnosu na vode rasprostranjene iznad.
Mikroorganizami jezerskog mulja uglavnom su psihrofili, anaerobi i heterotrofi (Jemcev &
buki¢, 2000).

Kada je re€ o marinskim mikroorganizmima, zabelezZen je njihov intenzivan razvoj u
uslovima sa sadrZajem NaCl od 1-4% (Madigan et al., 2010), pri ¢emu su u okviru morskih
staniSta posebno zastupljene vrste Pseudomonas sp., Vibrio sp. Achromobacter sp.,
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Flavobacterium sp. i Micrococcus sp. (Baharum et al., 2010). Na diverzitet planktonskih
zajednica marinskih mikroorganizama utice Sirok spektar bioti¢kih i abiotickih faktora, kao
Sto su: salinitet, temperatura, troficki status, kiseonik, dubina, teSki metali, geografska
lokalcija, uzlazne struje, cvetanje fitoplanktona, itd. (Wang et al., 2015).

Generalno, moZe se zakljuciti da su mikroorganizmi Siroko rasprostranjeni u prirodi,
gde uslovljavaju kruzni ciklus supstance i energije, ucestvuju u procesima razgradnje
organskih supstanci, doprinose stvaranju leZiSta nafte i gasa, ugljeva i drugih mineralnih
sirovina. UtiCu na razaranje stena i minerala, doprinose obogacenju zemljiSta azotovim
jedinjenjima i imaju veliku primenu u poljoprivrednoj i industrijskoj proizvodnji. Koriste se za
proizvodnju stimulatora rasta biljaka, organskih kiselina, krmnih i hranljivih belancevina,
antibiotika, aminokiselina, vitamina, enzima i sl. (Jemcev & Duki¢, 2000). Imaju ulogu u
procesima biomineralizacije (Konhauser, 2009) i doprinose jasnijem razumevanju
klimatoloskih, ekoloskih i sedimentnih uslova geoloskih epoha planete Zemlje (Mulec et al,
2015). S druge strane, patogeni mikroorganizmi su izazivaci oboljenja ¢oveka, zbog Cega mogu
nastati epidemije prenosivih bolesti (Madigan et al., 2010).

1.1.1 Mikroorganizmi u podzemnim (mineralnim) vodama

Dugo vremena se smatralo da su mikroorganizmi rasprostranjeni do dubina od 100 m
u okviru Zemljine kore (Griebler & Lueders, 2009; Madigan et al., 2010). Pretpostavljalo se da
dublji delovi vodonosnika bivaju izolovani od povrsinskih uticaja kontaminacije, kao rezultat
infiltracije povrSinskih voda kroz porozne slojeve ili usled postojanja povlatnih
vodonepropusnih barijera (De Giglio et al., 2016), ¢ime staniSta podzemnih voda bivaju
izuzeta iz ,lanca kontaminacije“. Medutim, pojavom (razvojem) stalnih hidri¢nih infekcija,
prethodne tvrdnje su se pokazale kao nedovoljno pouzdane (Keesari et al., 2015).

Danas je poznato da podzemne vode predstavljaju staniSta jedinstvenog
mikrobioloSkog diverziteta (Griebler & Avramov, 2015), uglavhom predstavljenog
bakterijama i arhejama, uz koje su rasprostranjene i gljive i protozoe (Griebler & Lueders,
2009; Saraba & Kruni¢, 2017a). U okviru domena bakterija, zajednice Gram-negativnih
predstavnika predstavljaju vaznu grupu mikroflore podzemnih voda (Chapelle, 2000), dok su
u dubljim delovima litosfere posebno zastupljeni litotrofni mikroorganizmi (Griebler &
Lueders, 2009).

Brojnost mikroorganizama podzemnih staniSta procenjuje se u kolonizaciji od 103 do
108 po mL podzemne vode ili po gramu sedimenta (Pedersen, 2000). Osnovne razlike
podzemnih ekosistema u poredenju sa povrSinskim staniStima podrazumevaju nedostatak
lako dostupnog organskog ugljenika i odsustvo fotosintetickih procesa (Griebler & Lueders,
2009), odnosno ultra-oligotrofne ekosisteme sa odsustvom zahteva za alohtonim unosima
energije i hemosintezom. Prisustvo akceptora i donora elektrona, izvora ugljenika i hranljivih
supstanci je od sustinskog znacaja za razvoj mikroorganizama podzemnih stanista. Brze stope
prometa rastvorenih slobodnih aminokiselina i ugljenih hidrata ukazuju da su ova jedinjenja
generalno vazni izvori azota, ugljenika i energije heterotrofnih mikroorganizama podzemnih
voda (Karwautz, 2015).

U ekosistemu podzemnih voda zastupljena su dva tipa metabolizma mikroorganizama.
Tako, hemolitoautorofni mikroorganizmi koriste ugljen-dioksid kao izvor ugljenika za
obavljenje procesa biosinteze i dobijaju energiju na racun oksidacije neorganskih jedinjenja.
Mnoge eubakterije i arheje pripadaju ovom tipu metabolizma. Mogu da Zive u vodama koje
karakteriSe odsustvo organskog ugljenika, kao Sto su Cesto mineralne i termalne vode.
Hemoorganoheterotrofni organizmi neophodnu energiju za obavljanje Zivotnih aktivnosti
dobijaju na racun oksidacije organskih supstanci (katabolizam). Takode, zavise od sadrzaja
organskog ugljenika, budu¢i da im je potreban u okviru biosinteze Celijskog materijala. Sve
protozoe, velina bakterija, kao i Zivotinje i gljive pripadaju ovom tipu metabolizma
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(Goldscheider et al., 2006). Na Slici 1.1 prikazana su dva glavna tipa metabolizma
mikroorganizama podzemnih voda.

Hemoorganoheterotrofni metabolizam
Izvor ugljenika: Biosinteza
> ——————————————p Biomasa — = s A
Organske supstance Anabolizam Hemolitoautotrofni metabolizam
Izvor ugljenika: Biosi
Izvor energije: Stvaranje energije o, ———— —_— <o, lOSIn.teza B - i
. Organske supstance (katabolizam) Analiofizam
Akceptor elektrona: b
Redukovane o
S Izvor energije: i
(=oksidans) supstance _lzvor energlje: Oksidovane
— supstance
aerobni: 0 [——— | HO
= | anaerobni: NO; (— | NyNHS N/NH | 5 | NO,
E Mno, (| Mn* Mn* | o [ MnO,
P 2+ 2+
o FeOOH | | Feo" Fe | | FeOOH
SO |— | HS HS | 5 |S0%
o, | — | CH  —— CHy | — 5 | CO;
fermentacija: orgsup. 5 | prostiji organski molekuli Stvaranje energije
(katabolizam)
I Akceptor elektrona
preferencijalan: g, H,0

Slika 1.1 Shematski prikaz metabolizma mikroorganizama podzemnih voda (Preuzeto i
modifikovano prema Goldscheider et al., 2006)

Distribucija mikroorganizama u okivru Zemljine kore doseZe dubine od stotinu i
hiljadu metara (Griebler & Avramov, 2015), pri ¢emu su mikroorganizmi rasrpostranjeni do
dubina od najmanje 3 km ukoliko do tih dubina zaleZu i podzemne vode (Madigan et al,,
2010). Budu¢i da podzemne ekosisteme karakterise niska koncentracija organskog ugljenika,
opstanak mikroorganizama zavisi od oksido-redukcionih reakcija neorganskih supstanci (Ben
Maamar et al., 2015). Ucestvujuci u oksido-redukcionim procesima, mikroorganizmi uti¢u na
hemijski sastav podzemnih voda, dekompoziciju minerala u izdani, migraciju metala i
organskih jedinjenja, te doprinose geoloSkoj sekvestraciji gasova sa efektom staklene baste
(Flynn et al,, 2013). Uticaj mikroorganizama na hemijski sastav podzemnih voda najbolje
opisuje matabolicka aktivnost roda Geobacter koji redukuje trovalentno gvozde u dvovalentno
stanje (Madigan et al, 2010). U mikroflori podzemnih voda uglavnom je karakteristicno
postojanje viSe razlicitih biocenoza, buduc¢i da preovladuje odgovarajuci stepen koegzistencije
izmedu razlic¢itih mikroorganizama. Tako je dokazano prisustvo bakterija koje ucestvuju u
procesima denitrifikacije i redukcije gvozda i sulfata u izdani u blizini ,Cerro Negro” (Novi
Meksiko, SAD), pri ¢emu je kao dominantni oblik ,disanja“ bila utvrdena redukcija sulfata
(Flynn et al,, 2013).

Brojnost mikroorganizama u nezagadenim podzemnim vodama procenjuje se u
kolonizaciji od 102 do 108 po mL vode (Madigan et al., 2010), uz koje u podzemnim vodama
moZe biti prisutna i metazoanska fauna (Griebler & Avramov, 2015). Posebno je izraZen uticaj
mikroorganizama u aluvijalnim i karstnim tipovima izdani (Ciri¢ & Petrovi¢, 2017), pri
¢emuje poznato da mikroorganizmi u karstnim vodama ucestvuju u geohemijskim procesima,
kao Sto su taloZenje i rastvaranje minerala (Goldscheider et al., 2006). U Tabeli 1.3 prikazana
je brojnost mikroorganizama u razli€itim zonama podzemnih stanista.
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Tabela 1.3 Brojnost mikroorganizama u razli¢itim zonama podzemnih stanista
(Preuzeto i modifikovano prema Griebler & Lueders, 2009)

Mikroorganizmi Staniste Kontaminacija ,Br_(_)] nosf
(¢celije cm3)
Karatne \.IOd.e ivode Ne 102-105
pecinskih sistema
Sedll.merlltl iz voda Ne 104108
pecinskih sistema
Vode granitskih i 2105
bazalatnih sistema Ne 10%-10
Bakterije Podzemne vode Ne 103-106
Da 103-107
Podzemne vode - Ne 105-108
zasiceni porozni o
sedimenti Da do 10
Ne 10%-108
Zona aeracije Do 20% od
Arheje ) Ne, moguéeida | ukupnog broja
Celija
2
Podzemne vode Ne do 105
Heterotrofni Da do 10
s Podzemne vode - Ne 103-105
bicari zasiceni porozni
 boro Da do 108
sedimenti
Amebe Podzemne vode Da, moguce i ne 10--101
Ciliates - Podzemne vode o 1100
Protozoe plitkih vodonosnih ba, moguce i ne 107-10
Heliozoa horizonata Ne 10-1-100

U mikroflori podzemnih ekosistema, identifikovani mikroorganizmi uglavnom su
priblizni vrstama svojstvenim staniStima povrsinskih ekosistema (Madigan et al., 2010), u
okviru kojih su detektovani predstavnici mangan-, gvozde- i sumpor-redukujucih, kao i
metanogenih, acetogenih i brojnih drugih bakterija (Pedersen, 2007). Posebno su znacajne
gvozdevite bakterije koje su gotovo uvek prisutne kada postoji rastvoren kiseonik i kada su
lokalni sadrzaji gvoZda u rastvorenom stanju iznad 0,2 mg/L (KneZi¢, 2012). Obuhvataju
jednocelijske bakterije, nitaste bakterije, mikoplazme, fleksibakterije i cijanobakterije (Jemcev
& buki¢, 2000). U okviru gvozdevitih bakterija, moguce je razlikovati gvozde-oksidujuce (na
primer, Gallionela, Leptothrix, itd.) i gvoZde-redukujuce bakterije (na primer, Geobacter,
Schewanella) (Majki¢, 2013). Prema Cullimore (1999), prilikom testiranja uzoraka podzemnih
voda u Saskacevanu u Kanadi oko 95% testiranih uzoraka pokazalo se kao pozitivno na
prisustvo gvozdevitih bakterija, u okviru kojih su bili dominantni rodovi Crenothrix,
Sphaerotilus, Leptothrix i Gallionela.

Kao sastavni deo mikroflore podzemnih voda mogu biti prisutne i sumporne bakterije.
Generalno, mogu se podeliti na slede¢e grupe: i) sulfato-redukujuce bakterije (rodovi:
Desulfovibrio, Desulfotomaculum), ii) sumpor-redukujuée bakterije (rod: Desulforomonas), iii)
sumpor-oksidujuce bakterije (rod: Thiobacillus) i iv) bezbojne sumporne bakterije (rodovi:
Beggiatoa, Thiotrix) (Cullimore, 1999). Sulfato-redukujuce bakterije predstavljaju jedinstvenu
grupu organizama, buducdi da za Zivotne aktivnosti koriste vodonik, a ne kiseonik (DBI, 2004).
Kao donor elektrona, sulfato-redukujuce bakterije koriste rastvoreni organski ugljenik, dok
sulfate koriste kao akceptor elektrona. Potom nastaje neorganski ugljenik i vodonik-sulfid
(Obradovi¢ et al., 2012). Takode, ove bakterije mogu da koriste i azot ili amonijumove soli
(Kushkevych, 2019). Sulfato-redukujuce bakterije razvijaju se u sredinama sa redoks
potencijalima od -200 mV do +50 mV, pri ¢emu su dominantni anaerobi (Cullimore, 1999).
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Dele se na dve grupe: sporogene (rod Desulfotomaculum) i asporogene (rod Desulfovibrio).
Takode, mogu da razlazu naftne prozvode, uticu na zagadenje industrijskog gasa
sumporvodonikom, te mogu da doprinose i stvaranju sulfidnih ruda (Jemcev & buki¢, 2000).
Redukcija sulfata do sumpora u prisustvu bakterija Desulfovibrio moZe se predstaviti u
slede¢em obliku (Dimki¢ & Knezi¢, 2012):

S042 + 8H* + 8e > 4 H20 + Sz (1.1)

Osim u anaerobnim sredinama, sulfato-redukujuce bakterije mogu da opstaju u
aerobnim uslovima, odnosno u tzv. ,dZepovima“ gde vladaju lokalno anoksi¢ni uslovi. Tada je
njihov Zivot u simbiozi sa drugim aerobnim bakterijama, budu¢i da moraju biti zasticene od
direktnog kontakta sa kiseonikom. Tako, opstanak sulfato-redukujucih bakterija omogucavaju
sluz-produkujuée vrste, pri cemu formirana sluz utice na formiranje anaerobnih uslova u
niSama ispod naslaga sluzi, u kojima se razvijaju anaerobne vrste (Majki¢, 2013). Takode, i
drugi autori ukazuju na Cesto prisustvo vrsta sulfato-redukujuc¢ih bakterija ispod oker naslaga
(Obradovi¢ et al., 2012). Sumpor-redukujuce bakterije ucestvuju u redukciji elementarnog
sumpora (Jemcev & Duki¢, 2000), koji se redukuje do vodonik-sulfida na slede¢i nacin (na
primer, metabolickom aktivno$éu bakterije Desulfuromonas acetoxidans) (Madigan et al.,
2010):

SO+ 2H - H2S (1.2)

S druge strane, sumpor-oksidujuc¢e bakterije (rod Sulfolobus) ucestvuju u procesima
oksidacije elementarnog sumpora (Jemcev & Puki¢, 2000), te mogu da imaju primenu u
procesu bioluZenja (Jeremi¢, 2013). U podzemnim vodama mogu biti prisutne i
denitrifikacione bakterije (Pedersen, 2007). Usled aktivnosti denitrifikacionih bakterija dolazi
do razlaganja organskih supstanci, ¢ime mogu nastati zagaduju¢e supstance koje su
podjednako ili ¢ak viSe toksi¢ne od prvobitnih kontaminanata. Ove bakterije redukuju nitrate
do nitrita, a neke vrste nastavljaju sa nitrifikacijom do gasovitog N2 (potpuna denitrifikacija).
Veliki broj denitrifikacionih bakterija ne u¢estvuje u potpunoj denitrifikaciji. Njihovo ucesce je
delimi¢no kontrolisano dostupnos¢u nitrata, nitrita ili azotnih oksida. Jedna od najvecih grupa
denitrifikacionih bakterija su bakterije entericnog tipa, koje podrazumevaju i koliformne
bakterije (DBI, 2004). Zapravo, nitrati (NO3°) i nitriti (NO2") su rezultat bakterijske oksidacije
azota, pri cemu se u anaerobnim uslovima NOs- bakterioloSkom aktivnosc¢u redukuje do NOz;,
dok u uslovima sa niskim sadrZajem kiseonika odvija se proces denitrifikacije NO2- do
gasovitog N2 (Laketi¢, 2017). Proces denitrifikacije se moZe predstaviti slede¢om relacijom
(KneZevi¢, 2015):

NOs-— NO2— NO + N20 — N2 (1.3)

Neki od glavnih rodova bakterija koji ucestvuju u procesu denitrifikacije su:
Actinomyces, Aeromonas, Campylobacter, Bacillus, Thiobacillus, Vibrio, Bacteroides, Clostridium,
Enterobacter, Staphylococcus, Streptomyces, Citrobacter, Eubacterium, Flavobacterium,
Escherichia, Halococcus, Halobacterium, Mycobacterium, Serratia, Shigella, Salmonella,
Spirillum, itd. (DBI, 2004). Takode, u procesu denitrifikacije mogu da ucestvuju i sledeci
rodovi: Xanthomonas, Achromobacter, Gallionella, Halobacterium, Hyphomicrobium,
Janthinobacterium, Halomonas, Neisseria, Propionibacterium, Rhodobacter, Thiobacillus,
Rhizobium, Thiosphaera, Vibrio, itd. (Vidakovi¢, 2019). Takode, u procesu denitrifikacije mogu
da ucestvuju i gvozdevite bakterije roda Leptothrix, te predstavnici sluz-produkujucih
bakterija: Pseudomonas, Proteus, Zooglea, Micrococcus, itd. Takode, proces denitrifikacije, osim
u anaerobnim, moZe se odvijati i u kiseoni¢nim uslovima, kada se naziva ko-respiriraju¢om
denitrifikacijom i uglavnom se vezuje za vrste roda Pseudomonas (Majki¢, 2013). U Tabeli 1.4
prikazani su neki predstavnici denitrifikacionih bakterija.
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Tabela 1.4 Pregled odabranih poptunih i nepotpunih denitrifikatora (Preuzeto od:
Vidakovi¢, 2019)

Potpuni denitrifikatori Nepotpuni denitrifikatori
Achromobacter xylosoxidans Alcaligenes denitrificans
Pasteurella spp. Aeromonas hydrophila

Pseudomonas aeruginosa Agrobacterium radiobacter

Pseudomonas pickettii Vibrio fluvialis
Aeromonas samonicida
Pseudomonas stutzeri Enterobacter intermedium
Citrobacter freundii

Bakterije roda Archromobacter, Bacillus, Pseudomonas i Micrococcus su denitrifikacione
fakultativne heterotrofne bakterije, te mogu da se razvijaju u aerobnim i anaerobnim
uslovima (KneZevi¢, 2015), u okviru kojih su Pseudomonas bakterije najaktivnije
denitrifikacione bakterije u vodenim stanistima i zemljiStima, medu kojima su najefikasnije
sledete vrste: P. mendocina, P. aeruginosa, P. lemoignei, P. mallei, P. perfectomarinus, P.
picketiii, P. fluorescens, P. stutzerli, itd. (Vidakovi¢, 2019). Prisustvo nitrifikacionih bakterija
ukazuje na generisanje znacajnih koli¢ina nitrata u vodama, tj. na poslednju fazu aerobne
razgradnje organskih supstanci bogatih azotom, pri ¢emu produkcija nitrata moZe biti
uzrocnik higijenske neispravnosti voda (DBI, 2004). Ove bakterije oksiduju amonijak do
azotaste Kkiseline (prva faza nitrifikacije) (rodovi: Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosomonas,
Nitrosolobus i Nitrosovibrio), da bi u drugoj fazi nitrifikacije oksidovale azotastu kiselinu do
azotne (rodovi: Nitrococcus, Nitrobacter i Nitrospira) (Jemcev & Buki¢, 2000):

NHa* + 1= 02— NOz + H20 + 2H* (prva faza nitrifikacije) (1.4)
NOz +~ 02— NOs (druga faza nitrifikacije) (1.5)

U izdanima mogu biti prisutne i silikatne bakterije (Vasanthi et al., 2018), koje uti¢u na
fizicko-hemijska svojstva podzemnih voda (na primer, vrsta Bacillus circulans) generisanjem
fulvo i huminskih kiselina (DragiSi¢ & Polomci¢, 2009; Dragisi¢ & Zivanovi¢, 2014). Takode,
moguce je i prisustvo metanogenih bakterija (Jabtonski et al., 2015), koje mogu da imaju
prakticnu primenu, budué¢i da proizvode gas metan (Jemcev & Duki¢, 2000). Ujedno,
metanogene bakterije mogu da indukuju razvoj procesa biokorozije (Tasi¢ et al., 2016). Na
Slici 1.2 prikazan je zapaljivi gas metan proizveden od strane metanogenih bakterija.
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Slika 1.2 Biogoriva (Preuzeto od: Madigan et al., 2010)*

*Demonstrativni ekspiriment u kome je prirodni gas (metan) koji prizvode metanogeni mikroorganizmi
zapaljen.

U podzemnim vodama zabeleZzene su slede¢e klase mikroorganizama:
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria i Deltaproteobacteria, kao i
razdele: Firmicutes, Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria, OD1 i Nitrospirae, pri
cemi su identifikovani mikroorganizmi bili povezani sa biogeohemijskim procesima
redukacije sulfata, oksidacije metana, nitrifikacije, transofrmacije arsena, itd. (Sonthiphand et
al., 2019). Takode, u mikroflori podzemnih voda uobicajne su bakterije roda Pseudomonas,
kao i bakterije roda Acinetobacter i roda Alcaligenes. Ostale grupe, poput Caulobacter,
Cytophaga, Flexibacter i Flavobacteria uglavnom su zastupljene u izdanima plitkih
vodonosnih horizonata (Food Safety Authority of Ireland, 2009). Osim patogenih
pseudomonada, u podzemnim vodama zabeleZeno je i prisustvo drugih patogenih bakterija: E.
coli, Clostridium, Campylobacter, Rhodococcus coprophilus, Enterococci, Arcobacter, fekalne
streptokoke i sulfito-redukujuéa Clostridia, Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, S.
typhimuriumi Salmonella, kao i prisustvo virusa (koksaki virus, poliovirus, hepatitis A i E,
rotavirus, norovirus, itd. (Kumar et al, 2014). Treba imati u vidu da su navedeni
mikroorganizmi samo neki od patogenih predstavnika u podzemnim ekosistemima, cija
brojnost i uslovi opstanka su detaljno opisani u Poglavljma 1.1.1.3i 1.1.1.4.

Ekosisteme podzemnih voda odlikuje hidroloska, hidrohemijska i geoloSka
hetereogenost sredine (Griebler & Lueders, 2009), od cega zavisi distribucija
mikroorganizama i stepen njihove biohemijske aktivnosti (Goldscheider et al.,, 2006), cija
raspodela u okviru povrsinskih i podzemnih ekosistema je prikazana na Slici 1.3.
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Slika 1.3 Shematski prikaz ekosistema povrsSinskih i podzemnih voda (Preuzeto i
modifikovano prema Griebler & Lueders, 2009)*

*Smer filtracije voda prikazan je strelicama na slici, kao i vreme zadrZavanja vode u posmatranoj geoloskoj
sredini. Krugovi na slici sugeri$u na razli¢ite zone podzemnih stanista, dok je uglastim zagradama prikazana

distribucija razli¢itih mikroorganizama podzemnih ekosistema.

Sa aspekta distribucije mikrobioloSkog diverziteta podzemnih ekosistema, vece
bogatstvo specificne mikroflore karakteristi¢no je za ekotone?, buduci da ove zone odlikuje
razvoj procesa koji reguliSu transport hranljivih supstanci, energije, itd. U odredenim
sluc¢ajevima, transport mikroorganizama moze biti toliko spor, zbog Cega staniSta podzemnih
voda ostaju potpuno izolovana od spoljasnjih faktora, ¢ime se stvaraju pogodni uslovi za
alopatrijsku evoluciju mikroorganizama. S druge strane, budu¢i da podzemne i povrsinske
vode Cesto odlikuje hidroloska povezanost, u odgovaraju¢im uslovima ekosistemi povrsinskih
i podzemnih voda mogu predstavljati jedinstven sistem (Griebler & Lueders, 2009). U Tabeli
1.5 prikazane su uporedne karakteristike podzemnih i povrsSinskih stanista.

2Ekotoni mogu biti predstavljeni grani¢nim zonama podzemnih voda i nezasi¢ene porozne sredine, zonama
kontakta peskovitih i glinovitih sedimenata (Goldscheider et al., 2006), prelaznim zonama izmedu povrSinskih i
podzemnih voda, itd. (Griebler & Lueders, 2009).
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Tabela 1.5 Uporedni prikaz karakteristika podzemnih i povrsinskih ekosistema sa aspekta razvoja karakteristi¢nih biocenoza (Preuzeto i
modifikovano prema Griebler & Lueders, 2009)

Biomasa . . . . . .
Staniste Vreme prokariota DosFupnost . Za]_edmce Metabolizam Fakt?rl Struktura stanista Dmar_rilka 'I:lp
opstanka organskih supstanci mikroba sredine stanista ekosistema
(kg) (%)
Mogu¢nost filtracije Sedimenti razlic¢itih
.o . Uglavnom: -
14 dana Cestica organskih rokariote Geolotki veli¢ina zrna,
Podzemne 22-215 supstanci ne postoji, prokariote, Heterotrofi i o izdanske zone, Konstantna, Primarno
100.000.00 6-40 . % protisti, gljive, te ' hemijski i . . -1 .
vode . X 1012 niska koncentracija ; - hemoautotrofi . o stenski kompleski, Predvidiva oligotrofan
0 godina . neznatni sadrzaj hidroloski . PR
rastvorenih faune pukotine, pecinski
organskih supstanci sistemi
0.25 . . Vodena prostranstva,
Obilna koli¢ina . e ey " .
x1012 . . o e Fotoautotrofi, . - zone mesanja plitkih | 24-Casovnai
v organskih supstanci i Vise zivotinje, - Hidroloski, i .
Povrsinske 14 dana - (sa 0.04- - . e heterotrofi i o podzemnih i sezonska Oligotrofan-
. ostalih rastvorenih protisti, gljive, hemijski i o . .
vode 10 godina masom 0.06 o L o retko ol povrsinskih voda, dinamika, eutrofan
. Cestica, ali nejednako prokarioti ) geoloski . .. . L.
sedime- hemoautotrofi finozrni jezerski nepredvidiva
rasporedena . .
nta) sedimenti
Obilna koli¢ina " .
305 x . s . . 24-Casovna i
organskih supstanci i VS Fotoautotrofi, . . Okeanska i morska
.. 1012 (sa . . ViSe Zivotinje, .. Hidroloski, . sezonska .
Okeani i 4.000 ostalih rastvorenih PR heterotrofi i I vodena prostranstva i ) . Oligotrofan-
: masom 56-86 T . protisti, gljive, hemijski i . . ) dinamika,
mora godina ) Cestica, ali > retko <L finozrni podvodni eutrofan
sedime- prokarioti ' geoloSki . . umereno
neravnomerno hemoautotrofi sedimenti -
nta) predvidiva
rasporedena
Nekoliko Oblln_a kolicina .. | Prokarioti, gljive, Heterotrofi i Hidroloski, . . 24-casovnali .
oy dana do organskih supstanci i s O o Humus, sedimenti sezonska Oligotrofan-
Zemljista . 26 x1012 5-7 . . protisti, vise retko hemijski i Ly s . .
nekoliko ostalih rastvorenih v ' Yl razliCite veli¢ine zrna dinamika, eutrofan
. Zivotinje hemoautotrofi geoloski -
vekova Cestica nepredvidiva
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Transport mikroorganizama u podzemnim ekosistemima zavisi od geoloskog sastava
terena, pri ¢emu mikroorganizmi mogu biti brzo transportovani duz ustaljenog toka
podzemnih voda, na primer, u okivru Sljunkovitog horizonta neznatne debljine, ali izraZene
hidrauilicke provodljivosti (Goldschieder et al., 2006). Na Slici 1.4 prikazan je uporedni prikaz
karakteristika izdani i veli¢ine patogenih mikroorganizama u podzemim ekosistemima.

Sljunak > 400 pm
Pesak 12 - 400 um

Mulj 0.4 - 12 um

Protozoe 4.0 - 25 um
Bakterije 0.4 - 2.5 pm

Virusi 20 - 200 nm

2 Poroznost Poroznost Poroznost
Peskovit:
lovata | 15% 15% 70%
33% 33% 33%
10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm 1 mm 10 mm

Slika 1.4 Uporedni prikaz veli¢ine patogenih mikroorganizama i karakteristika izdani
u okviru razlicitih geoloskih sredina (Preuzeto i modifikovano prema Krauss et al., 2011)

U aerobnim uslovima podzemnih voda, do izraZzenog opadanja parcijalnog pritiska
kiseonika moZe do¢i u sklopu mineralnih agregata sa izvesnim sadrzZajem organskih supstanci.
Zbog toga, mikroskopska anaerobna staniSta predstavljaju bitan segment stanista podzemnih
voda, uticuéi na bogatstvo mikrobioloSkog diverziteta i stepen njihove biohemijske aktivnosti
(Goldscheider et al., 2006). U oksi¢nim uslovima sredine, sulfato-redukujuce bakterije, koje su
dominantni anaerobi, uglavnom su rasprostranjene u dubokim slojevima biofilma (Majkic,
2013).

U podzemnim ekosistemima, mikroorganizmi se nalaze u suspenziji rastvora
podzemne vode ili su pricvrSéeni za odgovarajuce geohemijske podloge, odnosno sastavni su
deo bentosnih ili planktonskih zajednica. Procenjuje se da 1/3 mikroorganizama u okviru
svake biocenoze moZe voditi oba Zivotna stila, dok su preostale zajednice mikroorganizama
iskljucivo bentosni ili plantonski stanovnici podzemnih voda. Tako, za bakterije koje ucestvuju
u redukciji gvozda (na primer, rodovi Geobacter i Geothrix) uglavnom je karakteristican
bentosni stil Zivota (Flynn, 2008). Na Slici 1.5 prikazani su ekoloski uslovi staniSta
mikroorganizama u intergranularnoj sredini.
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Mikro-aspekt Planktonsko stanje mikroorganizama
F u podzemnoj vodi
posmatranja
_ Mikroorganizmi prikaceni na
Biofilm na povrsini | povrsinu mineralnih zma
ineraini zma Mikroorganizmi prikaeni
Mikroorganizmi u pukoti - na povrsinu suspendovanih
mineralnih zma = Kestica
N - Biofilm u prostoru
Makro-aspekt Mikroorganizmi u izmedu mineralnih zma
posmatranja mineralnim agregatima
Mikroorganizmi u povrsinksim
rastresitim naslagama =

Mikroorganizmiu

nezasicenoj poroznoj
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Mikroorganizmiu

zoni nivoa podzemnih voda
Mikroorganizmi u zoni

zasicenja podzemnim

vodama 5
Mikroorganizmi na povrsini
glinovitih naslaga e
Mikroorganizmi u zoni i6
rasrpostranjenja

Sljunkoviith sedimenata

Slika 1.5 Shematski prikaz ekoloskih uslova staniSta mikroorganizama u intergranularnoj
(peskvito-sljunkovitoj) izdani posmatrano sa mikro- i makro-aspekta (Preuzeto i
modifikovano prema Goldscheider et al., 2006)

Zasigurno je da mikrobioloski diverzitet podzemnih voda predstavlja izuzetan
potencijal za prirodnu biodegradaciju razli¢itih kontaminanata, uz ¢injenicu da podzemne
ekosisteme odlikuje mnoStvo neiskoriS¢enih bioloskih produkata sa moguc¢nos$éu njihove
biotehnoloSke primene (Griebler & Avramov, 2015). MoZe se konstatatovati da istrazivanje
mikroflore podzemnih ekosistema potvrduje osnovni princip da su mikroorganizmi svugde,
ali da priroda vrsi njihovu selekciju (Ginige et al., 2013). Takode, prisustvo specificnog
mikrobioloSkog diverziteta uti¢e i na hidrogeohemijske procese u ekosistemu podzemnih
voda, zbog ¢ega je mikrobioloSka procena neophodna u karakterizaciji neorganskih procesa
koji doprinose transportu i ispiranju hemijskih elemenata u dubljim delovima vodonosnih
horizonata. Osim toga, mikrobioloSka karakterizacija predstavlja i neophodan preduslov
prilikom geohemijskog modeliranja, kako bi se adekvatno ustanovio izvor kontaminacije
(Keesari et al., 2015). Na Slici 1.6 prikazani su ekoloski uslovi stanista mikroorganizama u
karstno-pukotinskoj sredini.
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Mikroorganizmi prikaceni na
stensku povrsinu u pukotinama Mikroorganizmi u pornom
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oscilacija nivoa podzemnih 8 p
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R
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Slika 1.6 Shematski prikaz ekoloskih uslova stanista mikroorganizama u karstno-pukotinskoj
sredini (Preuzeto i modifikovano prema Goldscheider et al., 2006)

1.1.1.1 Mikroorganizmi u mineralnim vodama

Ekosisteme mineralnih voda odlikuje visok stepen fenotipske i genetske mikrobioloSke
raznolikosti, u okviru koje vrlo Cesto nije moguce uspostaviti karakterizaciju
mikroorganizama na nivou vrste (Leclerc & Moreau, 2002). Takode, narocCito vaZzno jeste da
prirodne mineralne vode nikada ne karakteriSe odustvo zajednica bakterija (Defives et al,,
1999). Do danas, prisustvo mikroorganizama zabeleZno je u kiselim i alkalnim termalnim
izvorima, gejzirima, fumarolama, solfatarama, podmorskim hidrotermalnim izvorima,
vulkanskim oblastima, peloidima, itd. (Madigan et al.,, 2010; Mulec et al.,, 2015). Takode,
prisustvo mikroorganizama nije karakteristi¢no samo za plitke, nego i za dublje delove izdani
(Kaluderovi¢, 2011). Tako je sporogena, termofilna sufalt-redukujuca bakterija
Desulfotomaculum geothermicum izolovana iz anoksi¢nih termalnih voda temperature od
58°C (in situ) sa dubine od 2.500 m (Szewzyk et al., 1994).

Kada je re¢ o termalnim staniStima, ustanovljeno je da prokarioti imaju sposobnost
razvoja na viSim temperaturama u odnosu na eukariotske organizme, kao i nefototrofni
organizmi u odnosu na fototrofne. Takode je zaklju¢eno da su u kategoriji termofilnih
mikroorganizama najzastupljenije arheje, sa optimalnom temperaturom razvoja
hipertermofilnih oblika iznad 100°C. Na temperaturama iznad 95°C, nije ustanovljen razvoj
bakterija, a za sve termofilne organizme karakteristicne su veoma brze stope rasta. Osim
prirodnih termalnih staniSta, termofilni prokarioti su pronadeni u ku¢nim ili industrijskim
grejaCima toplih voda na temperaturama od 60-80°C. Tako su mikroorganizmi pribliZni vrsti
Thermus aquaticus, koja je Cesto prisutna u izvoriStima termalnih voda, izolovani iz grejaca
tople vode. U mikrobioloSkom diverzitetu termalnih stanista zastupljene su bakterije, arheje,
alge (Madigan et al, 2010), odnosno heterotrofni i hemolitoautotrofni organizmi, te
predstavnici fototrofnih, anaerobnih i aerobnih vrsta. Poznato je da anaerobne sumpor-
redukujuce bakterije, koje pripadaju obligatnim i fakultativnim hemoorganotrofima i
hemolitotrofima, anaerobnim i ekstremnim termofilima, opstaju na temperaturama od 85-
105°C, dok optimalna temperatura razvoja termoacidofilnih ,mikoplazmi“, predstavljenih
rodom Thermoplasma, iznosi 60°C. Optimalna vrednost pH na kojoj se razvijaju ovi organizmi
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iznosi 1-2. Sumpor-oksidujuée bakterije, koje pripadaju fakultativinim hemolitoautotrofima,
aerobima, termofilima i acidofilima (optimum pH 3) (Jemcev & Duki¢, 2000), zabeleZene su u
izvoriStima termalnih voda wvulkanskih oblasti, solfatarama, hidrotermalnim izvorima
morskog dna, kiselim rudni¢kim vodama, itd. (Ghosh & Dam, 2009). Tako, u izvoriStima
termalnih voda nacionalnog parka Jelouston rod sumpor-oksiduju¢ih bakterija Sulfolobus se
uspeSno razvija na temperaturama od 70-75°C (Stan-Lotter, 2007), a kao staniSte Zivota
veoma Cesto bira kisele solfatare (Madigan et al., 2010).Takode, u izvoristima termalnih voda
temperaturnog opsega od 45-50°C, opstaju i cijanobakterije, ¢ija optimalna vrednost pH iznosi
od 7,5 do 10 (Jemcev & Duki¢, 2000). Pored moguénosti da obavljaju oksigenu fotosintezu,
odredenu predstavnici cijanobakterija imaju sposobnost obavljanja anoksigene fotosinteze
koriste¢i sulfide kao donore elektrona. Takode, u mraku i u anoksi¢cnim uslovima,
cijanobakterije imaju spobonost obavljanja fermentacije (Babi¢, 2018). Ubrzanim razvojem u
vodenim ekosistemima, cijanobakterije uzrokuju pojavu ,cvetanja voda“, usled cega dolazi do
do naruSavanja stabilnosti vodenih staniSta, izumiranja Zivog sveta, produkcije cijanotoksina,
itd. (Tokodi, 2016). Na Slici 1.7 prikazano je ,cvetanje” mineralnih voda Belotica.

Slika 1.7 ,Cvetanje” mineralnih voda u okviru zona isticanja bunara ,BBe-1“ u Beloti¢u*

*Mineralizacija mineralnih voda Beloti¢a iznosi 850 mg/L, temperatura 35°C, odnosno pH vrednost 7,15.
Mineralne vode se kaptiraju bunarom ,BBe-1“ dubine od 375 m (Martinovi¢, 2008).

Cijanobakterije mogu imati ulogu u proizvodnji razli¢itih bioloskih aktivnih susptanci
izuzetnog genetskog potencijala i velike adaptabilnosti, kao rezultat njihove ekoloske i
fizioloSke raznovrsnosti. Tako, mogu nastati biomodulatori (imunostimulatori,
antiinflamatorne supstance, itd.), visoko vredni metaboliti (antiviralne, antibakterijske i
antifungalne supstance, antitumorni metaboliti) i sl. S druge strane, produkcijom
cijanotoksina koji mogu delovati letalno, mogu uzrokovati bolest (Tokodi, 2016).

U izvoriStima termalnih voda, zabeleZeni su i predstavnici arheja Pyrodictium
occulatum i P. brockii, kojese uspeSno razvijaju na temperaturama od 105°C, pri ¢emu
podnose i temperature od 110°C (Jemcev & Duki¢, 2000). Vecina vrsta arheja su ekstremofili.
Tako, na primer, arheje Pyrolobus se razvijaju na temperaturi od 113°C, dok metanogeni oblici
Methanopyruscan rastu na temperaturama od 122°C (Madigan et al., 2010). Vrsta Acidianus
infernus opstaje na temperaturi od 90-96°C (Stankovi¢, 2016). Neke vrste arheja koriste
organska jedinjenja za obavljenje metabolickih aktivnosti, dok vecina arheja pripada
hemolitotrofnim organizmima i hipertermofilnog su karaktera. Kao neorgansku supstancu u
velikoj meri koriste vodonik (Hz). Za Zivotno staniste veoma Cesto biraju izvoriSta termalnih
voda, hidrotermalne izvore morskog dna, solfatare, alkalne ili izuzetno kisele sredine,
slatkovodna stanista, slana jezera, itd. (Madigan et al., 2010), odnosno odlikuju se Zivotnom
sposobnos$¢éu da opstaju u sredinama sa temperaturama iznad 100°C, ekstremnim
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vrednostima pH i izuzetno visokim sadrZajem NaCl (Jemcev & Duki¢, 2000). Neki primeri
staniSta arheja prikazani su na Slici 1.8.

~

Slika 1.8 Primeri stani$ta hipertermofilnih arheja (nacionalni park Jelouston, Vajoming, SAD)
(Preuzeto od: Madigan et al., 2010)

a - Solfatara; b - Sumporoviti termalni izvor koji karakterise bogatstvo zajednice arheja Sulfolobus, pri cemu je
kiselost sumpornih izvora i solfatara rezultat oksidacije H2S i S® do H2S04 od strane arheja Sulfolobus i drugih
prokariota; ¢ - Izvor termalnih voda sa neutrlanom pH vredno$¢u koji mogu nastanjivati mnogobrojne vrste
hipertermofilnih arheja; d - Kiseli izvor bogat sadrzajem gvozda, koji je, takode, staniSte arheja Sulfolobus, pri

¢emu Kkisela rekacija sredine nastaje kao rezultat oksidacije Fe%* do Fe3+.

Takode, za arheje je karakteristicno odustvo parazitskih i patogenih vrsta, te odsustvo
egzoenzima i sloZzenih metabolickih procesa. Koriste samo niskomolekularne organske
supstance (Jemcev & Puki¢, 2000). U termalnim staniStima zabeleZni su i predstavnici rodova
Aquifex i Thermotoga koji se razvijaju u termalnim izvorima blizu tacke kljucanja, kao i
Stapicasti oblici roda Thermoanaerobacter, nitaste bakterije roda Isosphaera, te predstavnici
roda Rhodothermus Ciji temperaturni optimum iznosi 60°C. Posebno je znacajan rod
Rhothermus, budu¢i da generiSe termostabilne hidrolatne enzime u vidu celulalze (koja
razgraduje celulozu), amilaze (koja razgraduje skrob), ksilinaze (koja razgraduje
hemiceluluoze u biljnim C¢elijskim zidovima), itd. Takode, zabeleZeno je prisustvo roda
Nitrospira koji u€estvuje u oksidaciji nitrita. Rodovi Thermoproteus i Thermofilum kao staniste
Zivota biraju blago kisele i neutralne izvore. U sumporovitim izvorima zabeleZene su
purpurne sumporne bakterije (na primer, vrsta Lamprocystis roseopersicina), kao i rodovi
Beggiatoa, Thiothrix, Pyrobaculim, itd. U sulfidnim termalnim izvorima vrsta Chlorobaculum
tepidumformira formira guste biofilmove, dok vrste roda Pyrobaculim redukuju S° do H:S, ¢iji
temperaturni optimum iznosi oko 100°C (Madigan et al., 2010). Sojevi roda Bacillus pronadeni
su u hidrotermalnim izvorima, kao i plitkim oligotrofnim vodonosnim horizontima (Dimki¢,
2015). Termofilni mikroorganizmi koriste se za dobijanje enzima, vitamina, mle¢ne kiseline,
te drugih supstanci od znacaja za medicinu i poljoprivredu, uz njihovu neposrednu ulogu u
samozagrevanju komposta, stajnjaka, sena, zrna, itd. (Jemcev & DPukié¢, 2000). Ujedno, ove
organizme karakteriSe i energicnije i brZze obavljanje metabolickih procesa (Tadi¢ &
Kekanovi¢, 2011). Takode, enzimi termofilnih i hipertermofilnih mikroorganizama mogu da
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imaju Siroku primenu u industrijskoj mikrobiologiji (Madigan et al., 2010), dok odredeni
predstavnici ispoljavaju pozitivne efekte na ekstrakciju nafte (Pedersen, 2000). Na Slici 1.9
prikazani su neki od identifikovanih mikroorganizama mineralnih voda i primeri stanisSta ovih

organizama.

Slika 1.9 Primeri stanista mikroorganizama mineralnih voda i neki od identifikovanih
mikroorganizama (Preuzeto i modifikovano prema Madigan et al., 2010)

a - Purpurna sumporna bakterija Lamprocystis roseopersicina koja raste u sulfidnim izvorima. Zelena boja na slici
potice iz ¢elija eukariotske alge Spirogira; b - Hipertermofilni organizam Aquifex, koji se razvija u termalnim
izvorima temperature do 95°C i koristi vodonik kao izvor energije; ¢ - Hipertermofilni organizam Pyrolobus koji
se razvija na temperaturama iznad 100°C; d - Termofilna zelena sumporovita bakterija Chlorobaculum tepidum.
Strelica ukazuje na ,hlorozome“ na periferiji bakterijske ¢elije; e - Crvena alga Galdieria koja se razvija u
termalnim izvorima na niskim vrednostima pH, a zelena boja ¢elija je posledica niskih koncentracija crvenog
pigmenta fikoeritrina; f - Arteski sulfidni izvor u Floridi (SAD), Cije zone isticanja su prekrivene biofilmovima
vrsta roda Thiotrix; g - Fazno-kontrastna mikrografija Celija Thiotrix izolovanih iz sulfidnog arteskog izvora, sa
precnicima pojedinacnih filamenata oko 4 um i sumpornim ,kuglama“ nastalim oksidacijom sulfida; h -
Filamentozne cCelije Thermocrinis ruber Koje se razvijaju u izvoru termalnih voda temperature od 85°C u
nacionalnom parku Jelouston (izvor Octopus). Ruzicasta boja je posledica sadrzaja karotenoidnog pigmenta u
celijama T. ruber; i - Skenirajuca elektronska mikrografija T. ruber; j - Thermoplasma acidophilum; k -
Thermoplasma volcanium izolavana iz termalnih izvora; | - Zelena nesumporna bakterija Chloroflexus.
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U izvoriStima termalnih voda nacionalnog parka Jelouston opisano je vise od 50 vrsta
hipertermofilnih mikroorganizama, koji su uglavnom pripadali arhejama, cijanobakterijama i
anaerobnim fotosintetickim organizmima (Stan-Lotter, 2007). Takode, u kiselim termalnim
izvorima na temperaturama od 30-60°C i vrednostima pH od 0,5 do 4, zabeleZeni su i
predstavnici algoloSkog diverziteta, kao Sto je crvena alga Galdieria, kao i rodovi Cyanidium i
Cyanidioschyzon, pri ¢emu u takvim uslovima sredine nijedan drugi fototrof, kao i anoksigeni
fototrof, ne bi mogao opstati (Madigan et al, 2010). Osim prethodno navedenih grupa
mikroorganizama, u mineralnim vodama zabeleZeni su i predstavnici patogenih oblika, kao
$to je P. aeruginosa (Legnani et al., 1999; Kovaci¢ et al., 2018), bez obzira $to ova vrsta nije
tipican predstavnik mikroflore mineralnih voda (Food Safety Authority of Ireland, 2009).
Takode, i drugi autori ukazuju na prisustvo Pseudomonas vrsta u mineralnim vodama
(Ivanova et al,, 2016), odnosno sadrZaj patogenih mikroorganizama moguc je i u flaSiranim
mineralnim vodama (Ramalho et al.,, 2001). U Portugalu je 1974. godine nastupila epidemija
kolere kao rezultat konzumiranja flaSiranih mineralnih voda i njihovog koriS¢enja u
balneoterapijske svrhe usled sadrzaja bakterija Vibrio cholerae u mineralnom izvoru. Tom
prilikom je bilo potvrdeno 2.467 zaraZenih osoba, od kojih je 48 bilo sa smrtnim ishodom
(Food Safety Authority of Ireland, 2009). Takode, Cesti su slucajevi infekcije vrstama roda
Aeromonas, $to, izmedu ostalog, moZe biti i rezultat koriS¢enja mineralnih voda (Cabral,
2010). Karakteristi¢an porast bakterijske flore u prirodnim mineralnim vodama se procenjuje
u kolonizaciji od 104 - 10> CFU/mL u roku od 3-7 dana nakon skladiStenja, da bi tokom
narednih nedelja skladiStenja broj bakterija se postepeno smanjio ili ostao prilicno
konstantan. Nakon dve godine skladiStenja, broj kolonija bi i dalje bio oko 103 CFU/mL
(Leclerc & Moreau, 2002). Prisustvo heterotrofnih bakterija zabeleZeno je izmedu 20-100
CFU/mL u 1,2% gaziranih i 1,6% negaziranih mineralnih voda, od ukupno ispitana 492 uzorka
negaziranih i gaziranih mineralnih voda (Mohammadi Kouchesfahani et al, 2015).
Heterotrofne bakterije obuhvataju razlicite vrste, poput Gram-negativnih: Aeromonas,
Citrobacter, Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Flavobacterium, Pseudomonas, Moraxella,
Alcaligenese i Acinetobacter, i Gram-pozitivnih oblika: Micrococcus i Bacillus (Amanidaz et al.,
2015). Bakterije E. coli, Pseudomonas spp. i Salmonella spp. su u stanju da opstaju i
reprodukuju se u flasiranoj vodi, pri ¢emu patogeni mikroorganizmi mogu izazvati epidemije
kod potrosaca (Mohammadi Kouchesfahani et al, 2015). Glavni izvori kontakta ljudi sa
bakterijama P. aeruginosa su spa bazeni, tople vode, kade, itd., pri ¢emu se ove bakterije mogu
razmnozavati i u vodama koje ne karakterisSe visok sadrZaj organskih supstanci (Vuki¢ Lusié
et al,, 2017). ZabeleZeni su podaci o gljivicnim i bakterijskim kontaminantima u 65 ispitivanih
uzoraka mineralnih voda (20 brendova) od ukupno pregledana 292 uzorka (90 brendova)
(Ivanova et al,, 2016). Najcesce izolovane gljive iz uzoraka 126 gaziranih mineralnih voda bile
su predstavljene rodovima Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Aspergillus i Phoma, te
vrstama P. citrinum, P. glabrum, C. cladosporioides, Alternaria alternata, itd. (Cabral &
Fernandez, 2002), pri ¢emu su primeri nekih od identifikovanih izolata prikazani u Tabeli 1.6.

Tabela 1.6 Identifikovani izolati gljiva iz flaSiranih voda (Preuzeto i modifikovano prema
Juvonen et al,, 2011)

Gljive-plesni Tip flaSirane vode Gljive-plesni Tip flaSirane vode
Aureobasidium Moniliella .
- . - Mineralna
Acremonium Mineralna Paecilomyces
Alternaria P. fulvus Gazirana
A. alternate Negazirana mineralna Penicillium , ,
- - — Negazirana mineralna
Cladosporium. Mineralna P. citrinum
C. cladosporioides Negazirana mineralna P. glabrum Gazirana
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Prisustvo mikroorganizama dokazano je i u peloidima. Na lokalitetu Varazdinskih
Toplica u lekovitom blatu fango sa neutralnom vredno$¢u pH, visokom koncentracijom
organskog ugljenika, poviSenim sadrZajem teSkih metala, dominantni su bili mikroorganizmi
Thiobacillus, Sulfuricurvum, Polaromonas i Bdellovibrio, sa biomasom ve¢om od 108 ¢elija po
gramu suve teZine (Mulec et al., 2015). Kada je reC o teritoriji Srbije, poznati su podaci o
algoloskom diverzitetu odabranih pojava termomineralnih voda. Ispitano je 14 odabranih
pojava termomineralnih voda sa 11 istrazivanih lokaliteta, pri ¢emu su na nekim od
istrazZivanih lokaliteta bile identifikovane alge iz razdela Cyanophyta i Bacillariophyta
(Brestovacka Banja), zatim alge iz razdela Cyanophyta, Bacillariophyta i Chlorophyta
(Josanicka Banja, Ribarska Banja), itd. (Cvijan, 1987). U Tabeli 1.7 navode se identifikovani
predstavnici mikroorganizama na nekim od istraZivanih pojava termomineralnih voda Srbije.

Tabela 1.7 Neki od identifikovanih predstavnika algoloskog diverziteta u odabranim
pojavama termomineralnih voda Srbije (Preuzeto i modifikovano prema Filipovi¢ &
Dimitrijevi¢, 1991)

Termomineralne vode Ribarske Banje

Vrste R1 Rz R3 Rs
Phormidium ambiguum Gomont 1 1
Homoeothrix juliana (Menegh.) Kirch. 1
Chroococcus minutus (Kiitz.) Nag. 2 2
Chroococcus cohaerens (Bréb.) Nag. 3 1
Lyngbia limnetica Lemm. 1
Epithemia zebra (Ehr.) Kiitz. 1
Cymbella aspera (Ehr.) Cleve 1
Cymbella affinis Kiitz. 1
Synedra ulna (Nitzsch) Ehr. 1
Pinnularia microstauron (Ehr.) Cleve 1
Cosmarium laeve Rabenh. 2
Pleurococcus vulgaris Nageli 5

Termomineralne vode Brestovacke Banje

Vrste B1 B2 Bs Bs
Chroococus minor (Kiitz.) Nag. 3
Surirella ovalis Bréb. 1 1
Surirella ovate Kiitz. 1
Hantzschia amphioxys(Ehr.) Cleve 1 1 1
Synedra ulna (Nitzsch) Ehr. 1 1 1 1
Pinnularia microstauron (Ehr.) Cleve 1
Navicula cryptocephalaKiitz. + 1
Cocconeis placentula Ehr. 1
Pinnularia viridis (Nitzsch) Ehr. 1
Nitschia sp. Hassal 1
Pinnularia sp. Ehrenberg 1

R1, Rz, R3, R4 - Isptivana staniSta u Ribarskoj Banji; B1, Bz, B3, Bs - Ispitivana staniSta u Brestovackoj Baniji.

Na Slici 1.10 prikazan je PCA ordinacioni dijagram koji prikazuje zavisnost izmedu
identifikovanih mikroorganizama mineralnih voda Srbije i fizicko-hemijskog sastava
odabranih pojava.
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Slika 1.10 PCA ordinacioni dijagram zavisnosti izmedu identifikovanih cijanobakterija
(Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales), algi (Chlorophyta and Bacillariophyta) i
fizitko-hemijskog sastava istrazivanih pojava mineralnih voda Srbije (Preuzeto od: Saraba
etal, 2017a)*

*Crveni kvadrati na dijagramu sugerisu na istrazivane pojave mineralnih voda Srbije (BB - Bogati¢, BBe -
Beloti¢, BMe - Metkovi¢, RB - Radaljska Banja, VB - Vranjska Banja, LB-Lukovska Banja) u okviru kojih je
dokazano prisustvo mikroorganizama. Ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu reda Chroococcales koji je
bio dominantan u uzorcima biofilmova Vranjske Banje i pove¢anja temperature, $to je ukazivalo da se ovi
mikroorganizmi uspes$no razvijaju na povisenim temperaturama. Takode, ustanovljena je zavisnost izmedu
Chroococcales sa azotinim jedinjenjima, pH vrednos¢u, te drugim parametrima koji su bili u negativnoj
korelaciji sa prvom PCA osom. Zakljuceno je da predstavnici reda Nostocales ne pokazuju zavisnost sa fizicko-
hemijskim parametrima koji su bili predmet analize, podrazumevaju¢i i azotna jedinjenja, sa izuzetkom
negativne Korelacije ovih organizama i H2S. U negativnoj korelaciji sa vrednostima temperature bili su
predstavnici razdela Bacillariophyta i Chlorophyta.

1.1.1.2 Uloga i znacaj poznavanja mikroorganizama u inZenjerstvu podzemnih
(mineralnih) voda

Sa hidrogeoloskog aspekta, prisustvo i uloga mikroorganizama, pre svega, istraZuje se
iz prakti¢nih i ekonomskih razloga, buduci da mikroorganizmi, izmedu ostalog, uticu na radni
vek vodozahvatnih objekata - indukuju razvoj procesa korozije, biozarastanja i biohemijske
inkrustacije (Cullimore, 1999; DBI, 2004; PuSi¢, 2011). Takode, mikroorganizmi ispoljavaju
uticaj na kvalitativna svojstva podzemnih (mineralnih) voda, ¢ime uti¢u na ekoloski status
vodnih resursa (Cullimore, 1999; Leclerc & Moreau, 2002; Madigan et al., 2010; Krauss et al,,
2011). U procesu korozije, mikroorganizmi iniciriaju, ubrzavaju ili doprinose razvoju
istoimenog procesa, u okviru koga mogu ucestvovati prokariotski i eukariotski organizmi
(Gunsch & Danko, 2013). S druge strane, novije studije su pokazale da mikroorganizmi
udruZeni u zajednice biofilmova su u stanju da suzbiju proces korozije, budu¢i da koriste
hemijske elemente, na primer, kiseonik, koji je neophodan da se reakcija korozije nastavi
(Ikuma et al, 2013). Medutim, intenzivniji razvoj korozije metalnih materijala zapocCinje
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prisustvom bakterija sposobnih da u odgovaraju¢im uslovima indukuju biozarastanje (Tasic¢
etal., 2016). Na Slici 1.11 prikazan je razvoj sluzi (biofilmova) u mineralnim vodama.

Slika 1.11 Razvoj sluzi (biofilmova) u zonama isticanja mineralnih voda Lukovske Banje (a) i
Metkovi¢a (bunar ,BMe-1) (b)

a - Temperaturni dijapazon mineralnih voda Lukovske banje iznosi 24-61°C, mineralizacija je 1,56 g/L, dok
vrednost pH iznosi 6,8 (Filipovi¢, 2003); b - Temperatura mineralnih voda Metkovica iznosi 59,8°C,
mineralizacija je 1,1 g/L, dok je vrednost pH 6,95 (Martinovi¢, 2008).

Prema Maluckov (2013), razvoj procesa biokorozije i biozarastanja uzrokuje ozbiljne
finansijske gubitke, na $ta ukazuje i Smith (2005) koji naglasava da procesi biozarastanja
predstavljaju prvi ili drugi najskuplji faktor pogorsanja karakteristika sistema podzemnih
voda u Severnoj Americi. S druge strane, Jemcev & Puki¢ (2000) ukazuju da je veliki procenat
korozivnih procesa podzemnih instalacija rezultat biohemijske aktivnosti mikroorganizama
(sulfato-redukuju¢ih bakterija). Na Slici 1.12 prikazan je razvoj procesa Kkorozije
distributnivnog postrojenja gasovoda.

Slika 1.12 Spoljasnji razvoj procesa korozije gasovoda u mocvarnom zemljiStu
Nemacke (Preuzeto od: Enning & Garrelfs, 2014)*

*A - Gasovod je izraden od ugljenicnog Celika i nalazi se u zemljiStu sa anoksi¢nim vodama (1,4 mM
sulfata, 17 mM rastvoreni neorganski ugljenik). Razvoj spoljasnje korozije se razvija na mestima zavarivanja
gasovoda (strelica); B - Mesta zavarivanja sa korozionim udubljenjima. Proizvodi od korozije (FeS/FeCOs3) su
uklonjeni, dok brojevi oznacavaju dubinu korozivnih udubljenja u milimetrima. Skala - 20 cm; C - Koroziona
udubljenja vec¢ih razmera sa drugog mesta istog cevovda. Skala - 2 cm.
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Takode, proces inkrustacije mozZe da bude rezultat mikrobioloskih aktivnosti
(Cullimore, 1999; Pusi¢, 2011; Obradovi¢ et al., 2012). Tako, talozi trovalentnog gvozda
predstavljaju narocit problem koji se formira u bunarima tokom eksploatacije (na pumpama,
drenovima, potisnim cevovodima, u prifiltarskoj zoni, itd.), pri ¢emu naslage inkrustacije
povezane sa bakterijskom aktivnoSéu podrazumevaju taloge gvoZde-sulfida, manganove
depozite, oker naslage i taloge sumpora. U okviru naslaga trovalentnog gvozda, zajednicki
nazvanih oker naslagama, koje se mogu formirati na tehni¢kim elementima bunara, najcesce
su zabeleZene neutrofilne bakterije koje pripadaju rodovima Siderocapsa, Gallionella,
Sphaerotilus i Leptothrix. Boja depozita okera i pridruzenih sluzi je obi¢no crvene, braon, Zute i
beZ boje, dok su crne boje manganovi depoziti. U naslagama okera, ¢esto mogu biti prisutni
hemijski elementi kao $to su magnezijum, silicijum, sumpor i aluminijum, koji u kombinaciji sa
organskom matricom mogu na razli¢itim mestima da blokiraju dren (Obradovi¢ et al., 2012).
Razvoj sluzi i mineralnih depozita na gornjim delovima konstrukcije bunara ugljokiselih
mineralnih voda u Cibutkovici prikazan je na Slici 1.14.

Slika 1.13 Starenje gornjih delova konstrukcije bunara u Cibutkovici

U procesu formiranja taloga, oksidovana nerastvorljiva gvoZdevita ili manganova
jedinjenja nastaju u samoj celiji mikroorganizama ili u EPS-u (eng. “Extracellular Polymeric
Substances - EPS”), te na takav nacin formirani oksidi i hidroksidi ¢ine vidljive narandzaste,
crvene ili smede taloge do konglomeratnih izraslina (na primer, tanji slojevi) (Cullimore,
1999). Osim bakterija, u oksido-redukcionim reakcijama transformacije jedinjenja gvozda
mogu ucestvovati i protozoe, alge i gljive (fakultativne ili obligatne) (Dimki¢ & Knezi¢, 2012).
Formiranje mrkog taloga Fe(OH)s u prisustvu bakterija Crenothrix i Gallionella, moZe se
predstaviti u slede¢em obliku (Knezi¢, 2012):

4Fe(HCO3)2 + 02 + 6H20 - 4Fe(OH)3 + 4H2C03 + 4CO2 (1.6)

Talozi gvozda u velikoj meri mogu da zacepe cevi (KneZi¢, 2012), pri ¢emu ove
bakterije mogu da oksiduju i dvovalentni mangan do cetverovalentnog stanja, kao, na primer,
aerobna gvozdevita mikroplazma Metallogenium simbioticum (Jemcev & bDuki¢, 2000).
Takode, gvozdevite bakterije mogu da doprinose biozarastanju bunara (Cullimore, 1999), kao
Sto je prikazano na Slici 1.14.
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Slika 1.14 Biozarastanje bunara uzrokovano metaboli¢kim aktivnostima gvozdevitih
bakterija (Preuzeto i modifikovano prema Cullimore, 1999)*

*1- Uske pravilne forme biofilmova se pribliZno jednako Sire u izdani u svim smerovima; 2 - Nepravilne
forme biofilmova se teZe Sire u smeru filtracije voda; 3 - Koncentri¢ne forme biofilmova se formiraju oko bunara

.....

sa Cestim prilivom kiseonika i voda bogatih sadrzajem organskih supstanci.

Bilo koji vodzahvatni objekat izveden u prirodnom okruZenju na izvestan nacin
doprinosi promeni prirodnih karakteristika sredine, S$to se manifestuje razvojem
bakterioloSkih dogadaja, odnosno povecanjem biomase. Navedeni procesi ispoljavaju efekte
na rad bunara, i to kvantitativno (promena kapaciteta) i kvalitatitvno. U odnosu na sled
razvoja dogadaja, zapaZaju se sledeci simptomi: i) povecanje metabolicke aktivnosti bakterija,
ii) opadanje kapaciteta bunara, iii) neadekvatan kvalitet vode, i iv) nemogucnost koris¢enja
bunara u distribuciji zahtevanih koli¢ina voda (Cullimore, 2008). Korozija gvozda i drugih
metala uzorkuje ozbiljne finansijske gubitke. U razli¢itim granama industrije, procenjeni
troskovi uzrokovani korozijom metala u razvijenim zemljama sveta iznose 2-3% bruto
domaceg proizvoda, te su u velikoj meri uzrokovani korozijom gvoZzda, zbog njegove
svakodnevne upotrebe i podloZnosti oksidativnom oSteéenju. lako nije moguce pretpostaviti
tatnu procenu materijalnih gubitaka wusled korozije gvozda izazvane dejstvom
mikroorganizama, zasigurno je da ovaj vid korozije predstavlja znacajan deo ukupnih
troskova, a zbog izrazenog uticaja u energetskoj industriji (nafta, gas, itd.) troskovi su u
rasponu od nekoliko milijardi dolara (Enning & Garrelfs, 2014).

Osim uticaja na radni vek vodozahvatnih objekata, pojedine vrste mikroorganizama
mogu biti uzroCnici i sanitarno-higijenske neispravnosti podzemnih (mineralnih) voda
(Cullimore, 1999; Madigan et al., 2010; Dragisi¢ & Zivanovi¢, 2014). Intenzivniji razvoj
heterotrofnih aerobnih bakterija uslovljen je poviSenom koncentracijom rastvorenih
organskih supstanci u vodi (Cullimore, 2008). U nekim slucajevima, u distributivnoj vodnoj
mreZi sa 0,6 mg/L zaostalog hlora, izolovano je viSe od 500 heterotrofnih bakterija po mL, Sto
ukazuje da odredeni predstavnici mogu opstati i u uslovima sa poviSenim koncentracijama
slobodnog hlora (Amanidaz et al., 2015). Takode, ove bakterije podrazumevaju primarne i
sekundarne patogene, kao i koliformne oblike (Escherichia, Enterobacter, Serratia, Citrobacter,
Klebsiella) (Allen et al., 2004). Tako su na teritoriji Severne Amerike, kao posledica sadrzaja E.
coli u pija¢im vodama, bile registrovane dve epidemije gastroenteritisa. Tokom 1999. godine,
u okolini VaSingtona, zagadena bunarska voda uzorkovala je zarazu preko 1.000 ljudi sa dva
smrtna ishoda. I tokom 2000. godine (Ontario, Kanada), zabeleZena je epidemija kada je bilo
zarazenih 1.286 slucajeva, od kojih je 6 bilo sa smrtnm ishodom. Opste prihva¢eno misljenje
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jeste da vode koje se Kkoriste za pice (flaSiranje) ne smeju biti rizicne po zdravlje, odnosno ne
smeju biti agresivne za materijal distributvne vodne mreZe (Ciri¢ & Petrovi¢, 2017). S druge
strane, mikroorganizmi podzemnih ekosistema mogu da ispoljavaju i pozitivne efekte.
Koriste¢i metabolicku aktivnost autohtonih ili alohtonih zajednica mikroorganizama
podzemnih staniSta moguce je obaviti remedijaciju kontaminiranih voda (Ben Maamar et al,,
2015). Poznato je da podzemni ekosistemi stvaraju uslove za bioloSku degradaciju
zagadujucih supstanci, koje su registrovane na milionima lokaliteta podzemnih voda (Griebler
& Avramov, 2015). Tako, usled Zivotne aktivnosti heterotrofnih aerobnih bakterija dolazi do
biodegradacije zagaduju¢ih supstanci (DBI, 2004). Biofiltracija kao tretman pija¢ih voda
dobija sve veci znacaj na globalnom planu u poslednjih nekoliko godina, kao potencijalni nacin
smanjenja koncentracije nus-proizvoda nastalih tokom procesa dezinfekcije pijac¢ih voda,
izmedu sredstava za dezinfekciju, kao Sto je hlor, i prirodnih organskih supstanci, pri ¢emu
dekompozicijom organskih suspstanci iz vode nestaje neprijatan ukus i miris vode. U svakom
slucaju, prednost koriS¢enja biofilmova u vodovodnom i kanalizacionom tretmanu jeste
posledica ,lepljivosti” matrice biofilma. Matrica biofilma vezuje i pri¢vrS§¢uje organske i
neorganske kontaminante, kao Sto su patogene bakterije, teSki metali i nanocCestice. Rapidna
fizioloSka adaptacija biofilmova daje veliku prednost celokupnom postupku. Bakterije se brzo
oporavljaju od stresa izazvanog pojavom toksi¢nih metala u vodi, $to za posledicu ima ¢istu
vodu (Ikuma et al, 2013). Na Slici 1.15 prikazan je postupak tretmana biofiltracije
kontaminiranih voda.

Cestice (zrna)

iz

Uklanjanje zagadujucih organskih supstnaci

Kontaminirane
vode

Biofilter

Slika 1.15 Biofiltracija kao tehnologija za preradu i preciS¢avanje voda
(Preuzeto i modifikovano prema Ikuma et al., 2013)*

*Strelica pokazuje smer protoka vode. Biofilteri sadrze filter srednjih zrna (npr. pesak, granularni aktivni ugalj)
koji je pokriven biofilmom. Bakterijske aktivnosti u biofilmu imaju za posledicu transformaciju hranljivih
supstanci (na primer, jedinjenja azota i fosfora na sastavne delove), organskog ugljenika i drugih neZzeljenih
necistoc¢a koje dospevaju u vodu. Voda izlazi iz biofiltera i obi¢no prolazi postupak dezinfekcije pre ulaska u
vodovodne cevi ili se vode ispustaju u Zivotnu sredinu kao efluenti.

U ekosistemu voda, mikroorganizmi utiCu na generisanje autohtonih organskih
supstanci, ¢ime obavljaju funkciju primarnih reducenata, pri ¢emu njihova kvalitativna i
kvantitativna zastupljenost predstavlja indikator raznolikih i jedinstvenih biohemijskih
procesa koji se odvijaju u datom ekosistemu. Ujedno, njihova brojnost je i prvi pokazatelj
eutrofikacije voda (Stankovi¢, 1998). Mikroorganizmi mogu imati ulogu u procesu
autopurifikacije (samopreciS¢avanja) voda, usled c¢ega sadrzaj pojedinih supstanci se
postepeno smanjuje ili potpuno iS¢ezava u vodi, pri Cemu su istoimeni procesi karakteristicni i
za podzemne vode (Ciri¢ & Petrovi¢, 2017). Prouc¢avanjem mikroorganizama podzemnih
staniSta dobija se kompletnija slika o mikrobiolosSkom diverzitetu planete Zemlje, pogotovo o
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metabolickim sposobnostima Zivih organizama (Pedersen, 2000). Sa hidrogeoloskog aspekta,
vazno je napomenuti da mikroorganizmi predstavljaju bioindikatore ekoloSkog statusa
podzemnih voda, ¢ime uti¢u na racionalno upravljenje i koriS¢enje ovog prirodnog resursa
(Griebler & Avramov, 2015). IstraZivanje mikrobioloskog diverziteta podzemnih (mineralnih)
voda ostaje u domenu biohidrogeologije, koja ,predstavlja nau¢nu disciplinu koja se bavi
izuCavanjem uticaja mikroorganizama na kvalitet i upotrebljivost podzemnih (mineralnih)
voda sa razlic¢itih prakti¢nih aspekata, uticaja na hidrogeolosku sredinu i one delove Zemljine
kore koji su usko povezani sa njom, kao i na vodozahvatne objekte kao sastavne delove
hidrogeoloSke sredine” (garaba et al., 2018a; Saraba & Dimki¢, 2019a).

1.1.1.3 Patogeni i koliformni mikroorganizmi u podzemnim (mineralnim) vodama

Patogeni mikroorganizmi mogu da budu sastavni deo mikroflore podzemnih voda
(Krauss et al, 2011). Imaju sposobnost da uzrokuju bolest, zbog Cega su cCesti uzrocnici
hidri¢nih epidemija. Njihova brojnost je mnogo manja od broja nepatogenih vrsta. U
organizam se mogu uneti putem vazduha, hrane, vode, a prenosioci mogu biti i ljudi, insekti i
druge Zivotinje (Jemcev & DPuki¢, 2000). Predstavljeni su bakterijama, virusima i protozoama
(Krauss et al., 2011), ¢iji su predstavnici u podzemnim vodama prikazani u Tabeli 1.8.

Osim patogenih mikroorganizama, u mikroflori podzemnih voda mogu biti zastupljeni i
koliformni mikroorganizmi (KneZi¢, 2012). Uglavnom, ovi organizmi nisu patogeni, ali postoje
izuzeci. Svi predstavnici ukupnih koliforma pripadaju familiji Enterobacteriaceae i karakterisu
se nizom zajednickih karakteristika. Pripadaju Gram-negativnim, asporogenim, negativnim
oksidaznim i fakultativno anaerobnim Stapicastim oblicima sa sposobnoS$¢u fermentacije
laktoze (koriS¢enjem enzima galaktozidaze) i produkcije kiseline i gasa (Krauss et al., 2011).
Koliformni mikroorganizmi mogu biti fekalni i nefekalni (Ciri¢ & Petrovié, 2017). Medu
fekalnim intestinalnim koliformima najpoznatiji predstavnik je E. coli, Cije prisustvo ukazuje
na fekalnu kontaminaciju podzemnih voda, a vreme prezivljavanja u spoljasnjoj sredini iznosi
od 4 do 12 nedelja (Krauss et al., 2011). Takode, odredeni sojevi E. coli nisu patogeni i deo su
standardne crevne mikroflore ljudi. Definisano je sedam tipova E. coli koji uzorkuju
gastroenteritis i imaju faktore virulencije, pri ¢emu se tri tipa prenose vodom:
enteropatogena, enterotoksigena i verocitotoksigena E. coli (Ciri¢ & Petrovi¢, 2017). Osim E.
coli, i fekalne streptokoke, posebno enterokoke, su indikatori fekalne kontaminacije, s
obzirom na to da ovi organizmi duZe opstaju u spoljasnjoj sredini (Krauss et al., 2011).
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Tabela 1.8 Patogeni mikroorganizmi u podzemnim vodama (Preuzeto i modifikovano prema

Krauss etal., 2011)

Mikroorganizmi Vrsta Oboljenje Izvor
Groznica, faringitis, osip, respiratorne bolesti,
- dijareja, hemoragic¢ni konjuktivitis,
Coxsackievirus . s : I v A
miokarditis, perikarditis, asepti¢ni meningitis,
encefalitis, insulin zavisni dijabetes
Coronavirus
Gastroenteritis
Sapovirus
Orthoreovirus Gastroenteritis i oboljenja gornjih disajnih
puteva
Bolesti sli¢ne polio oboljenjima, asepti¢ni
Virusi Enteroviruses 68-71 meningitis, bolest Saka, stopala i usta (E71), Ljudski ekskrementi
epidemijski konjuktivitis (E70)
Poliovirus Poliomijelitis
Echovirus Respiratorne bolestll, asepFlcm meningitis,
groznica, osip
Adenovirus Respiratorne bolesti, gastroenteritis
Norovirus Gastroenteritis
Hepatitis A Groznica, mucnina, Zutica, insuficijencija jetre
Hepatitis E Groznica, mucnina, Zutica
Rotavirus Ai C
Calcivirus Gastroenteritis
Astrovirus
; Gastroenteritis, hemoliti¢ki uremicki sindrom
E. coli Cy .
(enterotoksi¢na E. coli)
Bakterije Salmonella s Enterokolitis, endokarditis, meningitis, Ljudski i Zivotinjski
pp- perikarditis, reaktivni artritis, upala plu¢a ekskrementi
Shigella spp. Gastroenteritis, dizenterija, reaktivni artritis Ljudski ekskrementi
Campylobacter jejuni Gastroenteritis, Gijen-Bareov sindrom Ljudski i Zivotinjski
Yersinia spp. Dijareja, reaktivni artritis ekskrementi
Legionellaspp. Pneumonija (legionarska bolest) Tople vode
ii , Pneumonija, infekcije mokraé¢nih kanala,
Bakterije P. aeruginosa eumontja lb T{ Cl].? 0.. acnih kanaia
akterijemija Zemljista i vode
Mycobacterium spp. Pluéne bolesti, bolesti koZe i mekih tkiva
Ljudski ekskrementi i
. choler Koler .
V. cholera olera slatkovodni zooplankton
T ridium . 1 .. , ljudski ekskrementi i
Cryptosporidiu Kriptosporidioza (gastroenteritis) Voda, ljuds | exskreme ul
parvum ekskrementi drugih sisara
Entamoeba histolytica Dizenterija Ljudski i zivotinjski
Protozoe Ekskrementi

Acanthamoeba spp.

Encefalitis, keratitis

Ljudski ekskrementi

Naegleria fowleri Meningoencefalitis Tople vode
" . o Ljudski i Zivotinjski
Toxoplasma gondii (kongenitalna) Toksoplazmoza (encefalitis) ekskrementi
Giardia lamblia Giardioza (hronicni gastroenteritis) Vodali 21vot1n]§k1
ekskrementi
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Osim indikacija fekalne kontaminacije, koliformni mikroorganizmi ukazuju i na
potencijalni rizik od kolmiranja vodozahvatnih objekata (Dimki¢ & Pusi¢, 2012). U Tabeli 1.9
prikazani su mikroorganizmi kao najces¢i indikatori fekalne kontaminacije podzemnih voda i
njihove pojave zabeleZene u razli¢itim delovima sveta.

Tabela 1.9 Pojave mikroorganizma kao fekalnih indikatora podzemnih voda (Preuzeto i
modifikovano prema Pedley et al., 2006)

Organizam Pozitivni receptori (%) Ispitivani lokalitet
Somatski kolifagi 50
E. coli 50 SAD: 30 javnih bunara
Enterococci 70
Koliformne bakterije 40 SAD, Monatana
E. coli 16-24 Kanada, provincija
Fekalne streptokoke 12-24 Ontario: 1nd1Yldua1n1
bunari
E. coli 60 Republika Moldavija,
Fekalne streptokoke 50 Balatina i Karpini
Termotolerantni Finska: bunari u ruralnim
koliformi i fekalne 10-40 ' it
streptokoke podrugjima

Izvori fekalne kontaminacije podzemnih voda mogu biti raznoliki. Uglavnom, do
fekalne kontaminacije dolazi usled curenja sanitarnih sistema, odnosno septickih jama ili
kanalizacija, te kao posledica dubriva i komposta Zivotinja, ispuStanja otpdanih voda ili
kanalizacionog mulja, itd. Takode, i povrSinske vode u koje se ulivaju kanalizacione vode
mogu biti izvor unoSenja patogenih mikroorganizama u podzemne vode (Krauss et al., 2011).
Na Slici 1.16 prikazani su moguci izvori fekalne kontaminacije podzemnih voda.
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Slika 1.16 Shematski prikaz glavnih izvora fekalnih patogena i potencijalni nacini njihovog
dospevanja u podzemne ekosisteme (Preuzeto i modifikovano prema Krauss et al., 2011)
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» Hidric¢ne epidemije

Na osnovu podataka Svetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization
- WHO), letalitet od bolesti uzrokovanih higijenski neispravnom vodom iznosi viSe od 5
miliona ljudi godisnje. Od toga, viSe od 50% su mikrobne crevne infekcije, pri ¢emu se na
prvom mestu istice kolera. Problem sa higijenski neispravnim vodama je veoma cest slucaj i u
razvijenim zemljama. Procenjuje se da u SAD-u svake godine 560.000 ljudi se zarazi higijenski
neispravnom vodom, 7,1 miliona ljudi ima blage do umerene infekcije, dok 12.000 ljudi ima
smrtni ishod (Cabral, 2010). U panevropskom regionu, usled kori$¢enja higijenski neispravnih
voda, dolazi do 2,2 miliona smrtnih slucajeva godisSnje, sa najve¢im zabeleZenim brojem medu
dec¢ijom populacijom. Takode, brojne epidemije uzrokovane hranom mogu biti posledica
koriS¢enja kontaminiranih voda usled pripreme hrane, budu¢i da niska koncentracija
patogenih mikroorganizama u pija¢im vodama dostiZe veoma brzo infektivnu dozu u
uslovima me$anja sa hranom (Ciri¢ & Petrovi¢, 2017). U Tabeli 1.10 prikazane su epidemije
hidri¢nih bolesti uzrokovane zarazenim podzemnim vodama u razli¢itim delovima sveta.

Tabela 1.10 Hidri¢ne epidemije izazvane podzemnim vodama (Preuzeto i modifikovano
prema Krauss etal., 2011)

Bolest Patogen
Gastroenteritis i hepatitis A, jun 1980, Teksas, SAD; Enterov1rus,. thav1rus,
~8.000 (79%) inficiranih sluéajeva Coxsackievirus,
Hepatitis A
Viralni gastroenteritis, mart 1981, Kolorado, SAD; 56 .
Rotavirus

(44%) inficiranih slucajeva

Krvava dijareja, dec 1989/jan1990, Misuri, SAD; 243
inficirana slucaja, 4 preminula

E. coli 0157:H7

Viralni gastroenteristis, april 1994, Finska; do 3.000
(50%) inficiranih slucajeva

Norwalk Virus
(Norovirus),
Adenovirus, Rotavirus

Dijareja, Avgust 1995; Ajdaho, SAD; 82 (35%)
inficirana slucaja

Shigella sonnei

Kriptosporiodiza, prole¢e 1997, Velika Britanija; 345
inficiranih slucajeva

Cryptosporidium

Kriptosporiodiza, 1998m Teksas, USA; 1.300 - 1.500
inficiranih slucajeva

Cryptosporidium

Gastroenteristis/Kampilobakterioza, maj 2000,
Ontarijo, SAD;~ 2.300 inficiranih slucajeva, 7

E. coli 0157:H7,

preminulih Campylobacter
Gastroenteritis, Avgust 2000, Francuska; ~ 2.600 Campylobacter coli,
(37%) inficiranih slucajeva Rotavirus, Norovirus
Campylobacter spp.,

Viralni gastroenteritis, leto 2004, Ohajo, SAD; ~ 1.450
inficiranih slucajeva

Norovirus, Giardia spp. i
Salmonella typhimurium

Najznacajnije gastrointestinalne infekcije kod ljudi, kao Sto su kolera, Sigeloza i
salmoneloza, prenose se kontaminiranim vodama, zbog c¢ega mikrobioloska procena
podzemnih voda moZe znacajno doprineti utvrdivanju prisustva mikroorganizama
kontaminanata, $to bi uslovilo preduzimanje odgovarajuc¢ih preventivnih mera, kao Sto su
razliCiti tretmani remedijacije vodnih resursa, ¢ime bi se izbegle potencijalne zdravstvene
opasnosti (Keesari et al., 2015). Takode, mnoge drZave sa razli¢itim stopama ekonomskog
razvoja tokom poslednjih godina beleZe brojne bolesti kao rezultat kontaminiranih
podzemnih voda, usled sadrZaja patogenih mikroorganizama enteri¢nog porekla (De Giglio et
al,, 2016), zbog ¢ega mikrobioloSke komponente predstavljaju klju¢ne kvalitativne indikatore
podzemnih vodnih resursa (Korbel et al, 2017). Takode, kontaminacija vodnih resursa
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mikroorganizmima otpornih na viSe lekova postaje zabrinjavaju¢a, budué¢i da predstavlja
izvor Sirenja antimikrobne rezistencije (Maran et al, 2016). Za sprecCavanje hidri¢nih
epidemija potrebno je omoguciti monitoring kvalitativnog statusa voda, $to uslovljava
smernice za procenu kvaliteta vode u razlictim vrstama vodnih tela (Krauss et al., 2011). Tako
su u Tabeli 1.11 prikazane preporuke maksimalno dozvoljenih koncentracija bakterija od
strane medunarodnih organizacija za mikrobioloSke parametre voda za pice.

Tabela 1.11 Pregled preporucenih i maksimalno dozvoljenih koncentracija bakterija od
strane medunarodnih organizacija za mikrobioloSke parametre u vodi za pic¢e (Preuzeto
od: Laketi¢, 2017)

WHO US EPA European

Parametar (2011) | (2012) | Union (1998)
P. aeruginosa / / /
Termotolerantne koliformne bakterije Odsutno / /
Ukupne koliformne bakterije Odsutno | Odsutno | 0 CFU/100 mL
E. coli / Odsutno | 0 CFU/100 ml

Intestinalne (fekalne) streptokoke

/ 0 CFU/100 mL
Sulfitorefukujuce kll()S\FI‘l-dl}.e (Clostridium perfigens, / 0 CFU/100 mL
ukljucujuci spore)

/
/
Broj kolonija na (22+2)°C / 500 /
/
/

Broj kolonija na (36+2)°C CF[r]r{LlOO /

/ /

Proteus vrste

1.1.1.4 Uslovi opstanka mikroorganizama u podzemnim ekosistemima

Kao i u Zivotu svakog Zivog stvorenja, uslovi spoljasnje sredine uticu u velikoj meri i na
razvoj mikroorganizama (Jemcev & Puki¢, 2000). Njihov opstanak u izvorskim ekosistemima
zavisi od sadrZaja nutrijenata, koli¢ine rastvorenih gasova, padavina, brzine izbijanja vode,
razlicitih zagadivaca (kanalizacionih i drugih otpadnih voda) (Stankovi¢, 1998), itd.

Autohtonim mikroorganizmima podzemne vode predstavljaju prirodno boraviste, dok
alohtoni mikroorganizmi u podzemne vode dospevaju iz drugih sredina, najceSce iz zemljista i
povrsSinskih voda procesima nadzemne infiltracije. Neki od njih se mogu prilagoditi Zivotu u
izdani i postati sastavni deo autohtone biocenoze. Patogene vrste u podzemnim vodama su
najceSce, ali ne i uvek, alohtoni oblici (Goldscheider et al., 2006). Na brojnost patogenih
mikroorganizama u podzemnim vodama, izmedu ostalog, utic¢e i vrednost temperature i pH,
prisustvo predatorske mikroflore (Krauss et al., 2011), a znacajan je i sadrzaj kiseonika (John
& Rose, 2005). Smatra se da temperatura predstavlja kljuan faktor koji utice na tok i
odvijanje biohemijskih procesa (Griebler & Avramov, 2015), budu¢i da mikroorganizmi ne
poseduju mehanizme za odrZavanje temperature Ccelije. Poznato je da na visokim
temperaturama nukleinske kiseline, belan¢evine i drugi delovi bakterijske Celije se mogu
bespovratno inaktivisati, usled c¢ega dolazi do smrti ¢elije. S druge strane, pri niskim
temperaturama dolazi do zaustavljanja bakterijskog rasta i remecenja procesa biosinteze
(Jemcev & Duki¢, 2000). Temperatura deluje na enzime mikroorganizama koji su katalizatori
biohemijskih procesa u podzemnim vodama. Brzina enzima se udvostrucuje prilikom
povecanja temperature za svakih 10°C, sve do oko 35°C. Znatno manji broj enzima opstaje sve
do 65-70°C, s obzirom na to da prilikom povecanja temperature nastupa razaranje enzima
(Dimki¢ & KneZzi¢, 2012). ZabeleZen je pad brojnosti patogenih mikroorganizama u
podzemnim staniStima usled povecanja temperature. Medutim, porast temperature za neke
fekalne bakterije moze uticati i na stopu povecanja njihove brojnosti (Krauss et al,, 2011). U
izvorima mineralnih voda temperature iznad 65°C, prisustne su samo odredene vrste
bakterija i arheja. Gornje temperaturne granice rasta protozoa iznose 56°C, algi 55-60°C, gljiva
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60-62°C, cijanobakterija 73°C, anoksigenih fototrofa 70-73°C, hemoorganotrofa i
hemolitotrofa 95°C, odnosno arheja 122°C (Madigan et al., 2010).

Na osnovu temperaturnih granica opstanka, razlikuju se sledece grupe
mikroorganizama: psihrofili, psihrotolerantni mikroorganizmi, mezofili, termofili i
hipertermofili (Madigan et al., 2010). Optimalna temperatura razvoja psihrofila je od 5-18°C
(Tmin= -5°C, Tmax= 10 - 22°C). Karakteristi¢ni su za arti¢ka podrucja planete Zemlje, za veciti
sneg visoko planinskih oblasti, za podzemne vode, itd. (Jemcev & Puki¢, 2000; DragiSi¢ &
Zivanovié¢, 2014). Obuhvataju bakterije i alge, pri ¢emu vrsta Psychromonas raste na
temperaturi -12°C, najniZoj temperaturi za bilo koju poznatu bakteriju. Organizmi koji rastu
na 0°C, ali imaju optimalnu temperaturu razvoja od 20-40°C, nazivaju se psihrotolerantni
mikroorganizmi i rasprostranjeniji su u prirodi u odnosu na psihrofile. Razvijaju se i na
temperaturi od 0°C. Razne bakterije, eukariote i arheje su psihrotolerantni mikroorganizmi
(Madigan et al, 2010). Mezofilni mikroorganizmi razvijaju se u granicama umerenih
temperatura (Topt= 25 - 37°C, Tmin= 10 - 25°C i Tmax= 35-45°C) (Jemcev & Duki¢, 2000;
Dragi$i¢ & Zivanovié, 2014). Bakterije E. coli su karakteristi¢ni predstavnici mezofila, ¢ija
temperaturni optimum iznosi 39°C, minimum 8°C, dok je temperaturni maksimum 48°C, sa
rasponom temperature od 40°C na kojima je mogu¢ razvoj ovih bakterija (Madigan et al,,
2010). Termofilni mikroorganizmi razvijaju se na temperaturama iznad 45°C, dok organizmi
koji rastu na temperaturi iznad 50°C nazivaju se hipertermofili (Madigan et al.,, 2010).

Za razlic¢ite grupe mikroorganizama, karakteristi¢ne su i razli¢ite minimalne, optimalne
i maksimalne temperature na kojima mogu da se razvijaju (Madigan et al., 2010). Vrednosti
temperature iznad temperaturnog maksimuma mikroorganizama djeluju smrtonosno na njih,
dok vrednosti temperature ispod temperaturnog minimuma nemaju uvek smrtonosno dejstvo
na mikroorganizme (Tadi¢ & Kekanovi¢, 2011). Na Slici 1.17 prikazana je brzina rasta
razlic¢itih mikroorganizama u zavisnosti od temperaturnih uslova sredine.
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Slika 1.17 Temperatura rasta nekih mikroorganizama sa prikazom temperaturnog optimuma
navedenih grupa na pojedinac¢nim graficima (Preuzeto i modifikovano prema Madigan et al,,
2010)

Kao i temperatura, i pH vrednost sredine ispoljava uticaj na mikroorganizme, s
obzirom na to da pri izuzetno visokoj ili niskoj vrednosti pH dolazi do razgradnje Celijskih
komponenti. Tako, u kiseloj sredini razgraduju se molekuli DNK i ATP, dok se u alkalnoj
sredini razgraduju celijske komponente u vidu fosfolipida i RNK (Jemcev & Duki¢, 2000).
Brojnost patogenih mikroorganizama je veca u alkalnim nego u kiselim staniStima (Krauss et
al,, 2011). U zavisnosti od pH vrednosti sredine u kojoj se razvijaju, mikroorganizmi mogu biti
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acidofili, neutrofili i alkalofili (Jemcev & Puki¢, 2000; Madigan et al., 2010). U okviru acidofilne
grupe mikroorganizama moguce je razlikovati fakultativne acidofile, obligatne acidofile i
acidootporne mikroorganizme, dok je u okviru grupe neutrofila moguce razlikovati
alkalotolerantne i acidotolerantne mikroorganizme (Jemcev & Duki¢, 2000). Acidofilni
mikroorganizmi najbolje rastu na vrednostima pH nizim od 5,5. Za mnoge gljivice i bakterije
karakteristican je intenzivan razvoj na vrednostima pH=5 ili ¢ak niZe, dok ogranicen broj
mikroorganizama se razvija ispod pH=3, kao $to je rod Acidothiobacillus. Takode, vecina
acidofila ne moZe rasti na vrednostima pH=7, dok je za veinu mikroorganizama
karakteristican zastoj u razvoju usled povecanja pH vrednosti dve jedinice iznad njihovog
optimuma. Tako, Celije obligatnih acidofilnih bakterija se liziraju ukoliko je pH vrednost
sredine neutralna, $to ukazuje da je za stabilnost membrana ovih organizama neophodna
visoka kocentracija vodonikovih jona. Neutrofilni mikroorganizmi najbolje rastu u tzv.
cirkumneutralnom dijapazonu (pH=5,5-7,9), dok alkalofilni mikroorganizmi se razvijaju na
vrednostima pH=8 i iznad. Pojedini ekstremofili mogu rasti na vrednostima pH=10 i viSe. Na
primer, vrsta Bacillus firmus je alkalofil, ali moZe da se razvija u veoma Sirokom opsegu pH od
7,5 do 11. Takode, neke izuzetno alkalofilne bakterije su halofili, a ve¢ina ih pripada domenu
arheja. Odredeni alkalofili poseduju industrijski znacaj, budu¢i da proizvode hidrolatne
enzime poput proteaza i lipaza koji se dodaju kao primese deterdZentima za ve$ (Madigan et
al,, 2010).

Za razvoj i reprodukciju mikroorganizama neophodna je i odgovaraju¢a vrednost
sadrZaja hranljivih supstanci koje mikroorganizmi jedino usvajaju u njihovom rastvorenom
stanju u vodi (Jemcev & DPuki¢, 2000). ZabeleZena je veca brojnost patogenih bakterija u
uslovima sa veéim sadrZajem organskog ugljenika (Krauss et al, 2011). U podzemnim
vodama, veli sadrZaj organskog ugljenika uglavnom je karakteristican za zone aktivne
vodozamene. Medutim, i u uslovima aktivne vodozamene, sadrzaj organskog ugljenika se
postepeno smanjuje prilikom infiltracije povrsinskih voda kroz porozne slojeve, zbog cega su
podzemne vode uglavnom siromasne njegovim sadrZajem (Griebler & Avramov, 2015). Na
Slici 1.18 prikazani su hemijski elementi neophodni mikroorganizmima u promenljivom
sadrzaju.

Grupa
e

Perioda

Slika 1.18 Mikrobioloski periodni sistem elemenata (Preuzeto od: Madigan et al., 2010)*

*Sa izuzetkom urana, koji moZe biti koriS¢en od strane pojedinih prokariota, hemijski elementi periode 7 nisu
poznati da ucestvuju u metabolizmu mikroorganizama; 1 - Esencijalni hemijski elementi za sve mikroorganizme;
2 - Esencijalni katjoni i anjoni za ve¢inu mikroorganizama; 3 - Metali u tragovima, od kojih su neki esencijalni za
pojedine mikroorganizme; 4 - Hemijski elementi koje mikroorganizmi koriste za obavljenje specijalnih funkcija;
5 - Hemijski elementi koji nisu esencijalni, ali uestvuju u metabolizmu mikroorganizama; 6 - Hemijski elementi

koji nisu esencijalni i ne u¢estvuju u metabolickim procesima mikroorganizama.
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Usled velike Kkolicine rastvorenih supstanci u vodi moZe do¢i do zastoja rasta
mikroorganizama, budu¢i da mikroorganizmi ne mogu opstati u vodama ¢iji osmotski pritisak
je veci od onog koji vlada u njihovoj celiji. U tim uslovima, dolazi do dehidriranja celije i
sakupljanja protoplasti, u procesu poznatom pod nazivom plazmoliza. S druge strane, u
vodama niskog osmotskog pritiska dolazi do ulaska vode u c¢eliju i u tim uslovima celijski
omota¢ mozZe da se rasprsne. Ovaj proces se naziva plazmoptiza (Jemcev & Duki¢, 2000).
Medutim, postoje mikroorganizmi koji se uspeSno razvijaju u sredinama sa rastvorenim
sadrzajem soli, odnosno NaCl i drugih minerala. Nazivaju se halofilni mikroorganizmi
(Madigan et al., 2010). U okviru kategorije halofilnih mikroorganizama, moguce je razlikovati
slabe halofile, umerene halofile, halotolerantne mikroorganizme i ekstremne halofile
(Miokovi¢ & Zdolec, 2004). Umereni halofili opstaju u sredinama sa sadrZajem NaCl od 1-2%
do 20%, dok optimalna vrednost sadrzaja NaCl iznosi oko 10% (Jemcev & DPuki¢, 2000).
Vecina ekstremnih halofila razvija se u sredinama sa sadrzajem NaCl od 32%, mada za neke
vrste je karakteristiCan veoma spor razvoj usled vecih koncentracija soli (Madigan et al,,
2010). Halofilne arheje Halobacterium salinarum uspesno opstaju u sredinama sa sadrZajem
NaCl od 15-32%, pri ¢emu najbolje rastu sa sadrZajem NaCl od 25% (Stan-Lotter, 2007).
Takode, ekstremni halofili su primarno obligatni aerobi i nemaju termofilni karakter.
Optimalna koncentracija NaCl za razvoj halofila zavisi od tipa organizma i njegovog stanista,
pri ¢emu sadrzaj NaCl ne moZe zameniti KCl. Dakle, ovim organizmima je neophodan natrijum
za uspesSan razvoj. Mikroorganizmi iz hipersalini¢nih stanista zahtevaju sadrZaj NaCl od 3-
12%, dok organizmi iz izuzetno hipersalini¢nih staniSta zahtevaju joS vece koncentracije NaCl.
Ekstremni halofili zahtevaju sadrzaj NaCl od 15-30% (Madigan et al., 2010). Halofilne
bakterije imaju sposobnost balansiranja osmotskog pritiska okruZenja i pokazuju stabilnost u
odnosu na denaturiSuce efekte soli. Takode, ova grupa bakterija ima sposobnost razgradnje
razlic¢itih zagadivaca. Tako, na primer, Marinobacter hydrocarbonoclasticus ucestvuje u
dekompoziciji razli¢itih aromati¢nih ugljovodnika, dok halotolerantna vrsta Streptomyces sp.,
izolovana iz naftnog polja u Rusiji, uspesno razgraduje naftu (Tiquia et al., 2007). U Tabeli
1.12 prikazani su neki predstavnici halofilnih mikroorganizama.

Takode, sezonski hidroloski uslovi mogu imati uticaja na mikrobioloski diverzitet
podzemnih stanista, budu¢i da uslovljavaju prelaz mikroorganizama iz jedne sredine u drugu
(Griebler & Avramov, 2015). Na brojnost mikroorganizama uti¢e i sadrzZaj predatorske
mikroflore, budué¢i da fekalni mikroorganizmi mogu predstavljati izvor hrane amebama i
drugim protozoama, dok odredene bakterije u zemljiStu mogu stvarati egzoenzime koje
oStecuju strukturu fekalnih mikroorganizama (Krauss et al., 2011). Poznato je da bakterije
mogu uticati na inaktivaciju virusa putem egzoenzima (proteaze, nukleaze) koje potom
koriste kao supstrate rasta nakon lize. Na smanjenje brojnosti patogenih mikroorganizama u
podzemnim vodama uti¢u i autohtone zajednice mikroorganizama. Na osnovu sprovedenih
istrazivanja, zaklju¢eno je da iznad 20% bakterija od ukupno 217 sojeva izolovanih iz
podzemnih voda inhibira razvoj E. coli K12. Takode, bakterije V. cholerae pokazuju zastoj u
razvoju usled prisustva mikroorganizama svojstvenih za staniSte prirodne sredine u kojoj se
nalaze (Griebler & Avramov, 2015).
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Tabela 1.12 Neki predstavnici slabih halofila, umerenih halofila, halotolerantnih bakterija
i ekstremnih halofila (Preuzeto i modifikovano prema Miokovi¢u & Zdolecu, 2004)

Rod | Vrsta | Odnos prema soli
Slabi halofili
Clostridium C. botulinum, C. sporogenes, C. perfringenes 0-5
Bacillus B. cereus 0-2,8
Umereni halofili
Halobacterioides H. halobius 8,4 — 14% NaCl
Aerococcus A. viridians 10% NaCl
Enterococcus E. casseliflavus, E. disper, E. durans, E. faecalis, E. faecium,
E.gallinarum, E. hirae, E. malodoratus, E. mundtii, E. 6,5% NaCl
solitarius, E. avium
Sporohalobacter S. marismortui 0,5-2 M NaCl
Halobacillus H. halophilus 3- 1O(VKAI;21C21 10,5%
Methanohalophilus M. mahii, M. halophilus, M.portucalensis 1-2,5M NacCl
Halotolerantne bakterije
Micrococcus M. luteus 5-10-15% NacCl
Streptococcus S. termophilus 4 -10% NaCl
Leuconostoc L. mesenterioides subsp. mesenteroides, L. lactis 3-6,5% NaCl
Vibrio V. alginolyticus, V. cincinnatiensis, V. mimicus, V.
parahaemoliticus, V. fluvialis, V. cholerae, V. damselae, V. 6 -10% NaCl
harveyi, V. furnissii, V. hollisae, V. vulnificus
Sarcina S. ventriculi, S. maxima 0-10%
Pseudomonas P. aeruginosa 1,0% NaCl
Salmonella S. typhimurium 0-9% NaCl
Marinococcus M. halophilus 0,5-20% NaCl
Ekstremni halofili
Staphylococcus S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus 15% NaCl
Halococcus H. morrhuae 15-20% NaCl
Halobacterium H. salinarum erzlzrg‘i%?) AJlIF\)I(?Ci\)IaG
Haloferax H. volcanii 1,5-2,5 M NaCl
Halomonas H. elongate 20% i vise
Haloarcula H. vallismortis, H. argentinensis, H. japonica, H. hispanica,
H. marismortui, H. mukohataei, H. quadrata, H. californiae, 2-5M NacCl
H. sinaiiensis, H. aidinensis
Halobaculum H. gomorrense 1,5 -2,5M NacCl
Natronococcus N. occultus 1,4 - 5,2 M NacCl
Natronomonas N. pharaonis 5 M NaCl

U odnosu na nacin Zivota u podzemnim vodama, mikroorganizmi se dele na
planktonske i bentosne organizme. Planktonski organizmi u podzemnim vodama se nalaze u
slobodno lebde¢em stanju ili su u interakciji sa suspednovanim cesticama u vodi, dok su
bentosni organizmi pricvrS¢eni za matriks izdani. U pogledu biomase i biohemijske aktivnosti
u podzemnim oligotrofnim ekosistemima, domintantni su bentosni organizmi. Takode, za
vec¢inu mikroorganizama nije karakteristican iskljucivo planktonski ili bentosni nacin Zivota,
bududi da postoji ravnoteZa izmedu procesa vezivanja i odvajanja (Goldscheider et al., 2006).
Vise od 90% mikrobne biomase u izdanima je pri¢vr§¢eno za odgovaraju¢e geohemijske
podloge (Karwautz, 2015). U biofilmovima, mikroorganizmi pokazuju visoki stepen
fukcionalnosti Zivota, lakSe podnose efekte spoljasnje sredine (isuSivanje, dejstvo biocida,
teSkih metala), itd. (Pruni¢, 2017). Formiranje biofilmova u uslovima sa ekstremnim
vrednostima pH, temperature, pritiska, te sadrzaja metala verovatno je klju¢na strategija
opstanka mikroorganizama, pri ¢emu su biofilmovi sa gustinom ¢elija ve¢om od 108 ¢elija po
gramu uoCeni unutar poroznih naslaga aktivnih dubokomorskih sumpornih taloga sa
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temperaturama iznad 100°C (Ikuma et al, 2013). Na Slici 1.19 prikazan je fazni proces
formiranja biofilma.

Vezivanje Razvoj Odvajanje

i 2 3

Slika 1.19 Fazni proces formiranja biofilma (Preuzeto i modifikovano prema Montana State
University, Center for biofilm Engineering, 31. avgust 2020)*

*1 - Planktonske Celije mikroorganizama u vremenskom intervalu od nekoliko minuta mogu da se pricvrste za
potopljenu povrsSinu. Potom, produkuju EPS i kolonizuju povrsinu; 2 - Produkcija EPS-a omogucava zajednici
biofilma da formira sloZene, trodimenlizonalne strukture podloZne delovanjima razlicitih agenasa iz spoljasnje
sredine. Zajednice biofilma mogu se razviti u vremenskom intervalu od nekoliko ¢asova; 3 - Biofilmovi se mogu
yrazmnozavati“ odvajanjem manijih ili ve¢ih nakupina celija ili ,rasprSivanjem semena“, ¢cime dolazi do
oslobadanja celija. Tako je omoguceno bakterijama da se pri¢vrste na povrsinu ili biofilm nizvodno od izvorne
zajednice.

Pri¢vrS€uju¢i se za odgovaraju¢e mineralne podloge, mikroorganizmi doprinose
ubrzanom rastvaranju minerala, oslobadaju¢i potencijalno hranljive supstance. Takode,
zajednice biofilmova kontroliSu mnoge vaZne procese koji se odvijaju u podzemnim
ekosistemima, uz Cinjenicu da biofilmovi predstavljaju vazZan preduslov za opstanak
mikroorganizama, budu¢i da omogucavaju najefikasnije koriS¢enje raspoloZivih resursa,
pruzajuci istovremeno posebno zasStitno okruZenje (Karwautz, 2015). Sluz-produkujuce
bakterije se razvijaju u sredinama razli¢itih redoks potencijala i obuhvataju aerobne i
fakultativno anaerobne bakterije (na primer, rodovi: Zooglea, Pseudomonas, Micrococcus,
Proteus) (Majki¢, 2013). U zajednicama biofilma, ove bakterije zauzimaju mali deo njegove
zapremine (<0.1%), dok preostali deo biofilma Cini EPS, hemijska jedinjenja akumulirana u
biofilmu, kanali vode kroz matricu biofilma i sl. Ovu grupu bakterija odlikuje brz razvoj, te
sposobnost opstanka u aerobnim i anaerobnim uslovima sredine, pri ¢emu se pojava
znacajnije biomase uglavnom vezuje za oksic¢ne uslove sredine (DBI, 2004). Takode, desikacija
utice na opstanak patogenih mikroorganizama u podzemnim stanistima. Medutim, ovaj faktor
ne ispoljava uticaj na na sporogene oblike. U nezasi¢enoj poroznoj sredini ili isuSenim
zemljistima dolazi do znacajnog pada brojnosti mikroorganizama (Krauss et al., 2011), buduci
da dostupnost vode predstavlja veoma bitan faktor koji utice na opstanak mikroorganizama
(Madigan et al., 2010). Na brojnost mikroorganizama utice i sadrzaj kiseonika (Jemcev &
buki¢, 2000). Bududi da je svim Zivotinjama neophodan molekulski kiseonik (02), namece se
zakljucak da je i svim organizmima neophodan O2. Medutim, mnogi mikroorganizmi mogu da
opstanu u sredinama sa odsustvom Oz, pri ¢emu kod odredenih predstavnika dolazi do smrti
usled njegovog sadrzaja (Madigan et al.,, 2010).

U odnosu na zahteve za kiseonikom, mikroorganizami mogu biti aerobi i anaerobi. U
okviru aeroba, moguce je razlikovati stroge (obligatne) aerobe, fakultativne aerobe i
mikroaerofile, dok je u okviru anaeroba moguce izdvojiti stroge (obligatne) anaerobe i
aerotolerantne anaerobe. Aerobni mikroorganizmi za obavljanje Zivotnih aktivnosti koriste
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kiseonik, dok anaerobni mikroorganizmi rastu u sredinama bez sadrZaja kiseonika.
Fakulatativni aerobi ne zahtevaju kiseonik, ali bolje rastu u uslovima sa sadrZajem kiseonika
(Madigan et al., 2010). Mikroaerofili koriste kiseonik, ali se uspeSno razvijaju ukoliko je
koncentracija kiseonika u sredini u kojoj se nalaze niZa u odnosu na sadrzaj kiseonika u
vazduhu. Njihova Siroka rasprostranjenost u vodi i zemljiStu je posledica znatno niZeg
sadrzaja kiseonika u odnosu na atmosferske uslove. Obuhvataju bakterije, kao Sto je rod
Beggiatoa, te mnoge vrste roda Bacillus, kao i mle¢ne bakterije roda Lactobacillus (Jemcev &
buki¢, 2000). Aerotoleratni anaerobi toleriSu prisustvo kiseonika i rastu u njegovom
prisustvu, ali ga ne mogu koristiti (Madigan et al., 2010).

Poznato je i da hidrostaticki pritisak moZe imati uticaj na brojnost mikroorganizama
podzemnih voda. Vrednosti pritiska od 1 X 107 - 5 X 107 Pa suzbijaju razmnoZavanje i rast
mikroorganizama, dok na vrednostima pritisaka ve¢im od 5 X 107 Pa veliki broj
mikroorganizama se ne razvija. Medutim, postoje mikroorganizmi koji se razvijaju i na
visokim vrednostima pritisaka. Nazivaju se barofilni mikroorganizmi i svojstveni su za
podzemne vode ili vode okeana. Intenzivniji razvoj ove grupe mikroorganizama
karakteristican je za uslove u kojima je atmosferski pritisak znatno niZi od hidrostatickog
pritiska. Kada je re¢ o obligatnim barofilima, ovi organizmi nisu sposobni da se razvijaju na
pritiscima koji iznose 1,01 X 10> Pa. Usled sniZenih vrednosti pritsaka, remeti se njihov
proces deoba, Sto uzrokuje nastanak nitastih Celija (Jemcev & Duki¢, 2000). U okeanskim
sedimentima, pronadene su bakterije Moritella yayanosii koje se uspeSno razvijaju na
vrednostima pritisaka od 500 do 1.100 atm, ¢ija optimalna vrednost za razvoj iznosi 700 atm
(Stan-Lotter, 2007).

Zasigurno, biodiverzitet podzemnih ekositema moZe da bude predstavljen
najrazliitijim kategorijama mikroorganizama na koje faktori (hidro)geoloske sredine
ispoljavaju razliCit uticaj. Tako je na Slici 1.20, imaju¢i u vidu brojne kriterijume i autore ciji
rezulati istraZivanja su posluzili kao osnova za klasifikaciju razli¢itih grupa mikroorganizama,
shematski predstavljen prikaz mogucih kategorija mikroorganizama, dok su u Tabeli 1.13
prikazani neki od glavnih faktora koji uticu na opstanak i pokretljivost mikroorganizama
podzemnimh ekosistema.
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Slika 1.20 Shematski prikaz klasifikacije mikroorganizama*

*Literarni izvori: I. SloZenost ¢elijske grade: Jemcev & Duki¢ (2000), Madigan et al. (2010); II. Poreklo u podzemnim vodama: Goldscheider et al. (2006);
III.Na¢in Zivota u podzemnim vodama: Goldscheider et al. (2006); IV.Zahtevi za kiseonikom: Madigan et al. (2010); V.Izvor ugljenika: Jemcev & Duki¢ (2000),
Madigan et al. (2010); VI. Izvor energije: Jemcev & Duki¢ (2000), Madigan et al. (2010); VII. Izvor energije i izvor ugljenika: Jemcev & Duki¢ (2000); VIII. Tip ishrane:
Jemcev & Duki¢ (2000) prema B. N. Kondrjatevoj; IX. Temperatura: Madigan et al. (2010); X. pH vrednost: Jemcev & Duki¢ (2000), Madigan et al. (2010); XI. SadrZaj
NaCl: Miokovi¢ & Zdolec (2004).
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Tabela 1.13 Uticaj nekih od glavnih faktora na opstanak i pokretljivost (migraciju) mikroorganizama podzemnih ekosistema (Preuzeto i

modifikovano prema Pedley et al., 2006)

Virusi Bakterije
Faktor L L o . . . s o . o
Uticaj na opstanak Uticaj na poKkretljivost (migraciju) Uticaj na opstanak Uticaj na poKkretljivost(migraciju)
Opstanak virusa je znatno duzi na nizim Opstanak bakterija je znatno duZi na nizim
Temperatura Nepoznato Nepoznato
temperaturama temperaturama
Neko virusi se lakse inaktiviraju u prisustvu Smatra se da prirustvo autohtonih
Aktivnost odredenih mikroorganizama, medutim zabeleZeni su i mikroorganizama povecava stopu inaktivacije

. ; obrnuti slucajevi, kao i slucajevi odsustva Nepoznato enteri¢nih bakterija, pri ¢emu sinergisticko Nepoznato

mikroorganizama . . Y

delovanje sa nekim protozoama moZze

aktivacije/inaktivacije u prisustvu odredenih
mikroorganizama

smanjiti stopu inaktivacije bakterija

Sadrzaj vlage

Vecina virusa opstaje duZe u vlaznim zemljiStima, dok
zasi¢ena porozona sredina predstavlja najpovoljnije
uslove za razvoj virusa; nezasi¢ena zemljiSta mogu
inaktivariti viruse u kontaktnoj sredini voda-vazduh

Pokretljivost virusa se znacajno povecava
u zasi¢enoj poroznoj sredini

Pokretljivost bakterija se znacajno
povecava u zasi¢enoj poroznoj sredini

Vecina bakterija opstaje duZe u vlaznim
zemljiStima, nego u isusenim zemljistima

pH vrednost

Vecina entericnih virusa opstaje u dijapazonu pH od 3
do 9; medutim, virusi znatno duZe opstaju u
sredinama koje karakteriSe vrednost pH oko 7

Niska vrednost pH podstice sorpciju
virusa u zemljiSta; visoka vrednost pH
uzrokuje desorpciju i na taj nacin
pospesuje vecu pokretljivost virusa

Niska vrednost pH podstice apsorpciju
bakterija u zemljiSta i na matriks
izdani; usled poviSene vrednosti pH,
moZe se smanjiti stopa otkidanja
bakterija koje imaju tendenciju
vezivanja za razli¢ite podloge

Vecina enteri¢nih bakterije opstaje duze u
staniStima koje karakteriSe vrednost pH oko 7

Vrste soli i
koncentracija

Odredeni katjoni mogu produZiti opstanak virusa u
zavisnosti od vrste odgovarajuceg predstavnika

Povecanje jonske jacine okolne sredine
uglavnom povecava sorpciju virusa

Povecanje jonske jacine okolne sredine

Nepoznato ; .. s
P povecava sorpciju bakterija

Interakcija
mikroorganizama
sa zemljiStem

Interakcija virusa sa zemljiStem uglavnom povecava
njihov opstanak; medutim, vezanost za odredene
geohemijske podloge moZe uzrokovati inaktivaciju
virusa

Virusi u interakciji sa ¢esticama zemljiSta
usporavaju svoju pokretljivost kroz
matricu zemljiSta

Adsorpcija na ¢vrste podloge smanjuje stopu
inaktivacije bakterija, pri ¢emu koncentracija
bakterija na ¢vrstim podlogama moze biti
nekoliko redova veca od njihove koncentracije
u vodenoj fazi

Bakterije u interakciji sa ¢esticama
zemlji$ta usporavaju svoju
pokretljivost kroz matricu zemljista

Svojstva
zemljiSta

Povezana su sa stepenom sorpcije virusa

Veca migracija virusa karakteristi¢na je za
grubozrna zemlji$ta; s druge strane,
glinovita zemljiSta apsorbuju viruse

Vec¢a migracija bakterija
karakteristi¢na je za grubozrna
zemljista; s druge strane, glinovita
zemlji$ta apsorbuju bakterije

Povezana su sa stepenom sorpcije bakterija

Tip
virusa/bakterija

Razlicite vrste virusa su razli¢ito osetljive na
inaktivaciju od strane fizickih, hemijskih i bioloskih
faktora

Sorpcija virusa u zemljistima je povezana
sa fizicko-hemijskim karakteristikama u
sekundardnoj i tercijarnoj kapsidnoj
povrsinskoj strukturi i sekvenci
aminokiselina

Odredene vrste bakterija imaju vecu
sposobnost vezivanja za ¢vrste podloge
u odnosu na druge vrste, pri cemu se
varijacije mogu pojaviti izmedu sojeva
iste vrste

Razlicite vrste bakterija su razlicito osetljive
na inaktivaciju od strane fizickih, hemijskih i
bioloskih faktora

Organske
supstance

Organske supstance mogu produziti opstanak virusa
kompetitivnim vezizavanjem u kontaktnoj sredini
voda-vazduh gde moze do¢i do inaktivacije virusa

Rastvorljive organske supstance, kao i
virusi, teZe apsorpciji na Cestice zemljiSta,
$to moZe rezultovati pove¢anom
pokretljivoS¢u virusa

Povisen sadrZaj organskih supstanci
predstavlja izvor nutrijenata za bakterijsko
Sirenje, ¢ime dolazi do povecanja njihove
brojnosti i duZeg opstanka

Organske supstance mogu usloviti
formiranje ¢vrstih podloga i podstaci
apsorpciju bakterija

Hidrauli¢ki uslovi

Nepoznato

Pokretljivost virusa se generalno
povecava usled vecih brzina filtracije
podzemnih voda

Pokretljivost bakterija se generalno
povecava usled vecih brzina filtracije
podzemnih voda

Nepoznato
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1.2 GEOLOSKO-HIDROGEOLOSKE KARAKTERISTIKE
ISTRAZIVANIH POJAVA MINERALNIH VODA

[strazivane pojave mineralnih voda razlikuju se u pogledu fizicko-hemijskih
karakteristika, nacina koriS¢enja i heterogenosti geoloskog sastava terena u litoloSkom profilu
svake pojedinacne pojave. Njihovo formiranje odvija se u hidrogeoloSkim strukturama
magmatogenih masiva (Radaljska Banja, Brestovacka Banja, Lukovska Banja i Vranjska Banja),
odnosno metamorfnih oblasti (Vrnjacka Banja) i tercijarnih basena u okviru rasprostranjenja
oblasti metamorfita (Lomnica i Velika Vrbnica), te hidrogeoloskih basena (Torda, Slankamen
Banja, Bogati¢, Metkovi¢, Obrenovacka Banja i Selters Banja) (Proti¢, 1995). Isticanje
mineralnih voda ostvaruje se u okviru razlic¢itih geotektonskih, odnosno hidrogeoloskih
rejona? (Filipovi¢ et al, 2005): Karpato-balkanidi (Brestovacka Banja), Srpsko-kristalasto
jezgro (Vranjska Banja, Lomnica, Velika Vrbnica i Selters Banja), Sumadijsko-kopaonic¢ko-
kosovska zona (Vrnjacka Banja i Lukovska Banja), UnutraSnji Dinaridi zapadne Srbije
(Bogati¢, Metkovi¢, Radaljska Banja i Obrenovacka Banja) i Panonski basen (Slankamen Banja
i Torda). Karakteristike istrazivanih pojava mineralnih voda prikazane su u Tabeli 1.14, dok je
na Slici 1.21 prikazana geoloSka karta Srbije sa prikazom odabranih pojava, odnosno na Slici
1.22 prikazan je geografsko-geotektonski poloZaj odabranih pojava i njihova pripadnost
razlic¢itim geotektonskim celinama, odnosno hidrogeoloskim rejonima.

3,Pod hidrogeoloskim rejonom podrazumeva se teritorija u granicama geoloSke strukture ili elemenata
strukture, koja se karakteriSe odredenim stepenom vodonosnosti i jedinstvenim hidrogeoloskim procesima koji
odreduju reZim, rezerve i hemizam podzemnih voda“ Filipovi¢ et al., (2005).
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Tabela 1.14 Karakteristike istrazivanih pojava mineralnih voda

Pojava mineralnih Geolosk? sredina fon-mlran] a Strukturni tip Vidovi pojavljivanja, . Izdasnost Ranija ili sadasnja primena mineralnih
voda hidrogeoloSkih izdani tip vodozahvata Dubina (m) pojave (L/s) voda
struktura?/Hidrogeoloski rejon®
Kopani bunar ,Sveti 0.3-
Torda Basen/Panonski basen Zbijenie p o 6¢ (bunar,Sveti Flasirana voda ,Jordan“ i ,Sveti Dorde”e
DPorde e
Porde”)f
. . Karstno- Kopani bunar ,B-1“ 2 - (bunar ,B- .. . .
Slankamen Banja Basen/Panonski basen pukotinskis (Slanjata) 3.68 1-Slanjaca)® Balneoterapijska primena - kupanje
. . . Karstno- ViSe istraznih buSotina 816,4 (bunar ,IB-1“)2 . . . _ Ly
Selters Banja Basen/Srpsko-Kkristalasto jezgro pukotinskid (bunara)c 1.150 (bunar IB-2)h >5 Balneoterapijska primena - kupanje i pi¢e
Y . Basen/Unutras$nji Dinaridi zapadne Zbijeno-karstni . Y o 600 (bunar ,0B-1“)k, . .. . _ .
Obrenovacka Banja Srbije (arteskic) Bunari ,0B-1“1,0B-2 455 (bunar ,0B-2 >2 Balneoterapijska primena - kupanje
Bogatic¢ Basen/Unutrasnji Dinaridi zapadne Karstni¢ . - ) 470m >50¢ Toplifikacija naselja Bogati¢
] . Pukotinsko- Bunari ,BB-1“i ,BMe-1
Metkovi¢ Srbije N 6272 100 Trenutno bez namene
zbijeni
Radaljska Banja Magmatogeni masiv/Unutrasnji Pukotinskic Vise izvora i istraznih 100-400¢ 2,7-3,1¢
Dinaridi zapadne Srbije busotinac . . S
- - - — v ST Balneoterapijska primena - kupanje i pice
" . Magmatogeni masiv/Karpato- e 16 izvora i Cesme, 2 pli¢e buSotine i buSotine
Brestovacka Banja . Pukotinski® . . 13¢
balkanidi dubine 50 mi 126 m¢
. s . . Balneoterapijska primena - uglavnom
Lukovska Banja Magmatogt.efll masiv/Sumadijsko Pukotms.ko ViSe izvora i bunara® 100-870¢ >20¢ kupanjem?; Hidrogeotermalne svrhe -
kopaonicko-kosovska zona karstnic . - )
zagrevanje hotelskih objekatar
. . ) Balneoterapijska primena - kupanje, pice,
Vranjska Banja Magml?t.ogem ma.SIV/SrpSkO Pukotinskic ViSe izvora i bunarac 7 - 1.600¢ 100" inhaliranje, ispiranje?; Hidrogeotermalne
ristalasto jezgro svrhea
Dva istrazno- 260 (bunar ,VBJ-
Vrnjac¢ka Banja Oblast metamorfita/Sumadijsko- Pukotinsko- eksploataciona bunara 1/78") (-1)° 0.5 (,VBJ- Balneoterapijska primena i pice
] ] kopaonicko-kosovska zona karstnic [izpvori§te Jezero”): 302 (bunar ,VB]J- 2/85) (J-2)t pyskap p
" 2/85") (J-2)t
Basenska struktura u okviru
Velika Vrbnica rasprostranjenja oblasti metamorfita/ Pukotinskic Kopani bunar 20! 1c Pice od strane lokalnog stanovnista¥
Srpsko kristalasto jezgro
. A Basenska struktura u okviru Zbijeni sa Flasra.r.la voda} »DevetJugovica a’..
Lomnica (Lomnicki L . ) ) 8,6! balneoterpijska primenaz?, eksploatacija od
S rasprostranjenja oblasti metamorfita/ slobodnim 0,5¢ o 5
kiseljak) Srosko kristalasto iezero nivoom® 6,5v strane radne organizacije “Ugop-Zupa
P Jezg tokom 1968. godine iz KrusSevca"

a - Proti¢ (1995); b - Filipovi¢ et al,, (2005); ¢ - Filipovi¢ (2003); d - Proti¢ (1995), Filipovi¢ (2003), Saraba & Dimki¢ (2019b); e - Nikoli¢ et al., (2016); f - Tomié¢ & Lazié¢ (2017); g- Lazi¢
(2017); h - Marinkovi¢ (2014); i - Leko et al., (1922); j - Filipovi¢ & Stevanovié (1987), Saraba & Dimkié¢ (2019a); k - Filipovié¢ & Stevanovié (1987), Proti¢ (1995), Saraba & Dimkié¢ (2019a); 1
-Spadijer & Vinéié¢ (2019); m - Carevié & Jovanovi¢ (2009); n - Martinovié (2008), Saraba et al,, (2017b); o - Dragisi¢ et al., (1994); p - Gasié¢ et al,, (2012); q - Denda et al., (2019); r —Petrovi¢

Panti¢ (2014); s - Zivanovi¢ (2012); t - Strbacki et al,, (2020); u - Stojadinovié¢ & Rasula (1997); v - Stojadinovi¢ & Isakovié (1999); w - Stricevié (2015).
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Slika 1.21 Shematizovana geoloska karta Srbije sa prikazom istrazivanih pojava mineralnih
voda (GeoloSka podloga: Institut za geoloSko-rudarska istraZivanja i ispitivanja nuklearnih i
drugih mineralnih sirovina, 1970; modifikovano)

Legenda: 1 - Holocen uopste; 2 - Les; 3 - Gornji pliocen: $ljunkovi i gline; 4 - Donji pliocen: nevezani klastiti,
krecnjaci, ugalj; 5 - Miocen-pliocen: klastiti, kre¢njaci, ugalj; 6 - Sarmat: klastiti i kre¢njaci; 7 - Srednji-gornji
miocen: klastiti i kre¢njaci; 8 - Baden: klastiti i kre¢njaci; 9 - Donji miocen: klastiti, kre¢njaci i ugljevi; 10 -
Miocen uopste; 11 - Granodioriti; 12 -Dacito-andeziti ; 13 - Granodioriti; 14 - Senon: flis; 15 - Andeziti; 16 -
Donja-gornja kreda: krec¢njaci, dolomiti, klastiti; 17 - Barem-apt: kre¢njaci sa dolomitima, klastiti; 18 - Barem:
kre¢njaci i dolomiti; 19 - Otriv-barem: krec¢njaci, dolomiti, klastiti; 20 - Valned-otriv: kre¢njaci, dolomiti; 21 -
Malm: krecnjaci, dolomiti, brece; 22 - Jura uopste; 23 - Srednji-gornji trijas: dolomiti, kre¢njaci, klastiti; 24 -
Ladinski kat: kre¢njaci, roznaci, dolomiti, klastiti, tufovi, porfiriti; 25 - Sredniji trijas uopste; 26 — Donji-srednji
trijas: dolomiti; 27 - Perm uopste; 28 - Mladi paleozoik uopste: klastiti, kre¢njaci, argilosisti, filiti; 29 - Graniti i
granodioriti; 30 - Mermeri, mermerasti krecnjaci, dolomiti, $kriljci; 31 - Paleozoik uopste; 32 - Hloritski,
sericitski, aktinolitski i albitski Skriljci, kvarciti; 33 - Gnajsevi, leptinoliti, mikasisti; 34 - Gnajsevi; 35 -
Ultramafiti.
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Slika 1.22 Shematizovana hidrogeoloSka karta Srbije sa prikazom geografsko-geotektonskog
poloZaja istraZivanih pojava mineralnih voda (Preuzeto i modifikovano prema Filipovi¢ et al.,
2005; Saraba et al., 2019a; Saraba & Dimki¢, 2019a)

Legenda: I - Panonski basen; Il - Unutra3nji Dinaridi zapadne Srbije; III - Sumadijsko-kopaoni¢ko-kosovska
zona; IV - Srpsko kristalasto jezgro; V - Karpato-balkanidi; VI - Dakijski basen; 1 - Zbijeni tip poroznosti, visoko
vodoprovodna sredina; 2 - Zbijeni tip poroznosti, srednje vodoprovodna sredina; 3 - Zbijeni tip poroznosti,
slabovodoprovodna sredina; 4 - Hidrogeoloski kompleks: subarteska i arteska izdan Panonskog neogenog
basena; 5 - Hidrogeoloski kompleks: subarteska i arteska izdan manjih neogenih basena; 6 - Karstna i karstno-
pukotinska poroznost, visoko vodoprovodna sredina; 7 - Pukotinski tip poroznosti, slabo i srednje
vodoprovodna sredina (ukljuceni su i uslovno-bezvodni delovi terena); 8 - Istrazivana pojava mineralnih voda.
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1.2.1 Hidrogeoloski baseni

Hidrogeoloski baseni predstavljaju nekadasnje depresije u kojima preovladaju
nemetamorfisane naslage, odnosno tercijarni sedimenti koji su najceSce taloZeni uz
istovremeno tonjenje dna basena duZ obodnih dislokacija. Osnova basena izgradena je od
starijih stenskih masa, uglavnom blokovske strukture (Proti¢, 1995). Prema DragiSi¢u (1997),
hidrogeoloSke basene ¢ini ,,sveukupnost vodonosnih i relativno vodonepropusnih horizonata
ili kompleksa, koje u celini odlikuje specifican sistem geoloSkog razvoja i formiranja
hidrodinamickih, hidrohemijskih i hidrogeotermskih procesa“.

U vertikalnom profilu basena karakteristi¢no je postojanje vise vodonosnih horizonata,
izraZzena hidrohemijska zonalnost, povecanje temperature i ukupne mineralizacije sa
porastom dubine, itd. Na povrsini terena veoma cesto ne postoje indikacije mineralnih voda,
zbog Cega se iste otkrivaju jedino istraznim buSenjem. Uglavnom je izraZena geotermalna
anomalija terena, zbog postojanja hidrogeoloSke barijere predstavljene povlatnim tercijarnim
naslagama dubljim hidrogeoloskim strukturama podloge basena (Proti¢, 1995). Tako, na
podruc¢ju Panonskog basena Srbije registrovane su Cceitiri grupe hidrogeotermalnih
rezervoara po dubini (Martinovi¢, 2008). Usled postojanja povlatnih vodonepropusnih ili
slabopropusnih stena, dublje delove basena karakteriSe niska stopa ,ranjivosti” (Kaluderovic,
2014), uz brojne specificnosti svojstvene za razliCite delove basena. Tako je na delovima
terena nekadasnjeg zaliva Panonskog mora Srbije izraZeniji uticaj podzemnih voda otvorenih
hidrogeoloskih struktura, u odnosu na podrucje Vojvodine kao dela Panonskog basena u uzem
smislu (Proti¢, 1995).

Formiranje Panonskog basena odvijalo se kolizionim i subdukcionim procesima
litosfere Evropske ploce ispod kontinentalne kore unutrasnjih Karpata. Prva faza formiranja
basena odvijala se tokom otnanga, kaprata i badena, kada je doSlo do riftovanja izazvanog
ekstenzijom litosfere. Potom nastupa druga faza tokom srednjeg miocena i nadalje tokom
pliocena, oznacena kao post riftna faza. Zatim dolazi do nadiranja voda Paratetisa kao rezultat
diferencijalnih tonjenja u depresione prostore. Tada zapocinje formiranje neotektonskih
struktura c¢ija evolucija se nastavlja tokom gornjeg miocena i traje do danas (Carevi¢ &
Jovanovi¢, 2009).

Na podrucju Panonskog basena, na povrSini terena, dominantno rasprostranjenje
zauzimaju kvartarni sedimenti koji pokrivaju neogene naslage koje naleZu na stene
mezozojske, paleozojske i proterozojske starosti (Filipovi¢ et al., 2005). Preneogena podloga
izgradena je od kristalastih Skriljaca i granitoida koji pripadaju proterozoiku i paleozoiku, te
razli¢itih mezozojskih sedimenata (kre¢njaka, roZnaca, glinaca, metapeScara, sedimenata
fliSolikog razvi¢a, breca, konglomerata, laporaca, itd.), bazi¢nih i ultrabazi¢nih stena
(serpentinisanih harcburgita, gabroidnih stena, itd.) i njihovih efuzivnih ekvivalenata
(dijabaza, spilita, itd.). Sedimenti neogena leZe diskordantno preko starijih formacija (Protic,
1995) i predstavljeni su glincima, peScarima, kre¢njacima, konglomeratima, peskovitim
glinama, brecama, peskovima, laporcima, vulkanitima, itd. (Filipovi¢, 2003).

Na teritoriji Srbije, najznacajniji tipovi izdani hidrogeoloskih basena predstavljeni su
peskovitim sedimentima, badenskim i sarmatskim kre¢njacima, dok su izdani sa najve¢im
hidrogeotermalnim potencijalom registrovane u trijaskim i krednim kre¢njacima (Protic,
1995).
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1.2.1.1 Mineralne vode Torde

Za podrucje Vojvodine, kao dela Panonskog basena u uzem smislu, vezuje se pojava
gorkih mineralnih voda* Torde. Sa geoloSkog aspekta, posebno su znacajani kvartarni
sedimenti, budu¢i da se u okviru njih formiraju gorke mineralne vode, dok neogeni i
mezozojski sedimenti nalezu na paleozojske Skriljce koji se nalaze u njihovoj podini (Nikoli¢
et al., 2016). Rasprostranjenje kvartarnih naslaga Sireg podrucja Torde prikazano je na Slici
1.23.

Legenda kartiranih
jedinica

Legenda standardnih
i topografskih oznaka

1 /

2
//
2 e

3 =—> v

1 0 1 2 3 4 5
T | | \

— o
~
©
)
-
)
=
3

Slika 1.23 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Torde (GeoloSka podloga: Terzin et
al,, 1994)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Barski sedimenti u stvaranju; 2 - Facija povodnja: gline i alevriti; 3 - Srednjezrni
peskovi i peskoviti alevriti.
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena; 2 - Fotogeoloska
granica; 3 - Jezero; 4 - Reka; 5 - Pojava mineralnih voda.

U kvartarnim sedimentima podrucja Torde formirana je zbijena izdan u slojevima
peska, koji su registrovani na dubini od 6 m, odnosno 10 m, pa sve do oko 20 m. U povlati
peskovitih naslaga rasprostranjeni su glinoviti sedimenti, prosecne debljine od 3-7 m.
Rasprostranjenje izdani u planu je posebno izraZeno i iznosi oko 1 km jugoisto¢no i 1 km
severozapadno od kopanog bunara ,Sveti Porde®. Sa pove¢anjem dubine redukuje se sadrzaj
karakteristi¢nih fizicko-hemijskih parametara gorkih mineralnih voda Torde, ¢ija lekovita
svojstva su poznata viSe od 100 godina, buduc¢i da su u periodu izmedu dva svetska rata bile
flasirane pod nazivom ,Jordan“ da bi potom bile flasirane pod nazivom ,Sveti Porde“ sve do

4,Gorke vode se karakteriSu sadrZajem cvrstih sastavnih delova koji je ve¢i nego 1 g u 1 kg, dok su u okviru
jonskog sastava najzastupljeniji anjoni sulfata (S04%), te katjoni natrijuma (Na*) i magnezijuma (Mg?*)” Leko et
al,, (1922).
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2001. godine, kada prestaje njihova eksploatacija (Nikoli¢ et al., 2016). Zastupljeni tipovi
izdani u okviru kvartanih sedimenata Sireg podrucja Torde prikazani su na Slici 1.24.
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Slika 1.24 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Torde (Geoloska podloga:
Terzin et al,, 1994)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 3 - Srednjezrni peskovi i peskoviti
alevriti; Zbijeni tip izdani malog potencijla: 2 - Facija povodnja: gline i alevriti; Uslovno-bezvodni delovi
terena: 1 - Barski sedimenti u stvaranju.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.23.

Kaptiranje gorkih mineralnih voda Torde odvija se kopanim bunarom ,Sveti Porde”,
precnika 1,5 m, kapaciteta 0,3 L/s (Tomi¢ & Lazi¢, 2017) i dubine 6 m (Nikoli¢ et al., 2016).
Kopani bunar ,Sveti Porde“ prikazan je na Slici 1.25, iz koga su uzorkovane gorke mineralne
vode koje su bile analizirane u sklopu predmetne doktorske disertacije.

Slika 1.25 Kopani bunar gorkih mineralnih voda ,Sveti Porde“
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1.2.1.2 Mineralne vode Slankamen Banje

Ostrvsku morfostrukturu Panonskog basena, Frusku goru, za ¢ije obodne delove vezuje
se pojava slanih mineralnih voda® u Slankamen Banji, izgraduju najstarije stenske mase iz
podloge tercijarnog basena. Preko njih leZe mezozojske tvorevine najrazliitijeg sastava
(peskoviti glinci, kre¢njaci i sl.), dok su po dubokim dislokacijama utisnute vete mase
ultramafita (Proti¢, 1995). Najdublji deo terena Slankamen Banje predstavljaju lajtovacki
krec¢njaci na koje naleZu sarmatske i pontijske naslage pokrivene lesnim tvorevinama (Leko et
al,, 1922). Na Slikama 1.26 i 1.27 prikazano je rasprostranjenje litoloSkih ¢lanova i zastupljeni
tipovi izdani Sireg podrucja Slankamen Banje.
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Slika 1.26 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Slankamen Banje (Geoloska
podloga: Ci¢uli¢-Trifunovi¢, 1994)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Mrki alevriti - pretaloZeni les i lesoid; 2 - Peskovi, alevrit peskovi; 3 - Mrke
alevritske gline, alevrit peskovi (barska facija); 4 - Alevritske gline, peskovito-glinoviti alevriti, alevrit peskovi
(povodanjska facija); 5 - Glinoviti alevriti, alevritske gline (facija mrtvaja); 6 - Alevritske gline, peskovito-
glinoviti alevriti, alevrit peskovi (facija povodnja); 7 - Peskovi, alevritski peskovi, peskovito-glinoviti alevriti
(facija korita); 8 - Peskovito-glinoviti alevriti, peskoviti alevriti, alevrit peskovi (eolska facija); 9 — Alevrit
peskovi, peskoviti alevriti, peskovi, koluvijalni $ljunak, feritizirane pogrebene zemlje (eolsko-koluvijalna facija);
10 - Peskovito-glinoviti alevriti, alevrit peskovi, alevritiski peskovi (lesoidno-barska facija); 11 - Peskovito-
glinoviti alevriti, peskoviti alevriti, alevrit peskovi (barska facija); 12 - Peskovito-glinoviti alevriti, peskoviti
alevriti, alevrit peskovi (jezersko-barska facija); 13 - Gline, peskovite gline, peskoviti gvozdeviti peScari,ugljevite
gline; 14 - Konglomerati, pescari, peskovi, kre¢njaci; 15 - Litotamnijski kre¢njaci, peskoviti kre¢njaci, laporoviti
prescari, tufo-pescari; 16 - Konglomerati, pescari, glinci, ugalj; 17 - Laporoviti kre¢njaci, biogeni kre¢njaci;
pescari, glinci; 18 - Hidrotermalno izmenjeni serpentiniti.

Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena; 2 - Eroziona granica:
utvrdena; 3 - Rased pokriven; 4 - Veca reka; 5 - SuSica; 6 - Pojava mineralnih voda.

5Slane (murijati¢ne) vode se karakteriSu sledeé¢im sastavom: 1. SadrZaj sastavnih delova je vec¢i nego 1 g u 1 kg,
odnosno ukupna mineralizacija je ve¢a od 1 g/L; 2. Od anjona je dominantan sadrZaj hlorida (Cl-), dok su u okviru
katjona najzastupljeni katjoni natrijuma (Na*) (Leko et al., 1922).
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Slika 1.27 Shematizovana hidrogeolo$ka karta Sireg podrucja Slankamen Banje (GeoloSka
podloga: Ci¢ulié-Trifunovi¢, 1994; Hidrogeoloska podloga: Lazi¢, 2017; modifikovano)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 2 - Peskovi, alevrit peskovi; SloZeni
tip izdani: 3 - Gline, peskovite gline, peskoviti gvozdeviti pescari, ugljevite gline; 4 - Konglomerati, pescari,
peskovi, kre¢njaci; 5 - Litotamnijski kre¢njaci, peskoviti krecnjaci, laporoviti pescari, tufo-pescari; 6 -
Konglomerati, pescari, glinci, ugalj; 7 - Laporoviti kre¢njaci, biogeni kre¢njaci, peScari, glinci; 8 - Hidrotermalno
izmenjeni serpentiniti; Uslovno-bezvodni delovi terena: 1 - Kvartarni sedimenti (glinoviti sedimenti, eoloski
sedimenti, jezersko-barske facije, barske facije, eolsko-koluvijalne facije, itd.).

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.26.

Za potrebe Specijalne bolnice za neuroloska oboljenja i posttraumatska stanja ,Dr
Borivoje Gnjati¢“ (dalje: Specijalna bolnica), slane mineralne vode kaptiraju se iz vodonosnih
litotamnijskih, ceritskih i peskovitih kre¢njaka miocenske i pliocenske starosti, u okviru kojih
je razvijen karstno-pukotinski tip poroznosti, koji je na Slici 1.27 izdvojen kao sloZeni tip
izdani. Prihranjivanje izdani odvija se na racun poniranja atmosferskih padavina i povrSinskih
voda Dunava, dok se dreniranje obavlja eksploatacijom slanih mineralnih voda putem
kopanog bunara ,B-1“ (Slanjaca) €ija dubina iznosi 3,6 m. Drugi vid dreniranja predstavlja
isticanje mineralnih voda u dunavski nanos, koji zbog izvesnog sadrzaja glinovitih frakcija
sprecava slobodno oticanje mineralnih voda. Uz upotrebu centrifugalnih pumpi slane
mineralne vode potiskuju se u rezervoar, gde se obavlja njihovo dogrevanje do 34 - 36°C uz
pomoc¢ kotla na gas, nakon cega se distribuiraju putem cevovoda do rekreacionog bazena, te
pomoc¢nih medicinskih objekta Specijalne bolnice. Posebno je izrazen problem =zaStite
mineralnih voda, budu¢i da postoji hidraulicka veza izmedu reke Dunav i kopanog bunara ,B-
1“ (Slanjaca). Eksploatacione koli¢ine se procenjuju oko 2 L/s za dinamicki nivo od 1,6 m,
odnosno za sniZenje od 1,13 m. Vrednosti koeficijenta filtracije iznose k = 3,38 X 103 m/s
(Lazi¢, 2017). Na Slici 1.28 prikazan je sistem eksploatacije slanih mineralnih voda koje su bile
analizirane u okviru predmetne doktorske disertacije.
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Slika 1.28 Sistem eksploatacije slanih mineralnih voda Slankamen Banje iz kopanog
bunara ,B-1" (SLanjaca) (foto: M. Lazi¢, 2017) (Preuzeto od: B. Lazi¢, 2017)

Takode, na levoj obali Dunava, slane mineralne vode iz miocenskih sedimenata
registrovane su na dubinama od 100 m u Ov¢i, Omoljici, Novom Sadu, itd., dok su na desnoj
2003). Prema Leku et al. (1922), sarmatski i drugi tercijarni slojevi formirani su u salinskoj
faciji, sa kojima je u genetskoj vezi i pojava slanih mineralnih voda u Slankamen Banji.

1.2.1.3 Mineralne vode Obrenovacke Banje

Obrenovacka Banja nalazi se u Obrenovcu, na udaljenosti od oko 30 km od Beograda,
na nadmorskoj visini od 76-78 m. Sa geoloSkog aspekta, najznacajniji litoloski c¢lan
predstavljen je sarmatskom naslagom (Proti¢, 1995) koju cine tri litoloska horizonta. NajniZi
stratigrafski nivo odgovara glinovito-laporovitim sedimentima debljine od oko 10 m, iznad
kojih su rasprostranjeni Zuti i sivi sitnozrni peskovi, mestimi¢no glinoviti, prose¢ne debljine
od 25 m. Najvisi stratigrafski nivo predstavljen je kre¢njackim horizontom u vidu peskovitih,
bankovitih, laporovitih i ooliticnih kre¢njaka debljine od oko 50 m. Iznad sarmatskih naslaga
rasprostranjeni su debeli kompleksi panonskih i pontskih glina, mestimicno peskoviti, koji
zbog svog izraZenog vodonepropusnog karaktera uzorkuju pojavu hidrostatickog pritiska u
slojevima ispod. Ove tvorevine prekrivaju re¢no-jezerski i terasni kvartarni sedimenti, kao i
debeli kompleksi aluvijalnih tvorevina (Filipovi¢ & Stevanovi¢, 1987). U podini neogene serije
nalaze se vodonepropusni fliSni kredni sedimenti (pescari, glinci, laporci), koji su na podrucju
Obrenovacke Banje nabuSeni na dubini od 452 m (Proti¢, 1995; Saraba & Dimki¢, 2019a), kao
i trijaski krec¢njaci sa funkcijom potencijalnih nosioca mineralnih voda (Filipovi¢ & Stevanovi¢,
1987). Rasprostranjenje litoloskih ¢lanova Sireg podruc¢ja Obrenovacke Banje prikazano je na
Slici 1.29.
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Slika 1.29 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Obrenovacke Banje (GeoloSka
podloga: Filipovi¢ et al., 1980; Markovi¢ et al., 1985)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Peskovi i alevroliti; 2 - Peskovi i glinoviti peskovi; 3 - Facija povodnja: pesak i
sugline; 4 - Proluvijalni nanons: peskovi i lesolike gline; 5 - Facija mrtvaja: muljevito-glinoviti sedimenti; 6 -
Pescani sprudovi; 7 - Lesolike gline, sugline i supeskovi; 8 - Visa recna terasa; 9 - Laporovite gline, ugljevite

gline, dijatomejske zemlje i pesak (pont).
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Rased: sigurno utvrden; 3 - Rased: pretpostavljen; 4 — Reka; 5 - Pojava mineralnih voda.

Sa aspekta hidrogeoloskih karakteristika badenskih i sarmatskih naslaga, zakljucuje se
postojanje jedinstvene izdani u okviru koje se formiraju mineralne vode (Filipovi¢ &
Stevanovi¢, 1987; Saraba & Dimki¢, 2019a), cije preticanje iz badenskih u sarmatske naslage
je uslovljeno postojanjem hidrostatickog pritiska. Glavni putevi cirkulacije mineralnih voda
vezuju se za zone u kojima preovladuju peskovite frakcije, buduci da gline ili glinoviti peskovi
i pored svoje neznatne vodopropusnosti omogucavaju cirkulaciju mineralnih voda, imajuci u
vidu heterogen litoloSki sastav i postojanje rasednih struktura. Generalno posmatrano,
prihranjivanje izdani je oteZano i ostvaruje se u delovima terena gde sarmatski krec¢njaci
predstavljaju direktnu povlatu na povrsini terena, Sto je registrovano u lokalnosti Barajeva.
Uslovi otezane vodozamene karakteristicni su za badenske naslage, buduc¢i da na Sirem
podrudju nisu registrovani na povrsini terena, zbog Cega se formira arteska izdan sa
elasticnim tipom reZima i izraZenim vrednostima hidrostatickog pritiska (Filipovi¢ &
Stevanovi¢, 1987). Spadijer & Vin¢i¢ (2019) navode da prihranjivanje izdani odvija se duz
potoka i erozionih useka na padinskim stranama izmedu magistralnog puta Beograd-
Obrenovac i Bari¢, buduéi da je na ovim delovima terena registrovana serija peskova i
Sljunkova koja pokriva gornjekredne fliSne tvorevine koje se duz isto¢nog oboda raslojavaju u
viSe horizonata peskova i sarmatskih krec¢njaka. Zastupljeni tipovi izdani registrovani u okviru
neogenih i kvartarnih sedimenata Sireg podruc¢ja Obrenovacke Banje prikazani su na Slici
1.30.
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Slika 1.30 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Obrenovacke Banje (Geoloska
podloga: Filipovi¢ et al., 1980; Markovi¢ et al., 1985; Hidrogeolo$ka podloga: Spadijer & Vin¢i¢,
2019; modifikovano)

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 2 - Peskovi i glinoviti peskovi; Zbijeni
tip izdani malog potencijala: 1 - Peskovi i alevroliti; 3 - Facija povodnja: pesak i sugline; 4 - Proluvijalni nanos:
peskovi i lesolike gline; 6 - PeS¢ani sprudovi; 7 - Lesolike gline, sugline i supeskovi; 8 - ViSa re¢na terasa;
SloZeni tip izdani: 9 - Laporovite gline, ugljevite gline, dijatomejske zemlje i pesak (pont); Uslovno-bezvodni
delovi terena: 5 - Facija mrtvaja: muljevito-glinoviti sedimenti.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.29.

Kaptiranje mineralnih voda obavlja se bunarom ,0B-1“ dubine od 600 m (Filipovi¢ &
Stevanovi¢, 1987; Proti¢, 1995; Saraba & Dimki¢, 2019a) i bunarom ,0B-2“ dubine od 442,5 m
(Spadijer & Vin¢i¢, 2019), pri ¢emu je na Slici 1.31 prikazan gornji deo konstrukcije bunara
,0B-1%

Slika 1.31 Bunar ,0B-1“(Obrenovacka Banja)
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Koeficijent transmisibilnosti badensko-sarmatske izdani iznosi T = 1,5 X 104 m?2/s,
odnosno specificna izdasnost izdani iznosi p = 3,0 X 104 pri ¢emu oba parametra
predstavljaju zbirne vrednosti za vodonosne horizonte mineralnih voda. PovrSina izdani
iznosi vise od 250 km? (Spadijer & Vin¢i¢, 2019). Na Slici 1.32 prikazan je litoloski profil i
konstrukcija bunara ,0B-1"iz koga su uzorkovane mineralne vode za metabarkoding analize
mikrobioma.
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Slika 1.32 Litoloski profil i konstrukcija bunara , 0B-1“ u Obrenovackoj Banji (Preuzeto i
modifikovano prema Filipovi¢ & Stevanovi¢, 1987)

Legenda: 1 - Kvartarne gline, Sljunkovi i peskovi; 2 - Gline donjeg ponta i gornjeg panona; 3 - Gline i laporovite
gline donjeg panona; 4 - Laporci, peskovi i proslojci laporovitog kre¢njaka sarmata; 5 - Peskovi i gline u
naizmeni¢nom smenjivanju, rede laporci i kre¢njaci badena; 6 - PeScari, glinci i laporci mastrihta (senon).
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1.2.1.4 Mineralne vode Bogatic¢a i Metkovica

Podrucje Macve, za koje se vezuju pojave mineralnih voda u Bogati¢u i Metkovicu,
predstavlja prostranu depresiju na juznom obodu Panonskog basena, Cije povlatne slojeve
izgraduju tercijarni i kvartarni sedimenti. Nadmorske visine podrudja istraZivanja su u
intervalu od 75-100 m, dok znatno manji deo terena na jugu Cini blago zatalasno pobrde sa
nadmorskim visionama od 100-135 m (Carevi¢ & Jovanovi¢, 2009). PovrsSinske delove terena
Macve izgraduju kvartarni sedimenti (Rajcevi¢, 1983; Andelkovi¢ et al., 1986), Cija debljina
moZe iznositi i viSe od stotinu metara (Carevi¢ & Jovanovi¢, 2009). Rasprostranjenje
kvartarnih sedimenata Sireg podrucja Bogati¢a i Metkovic¢a prikazano je na Slici 1.33.
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Slika 1.33 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Bogatica i Metkovica
(Geoloska podloga: Rajcevi¢, 1983; Andelkovi¢ et al., 1986; Saraba & Obradovi¢, 2019a)

Legenda kartiranih jedinica: 1- Recna terasa: sljunak, pesak, alevritski pesak i suglina; 2 - Lesoidno-
barski sedimenti: pesak, alevritski pesak, alevritska glina, suglina sa biljnim detritusom.
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalana granica: pokrivena ili aproksimativno locirana; 2 -
Rased; 3 - Pojava mineralnih voda.

U podini tercijarnih naslaga, rasprostranjene su mezozojske i paleozojske tvorevine sa
slozenom parketno-blokovskom strukturom kao rezultat intenzivne tektonske aktivnosti
tokom mladih epoha neogena (Proti¢, 1995; Saraba & Obradovi¢, 2019a). Paleozojske
tvorevine, registrovane na dubini od 305-1.365 m u istraznoj buSotini ,,BZ-2“, predstavljene su
metaalevrolitima i metapeScarima stvaranim u uslovima sa turbiditskom sedimentacijom i
odgovaraju fliSnoj seriji, Cije formiranje je rezultat termometamorfnih procesa alevrolita i
pesScara usled izraZenih geotermalnih aktivnosti kao posledica intruzije granitoida tokom
neogena. Mezozojski sedimenti predstavljeni su trijaskim kre¢njacima i dolomitima, Ccije
prisustvo je dokazano na vise lokaliteta: a) u istraZnoj-buSotini ,DB-1“ karstifikovani
srednjetrijaski kre¢njaci (ladinski kat) nabuSeni su na dubini od 207,5 m; b) u istrazno-
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eksploatacionom bunaru ,IEDB-1“ karstifikovani gornjetrijaski krec¢njaci (karnijski kat)
nabuseni su na dubini od 216-300m, dok su srednjetrijaski kre¢njaci nabuSeni na dubini od
300-330 m. Takode, u bunaru ,BBe-1“ gornjetrijaski dolomiti nabuSeni su na dubini od 310-
450 m, odnosno u bunaru ,BB-1“ registrovani su gornjetrijaski kre¢njacki sedimenti. Belj,
kompaktni krecnjaci, pretpostavljene trijaske starosti, nabuSeni su na dubini od 610 m u
istraznoj busotini ,BB-2“. Izdanci trijaskih karbonatnih sedimenata utvrdeni su i na juZnom
obodnom delu Cer planine i u blizini grada Sapca. Kenozojske tvorevine predstavljene su
eocenskim peSCarima koji diskordantno naleZu na starije stenske mase i panonskim
kaspibraki¢nim sedimentima u cijoj povlati su rasprostranjene jezerske pliocenske naslage.
0Od magmatskih stena, zastupljene su kisele granitoidne stene koje su otkrivene u istraznoj
buSotini ,BZ-2“ u sedam intervala, pocevsi od dubine 287 m (Carevi¢ & Jovanovi¢, 2009).

Specificnost hidrogeoloskih karakteristika podru¢ja Macve ogleda se u povisenim
vrednostima temperatura podzemnih (mineralnih) voda. Tako je hidrogeotermalni sistem
Macve registrovan 1982. godine usled opaZanja konduktivne geotermalne anomalije na
podrucju Dublja, pri ¢emu se smatra da konvektivni hidrogetermalni sistem predstavlja deo
mnogo veceg sistema koji ima regionalnu oblast rasprostranjenja na podrucju Macve, Srema i
Semebrije, sa povrSinom od oko 2.000 km2. Izmerene temperature podzemnih (mineralnih)
voda u buSotinama na vrhu hidrogeotermalnog rezervoara debljine od 500-1.000 m iznose
35-78°C, sa maksimalnim vrednostima od oko 100°C, na osnovu podataka
hidrogeotermometara i modela mesanja. Karstifikacija trijaskih kre¢njaka je veoma izraZena,
sa dimenzijama kaverni koje u precniku iznose od 0,5 m do 17 m, Sto objasSnjava i izraZene
vrednosti koeficijenta transmisibilnosti (Bogati¢ i Dublje: T = 8 X 104 - 6 X 10-3 m?/s), dok
vrednosti specificne izdasnosti iznose od 5 X 10* do 4 X 10-3. Eksploatacione rezerve
podzemnih (mineralnih) voda Macve procenjuju se u koli¢ini od oko 300 L/s, pri ¢emu je
moguca maksimalna eksploatacija podzemnih (mineralnih) voda od 1.500 L/s sa
temperaturom od 75°C (Martinovi¢, 2008).

Osim karstnog tipa poroznosti sa nivoom pod pritiskom, koji je razvijen u
srednjetrijaskim masivnim i slojevitim kre¢njacima i dolomitima, kao i u gornjekrednim
jedinicama istog litoloskog sastava (Martinovi¢, 2008; Saraba et al., 2017b; Saraba & Kruni¢,
2017b), u neogenim naslagama Macve registrovano je rasprostranjenje vodonosnih
horizonata u okviru razlic¢itih litostratigrafskih jedinica (peskovi, sarmatski organogeni
krecnjaci, itd.) (Proti¢, 1995). Tako je arteski tip izdani u neogenim peskovima i $ljunkovima
panona i ponta registrovan na delovima terena Macve i Pocerine sa povrSinom izdani od oko
650 km?, te ukupnim kapacitetom arteskih vodozahvatnih objekata od 40 L/s. Na delovima
terena juZno od Macve, tj. na obodnim delovima granitoidnog masiva Cera, neogeni sedimenti
registrovani su na povrsini terena duz kojih se jednim delom odvija i prihranjivanje ove
arteske izdani (Martinovi¢, 2008). Zastupljeni tipovi izdani u povrSinskim naslagama Sireg
podrucja Bogatica i Metkovica prikazani su na Slici 1.34.

Eksploatacija mineralnih voda Bogati¢a odvija se bunarom ,BB-1“ dubine od 470 m, pri
¢emu su na dubini od 412-470 m registrovani gornjetrijaski zaglinjeni krecnjacki sedimenti
(Carevi¢ & Jovanovi¢, 2009). Dubina bunara ,BMe-1“ u Metkovicu iznosi 627 m, pri ¢emu su u
intervalu od 495 m do 627 m rasprostranjeni metapescari (Proti¢, 1995; Saraba & Obradovi¢,
2019a). Izvodenjem bunara ,BMe-1“ u Metkovi¢u dokazano je da najstarije kenozojske
tvorevine pripadaju eocenu, koji je predstavljen peskovima i slabo vezanim piritisanim
krupnozrnim pescarima (Carevi¢ & Jovanovi¢, 2009). Mineralne vode su pribliznog hemijskog
sastava, bududi da basenske strukture odlikuje povezanost vodonosnih horizonata povlate i
podine, odnosno basen deluje kao jedinstvena celina (Proti¢, 1995).
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Slika 1.34 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Bogati¢a i Metkovica
(Geoloska podloga: Rajcevi¢, 1983; Andelkovi¢ et al., 1986; Saraba & Obradovi¢, 2019a)

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1- Rec¢na terasa: sljunak, pesak,
alevritski pesak i suglina; Zbijeni tip izdani malog potencijala: 2 - Lesoidno-barski sedimenti: pesak, alevritski
pesak, alevritska glina, suglina sa biljnim detritusom.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama
opisanim u sklopu Slike 1.33.

Na Slici 1.35 prikazani su bunari mineralnih voda Metkovi¢a i Bogati¢a, koji su bili
predmet istrazivanja u sklopu predmetne doktorske disertacije sa asepkta razvoja
mikrobioloSkog diverziteta i taloZenja mineralnih depozita.

Slika 1.35 Gornji delovi konstrukcijabunara ,BMe-1“ (Metkovi¢) (a) i ,BB-1“ (Bogati¢)(b)
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1.2.1.5 Mineralne vode Selters Banje

Na periferiji Mladenovca, u dolini reke Velikog Luga, smeStena je Selters Banja, u
istocnom delu planine Kosmaj na nadmorskoj visini od 136 m. Glinovito-peskoviti panonski i
sarmatski sedimenti sa proslojcima uglja (lignita) izgraduju pripovrSinske delove basena i
nalezu na gornjekredne fliSne tvorevine izgradene od laporaca i peScara, u okviru kojih su
kre¢njaci registrovani u intervalu od 750 m do 820 m dubine (Proti¢, 1995; Saraba et al,,
2018b). U podlozi tercijarnog basena, rasprostranjeni su plavomodri kristalasti krecnjaci
ispresecani sistemima pukotina i verovatno su deo serije gornjekrednih kre¢njaka Kosmaja. U
njihovoj povlati su rasprostranjeni glinci, limonitisani peScari i krupni kvarcni peskovi.
Debljina sedimentne serije je oko 26 m i verovatno je sarmatske starosti. Sarmatski sedimenti
su registrovani u selu Koracici na obodu Kosmaja gde zaplavljuju kredne kre¢njake. U okviru
sedimentne serije izgradene od peskova, glina, laporaca i glinovitih peskova sa slojevima
uglja, koja naleZe na sarmatske naslage, registrovano je viSe vodonosnih horizonata
(Milojevi¢, 1964). Na Slici 1.36 prikazno je rasprostranjenje neogenih i kvaratnih sedimenata
Sireg podrucja Selters Banje.
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Slika 1.36 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Selters Banje (Geoloska
podloga: Pavlovi¢ et al., 1980)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Aluvijum; 2 - Proluvijum (plavinski konus); 3 - Lesoidni sedimenti; 4 - Peskovi,
peskovite gline i peScari (panon); 4 - Peskovi, peskovite gline, pesc¢ari (donji sarmat).
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena; 2 - Rased bez oznake
karaktera: pokriven; 3 - Rased osmatran fotogeoloski i na satelitskim snimcima; 4 - Reka; 5 - SuSica; 6 - Pojava
mineralnih voda.

Ugljokisele vode® Selters Banje vezane su za karstno-pukotinsku izdan (Filipovi¢, 2003;
Saraba & Dimki¢, 2019b) u donjekrednim kre¢njacima predstavljenim slojevitim ili listastim
varijatetima, odnosno rede su zastupljeni masivni krec¢njaci. Tektonski su oSteceni i dosta
ispucali, te u odredenim zonama rasprostranjenja poprili¢no cisti (Proti¢, 1995; Saraba et al.,

6,Podzemna (mineralna) voda koja se karakteriSe poviSenim koncentracijama rastvorenog ugljen-dioksida (>250
mg/L)“ DragiSi¢ & Polomci¢ (2009).
55



Uvod

2018b; Saraba & Dimki¢, 2019b). Prihranjivanje karstno-pukotinske izdani jednim delom
odvija se na racun infiltracije voda od atmosferskih padavina po obodnim delovima
tercijarnog basena, buduci da su donjekredni krec¢njaci u ovim zonama basena rasprostranjeni
na povrsini terena. Takode, ne treba zanemariti ni moguénost doticaja voda iz dubljih izdani
(Ceki¢, 2013). Kaptirani intervali ugljokiselih mineralnih voda odgovaraju dubinama od 360
m do 1.150 m, a glavna bilansna izmena se odvija ispod 800 m i vezuje se za slabo
karstifikovane stene karbonatnog porekla. Granica izmedu hidrodinamickih zona veoma
usporenih procesa vodozamene i usporenih procesa vodozamene nalazi se na dubini ispod 1,3
km (Marinkovi¢ et al.,, 2016). Na Slici 1.37 prikazani su zastupljeni tipovi izdani u neogenim i
kvartranim sedimentima Sireg podrucja Selters Banje.
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Slika 1.37 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Selters Banje (GeoloSka
podloga: Pavlovi¢ et al., 1980; Hidrogelo$ka podloga: Ceki¢, 2013)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Aluvijum; Zbijeni tip izdani
malog potencijala: 2 - Proluvijum (plavinski konus); 3 - Lesoidni sedimenti; Hidrogeoloski kompleks: 4 -
Peskovi, peskovite gline i pescari (panon); 5 - Peskovi, peskovite gline, peScari (donji sarmat).
*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.36.

Na podrucdju banje postoji viSe istraznih buSotina (bunara) (Filipovi¢, 2003), cije
dubine iznose 816,4 m (bunar ,IB-1") (Proti¢, 1995), odnosno 1.150 m (bunar ,IB-2)
(Marinkovi¢, 2014). U litoloSkom profilu bunara ,IB-1“ registrovano je viSe vodonosnih zona
na dubinama od 315-816,4 m, sa glavnim prilivima u intervalu od 780-816,4 m, dok su u
profilu bunara ,IB-2“vodonosne zone registrovane u intervalu od 790-1.100 m (Cekié, 2013).
Vrednosti koeficijenta transmisibilnosti za bunar ,IB-1” iznose Ts= 2,6 X 104 m?/s za
sniZenje, odnosno za povratak nivoa Tsr =2,8 X 104 m2/s (Cekié, 2013). Bunarom ,IB-2“
dobijene su visoke koncentracije metana (Marinkovi¢, 2014). Na Slici 1.38 prikazana je cesma
u sklopu Selters Banje, sa koje su uzorkovane lekovite vode koje su bile analizirane u okviru
predmetne doktorske disertacije. Prema Leku et al. (1922), mineralne vode Selters Banje
koriste se za leCenje crevnih i stomacnih bolesti, pluénog katara, itd., odnosno za iste
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medicinske indikacije kojima pomaZu i mineralni izvori ¢uvene banje Ems u Nemackoj,
Luhacovica u Ceskoj, Roaja u Francuskoj, itd.

Slika 1.38 Cesma za pijenje lekovitih mineralnih voda u sklopu Selters Banje
1.2.2 Magmatogeni masivi

Hidrogeoloski masivi, koji po genezi mogu biti magmatogeni, sedimentni i metamorfni,
predstavljaju sveukupnost regionalnih bezvodnih i vodonosnih zona, razloma i delova
masivnih stenskih kompleksa za koje je karakteristican jedninstven sistem geoloSkog razvoja
sa specificnim hidrogeoloSkim karakteristikama i procesima (Dragisi¢, 1997).

Na teritoriji Srbije, najintenzivnija faza vulkanske aktivnosti bila je u periodu od gornje
krede do miocena, kada su stvarane velike mase najrazlic¢itijih vulkanskih produkata, ujedno
probijajudi i pokrivajuci najraznovrsnije stenske formacije, bilo da su u pitanju najstarije
kristalaste stene ili pak mladi tercijarni sedimenti (Proti¢, 1995). Eksplozivne vulkanske
erupcije manifestovale su se kratkotrajnim bazaltnim izlivima, kao i eruptivnim fazama lave
bogate silicijumom i vodenom parom, pri ¢emu je usled praznjenja magmatskih rezervoara
pli¢ih delova Zemljine kore dolazilo i do sleganja tla, Sto je za posledicu imalo formiranje
kaldera, tzv. cirkularnih depresija (Petrovi¢ Panti¢, 2014). NajizraZenije faze vulkanske
aktivnosti bile su u delovima terena zapadne Srbije, te podrucjima centralnih i isto¢nih delova
zemlje. Tako, za podrucje centralne Srbije karakteristi¢ni su ugaseni vulkani koji odgovaraju
kenozojskoj starosti (Rudnik, Kotlenik, Borac, Lece, Trepc¢a, Belo Brdo, Rogozna), dok su za
podrucje zapadne Srbije karakteristi¢ni subakvati¢ni ugaseni vulkani koji najées¢e odgovaraju
jurskoj starosti (Ovéarsko-kablarska klisura, Bistrica, Kur§umlija, Zdraljica). Za podrudje
istoCne Srbije, karakteristicni su subaerski ugaSeni vulkani kredne starosti (Krepoljin,
Majdanpek, Bor) (Jemcov, 2019).

Hemijski sastav mineralnih voda magmatogenih (vulkanogenih) masiva predstavlja
njihovu bitnu karakteristiku, budu¢i da apsolutna starost ovih voda meri se i desetinama
hiljada godina, Sto rezultuje dovoljno dugim vremenskim periodom za formiranje specificnog
hemijskog sastava u izdani odgovarajuceg petroloskog tipa (Proti¢, 1995). Tako, u okviru
andezitskog masiva istoCne Srbije i njegovog oboda izdvojene su hidrohemijske provincije
hidrokarbonatnih voda u vulkanskim stenama i karbonatnim stenama oboda i provincije
sulfatnih voda (DragiSi¢ & Stevanovi¢, 1994a).
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1.2.2.1 Mineralne vode Radaljske Banje

U dolini Radaljske reke, na nadmorskoj visini od 250 m, u severozapadnom podnozju
Boranjskog masiva, smeStena je Radaljska Banja, u Cijoj geoloSkoj gradi najzastupljeniji
litoloSki €lan predstavljen je granodirotima oligocenske starosti koji su utisnuti u vidu fakolita
kroz paleozojske i mezozojske stene (Proti¢, 1995). Oligocenska starost granodiorita, cija
povrsina iznosi oko 80 km?, Sirina oko 7 km i duZina oko 12 km, utvrdena je na osnovu K/Ar
analiza biotita i hornblende. Na odredenim delovima rasprostranjenja Boranjskog masiva
formiran je granodioritski grus, debljine i do 5 m (Gordanic et al., 2004). Od drugih litoloskih
jedinica, zastupljene su paleozojske i mezojske tvorevine, te kvartarne naslage u vidu
aluvijalnih i deluvijalnih tvorevina. Paleozojske tvorevine predstavljene su devon-karbonskim
peS€arima i Skriljcima sa mestimi¢nim proslojcima krec¢njaka, te permsko karbonatno-
terigenim tvorevinama. Preko njih diskordantan poloZaj zauzimaju donjetrijaski peScari,
brece i kreCnjaci, te naposletku srednjetrijaski krecnjaci. Preko srednjetrijskih krecnjaka,
pretezno na jugozapadnom obodu granodioritskog masiva, rasprostranjena je dijabaz-
roznacka formacija jurske starosti (Jz,3), izgradena od breca, peScara, dijabaza, roZnaca i
kalkSista (Proti¢, 1995). Na Slici 1.39 prikazano je rasprostranje litoloskih ¢lanova Sireg
podrucja Radaljske Banje.
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Slika 1.39 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Radaljske Banje (Geoloska podloga:
Mojsilovic et al,, 1977)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Aluvijum; 2 - Peskovi i §ljunkovi; 3 - Slabovezani gruboklasti¢ni materijal; 4 -
Peskovi, gline i $ljunkovi (portaferski potkat); 5 - Pescari, glinci i laporci (baden); 6 - Stene izmenjene
metamorfnim procesima; 7 - Dacito-andeziti; 8 - Granodioriti i granodiorit-porfiriti; 9 - Serpentiniti; 10 - Brece,
pescari, roznaci i glinci; 11 - Masivni i plocasti kre¢njaci, kvarciti i glineni skriljci; 12 - Krec¢njaci, peScari i
glinoviti skriljci; 13 - Slojeviti i bankoviti ooliti¢ni krecnjaci i peScari; 14 - Glineni $kriljci i kvarcni peScari
(baskirski kat); 15 - Tamnosivi kre¢njaci (baskirski kat); 16 - PeScari, argilofiliti i filiti; 17 - Pescari, kvarciti, filiti
i argiloSisti.

Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Eroziona ili tektonsko-eroziona granica: utvrdena; 3 - Granica intruzivnog magmatskog tela:
utvrdena i aproksimativno locirana; 4 - Rased bez oznake karaktera: sigurno utvrden i pretpostavljen; 5 - Celo
navlake: utvrdeno; 6 - Veca reka; 7 — Potok (reka); 8 — Pojava mineralnih voda.
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Sedimentne stene su paleozojske (devon-perm), mezozojske (trijas-jura) i kenozojske
(miocen i holocen) starosti. Metamorfne stene su paleozojske i tercijarne starosti, dok su
intruzivne i efuzivne stene tercijarne starosti. Na istotnom delu Boranjski granodioritski
masiv granic¢i sa Drinsko-ivanji¢ckim paleozojskim kompleksom, dok na zapadu granici sa
dijabaz-roznom formacijom jurske starosti. Na severu i delimi¢no na jugo-istoku registrovani
su dacito-andeziti debljine i do 100 m sa pojavom piroklastita (Gordani¢ et al, 2004).
Granodioriti predstavljaju povlatne slojeve vodonosnim vulkanogenim tvorevinama
rasprostranjenim u dubljim delovima terena, ¢ime je formirana poluzatvorena hidrogeoloska
struktura, verovatno nastala kao rezulat fakolitske forme granodiorita. Takode, odgovarajuci
hidrogeohemijski proracuni i fizicko-hemijske karakteristike mineralnih voda ukazuju na
njihovo poreklo iz vulkanskih stena (Proti¢, 1995), odnosno ustanovljena je veza izdani sa
rasednim strukturama i pukotinskim sistemima na razli¢itim dubinama u samom
granodiortiskom masivu (Gordani¢ et al., 2004). Na Slici 1.40 prikazani su zastupljeni tipovi
izdani Sireg podrucja Radaljske Banje.
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Slika 1.40 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Radaljske Banje (GeoloSka
podloga: Mojsilovi¢ et al.,, 1977)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Aluvijum; 2 - Peskovi i §ljunkovi;
Zbijeni tip izdani malog potencijala: 3 - Slabovezani gruboklasti¢ni materijal; 4 - Peskovi, gline i sljunkovi
(portaferski potkat); Pukotinski tip izdani velikog potencijala: 7 - Dacito-andeziti; PukotinskKi tip izdani

malog potencijala: 8 - Granodioriti i granodiorit-porfiriti; 9 - Serpentiniti; SloZeni tip izdani: 10 - Brece,
pescari, roznaci i glinci; Karstni tip izdani: 11 - Masivni i plocasti kre¢njaci, kvarciti i glineni Skriljci; 12 -
Krecnjaci, pescari i glinoviti Skriljci; 13 - Slojeviti i bankoviti ooliti¢ni kre¢njaci i pescari; 15 - Tamnosivi
krecnjaci (baskirski kat); Uslovno-bezvodni delovi terena: 5 - Pescari, glinci i laporci (baden); 14 - Glineni
Skriljci i kvarcni pescari (baskirski kat); 16 — PeScari, argilofiliti i filiti; 17 — PeScari, kvarciti, filiti i argilosisti.
*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.39.
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U sklopu banje, postoji viSe istraznih buSotina dubina od 100-400 m i viSe izvora
mineralnih voda (Filipovi¢, 2003). Dubina istraZne buSotine ,B-1, kojom je dobijena termalna
voda temperature od 28,5°C, iznosi 200 m. IstraZznom buSotinom ,B-2°, ¢ija dubina iznosi 160
m, dobijene su termalne vode temperature od 26°C. Medutim, samoizliv iz ove buSotine je
prestao tokom 1982. godine. IstraZznom buSotinom ,B-3“ dubine od 102 m, kaptirane su
termalne vode sa subarteskim nivoom. Tokom 1990. godine, izbuSena je istrazna buSotina
dubine od oko 400 m, pri ¢emu su duz celokupnog litoloskog profila nabuSeni granodioriti.
Kapacitet samoizliva iznosio je 6 L/s, dok je temperatura mineralnih voda bila 30°C.
Izvodenjem ove istrazne buSotine prestao je samoizliv iz istrazne busotine ,B-1“ te presusio
prirodni mineralni izvor na podrucju banje (Proti¢, 1995). Na levoj obali Crnog Radalja nalaze
se kaptirani mineralni izvori. IzdaSnost glavnog izvora Slatina iznosi 0,3 L/s, dok je
temperatura mineralne vode 24°C. Takode, istraZnim buSenjem registrovan je izvor
sumporovite mineralne vode kapaciteta od 12,5 L/s i temperature od 28°C (Mili¢evi¢, 2011).
Na Slici 1.41 prikazana je cesma u sklopu Radaljske Banje, sa koje su uzorkovane mineralne
vode koje su bile analizirane u okviru predmetne doktorske disertacije.

Slika 1.41 Cesma mineralnih voda (Radaljska Banja)

Nekada se Radaljska Banja nazivala ,Radaljska sumpornjaca”, zbog poviSenog sadrZaja
sumpor-vodinika koji mineralnoj vodi daje karakteristi¢cna svojstva. Prvi pisani tragovi o
lekovitom dejstvu mineralnih izvora Radaljske Banje datiraju joS od 1900 godine (Mili¢evic,
2011).

1.2.2.2 Mineralne vode Brestovacke Banje

Na uScu Banjske reke u Brestovacku reku smesStena je Brestovacka Banja, poznata joS
iz rimskog doba, na udaljenosti od oko 5 km jugozapadno od Bora. U geoloskoj gradi podrucja
istraZivanja ucestvuju stene andezit-bazaltne asocijacije predstavljene piroksen i piroksen-
hornblenda andezitima, vulkanskim breama i aglomeratima, tufovima i tufitima. Istocno od
banje, zastupljene su vulkanske stene timocitske asocijacije, dok su zapadno i severozapadno
od banje rasprostranjene mestimicno orudnjene i hidrotermalno izmenjene stene andezit
bazaltne asocijacije, uz koje se na pojedinim lokalitetima javljaju i laramijski plutoniti
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(Dragisi¢ et al.,, 1994). Hidrotermalne promene stena su rezultat kaolinizacije, hloritizacije,
sulfatizacije, alunitizacije, zeolitizacije, kalcitizacije i piritizacije, a za ovaj kompleks vezuju se i
pojave bakrove mineralizacije (DragiSi¢ & Stevanovi¢, 1994b). Na Slici 1.42 prikazano je
rasprostranjenje litoloSkih ¢lanova Sireg podrucja Brestovacke Banje.
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Slika 1.42 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Brestovacke Banje (GeoloSka
podloga: Antonijevi¢ et al., 1976)

Legenda kartirtanih jedinica: 1 - JaloviSte; 2 — Deluvijum; 3 - Peskovi i $ljunkovi; 4 - Latiti i trahibazalti; 5 -
Augit-hornblenda i hornblenda andeziti Il faze; 6 - Aglomerati i brece augit-hornblenda i hornblenda andezita; 7
- Tufovi i tufiti; 8 - Borski peliti; 9 - Konglomerati i peScari; 10 - Aglomerati i brece andezita i dacita.
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Granica magmatskog tela; 3 - Rased bez oznake karaktera: osmatran, pokriven; 4 - Potok (reka); 5 -
Jezero; 6 - Pojava mineralnih voda.

Mineralne vode BrestovaCke Banje vezuju se za podrucje Timockog andezitskog
masiva (,senonski tektonski rov“). PruzZanje senonskog tektonskog rova na duZzini vec¢oj od 50
km odgovara pravcu SSZ-JJI. U okviru rova, markantni su regionalni rasedi (pecko-svrljiski i
zlotski) pravca pruZanja SZ-JI (stariji longitudinalni rasedni sistem) i I-Z (SI-JZ) (mladi
transverzalni rasedni sistem). Registrovano je viSe od 50 diskontinutieta duZine iznad 10 km,
dok su neki diskontinuiteti duzi od 150 km (DragiSi¢ & Stevanovi¢, 1994b). Na Slici 1.43
prikazani su zastupljeni tipovi izdani Sireg podrucja Brestovacke Banje.

Sa aspekta geneze, prema DragiSicu et al. (1994), mineralne vode vezuju se za duboke
delove hidrotermalno izmenjenih stena, pri cemu se cirkulacija voda ostvaruje duZ rasednih
struktura kada se zagrejavaju do oko 40°C i poniru do dubina od oko 1.000 m. DragisSi¢ &
Stevanovic¢ (1994a) navode da u okviru zone ukrs$tanja razlomnih struktura orijentacije SSZ-
JJ1i I-Z dolazi do isticanja mineralnih voda, pri ¢emu se najveci broj izvora vezuje za centralni
deo banje na desnoj i levoj obali Banjske reke. Leko et al. (1922) ukazuju na vezu mineralnih
voda i pukotinskih sistema formiranih u andezitskim masama na mestu ukrsStanja Crnovrske
reke i potoka Pujice u Banjsku reku.
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Slika 1.43 Shematizovana hidrogeoloSka karta Sireg podrucja Brestovacke Banje (GeoloSka
podloga: Antonijevic¢ et al., 1976)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala; 3 - Peskovi i §ljunkovi; Zbijeni tip
izdani malog potencijala: 1 - JaloviSte; 2 - Deluvijum; Pukotinski tip izdani malog potencijala: 8 - Borski
peliti; 9 - Konglomerati i peScari; Pukotinski tip izdani velikog potencijala: 4 - Latiti i trahibazalti; 5 - Augit-
hornblenda i hornblenda andeziti Il faze; 6 - Aglomerati i brece augit-hornblenda i hornblenda andezita; 7 -
Tufovi i tufiti; 10 - Aglomerati i brece andezita i dacita.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.42.

Na Slici 1.44 prikazan je kaptazni objekat ,Voda za Zivce“, sa koga su uzorkovane
mineralne vode koje su bile analizirane u sklopu predmetne doktorske disertacije.

Slika 1.44 Kaptirani izvor ,Voda za Zivce“ (Brestovacka Banja)
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1.2.2.3 Mineralne vode Lukovske Banje

Lukovska Banja spada u najviSe banje Srbije sa nadmorskom visinom od 681 m.
Imajudi u vidu broj pojava hipertermalnih voda, smatra se da Lukovska Banja predstavlja
najbogatije izvoriSte u Srbiji, a vrlo moguce i na Balkanskom poluostrvu (Gasi¢ et al., 2012).
SmesStena je na udaljenosti od oko 35 km od gradskog centra KurSumlije, u istocnom podnoZju
planine Kopaonika, sa izuzetno kompleksnom geoloSkom gradom kao rezultat sloZenih
geoloskih odnosa litoloskih ¢lanova (Proti¢, 1995). Serpentiniti su karakteristi¢ni za zone
tektonizovanih podrucdja i mogu biti karbonitisani, silifikovani, hidrotermalno izmenjeni i
delom orudnjeni (MaleSevic et al., 1980a). Sa stenama dijabaz-roZne formacije grade izduZene
zone tektonski poremecene izmedu ofiolita i vulkanita na zapadu i naslaga donjokredne
starosti na istoku (Proti¢, 1995). Stene titon-valendske starosti, debljine od oko 100 m,
karakteriSe izraZen tektonski odnos sa drugim litoloSkim ¢lanovima, dok se stene senonske
starosti, kao rezultat intenzivnih tektonskih aktivnosti tokom epoha geoloSke proslosti,
javljaju u uzanom pojasu debljine od oko 350 m (MaleSevi¢ et al, 1980a). Na Slici 1.45
prikazano je rasprostranjenje litoloskih ¢lanova Sireg podrucja Lukovske Banje.
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Slika 1.45 Shematizovana geoloska kartaSireg podrucja Lukovske Banje (GeoloSka podloga:
Malesevi¢ et al.,, 1980b)

Legenda: 1 - Deluvijum; 2 - Alevroliti, laporci i laproviti kre¢njaci (senon); 3 - Alevroliti, peScari i laporci
(barem-apt); 4 - Alevroliti, peScari, laporci i kre¢njaci (otriv); 5 - Mikrokonglomerati i peScari (valendis); 6 -
Masivni i slojeviti kre¢njaci; 7 - Dijabaz-roznacka formacija: pecari, kre¢njaci, roznaci i glinci; 8 - Sericit-hloritski
Skriljci; 9 - Dijabazi; 10 - Serpentiniti.

Legenda standardnih i topografski oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena, pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Elementi pada; 3 - Rased (sigurno utvrden ili pretpostavljen); 4 -Dijapirski kontakt; 5 - Izvor; 6 -
Potok (reka); 7 - Pojava mineralnih voda.

Na podrucju banje, registrovano je vise mineralnih izvora, te viSe bunara dubine od
100-870 m (Filipovi¢, 2003). Pojave mineralnih voda vezuju se za zonu ukrStanja
longitudinalne rasedne strukture orijentacije SSZ-JJI i transverzalne rasedne strukture
orijentacije Z-I. Isticanje se ostvaruje na delu terena od oko 400 m, sa obe strane Stavske reke,
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kao i u samom koritu istoimenog vodotoka. 20 mineralnih izvora i dva bunara vezuju se za
Gornju banju na zapadu, dok se 13 mineralnih izvora i dva bunara vezuju za Donju banju na
istoku. IzdaSnost mineralnih izvora Gornje banje je u dijapazonu od 11-18 L/s, sa
temperaturom od 24-57°C, dok je izdaSnost mineralnih izvora Donje banje u intervalu od
42,5-60 L/s, sa temperaturom mineralnih voda od 22-56°C (Macejka, 2005). Na Slici 1.46
prikazani su zastupljeni tipovi izdani Sireg podrucja Lukovske Banje.
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Slika 1.46 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Lukovske Banje
(Geoloska podloga: MaleSevic et al., 1980b)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani: 1 - Deluvijum; Karstni tip izdani: 6 - Masivni i slojeviti
krecnjaci; Pukotinski tip izdani: 9 - Dijabazi; 10 - Serpentiniti; SloZeni tip izdani: 7 - Dijabaz-roZnacka
formacija: pecari, krecnjaci, roznaci i glinci; Uslovno-bezvodni delovi terena: 2 - Alevroliti, laporci i laproviti
krecnjaci (senon); 3 — Alevroliti, peScari i laporci (barem-apt); 4 - Alevroliti, pescari, laporci i kre¢njaci (otriv); 5 -
Mikrokonglomerati i pesc¢ari (valendis); 8 - Sericit-hloritski skriljci.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.45.

Primarna hidrogeoloSka struktura u okviru koje se odvija akumualcija i obnavljanje
mineralnih voda Lukovske Banje nije jasno definisana, budu¢i da se pozicija bunara u okviru
banje vezuje za zonu praznjenja ove hidrogeoloske strukture, na kontaktu donjokrednih
naslaga Gledica i ofiolita. Zbog toga je nepoznato da li se rasprostranjenje mineralnih voda
vezuje za delove terena istocno ili zapadno od ove zone. Izvodenjem bunara nije dobijena
temperatura mineralnih voda koja bi odstupala u odnosu na prirodne mineralne izvore. Na
osnovu hemijskog sastava voda, zakljuceno je da se u odgovaraju¢em vremenskom periodu
mineralne vode zadrZzavaju u izdanima u okviru krec¢njaka, dolazeé¢i u kontakt sa
serpentinitima na $ta sugeriSu izvesni sadrzaji jona Mg2+ u vodi. Uz to, odvija se i interakcija
mineralnih voda sa stenama vulkanskog porekla, na $ta ukazuje sadrzaj gasa HzS i prisustvo
drugih mikroelementa. Imajucu u vidu hemijski sastav mineralnih voda, zaklju¢eno je da se
mineralne vode vezuju za delove terena zapadno od banje, u okviru stena vulkanskog porekla,
pri ¢emu je reversnim kretanjem litoloskih ¢lanova jurske i kredne starosti ka zapadu
prekriveno leZiSte mineralnih voda (Proti¢, 1995). O genezi mineralnih voda Lukovske Banje
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postoje suprotna misljenja, pri ¢emu neke tvrdnje ukazuju da infiltracijom atmosferskih voda
u dublje delove Zemljine kore ove vode se zagrejavaju, obogacuju mineralima i gasovima, pri
cemu uzlaznim kretanjem duZ raseda dolazi do njihovog pojavljivanja na kontaktu
serpentinita sa kre¢njacima i hidrokvarcitima. Prema drugih shvatanjima, mineralne vode
sadrze sve hemijske elemente koji odlikuju vulkanske vode ,Sumadijskog tipa“, odnosno
prisutan je uticaj ,kopaonickog“ mladog vulkanizma (Macejka, 2005).

U zonama isticanja mineralnih voda Lukovske Banje Cesta je pojava taloZenja naslaga
inkrustacije mrke, Zute i zelene boje, kao rezultat fizicko-hemijskih karakteristika mineralnih
voda (Macejka, 2005). Razvoj naslaga inkrustacije, koje se taloZe u matriksu sa biofilmovima u
okviru zona isticanja mineralnih voda Lukovske Banje, prikazan je na Slikama 1.47ai 1.47b.

Slika 1.47 TaloZenje naslaga inkrustacije i razvoj biofilmova u zonama isticanja mineralnih
voda Lukovske Banje (a, b)

1.2.2.4 Mineralne vode Vranjske Banje

U Kklisurastoj i uskoj dolini Banjske reke, isto¢no od gradskog centra Vranje na oko 10
km, smeStena je Vranjska Banja, na nadmorskoj visini od 390-400 m, sa sa¢uvanim ostacima
vulkanske aktivnosti, buduc¢i da je vulkanski centar bio u rejonu same banje (Proti¢, 1995). U
geoloskoj gradi podrucja banje, najzastupljeni su gnajsevi i vulkaniti, $to se uocCava sa Slike
1.56. Leko et al. (1922) ukazuju na rasprostranjenje Skriljaca sa probojima mladih eruptivnih
stena u zoni banje, dok trahitna masa preseca liskunski Skriljac pruzaju¢i se nadalje kroz
metamorfite u okviru kojih su registrovani mineralni izvori, razlikujuéi se svi medusobno po
sadrzaju rastvorenih mineralnih sastojaka.

Formiranje savremene depresije banje nastalo je kao rezultat kolapsa vulkasnkog
kratera sa delom vulkanske kupe duz obodnog raseda kojim je izvrSeno tonjenje centralnog
dela kupe. Danas, ovaj rased maskiraju pojave mineralnih voda, dok je na zapadu rased
maskiran vulkanskim nekom Suplji kamen. Formiranjem tektonskog rova JuZne Morave
izmenjen je prvobitni kruzni, odnosno elipsasti oblik savremene depresije banje ispunjene
naslagama neogenih i kvartarnih tvorevina. U profilu vulkanske kupe, na mestu gde su
saCuvani erozioni ostaci kupe prema Katalencu, smenjuju se tufovi, vulkanske brece,
aglomerati, lavi¢ni slivovi, itd., pri ¢emu sa udaljavanjem od banje kupastu formu zaplavljuju
eocenske sedimentno-vulkanogene tvorevine (Proti¢, 1995). Rasprostranjenje litoloskih
¢lanova Sireg podrucja Vranjske Banje prikazano je na Slci 1.48.
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Slika 1.48 Shematizovana geoloska kartasireg podrucja Vranjske Banje (Geoloska podloga:
Babovi¢ & Cvetkovi¢, 1977; Terzin et al., 1977)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Aluvijum; 2 - Deluvijum; 3 - Proluvijum-facija plavinskih konusa; 4 - Slabo
vezani pescari i konglomerati; 5 - Piroklastiti: vulkanski aglomerati, brece i tufovi; 6 — Daciti; 7 - Andeziti; 8 -
Piroklasiti amfibolskih dacita; 9 - Granodioriti; 10 - Kvarciti; 11 - Amfibolski metamorfiti; 12 - MikaSisti i
leptinoliti; 13 - Muskovit-hloritski skriljci; 14 - Liskunski gnajsevi.

Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimatvno
locirana; 2 - Postupan litoloski prelaz; 3 - Eroziona ili tektonsko-eroziona granica: utvrdena; 4 - Granica
magmatskog tela utisnutog u okolne stene;5 - Rased; 6 - Rasedna zona; 7 - Veca reka; 8 - Pojava mineralnih
voda.

Sa aspekta akumulacije mineralnih voda, posebno je znacajan hidrogeoloSki kompleks
formiran u okviru paleozojskih Skrljica predstavljenih gnajsevima koji se mestimi¢no
smenjuju sa mikaSistima, leptinolitima i amfibolskim Skriljcima. Usled tektonske oStecenosti
ove stene tokom vremena su omogucile rasprostranjenje vodonosnih horizonata razli¢itog
stepena produktivnosti. Isticanje mineralnih voda vezuje se za rasednu zonu Katalenac.
Takode, za pruZanje tercijarnog raseda paralelnog JuZznoj Moravi vezuju se zone intenzivnog
razlamanja stenskog kompleksa granita, granodiorita, andezita, Skriljaca, itd., duz kojih se
ostvaruje cirkulacija mineralnih voda, $to za posledicu ima silifikaciju i kaolinizaciju stenskog
matriksa (Petrovi¢ Panti¢, 2014). Zastupljeni tipovi izdani Sireg podruc¢ja Vranjske Banje
prikazani su na Slici 1.49.
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Slika 1.49 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Vranjske Banje
(Geoloska podloga: Babovi¢ & Cvetkovi¢, 1977; Terzin et al., 1977)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Aluvijum; Zbijeni tip izdani
malog potencijala: 2 - Deluvijum; 3 - Proluvijum-facija plavinskih konusa; PukotinskKi tip izdani: 4 - Slabo
vezani pescari i konglomerati; 5 - Piroklastiti: vulkanski aglomerati, brece i tufovi; 6 — Daciti; 7 - Andeziti; 8 -

Piroklasiti amfibolskih dacita; 9 - Granodioriti; Uslovno-bezvodni delovi terena: 10 - Kvarciti; 11 - Amfibolski
metamorfiti; 12 — Mikasisti i leptinoliti; 13 - Muskovit-hloritski skriljci; 14 - Liskunski gnajsevi.
*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.48.

Na podrucju banje postoji viSe mineralnih izvora i bunara, ¢ija dubina je u intervalu od
7 m do 1.600 m (Filipovi¢, 2003). Ujedno, mineralne vode banje predstavljaju najtopliju
pojavu na teritoriji Srbije, sa temperaturnim vrednostima koje dostiZzu i do 111°C (samoizliv
na bunaru ,VG-2“) (Petrovi¢ Panti¢, 2014). Tri su mogucéa uzroka poviSenih temperatura
mineralnih voda: i) polozZaj banje vezuje se za zapadnu granicu Rodopske mase u okviru zone
koja je jos uvek tektonski aktivna, ii) poloZaj banje vezuje se za zonu mladog vulkanizma, iii)
mineralne vode su rasprostranjene u okviru prostranih riftova (Denda, et al., 2019). Ukupan
kapacitet svih registrovanih pojava na podrucju banje iznosi oko 100 L/s (Petrovi¢ Panti¢,
2014), ¢ije karakteristike su detaljno prikazane u Tabeli 1.15.

[zotopskim ispitivanjima 150 uzoraka mineralnih voda, stena, tla i vegetacije (D, 180,
3H, 13C, 14C) u periodu od 1986. do 1989. godine, zakljuceno je da su mineralne vode Vranjske
Banje infiltracionog porekla, sa zonom infiltracije ¢ija nadmorska visina dostiZe preko 700 m.
Poniranje voda odvija se kroz surdulicki granodioritski masiv, duz pukotinskih sistema, pri
¢emu se formira vise ,podakvifera“, u kojima se vode zadrzavaju u razli¢itim vremenskim
periodima (Proti¢, 1995). Na slicne navode ukazuju i drugi autori, koji navode da se
prihranjivanje mineralnih voda Vranjske Banje ostvaruje na delovima terena iznad 1.100 m
nadmorske visine, odnosno iznad 500 m nadmorske visine. Imaju¢i u vidu novije izotopske
analize, zakljucuje se da je zona prihranjivanja mineralnih voda banje iznad 800 m nadmorske
visine, odnosno dubina cirkulacije mineralnih voda iznosi od 1,7 km do 2,1 km (Petrovi¢
Panti¢, 2014).
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Tabela 1.15 Karakteristike mineralnih voda Vranjske Banje (Preuzeto od: Denda et al.,

2019)*
Naziv pojave Volumetrijik_il Dubina (m) ten::)l::;t?lra, ’:I(::gl;g,tl(l;: Energij a,_E.
protok, V (m3s-1) T, (°C) (MW5) (TJ po godini)

Gornji izvor 1,2 - 78 2,91 9,18

Izvor A-1 0,5 25 91 1,48 4,67

Izvor A-2 1,0 25 84 2,67 8,42
Izvor A-3 2,1 20 91 6,24 19,67
Izvor B-1 1,5 120 87 4,20 13,24
Izvor B-1b 2,0 26 92 6,02 18,98
Izvor B-2 1,0 7 96 3,18 10,02
VG-2 26,0 1,063 111 9,90 312,20
VG-3 21,5 1,603 98 7,01 221,07

Akumulacioni kanal 70,0 - 84 18,75 -

Ukupno 126 78-111 62,36 617,45

*Podaci dobijeni od strane Javnog preduzeca uprave banje. Toplotna snaga izvora (Qr) se odreduje
uzimajudi u obzir srednju temperaturu vazduha od To= 20°C kao relevantnu vrednost, na primer: Qt= mcy (Ts -
To), gde m (kgs1) oznacava protok mase, odreden kao rezultat volumetrijskog protoka V (m3s1), (1 m3/s = 103

L/s), i gustine vode (p) (kgm-3) pri izlaznoj temperaturi vode (Ts), dok cp = 4186 J/kgK predstavlja specificni
kapacitet vode. Energija izvora (E) (J) tokom godine se odreduje kao: E = Q:Dt, gde je Dt (s) = 365 X 24 x 3600.

1.2.3 Oblasti metamorfita

U geoloskoj gradi oblasti metamorfita ucestvuju kristalasti Skriljici razli¢itog stepena
metamorfizma, uglavnom paleozojske i prekambrijumske starosti, ujedno cineci geoloSku
osnovu celom terenu teritorije Srbije. Metamorfne stene se mestimi¢no pojavljuju na povrsini
terena, kada tektonskim pokretima bivaju izdignute, najceS¢e utiskivanjem granitoidnih
intruzija. Potom, usled erozionih procesa mladih sedimenata nataloZenih preko njih bivaju
otkrivene, kao Sto je to slucaj u mnogim brdskim i planinskim podrucjima. Ujedno, ovakve
terene karakteriSu i brojni diskontinuiteti stenske mase, uglavnom nastali kao posledica
utiskivanja plutonita, koji nakon toga postaju vodonosni. Osnovna karakteristika mineralnih
voda oblasti metamorfita jeste prisustvo sadrzaja ugljen-dioskida (Proti¢, 1995), koji na svom
putu iz dubokih delova Zemljine kore migrira u smeru propusnih geoloskih struktura, da bi
potom ucestvovao u zasienju podzemnih (mineralnih) voda koje su rasprostranjene u
zonama njegove migracije (Marinkovi¢, 2014).

U slucaju postojanja intruzija u pli¢cim delovima litosfere, ugljokisele vode mogu biti i
termalne, kao Sto je to slucaj sa Vrnjackom Banjom (Proti¢, 1995). Usled sadrZaja gasa ugljen-
dioksida moZe da dode do snaZnih erupcija prilikom otkrivanja hirozonata istraznim
busSenjem na velikim dubinama (Filipovi¢, 2003), ¢iji sadrZaj u mineralnim vodama moZe
iznositi i do 10 g/L (Proti¢, 1995). Glavni izvori ugljen-dioksida na teritoriji Srbije rezultat su
termometamorfnih procesa koji se odvijaju u kristalastoj podlozi (Marinkovi¢, 2014), odnosno
genetski su vezani sa procesima regionalnog metamorfizma koji su u sadejstvu sa intruzijama
magmatita (Proti¢, 1995). Poreklo ugljen-dioksida litosfere Srbije vezuje se za ugljeni¢ne
oksidacione forme u vidu minerala dolomita i kalcita, te metamorfne procese koji se odvijaju u
vidu slede¢ih hemijskih jednacina (Marinkovi¢, 2014):

3CaMg(CO3)2 (dolomit) + 4SiO2 (kvarc) + H20 = Mgs[Si«010](OH)2 (talk) + 3CaCOs (kalcit) +
3C02(1.7)
5CaMg(CO3)z (dolomit) + 8Si0O2 (kvarc) + H20 = Ca2Mgs[Si4011]2(OH)z (tremolit) + 3CaCO3
(kalcit) +7C02 (1.8)
5Mg3[Si4+010](OH)2 (talk) + 6CaCOs3 (kalcit) + 4SiO2 (kvarc) = 3CazMgs[Si4+011]2(OH)2 (tremolit)
+ 6CO02 + 2H20 (1.9)
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CaMg(CO3)2 (dolomit) + K[AISi30s] (feldspat) + H20 = KAl2[A1Si3010](OH)2 (muskovit) +
CaCOs (kalcit) + CO2 (1.10)
CaMg(CO3)2 (dolomit) = CaCOs3 (kalcit) + MgO + COz (1.11)
Ca[A12Si20s] (plagioklas) + 2CaCOs3 (kalcit) + SiOz (kvarc) = CazA12[SiO4]3 (grosular) + 2CO2
(1.12)

Takode, i redukcione forme ugljenika mogu biti izvor ugljen-dioksida u podzemnim
rastvorima (Marinkovi¢, 2014):

Oksidacija: C + 02 —» CO2 (1.13)
Hidroliza: 2C + 2H20 — CO2 + CH4 (1.14)

Prilikom rastvaranja ugljen-dioksida u vodi (Formula 1.15), oslobadaju se vodonikovi
joni, odnosno joni hidroksonijuma (H904*), koji uticu na stepen agresivnosti vode. Usled
njihovog prisustva, voda deluje rastvaracki na okolne stene, ¢ime dolazi do prelaza brojnih
mikroelemenata u rastvor mineralne vode (Proti¢, 1995).

CO2 + H20 & H2€03 & HCO3" & + H* & CO3% + 2H* (1.15)

Na teritoriji Srbije, od ukupno 65 registrovanih pojava ugljokiselih mineralnih voda,
¢ak 93% formiranih mineralnih voda sa sadrZzajem CO:z vezuje se za Vardarsku zonu, kao i za
margine drugih jedinica prema ovoj celini u okviru koje CO2 moZe da se generiSe na dubinama
ve¢im od 3 km. Osim Vardarske zone, ustanovljena je prostorna veza ugljokiselih i regionalnih
neotektonskih struktura i tercijarnog magmatizma (Marinkovi¢ et al., 2012).

1.2.3.1 Mineralne vode Vrnjacke Banje

Podrucje Vrnjacke Banje vezuje se za severne padine Go¢ planine (1.216 m). Sama
banja smesStena je u dolini Vrnjacke reke sa nadmorskim visinama u intervalu od 180 m
(severoisticni delovi terena) do 401 m (Orlovac) i 430 m (Krstovo brdo) (Proti¢, 1995),
odnosno vezuje se za severno krilo Kopani¢ko-Zeljinskog antiklinorijuma (Strbacki et al.,
2020).

Sa geoloskog aspekta, podrucje istrazivanja karakterise rasprostranjenje metamorfnih
stena predstavljenih kompleksom sericitsko-hloritskih $kriljaca, pesScara, sa socivima
mermera i kalkSista. Ultramafiti harcburgitskog sastava rasprostranjeni su juzno i isto¢no od
banje, dok se barem-aptski sedimenti fliSolikog razvi¢a nastavljaju severoisto¢no. Neogene
naslage (lapori, gline, konglomerati i tufovi) sa severa zapljavljuju starije stene. PoloZaj
paleozojskih Skriljaca determinisan je postojanjem antiformne strukture c¢ije formiranje je
najverovatnije rezultat neotkrivenog granitodnog plutonita, koji u korelaciji sa granitoidnom
intruzijom Zeljina je ujedno u funkciji generisanja gasa COz kojim su zasi¢ene mineralne vode
Vrnjacke Banje. Takode, juzno i isto¢no od banje dominantnog rasprostranjenja su ultramafiti
harcburgistkog sastava, dok sa seveoristoCne strane rasprostranjeni su barem-aptski
sedimenti fliSolikog razviéa. Neogene naslage predstavljene su glinama, laporima,
konglomeratima i tufovima, te sa severa prekrivaju starije stene (Proti¢, 1995; Saraba &
Obradovi¢, 2019a). Rasprostranjenje litoloskih ¢lanova Sireg podrucja Vrnjacke Banje
prikazano je na Slici 1.50.
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Slika 1.50 Shematizovana geoloska Sireg podrucja Vrnjacke Banje (Geoloska podloga:
Uros$evi¢ et al., 1973; Saraba & Obradovi¢, 2019a)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Aluvijalni sedimenti; 2 - Proluvijum; 3 - NiZa re¢na terasa; 4 - ViSa recna terasa;
5 - Gline, glinci, peskovi, pescari, laporci i krecnjaci; 6 - Sedimentno-vulkanogena serija; 7 - Flis: alevroliti, glinci
i pescari (barem i apt); 8 - Serpentiniti; 9 - Harcburgiti; 10 - Kalksisti i mermeri; 11 - Hlorit - epidot -
aktinolitski Skriljci i metabazalti; 12 - Serija sericit-hloritskih Skriljaca i metamorfisanih pescara.
Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Eroziona granica: utvrdena; 3 - Rased bez oznake karaktera, pokriven ili aproksimativno lociran; 4
- Dijapirski kontakt: utvrden; 5 - Reka; 6 - Pojava mineralnih voda.

U kompleksu najstarijih paleozojskih Skrljiaca i amfibolita, pojavljuju se proslojci
mermera debljine od 10-12 m, u okviru kojih se formiraju mineralne vode na Sirem podrucju
Vrnjacke Banje. Termalni izvori banje vezuju za dolinu Vrnjacke reke, odnosno za pruzanje
raseda orijentacije S-J, dok se hladni mineralni izvori vezuju za pruZanje raseda orijentacije
SZ-]JI (Luki¢ et al,, 2014). Na podrucju Vrnjacke Banje ukrstaju se dve tektonske dislokacije
krupnijih razmera: Vrnjacka Banja - Ple§ - Radmanovo (orijentacija S-J) i Velu¢e - vrnjacka
dislokacija (orijentacija SZ-JI) (Marinkovi¢, 2014).

Sa aspekta akumulacije ugljokiselih mineralnih voda izvorisSta ,Jezero, posebno je
znacajna geoloska sredina predstavljena intervalima mermera na dubini od 226 m do 259 m
(bunar ,VBJ-2/85“). Proslojci mermera javljaju se u seriji paleozojskih liskunovitih Skriljaca i
amfibolita kao najstarijih stena VrnjaCke Banje. Prihranjivanje pukotinskog tipa izdani
formiranog u matriksu paleozojskih Skriljaca, mermera, serpentinita, harcburgita i gabrova
odvija se na racun infiltracije voda od atmosferskih taloga i povrSinskih voda tamo gde ove
stenske mase isklinjavaju na povrsinu terena (Go¢ planina) (Zivanovi¢, 2012). Ugljokisele
mineralne vode izvorista ,Jezero“ formiraju se u geoloSkoj sredini mermera i Skriljaca, dok se
na osnovu fizicko-hemijskih karakteristika mineralnih voda zakljucuje njihova genetska veza
sa $kriljcima (Strbacki et al., 2020). Starost ugljokiselih mineralnih Vrnjac¢ke Banje procenjuje
se na 30.000 godina (Marinkovi¢, 2014). Zastupljeni tipovi izdani Sireg podrucja Vrnjacke
Banje prikazani su na Slici 1.51.
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Slika 1.51 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Vrnjacke Banje (Geoloska
podloga: UroSevic¢ et al.,, 1973; Saraba & Obradovi¢, 2019a; Hidrogeoloska podloga: Zivanovi¢,
2012)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Aluvijalni sedimenti; 3 - NiZa re¢na
terasa; 4 - Visa recna terasa; Zbijeni tip izdani malog potencijala: 2 - Proluvijum; SloZeni tip izdani: 5 - Gline,
glinci, peskovi, pescari, laporci i kre¢njaci; 6 - Sedimentno-vulkanogena serija; Pukotinski tip izdani: 8 -
Serpentiniti; 9 - Harcburgiti; 10 - KalkSisti i mermeri; 11 - Hlorit - epidot - aktinolitski Skriljci i metabazalti; 12
- Serija sericit-hloritskih $kriljaca i metamorfisanih pescara; Uslovno-bezvodni delovi terena:7 - FIis:
alevroliti, glinci i pescari (barem i apt).

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.50.

Podaci o dreniranju izdani izvorista ,Jezero“ izvan podruc¢ja banje nisu poznati.
Postojanje rasednih zona, pukotina i prslina predstavlja zone cirkulacije mineralnih voda, Sto
pogoduje zagrevanju i povecanju mineralizacije mineralnih voda. Tako je tokom izrade bunara
,VBJ]-1/78" registrovano postojanje rasedne zone u neposrednoj blizini objekta. Zakljuceno je
da mineralne vode uz pomo¢ gasa CO2 cirkuliSu duZ rasednih zona, pukotina i drugih
mehanickih diskontinuiteta, pri ¢emu prisustvo gasa C0z utice na njihovo rasprostranjenje u
okviru geoloske sredine izmedu izvorsita ,Jezero“ i izvorista ,Slatina“ (Zivanovié, 2012).

Na podrudju izvorista ,Jezero” izbuSeni su bunari dubine od 260 m i 302 m. IstraZno
busenje je izvedeno kroz kristalaste Skriljce, u okviru kojih su bili zastupljeni intervali
mermera na dubini od 218-248 m. Dobijena je ugljokisela mineralna voda (Proti¢, 1995).
Kapacitet bunara ,VBJ-2/85“ iznosi 0,5 L/s, dok je temperatura vode 26°C (Strbacki et al.,
2020). Na Slici 1.52 prikazan je unutrasnji deo izvoriSta ,Jezero“, gde su uzorkovane
mineralne vode koje su bile analizirane u sklopu predmetne doktorske disertacije.
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Slika 1.52 Bivete za tocenje mineralnih voda izvorista ,Jezero”

1.2.3.2 Mineralne vode Lomnice i Velike Vrbnice

U erozionom udubljenju Krusevacke kotline, na oko 9 km juzno od KrusSevca, u dolini
Lomnicke reke, smeStena je pojava ugljokiselih mineralnih voda Lomnice na nadmorskoj
visini od 180 m. JuZno se izdiZe planinski masiv Veliki Jastebac (1.492 m). Na oko 15 km
jugozapadno od KruSevca, nalazi se i pojava mineralnih voda Velike Vrbnice. Osim nekoliko
kopanih bunara sa mineralnom vodom u Velikoj Vrbnici, u formi razbijenog izvorsita
mineralne vode se pojavljuju i na obali reke Pepeljuse, na nadmorskoj visini od 200 m (Protic,
1995). Prema Leku et al. (1922), mineralne vode Velike Vrbnice poznate su i pod nazivom
Mrmoska kisela voda, buducdi da je Velika Vrbnica ranije pripadala Mrmoskoj opStini.

Geolosku podlogu terena KruSevackog tercijarnog basena Cine Kkristalasti Skriljci sa
interklacijama granitoida i gornjekredne fliSne tvorevine zaplavljene sedimentima neogene
starosti (gline, konglomerati, pe$¢ari i tufiti) (Proti¢, 1995; Saraba & Dimki¢, 2019b).
Tercijarni sedimenti koji zaplavljaju kristalaste Skriljce poCinju konglomeratima, da bi potom
u vertikalnom profilu se smenjivali glinci, laporci, gline, Sljunkovi i peskovi, koji su mestimi¢no
zastupljeni u razli¢itim proporcijama. Celokupna tercijarna serija je sarmatske i pliocenske
starosti. Takode, u Siroj zoni ugljokiselih mineralnih voda Lomnice registrovane su i tercijarne
naslage izgradene od plasticnih masnih glina do peskova i glinovitih peskova. Ovi tercijarni
sedimenti otkriveni su u podini kvartarnih terasnih peskova, Sljunkova i aglomerata na levoj
obali reke Rasine, dok se u koritu Lomnicke reke mogu uociti tercijarni peskovi i gline
(Milojevi¢, 1964). Pojava mineralnih voda Lomnice vezuje se za medublokovske tektonske
strukture, u zoni horstova i rovova, odnosno vezuje se za jugoistoCni produZetak rasedne
strukture Brajkovac - Citluk (Marinkovi¢, 2014). Na Slici 1.53 prikazano je rasprostranjenje
litoloskih ¢lanova Sireg podrucja Lomnice.
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Slika 1.53 Shematizovana geoloska kartaSireg podrucja Lomnice (GeoloSka podloga: Raki¢ et
al,, 1976)

Legenda kartranih jedinica: 1 - Recna terasa; 2 - Proluvijum - subaeralna delta; 3 - Gline, peskovi, Sljunkovi i
krecnjaci panona-ponta; 4 - Gline, peskovi i Sljunkovi: slatkovodni, braki¢ni - sarmat; 5 - PeScari, konglomerati,
gline i tufovi (baden - donji sarmat); 6 - Hidrotermalno promenjene stene; 7 - Kvarcne Zice; 8 -
Granodioritporfiriti; 9 - Krupnozrni granodioriti; 10 - PeScari, konglomerati, filiti i glinci (kreda - paleogen); 11
- Aktinolitski, albit-hloritski i epidot-aktinolitski Skriljci; 12 - Kvarciti; 13 - Liskun-kvarc-plagioklasni skriljci; 14
- Sitnozrni gnajsevi.

Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena; 2 - Postupan litoloski
prelaz; 3 - Eroziona ili tektonsko-eroziona granica (utvrdena); 4 - Granica magmatskog tela utisnutog u okolne
stene; 5 - Rased bez oznake karaktera: pretpostavljen; 6 - Reka; 7 - Pojava mineralnih voda.

Formiranje krusSevackog tercijarnog basena vezuje se za kraj oligocena, pri ¢emu su
tokom miocena bili intenzivni sedimentacioni procesi. Zapravo, basen predstavlja najjuzniju
tacku do koje su dospele morske vode Paratetisa, Sto je, izmedu ostalog, bilo rezultat
tektonskih aktivnosti tokom miocena ¢ime je doslo do tonjenja obodnih blokova Panonskog
mora. U okviru basena, markantne su tektonske strukture: Jastrebacka dislokacija,
Bogdanjsko-CrniSavski rased, Rasinsko-zapadnomoravska dislokacija, Velikomoravski rov, te
Zapadnomoravski rased (Stricevi¢, 2015). Pojava mineralnih voda u Velikoj Vrbnici, kao i
pojava u Lomnici, vezuje se za medublokovske tektonske strukture, u zoni horstova i rovova,
odnosno rasednu strukturu G. CrniSava - Trebotin maskiraju mineralne vode Velike Vrbnice
(Marinkovi¢, 2014). Na Slici 1.54 prikazano je rasprostranjenje litoloskih c¢lanova Sireg
podrucja Velike Vrbnice.
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Slika 1.54 Shematizovana geoloska karta Sireg podrucja Velike Vrbnice (Geoloska podloga:
Rakic¢ et al., 1976)

Legenda kartiranih jedinica: 1 - Aluvijum; 2 - Proluvijum - plavinski konusi; 3 - Re¢na terasa; 4 - §1junkovi i
peskovi (panon i pont); 5 - Gline, peskovi, $ljunkovi i kre¢njaci (panon i pont); 6 - Pescari, konglomerati, gline i
tufovi (baden - donji sarmat); 7 - Kvarciti; 8 - Amfiboliti i amfibolitski Skriljci; 9 - Liskun-kvarc-plagioklasni
Skriljci; 10 - Sitnozrni gnajsevi.

Legenda standardnih i topografskih oznaka: 1 - Normalna granica: utvrdena i pokrivena ili aproksimativno
locirana; 2 - Eroziona ili tektonsko eroziona granica; 3 - Rased bez oznake karaktera; 4 - Rasedna zona;

5 - Reka; 6 - Pojava mineralnih voda.

Sa hidrogeoloSkog aspekta, najznacajniji litoloSki Clan Lomnice predstavljen je
kvartarnim peskovitim i Sljunkovitim sedimentima rasprostranjenim u slivu Lomnicke reke,
sa sadrZajem S$ljunka i do 90%, u okviru kojih je formiran zbijeni tip izdani sa slobodnim
nivoom 1-2 m od povrSine terena. Povlatu ovim sedimentima cine alevritsko-peskovite
tvorevine, dok su podinske naslage izgradene od vodonepropusnih miocenskih glina. Pravac
kretanja podzemnih voda je u smeru toka Lomnicke reke, pri ¢emu su zabeleZene oscilacije
nivoa podzemnih voda od 1-2,5 m, kao rezultat medusobne zavisnosti sa vodotokom
Lomnicke reke (Stojadinovi¢ & RaSula, 1997; Stojadinovi¢ & Isakovi¢, 1999). Mineralne vode
Lomnice akumulirane su u okviru freatskog tipa izdani izgradenog od peskova i Sljunkova sa
sadrzajem valutica granita, kvarca, kristalastih Skriljaca, itd. Ugljena kiselina probija se iz
serije kristalastih Skriljaca u nanosni materijal kroz tercijarne sedimente, a potom u okviru
izdanske zone na mestu izbijanja ugljene kiseline dolazi do najintenzivnijeg zakiSeljavanja
vode. Sa severozapadne strane u bunar prodire mlaz mineralne vode u kolicini od 0,1 L/s, koji
je manje kiseo od vode u bunaru, a viSe slan po ukusu. Ova voda se mineralizuje u tercijarnim
naslagama, a njeno konacno formiranje je u bunaru u okviru koga je izbijanje ugljen-dioksida
najintenzivnije (Milojevi¢, 1964). Ugljen-dioksid, kao osnovna karakteristika mineralnih voda
oblasti metamorfita, ima poreklo sa vecih dubina iz serije kristalastih Skriljaca, buduci da je
ustanovljena genetska veza izmedu ugljen-dioksida i dubljih delova listofere u sredinama
rasrpostranjenja metamorfnih i magmatskih stena (Marinkovi¢, 2014). U prilog navedenim
Cinjenicama svedoce i podaci koje ukazuju da su lomnicke ugljokisele vode lokalizovane pored
granitoidnog intruziva, na podrucju Petine, gde je registrovana geomagnetska anomalija.
Utiskivanjem granitoida u stene koje izgraduju fundament basena formirana je geotermalna
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anomalija terena, pri ¢emu su mineralne vode koje se javljaju na obodnim delovima terena
jastrebackog masiva (Lomnica, Ribarska Banja, Kupci, Zabare, itd.) u neposrednoj vezi sa
ovom intruzijom (Proti¢, 1995). Na Slici 1.55 prikazani su zastupljeni tipovi izdani Sireg
podrucja Lomnice.
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Slika 1.55 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Lomnice (GeoloSka podloga:
Raki¢ et al., 1976; Hidrogeoloska podloga: Marinkovi¢, 2014; modifikovano)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Re¢na terasa; Zbijeni tip izdani
malog potencijala: 2 - Proluvijum - subaeralna delta; 4 - Gline, peskovi i §ljunkovi: slatkovodni, braki¢ni -
sarmat; SloZeni tip izdani: 3 - Gline, peskovi, $ljunkovi i kre¢njaci panona-ponta; PukotinskKi tip izdani: 5 -
Pescari, konglomerati, gline i tufovi (baden - donji sarmat); 6 - Hidrotermalno promenjene stene; 7 - Kvarcne
zice; 8 - Granodioritporfiriti; 9 - Krupnozrni granodioriti; 10 - PeScari, konglomerati, filiti i glinci (kreda -
paleogen); Uslovno-bezvodni delovi terena: 11 - Aktinolitski, albit-hloritski i epidot-aktinolitski Skriljci; 12 -
Kvareciti; 13 - Liskun-kvarc-plagioklasni $kriljci; 14 - Sitnozrni gnajsevi.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.53.

Mineralne vode Velike Vrbnice vezuju se za pukotinsku izdan (Filipovi¢, 2003), pri
¢emu su zastupljeni tipovi izdani Sireg podruc¢ja Velike Vrbnice prikazani na Slici 1.56.
Mineralne vode kaptiraju se bunarom dubine od oko 20 m, nivo vode je na oko 7 m od
povrsine terena, a sama pozicija bunara smestena je na privatnom imanju (Leko et al,, 1922).
Prema usmenim navodima meStana, dubina kopanog bunara mineralnih voda Velike Vrbnice
iznosi oko 9 m, Cije koriS¢enje, prema Stricevi¢ (2015), je u svrhe pica od strane lokalnog
stanovniStva.

Lomnicke kisele vode kaptiraju se kopanim bunarom dubine od 8,6 m (Stojadinovi¢ &
Rasula, 1997), odnosno dubina bunara iznosi 6,5 m i nalazi se na udaljenosti oko 170 m od
Lomnicke reke (Stojadinovi¢ & Isakovi¢, 1999). Ovaj bunar je nesavrSen, bez filterske
konstrukcije. Onemogucen je pravilan doticaj mineralne vode u bunar, u kome su maksimalni
nivoi zabeleZeni tokom jesenjeg i prole¢nog perioda, kao i pri intezivnim padavinama tokom
letnjih meseci. Tada nabuja planinski tok Lomnicke reke, pri ¢emu se njegov talasni front
reflektuje na podzemni, a podzemni direktno na nivo mineralne vode u sklopu bunara
(Stojadinovi¢ & Rasula, 1997). Kisele mineralne vode Lomnice imaju viSestruko leciliSno
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dejstvo, cije flaSiranje je vrSeno u promenljivom obimu neprekidno od 1980. godine.
Lomnicka kisela voda je dobitnica zlatnih medalja u Londonu - 1907. godine, a potom i u
Lijezu (Proti¢, 1995). Stojadinovi¢ & RaSula (1997) ukazuju da je Lomnicka kisela voda
dobitnica diplome ,Grand prix“ u Londonu, pri ¢emu je organizavana eksplotacija iz bunara
dubine 8,6 m bila tokom 1968. godine od strane radne organizacije iz KruSevca ,,Ugop-Zupa".
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Slika 1.56 Shematizovana hidrogeoloska karta Sireg podrucja Velike Vrbnice (Geoloska
podloga: Raki¢ et al.,, 1976; HidrogeoloSka podloga: Marinkovi¢, 2014; modifikovano)*

Legenda hidrogeoloskih jedinica: Zbijeni tip izdani velikog potencijala: 1 - Aluvijum;

3 - Re¢na terasa; 4 - Sljunkovi i peskovi (panon i pont); Zbijeni tip izdani malog potencijala: 2 - Proluvijum -
plavinski konusi; SloZeni tip izdani: 5 - Gline, peskovi, $ljunkovi i kre¢njaci (panon i pont); 6 - Pescari,
konglomerati, gline i tufovi (baden - donji sarmat); Uslovno-bezvodni delovi terena: 7 - Kvarciti; 8 - Amfiboliti
i amfibolitski $kriljci; 9 - Liskun-kvarc-plagioklasni skriljci; 10 - Sitnozrni gnajsevi.

*Standardne i topografske oznake prikazane na hidrogeoloskoj karti odgovaraju istim oznakama opisanim u
sklopu Slike 1.54.

Na Slikama 1.57a i 1.57b prikazani su kopani bunari Lomnice i Velike Vrbnice, iz kojih
su uzorkovane mineralne vode koje su bile analizirane u sklopu predmetne doktorske
disertacije.

Slika 1.57 Kopani bunari mineralnih voda Lomnice (a) i Velike Vrbnice (b)
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Mikroorganizmi - biohidrogeoloski indikatori odabranih pojava mineralnih voda Srbije

2. PREDMET I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Predmet i ciljevi istraZivanja

S obzirom na to da su mineralne vode u okviru geoloSkog inZenjerstva, odnosno
hidrogeologije u Srbiji, u proteklim decenijama 21. veka bile predmet istraZivanja sa aspekta
njihovog specificnog hemijskog sastava, te mogucnosti koriS¢enja hidrogeotermalne energije,
realizovanim istrazivanjima u okviru predmetne doktorske disertacije nastojalo se ukazati na
ulogu i znacaj mikrobioloSkog diverziteta’ mineralnih voda. Sastavni deo istraZivanja
podrazumevao je i proucavanje biofilmova koji se razvijaju u matriksu sa naslagama
inkrustacije u zonama isticanja mineralnih voda i na gornjim delovima konstrukcija
vodozahvatnih objekata, odnosno sagledavanje moguceg uticaja biofilmova na nastanak i tok
procesa inkrustacije. S toga, u okviru predmetne doktorske disertacije nastojale su se odabrati
i ispitati pojave mineralnih voda formirane u geoloSkim sredinama razli¢ite strukturne
poroznosti, sa jedinstvenim hidrogeoloskim, strukturno-geoloSkim, petrografsko-
mineraloskim i drugim karakteristikama, budu¢i da mikroorganizmi ispoljavaju viSestruk
uticaj na mogucnost koriS¢enja ovog resursa. Konkretno, predmetnom disertacijom
obuhvacene su sledete pojave mineralnih voda: Torda (kopani bunar ,Sveti DPorde®),
Slankamen Banja (kopani bunar ,B-1 - Slanjac¢a), Obrenovacka Banja (bunari: ,0B-1“i ,0B-2*
- izvoriSte ,Nova Banja - Cevka“), Selters Banja, Bogati¢ (bunar ,BB-1“), Metkovi¢ (bunar
,BMe-1“), Radaljska Banja, Brestovacka Banja (kaptazni objekat ,Cesma za Zivce*), Lukovska
Banja, Vranjska Banja, Vrnjacka Banja (izvoriste ,Jezero“), Lomnicki kiseljak i Velika Vrbnica.

Shodno predmetu, osnovni ciljevi istraZivanja obuvaceni predmetnom disertacijom bili su:

e Skenirajuc¢a elektronska mikroskopija biofilmova, kao i makroskopska, optic¢ka i
difrakciona ispitivanja naslaga inkrustacije, uz sagledavanje moguceg uticaja
mikroorganizama na nastanak i tok procesa inkrustacije, odnosno utvrdivanje uticaja
fizicko-hemijskog sastava mineralnih voda na razvoj istoimenog procesa,
hidrogeohemijskim modeliranjem;

e Utvrdivanje prisustva ciljanih fizioloskih grupa mikroorganizama (gvoZdevitih, sulfato-
redukujucih, sluz-produkujucih, heterotrofnih aerobnih, denitrifikacionih i
Pseudomonas bakterija), te stepena njihove biohemijske aktivnosti BART analizama
odabranih pojava, uz procenu rizika od razvoja procesa biokorozije i biohemijske
inkrustacije na vodozahvatnim objektima, kao i sanitarno-higijenske ispravnosti
mineralnih voda koriS¢enjem aplikativnih softvera;

e Fizicko-hemijske analize odabranih pojava mineralnih voda;

e Metabarkoding analize mikrobioma® odabranih pojava tehnikama sekvenciranja
naredne generacije na osnovu 16S rDNK gena;

e Utvrdivanje taksonomskih kategorija mikroorganizama i njihove relativne
zastupljenosti odabaranih pojava, uz prikaz alfa- i beta-diverziteta u okviru
pojedinac¢nih i medusobno uporedivih tipova mineralnih voda;

e Izvodenje statistickih klaster i analiza glavnih komponenti sa ciljem grupisanja
mikroorganizama u grupe predstavnika slicnih karakteristika odabranih pojava,
odnosno detaljna vizualizacija za svaki pojedinac¢ni uzorak u skladu sa viSestrukim
medusobno koreliranim kvantitativnim varijablama;

e Sagledavanje biohidrogeoloSke wuloge i znacaja identifikovanih predstavnika
mikrobioloSkog diverziteta u inZenjerstvu podzemnih (mineralnih) voda, odnosno
kreiranje baze podataka Cime se formira osnova za utemljenje naucne discipline
biohidrogeologije.

7U kontekstu mikrobioloSkog diverziteta odabranih pojava istrazivano je prisustvo bakterija, te karakteristike i
morfologija biofilmova i njihovih razlicitih sastojaka.

8Pod pojmom mikrobiom podrazumeva se celokupno staniSte, ukljuCuju¢i mikroorganizme (arheje, bakterije,
viruse, niZe i viSe eukariote), njihove genome (tj. gene) i uslove okruzenja (Marchesi & Ravel, 2015). U kontekstu
mikrobioma u okviru predmetne doktorske disertacije, istraZivano je staniSte mineralnih voda, ukljucujuéi
prisustvo zajednica bakterija u datom staniStu, njihove genome (tj. gene) i uslove okruZenja.
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3.1 MATERIJALI | METODE ISTRAZIVANJA

U periodu od 2017. do 2020. godine, obavljena su istraZivanja mikrobioloSkog
diverziteta mineralnih voda Torde, Slankamen Banje, Obrenovacke Banje, Velike Vrbnice,
Selters Banje, Bogati¢a, Metkovi¢a, Radaljske Banje, Brestovacke Banje, Vrnjacke Banje,
Lomnice, Lukovske Banje i Vranjske Banje. Primenjeni naucno-istrazivacki postupci
podrazumevali su obim istraZivanja koji je prikazan na Slici 3.1, sa namerom definisanja
hidrogeoloSke uloge i znacaja mikrobioloSkog diverziteta u uslovima viSenamenskog
koriS¢enja (flaSiranje, zdravstveno-rekreativne svrhe, itd.) i odrZive eksploatacije podzemnih

(mineralnih) voda.

1.Torda; 2. Slankamen Banja; 3. Obrenovacka Banja; 4. Setlers Banja; 5. Bogatié; 6. Metkovié; 7. Radaljska Banja;
8. Brestovacka Banja; 9. Vrnjacka Banja; 10. Lomnica; 11. Velika Vrbnica; 12. Lukovska Banja; 13. Vranjska Banja

[

BIOLOSKE METODE

1. SEM analize biofilmova

. P! L w
"] ispitivanja naslaga inkrustacije 8 > 2.1RB BART biodetektor
b. Interpretacija rezultata optickih E 1
el 2 »] 3. SRB BART biodetektor
g g - 4.SLYM BART biodetektor
ispitivanja naslaga inkrustacije E = E B 5. HAB BART
: 3 6. DN BART biodetektor
a. IRB BART §
7. FLOR BART biodetektor
b. SRB BART =
- 8. Primena softvera BART-Soft v6 i prognoza|
c. Interpretacija rezultata SLYM BART biodetektora »{ potencijalnog rizika od korozije, zatepljenjal
7 HAB i potencijalnog zdravstvenog rizika

e DN BART
f. FLOR BART

i i
zajednica ciljanih fizioloskih grupa
itd.

a. Interp P
s rizika od korozije vodozahvatnih objekata
- > g i

rizika od

c P! cja
-l zdravstvenog rizika ;Hllkom koriséenja mineralnih

voda (pice), svrhe, itd.)
1. Terenske opservacije odabranih a. Interpretacija podataka identifikovanih
pojava mineralnih voda
2. Uzorkovanije biofilmova za SEM b. pojava voda
analize bl sa gal

3. Uzorkovanje mineralnih voda za
BART analize

4. Uzorkovanje mineralnih voda za
fizi¢ko-hemijske analize o a P

5. Uzorkovanje mineralnih voda za » b
s | = cInterpretacija podataka klaster analiza (CA)
d. Interpretacija podataka analize glavnih
(PCoA)

‘TERENSKE METODE

A

naslaga
2. Optika ispitivanja naslaga inkrustacije
naslaga

LABORATORIJSKE METODE
1y
| 5K '
w

Y
11. SEDIMENTOLOSKO - MINEROLOSKE
METODE

Slika 3.1 Algoritam primenjene metodologije istraZivanja
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3.1.1 Uzorkovanje i SEM analize biofilmova

Uzorci biofilmova uzeti su sa gornjih delova konstrukcija vodozahvatnih objekta i
njihovih zona isticanja na odabranim pojavama mineralnih voda Lukovske Banje i Vranjske
Banje, uz prethodno uzorkovane biofilmove sa lokaliteta Bogati¢a (bunar,BB-1“)°.

SEM analize izvedene su koriS¢enjem JEOL JSM-6610LV skenirajuceg elektronskog
mikroskopa u Laboratoriji za skeniraju¢u elektronsku mikroskopiju Rudarsko-geoloSkog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, sa namerom snimanja biofilmova i mikroorganizama u
njima (Saraba et al, 2019a). Ovaj mikroskop je opremljen i savremenim energetsko-
disperzivnim spektometrom (EDS detektor) (model: X-Max Large Area Analytical Silicon Drift
koji je povezan sa INCA Energy 350 Microanalysis System). Mikroskop postiZe uve¢anja od 5-
300.000 puta, izvor elektrona je W Zica, LaBs, odnosno napon mikroskopa je od 0,3-30 kV.
Uzorci biofilmova su prekriveni zlatom (SEMLAB, Laboratorija za skeniraju¢u elektronsku
mikroskopiju, 6. oktobar 2020). Na Slici 3.2a prikazani su biofilmovi uzorkovani u okviru zona
isticanja pregrejanih mineralnih voda Vranjske Banje, odnosno na Slici 3.2b prikazani su
uzorci biofilmova prekrivreni zlatom nakon cega je sledilo njihovo ispitivanje primenom JEOL
JSM-6610LV skenirajuceg elektronskog mikroskopa.

Slika 3.2 Uzorci biofilmova sa lokaliteta Vranjske Banje (a) i priprema uzoraka biofilmova sa
lokaliteta Bogati¢a, Lukovske Banje i Vranjske Banje za ispitivanje skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom (b)

3.1.2 Uzorkovanje i sedimentoloSko-mineraloske analize naslaga
inkrustacije

Uzorci naslaga inkrustacije uzeti su pojedina¢no sa svakog bunara, i oznaceni su u
skladu sa njihovim nazivima: BB-1, VG-2, VG-2* i VG-3. Uzorak VG-2* predstavlja deo uzorka
VG-2. Uzorci sa bunara LB-4 i LB-5 (Lukovska Banja) su istovremeno spraseni prilikom
ispitivanja metodom rendgenske difrakcije praha. Uzorci su oznaceni kao LB. Dakle, ukupno 5
uzoraka naslaga inkrustacije je ispitano (Saraba et al., 2019a)1°.

9Uzorkovanje biofilmova sa lokaliteta Bogati¢a (bunar ,BB-1“) obavljeno je od strane dr Milojka Lazi¢a, dr
Olivere Kruni¢ i dr Gordane Subakov Simi¢.

10Uzorci naslaga inkrustacije sa lokaliteta Bogati¢a, Lukovske Banje i Vranjske Banje dobijeni su od strane dr
Olivere Kruni¢ tokom 2017. godine, nakon ¢ega je sledilo njihovo ispitivanje primenom odgovaraju¢ih metodskih
postupaka na Univerzitetu u Beogradu, Rudarsko-geoloskom fakultetu, na Departmanu za mineralogiju,
kristalografiju, petrologiju i geohemiju.
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3.1.2.1 Makroskopska ispitivanja naslaga inkrustacije

U postupku makroskopskog pregledanja uzorci su testirani sa razblaZenom
hlorovodoni¢nom kiselinom (HCI). Testiranje je vrSeno u staklenoj ¢asi sa dodavanjem 10 mL
kiseline (Saraba et al., 2019a).

3.1.2.2 Opticka ispitivanja naslaga inkrustacije

Napravljena su tri petrografska preparata naslaga inkrustacije koja su pregledana u
polarizacionom mikroskopu. Kori$¢ena je kompleksna konfiguracija nekoliko uredaja koji su
medjusobno softverski povezani. Njih Cine polarizacioni mikroskop za propustenu svetlost
marke Leica (tip DMLSP) na kome se nalazi digitalna kamera Leica (tip DC300) (Saraba et al,,
2019a).

3.1.2.3 Difrakciona ispitivanja naslaga inkrustacije

Uzorci naslaga inkrustacije su ispitani na automatskom difraktometru za prah, Rigaku
Smart Lab, pod slede¢im uslovima: upotrebljeno je zraCenje sa antikatode bakra talasne
duzine CuKa = 1,54178 A. Radni napon na cevi bio je U = 40 kV, jac¢ina struje I = 30 mA. Uzorci
su ispitani u opsegu 3 - 702 20 sa korakom 0,012 i brzinom prikupljanja podataka od
5,02/min. Dobijeni podaci poloZaja difrakcionih maksimuma 260(?), kao i odgovarajuci
intenziteti (I) za svaki identifikovani mineral prikazani su graficki. Na osnovu dobijenih
vrednosti intenziteta (I/Imax) i medupljosnih rastojanja (di), uporedivanjem sa literaturnim
podacima i ICDD PDF-2 (2016) standardima, identifikovane su prisutne kristalne faze
(minerali) (Saraba et al., 2019a).

3.1.3 Hidrogeohemijsko modeliranje

Hidrogeohemijsko modeliranje (za koje je koriS¢en softverski paket USGS PHREEQC
3.4.0), uz kori$¢enje baze podataka phreeqc.dat (Parkhurst & Appelo, 1999; Saraba et al,,
2019a), primenjeno je na fizicko-hemijske karakteristike mineralnih voda Bogati¢a, Lukovske
Banje i Vranjske Banje, u cilju odredivanja indeksa zasi¢enja (eng. “Saturation Index - SI”) za
osnovne minerale iz grupe karbonata (kalcit, dolomit, aragonit), oksida i hidroksida (gibsit,
getit, hematit) i silikata (kvarc, glinoviti minerali, liskuni, itd.), kao najverovatnijim sastojcima
analiziranih naslaga inkrustacije (Saraba et al., 2019a).

3.1.4 Uzorkovanje i BART analize mineralnih voda

Uzorkovanje mineralnih voda Torde, Slankamen Banje, Obrenovacke Banje, Metkovica,
Selters Banje, Radaljske Banje, Brestovacke Banje, Vrnjacke Banje, Lomnice i Velike Vrbnice za
BART (eng. “Biological Activity Reaction Test”) analize obavljeno je pomoc¢u posebne opreme
(boce za dubinsko uzimanje uzoraka), pri ¢emu je pre uzorkovanja bilo neophodno termicki
obraditi bocu za dubinsko uzimanje uzoraka. Kod kaptaznih objekata (Cesmi), pre
uzorkovanja bilo je neophodno slavinu termicki obraditi, nakon Cega se pusti da mineralna
voda teCe tri do pet minuta, a potom sledi punjenje adekvatne ambalaze do 3/4 njene
zapremine. Na Slici 3.3a prikazano je uzorkovanje mineralnih voda iz kopanog bunara
pomocu boce za dubinsko uzimanje uzoraka na lokalitetu Lomnice, dok je na Slici 3.3b
prikazano uzorkovanje mineralnih voda koje se pojavljuju u vidu samoizliva na bunaru ,BMe-
1“ u Metkovicu.
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Slika 3.3 Uzorkovanje mineralnih voda na lokalitetu Lomnice (kopani bunar) (a) i Metkovica
(bunar “BMe-1) (b)

Nakon uzrokovanja, uzorci su kolektovani i transportovani u akreditovanu Hemijsko-
biolo$ku laboratoriju Instituta za vodoprivredu ,Jaroslav Cerni“, gde je izvr$ena analiza
ciljanih fizioloSkih grupa mikroorganizama. Odredivano je prisustvo gvozdevitih, sulfato-
redukujucdih, sluz-produkujucih, heterotrofnih aerobnih, denitrifikacionih i Pseudomonas (P.
aeruginosa i P. fluorescens) bakterija primenom IRB (eng. “Iron Related Bacteria”), SRB (eng.
“Sulfate Reducing Bacteria”), SLYM (eng. “Slime Forming Bacteria”), HAB (eng. “Heterotrophic
Aerobic Bacteria”), DN (eng. “Denitrifying Bacteria”) i FLOR (eng. “Fluorescent Pseudomonas”)
BART biodetektora. Na Slici 3.4 prikazan je set primenjenih BART biodetektora.

Slika 3.4 Set primenjenih BART biodetektora na primeru mineralnih voda Vranjacke
Banje - izvorisSte ,Jezero“*

*Crveni Cep - IRB BART biodetektor, Plavi cep - HAB BART biodetektor, Crni ¢ep - SRB BART
biodetektor, Zeleni ¢ep - SLYM BART biodetektor, Sivi ¢ep — DN BART biodetektor, Zuti ¢ep - FLOR BART
biodetektor (DBI, 2004).

U standardnom propisanom vremenskom roku za svaki tip BART biodetektora, uzorci
mineralnih voda su inkubirani na temperaturi od 22°C. Tokom perioda inkubacije uzoraka (5,
10 do 15 dana) signaturne reakcije mikrobioloske aktivnosti i njihovih metabolickih

83



Eksperimentalni deo

proizvoda pracene su dnevno (lag period), u zavisnosti od vrste primenjenog BART
biodetektora, i fotografisane za proveru pojave vremena i tipa reakcija prateci proceduru datu
u priloZenoj literaturi i za foto dokumentaciju. U ispitivanim uzorcima, metabolicka aktivnost-
agresivnost i aproksimativna brojnost potencijalno aktivnih ¢elija (CFU/mL), procenjivana je i
izraCunata primenom namenskog softvera BART-Soft v6, na osnovu vremena pojave prve
reakcije u BART biodetektoru - pojava mutnoce, pene, sluzi i sl. Na osnovu dana pojave i vrste
signaturnih reakcija koje su bile detektovane u okviru BART sistema tokom standardnog
predvidenog vremenskog perioda kultivacije uzorka mineralnih voda, koris¢enjem
aplikativnog softvera BART-Soft v6, prorac¢unati su i prognozirani rizici od razvoja procesa
biokorozije i biohemijske inkrustacije vodozahvatnih objekata mineralnih voda i pratecih
tehni¢kih elemenata (filterskih konstrukcija, potisnih vodova, termotehnicke opreme,
distributivne vodne mreZe, itd.), kao i potencijalni zdravstveni rizici prilikom viSenamenskog
koriS¢enja mineralnih vodnih resursa (flasiranje (pice), balneoterapijska profilaksa, itd.), pri
¢emu su prognozirani i proracCunati rizici bili predstavljeni numerickom vrednos¢u na
brojc¢ano izraZenoj skali rizika od 0-9 (§araba et al, 2018b, 2018c, 2018d, 2018e; Saraba &
Obradovi¢, 2019a, 2019b; Saraba & Dimkié¢, 2019b). U Tabeli 3.1 prikazane su hranljive
podloge koje se koriste u razlit¢itim tipovima BART testova.

Tabela 3.1 Prikaz hranljivih podloga za rast ciljanih fizioloskih grupa mikroorganizama koje
se koriste u razli¢itim tipova BART testova

. . " Tip BART ..
Zajednica bakterija biodetektora Hranljiva podloga Reference
Fluorescentne bakterije FLOR Podloga pepton DBI (2004)

Denitrifikacione bakterije DN Podloga nitrat-pepton

Sulfato-redukujuée bakterije SRB Podloga Postgate-a
Slu:]z;?g:rlsfl;f:e?sz:]e SLYM Podloga glukoza-pepton DBI (2004), Majkié
bakterije HAB Podloga Secer-pepton (2013)
Gvozdevite bakterije IRB Podloga Winogradsky-og

Standardni protokoli za primenjene BART biodetektore, prema protokolima
proizvodaca (kompanija DBI u Saskacevanu, Kanada), su: (1) IRB BART protokol DBISOP06,
(2) SLYM BART protokol DBLSOPO06, (3) SRB BART protokl DBSSOP06, (4) HAB BART
protokol DBHSOPO06, (5) DN BART protokol DBDNSOP06 i (6) FLOR BART protokol
DBIMANGO6. Na Slici 3.5 prikazani su sastavni delovi BART biodetektora zapremine 15 mL
(DBI, 2004).

Zona aerobnog rasta
bakterija izmedu
flotacione loptice i
zida testne bocice Flotaciona loptica

koja predstavlja

15 ml uzorka vode utice da
flotaciona loptica bude u
odgovarajucem polozaju u
testnoj bocici, pri cemu
nutrijenti hranljive podloge
u bazi testne bocice
postepeno difunuduju kroz
uzorak vode uti¢i¢i na
aerobni rast bakterija

Hranljiva podloga u bazi
testne bocice formirana
kao sterilno suSena
matrica odgovarajucih
sastojaka

s

E/J

barijeru difuzije
kiseonika

Kada je kiseonik jednom
iskoriScen od strane
aerobnih bakterija, ova
zona postaje anoksicna u
kojoj dominiraju
anaerobne vrste bakterija

prema DBI, 2004)
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Ukupan broj BART analiza koji je izveden na uzorcima istrazivanih pojava mineralnih
voda iznosi 60 BART analiza, odnosno primenjeno je 6 BART biodetektora za 10 pojava
mineralnih voda (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Ukupan broj BART analiza istrazivanih pojava mineralnih voda

Red. Pojava mineralnih Broj BART analiza Ukupan broj
broj voda IRB | SRB | SLYM FLOR analiza

Torda
Slankamen Banja
Selters Banja
Metkovi¢
Obrenovacka Banja
Radaljska banja
Brestovacka banja
Vrnjacka banja
Lomnica
Velika Vrbnica
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3.1.4.1 IRB BART biodetektor

KoriS¢enjem IRB BART biodetektora moguce je utvrditi prisustvo aerobnih gvozde-
oksiduju¢ih bakterija sposobnih za produkciju EPS-a (na primer, Gallionela feruginea),
anaerobnih fermentacionih bakterija, bakterija entericenog tipa, Pseudomonas vrsta (P.
aeruginosa i P. fluorescences), itd. Zapravo, primenom IRB BART testa moguce je utvrditi
prisustvo bakterijske flore koja ucestvuje u reakcijama oksidacije i redukcije jedinjenja
gvozda, transformiSuci ga kroz oksidativne (feri) i reduktuvne (fero) oblike (DBI, 2004).

» Signaturne reakcije

U IRB BART biodetektoru mogu¢ je razvoj niza signaturnih reakcija kao posledica
sloZenog konzorcijuma bakterijskog diverziteta. Kako bi se verodostojno opisale signaturne
reakcije, potrebno je bocicu za testiranje postaviti u zonu difuznog svetla, buduéi da ih je
veoma teSko uociti na tamnoj pozadini. Svaka od signaturnih reakcija proizvedena je na
jedinstven nacin od strane razlicitih vrsta bakterija koje postaju aktivne tokom testiranja u
IRB BART biodetektoru (DBI, 2004). Signaturne reakcije opisane su Tabeli 3.3.

Tabela 3.3 Signaturne reakcije u IRB BART biodetektoru (Preuzeto i modifikovano prema
DBI, 2004)

Fizioloska grupa

ii ignaturne rekacij
bakterija Signaturne rekacije

BC (eng. “Brown Cloudy”) - Braon mutno¢a
BG (eng. “Brown Gel”) - Braon gel

BL (eng. “Blackened Liquid”) - Crna te¢nost
BR (eng. “Brown Ring”) - Braon prsten
CL (eng. “Cloudy Growth”) - Mutnoc¢a

FO (eng. “Foam”) - Pena
GC (eng. “Green Cloudy”) - Zelena mutnoca
RC (eng. “Red Cloudy”) - Crvena mutnoca

GvoZevite bakterije
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Signaturne reakcije prepoznaju se slede¢im simptomima u testnoj bocici:

CL: Kada postoje zajednice aerobnih gvoZdevitih bakterija, njihov poCetni razvoj moze
biti na redoks frontu koji se najceS¢e formira iznad srednjeg difuznog fronta, a
manifestacije bakterijske aktivnosti zapazaju se pojavom mutnoce u uzorku vode ispod
koje se uocava tamnija zona u testnoj bocici, dok zona iznad ostaje prozracna;

BG: Pojava braon gela se uglavnom razvija na konusu unutrasnje testne bocice, ali je
moguce proSirenje ove rekacije na boCnim stranama testne bocice do visine od 15 mm.
Uzorak vode iznad braon gela ostaje prozracna i bezbojna te¢nost. U toku posmatranja,
moguce je uociti promene u obliku braon gelaste mase koja prvobitno raste, a potom se
smanjuje. Odredivanje ovog tipa rekacije se moZe vrSiti i uoCavanjem braon gelaste
mase koja pluta u uzorku vode u testnoj bocici;

BC: Ukoliko nije izraZena velika gustina zajednice gvozdevitih bakterija, ova reakcija je
sekundarna (Cesto sledi nakon reakcije CL, FO ili RC) i prepoznaje se kao ,prljava”
braon boja koja formira braon prsten oko flotacione lopte;

FO: Reakcija se veoma lako uocava i prepoznaje se po generisanju pene u obliku
prstena ili se pena formira na donjoj strani flotacione lopte, zauzimajuci vise od 50%
uzorka u testnoj bocici. Veoma Cesto, pojava pene se uocava i na zidovima unutrasnje
testne bocice, ali prisustvo pene u ovom slucaju ne ukazuje na veliku gustinu zajednice
gvozdevitih bakterija. Boja pene je obi¢no sa nijansama Zute i zelene boje, i Cesto se
javlja u kombinaciji sa talogom, Sto utice da boja pene postepeno postaje smeda,
narandZasta ili siva. Takode, formiranje pene moZe da bude rezultat prezasi¢enosti
uzorka vode kiseonikom, pogotovo u slucajevima kada je temperatura vode na mestu
isticanja niZa u odnosu na temperaturu inkubacije uzorka. U tom slucaju, pojava pene
ne ukazuje na prisustvo zajednice gvozdevitih bakterija i manifestuje se mjehuru¢ima
koji su refleksivni, nisu kompaktni i nalaze se u dispergovanom stanju u unutrasnjosti
testne bocCice. Uglavnom se formiraju u vremenskom intervalu dan-dva nakon
posmatranja uzorka. Pojava pene koja ukazuje na zajednicu gvozdevitih bakterija
uglavnom je karakteristi¢na za anaerobne vrste i moZe se usaglastiti sa reakcijama BB,
BT ili BA u SRB BART biodetektoru, odnosno pojava FO moZe biti pracena pozitivnhim
otkrivanjem sulfato-redukujucih bakterija u uzorku vode;

RC: Prisustvo RC reakcije, koja se mozZe uociti u veoma kratkom vremenskom intervalu
inkubacije uzorka, utice da uzorak poprima tamnu boju sa nijansama crvene, Koja
postepeno prelazi u BC reakciju, nakon $to se formira braon prsten (reakcija BR) oko
flotacione lopte;

BR: Reakcija se uocCava kao pojava crveno-smedeg do tamno-smedeg prstena oko
flotacione lopte, koji je kompaktan, ¢vrst i uglavnom Sirine manje od 3 mm;

GC: Reakcija se uocCava pojavom mutnoce zelenih ili tamno zelenih nijasni, uglavnom
bez jasno izraZenih gelnih oblika. Usled izraZenog inteziteta ove reakcije, Cesto sledi i
razvoj BR reakcije;

BL: Ovo je obitno sekundarna ili tercijarna reakcija. Uocava se pojavom tamnijih
nijansi u bazalnom konusu i iznad zidova unutrasnjosti testne bocice u odnosu na
preostali deo uzorka koji je prozracan.

Razvoj signaturnih reakcija moZe razviti specificne sekvence, koje ukazuju na sledece

vrste bakterija:

BC - WB - BR: Konzorcijum gvozdevitih bakterija sa talozima karbonata i prisustvom
sluz-produkujucih bakterija;

CL - GC: MeSani konzorcijum heterotrofnih gvoZdevitih bakterija sa dominantnim
prisustvom Pseudomonas vrsta;
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e CL - BG: MeSani konzorcijum heterotrofnih gvozdevitih bakterija sa moguc¢im
prisustvom bakterija enteri¢nog tipa (Enterobacter);

e CL - BC: Mesani konzorcijum heterotrofnih gvozdevitih bakterija;

e CL - BC - BR: MeSani konzorcijum heterotrofnih gvozdevitih bakterija sa prisustvom
sluz-produkujuéih bakterija;

e CL - FO: MeSani konzorcijum aerobnih i anaerobnih gvoZzdevitih bakterija;

e CL - BC: Pojava belog taloga u testnoj bocici. Konzorcijum aerobnih gvoZdevitih
bakterija sa talozima karbonata;

e FO - CL: Konzorcijum anaerobnih vrsta sa mogu¢im prisustvom aerobnih
heterotrofnih bakterija;

e FO - CL - RC: Konzorcijum anaerobnih bakterija sa mogu¢im prisustvom aerobnih
heterotrofnih bakterija i bakterija entericnog tipa (Enterobacter, Citrobacter ili
Serratia);

e FO - CL - BC - BR: MeSani konzorcijum anaerobnih bakterija i bakterija enteri¢nog tipa
sa mogucéim prisustvom sluz-produkujuéih bakterija;

e FO - BR - BC: MeSani konzorcijum anaerobnih i aerobnih gvoZdevitih bakterija
sposobnih za produkciju EPS-a;

e FO - GC: MeSani konzorcijum anaerobnih i aerobnih vrsta sa dominantnim prisustvom
Pseudomonas bakterija;

e FO - GC - BL: MesSani konzorcijum anaerobnih bakterija, Pseudomonas vrsta i bakterija
enteri¢nog tipa;

¢ GC: Konzorcijum bakterija koje uglavnom ¢ine Pseudomonas vrste;

e GC - BL: Dominantno prisustvo Pseudomonas vrsta sa prisustvom nekih gvoZdevitih
bakterija i bakterija enteri¢nog tipa;

¢ RC - CL - BR: Dominantno prisustvo bakterija enteri¢nog tipa.

3.1.4.2 SRB BART biodetektor

Za utvrdivanje prisustva sulfato-redukujuc¢ih bakterija, kao Sto su vrste roda
Desufovibrio ili Desulfotomaculum, koriS¢en je SRB BART biodetektor. Njihova aktivnost se
veoma lako zapaza, budu¢i da usled redukcije sulfata nastaje Hz2S koji u reakciji sa gvozdem
formira jedinjenje gvozde-sulfida u obliku crnih taloga u bazi testne bocice ili kao nepravilni
crni prsten oko flotacione lopte. Detekcija ovih bakterija se moZe zapaziti i kao deo aerobnog
konzorcijuma na i oko flotacione lopte (DBI, 2004).

Takode, u SRB BART biodetektoru moguce je detektovati i anaerobne heterotrofne
bakterije, koje se Cesto razvijaju brze od sulfato-redukujucih bakterija, Sto se uocava pojavom
gelnih oblika u donjoj trecini testne bocice ¢ime se potvrduje njihovo prisustvo. Osim toga,
moguce je otkrivanje sulfato-redukujucih bakterija i u SLYM BART biodetektoru (DBI, 2004).

U izuzetnim okolnostima, u SRB BART biodetektoru se moZe veoma lako uociti pojava
tamnijih nijansi u uzorku (na primer, za manje od pola sata), sto je indikator da uzorak sadrzi
rezidualni H2S koji je veoma brzo izreagovao sa gvozdem u testnoj bocici. U tom slucaju,
neophodno je osloboditi H2S kako bi se pristupilo detekciji sulfato-redukujucih bakterija (DBI,
2004).

» Signaturne reakcije

U SRB BART biodetektoru mogu¢ je razvoj dve signaturne reakcije: (a) BB (eng.
Blancked Base) - pojava crne boje u konusu testne bocice, i (ii) BT (eng. Blackening around the
Ball) - pojava crne boje oko flotacione lopte (DBI, 2004).

Ove dve signatutne reakcije se zapaZaju slede¢im simptomima:
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e BB: Reakcija se prepoznaje formiranjem crnog taolga u konusu testne bocice, koji se
formira kao prsten prec¢nika od 2 do 3 mm. Takode, moguca je pojava crnog taloga na
zidovima testne bocice neposredno iznad konusa do visine od 15 mm;

e BT: Pojava tamnih nijansi se moZe razviti oko flotacione lopte i detektuje se prisustvom
granularnih struktura u prstenu koji nije skroz crn.

Kombinacija reakcija BB i BT predstavlja reakciju BA i moZe se razviti bez
prethodne pojave BB ili BT reakcije u testnoj bocici, dok pojava CG (eng. Cloudy Gel)
reakcije je negativna indikacija prisustva sulfato-redukujuéih bakterija u uzorku, ali ¢esto
prethodi reakcijama BB, BT ili BA koje ukazuju na pozitivan test. Reakcija CG potvrduje
prisustvo anaerobnih bakterija i prepoznaje se kao oblak mutnoce koji se razvija sa dna ka
vrhu na visini od 20 do 25 mm, na boc¢noj strani unutrasnjosti testne bocice sa
tendencijom Sirenja (DBI, 2004).

Prisustvo karakteristi¢nih reakcija ukazuje na sledece vrste bakterija:

e BB: Konzorcijum anaerobnih bakterija u kome dominiraju vrste roda Desulfovibrio koje
se razvijaju duboko u biofilmu;

e BT: Mesani konzorcijum u kome je dominantno prisustvo sulfato-redukuju¢ih bakterija
i aerobnih heteretorfnih bakterija producera EPS-a;

e BB - BA: Dominantan anaerobni konzorcijum, koji podrazumeva sulfato-redukujuce
bakterije i bakterije sposobne da se razvijaju u aerobnim uslovima kao Sto su sluz-
produkujuce bakterije;

e BT - BA: Konzorcijum aerobnih sluz-produkujuc¢ih bakterija i sulfato-redukujucih
bakterija.

Sulfato-redukujuce bakterije u SRB BART biodetektoru imaju tendenciju da budu
dominatne u odnosu na konzorcijum fakultativnih ili strogih anaerobnih heterotrofnih
bakterija (BB), ili se integriSu u aerobnu membranu koja stvara heteotrofnu bakterijsku
zajednicu koja se razvija oko flotacione lopte (BT). U slucaju razvoja signaturne reakcije
BA, sulfato-redukujuce bakterije su veoma agresivne (DBI, 2004).

3.1.4.3 SLYM BART biodetektor

Primenom SLYM BART biodetektora detektuju se sluz-produkujuée bakterije, Cije
prisustvo se uocava pojavom pojavom sluzi (biofilma) oko flotacione lopte, zatim u konusu
testne bocice, te formiranjem sluzastih formi kroz uzorak vode, itd. Bakterije koje generesu
EPS imaju tendenciju da budu aerobne i da formiraju sluz (biofilm) na redoks frontu u testnoj
bocici. Uz to, ova grupa bakterija uglavnom proizvodi pigmente usled ¢ega sluz poprima belu,
sivu, Zutu ili beZ boju. Veoma Cesto, moguca je pojava sluzi crvene boje (Sto je indikator vrsta
Serratia marcescens) ili ljubiCaste boje (Sto je indikator vrsta iz rodova Chromobacterium ili
Janthinobacterium) (DBI, 2004).

Takode, moguca je pojava crne boje sluzi Sto je indikator sulfato-redukujuc¢ih bakterija
i jedinjenja gvoZde-sulfida u matrici biofilma. Crna boja sluzi moZe biti i indikator prisustva
karbonata u matrici biofilma, $to ukazuje na prisustvo meSanog konzorcijuma ukljucujudi i
bakterije enteri¢nog tipa (DBI, 2004).

» Signaturne reakcije
Usled prisustva sluz-produkujucih bakterija u ispitivanom uzorku, dolazi do razvoja

signaturnih reakcija opisanih u Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4 Signaturne reakcije u SLYM BART biodetektoru (Preuzeto i modifikovano prema

DBI, 2004)
Fizioloska Signaturne reakcije
grupa bakterija
DS (eng. “Dense Slime”) - Gusta sluz
SR (eng. “Slime Ring around the Ball”) - Sluz u obliku
prstena oko flotacione lopte
Sluz- CP (eng. “Cloudy Plates layering”) - Mutnoca u formi slojnih (plocastih) oblika
produkujuce CL (eng. “Cloudy Growth”) - Mutnoc¢a
bakterije BL (eng. “Blanckened Liquid”) - Pojava crne tec¢nosti u testnoj bocici
TH (eng. “Thread-Like Strands”) - Filamentozne (koncaste, nitaste) forme

PB (eng. “Pale-Blue Glow in U. V. Light”) - Pojava svetlo-plave boje pod UV lampom
GY (eng. “Greenish-Yellow Glow in U. V.”) - Pojava zeleno-Zute boje pod UV lampom

Najcesca reakcija koja se razvija u SLYM BART biodetektoru je reakcija CL, kojoj Cesto

prethodi reakcija CP koja uglavnom traje krace od 24 h (DBI, 2004).

Signaturne reakcije zapaZaju se slede¢im simptomima:

DS: Uocavanje ove reakcije zahteva od posmatraca da nezno okrece testnu bocicu, kada
se moZe uociti pojava sluzi bele, Zute ili beZ boje, koja moZe da dostigne visinu od 40
mm u koloni testne bocice;

CP: Kada postoje zajednice aerobnih bakterija u uzorku, pocetni razvoj sluzi je
uglavnom na redoks frontu, najcesce je sive boje, razvijaju¢i se 15 do 30 mm ispod
linije punjenja testne bocice;

SR: Pojava prstena sluzi se uglavnom razvija na gornjoj strani flotacione lopte, pre¢nika
od 2 do 5 mm i mozZe biti bele, Zute, beZ narandZaste ili ljubicaste boje koja tokom
vremena postaje intenzivna na gornjoj ivici prstena;

CL: Reakcija se uocava kao pojava mutnoce u uzorku vode, a ponekad je moguc i razvoj
sluzi oko flotacione lopte koji moZe karakterisati bledo-plavi i Zuto-zeleni sjaj pod UV
lampom, zbog moguceg prisustva patogenih vrsta Pseudomonas bakterija;

BL: Ovo je uglavnom sekundarna ili tercijarna reakcija. Prepoznaje se razvojem
tamnijih zona u bazalnom konusu i iznad zidova testne bocice;

TH: U nekim slucajevima sluz formira nitaste mreZaste forme u testnoj bocici, veoma
cesto izmedu bazalnog konusa i flotacione lopte.

Razvoj signaturnih reakcija ukazuje na prisustvo sledecih vrsta sluz-produkujucih

bakterija:

DS - CL: Dominantno prisustvo fakultativnih anaerobnih bakterija sposobnih da
generiSu gustu sluz;

SR - CL: Dominantno prisustvo aerobnih bakterija (na primer, Micrococcus spp.) u
odnosu na fakultativne anaerobne vrste;

CP - CL: Dominantno prisustvo fakultativnih anaerobnih bakterija (na primer, Proteus
spp.);

CL - SR: Mesani konzorcijum bakterijskih vrsta koji podrazumeva i aerobne bakterije;
CL - BL: Dominantno prisustvo Pseudomonas vrsta i bakterija enteri¢nog tipa;

CL - PB: Dominantno prisustvo vrste P. aeruginosa;

CL - GY: Vrsta P. fluorescens je prisutna u mikroflori ispitivanog uzorka;

TH - CL: Dominantno prisustvo aerobnih bakterija sposobnih za produkciju nitastih
formi sluzi (na primer, Zoogloea spp.).
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3.1.4.4 HAB BART biodetektor

Jedinstvena karakteristika HAB BART testa jeste dodavanje metilen plave boje koja
deluje kao indikator respiratorne aktivnosti heterotrofnih aerobnih bakterija. Metilen plava
boja se dodaje u ispitivani uzorak u testnoj bocici koja je postavljena u prevrnutom poloZaju
tokom 30 sekundi ili 5 minuta, kako bi se omogucilo razvijanje plave boje u uzorku. Usled
koriS¢enja metilen plave boje od strane heterotrofnih aerobnih bakterija, dolazi do postepene
dekolorizacije metilen plave boje, od dna ili od vrha testne bocice. Dekolorizacija metilen
plave boje je indikator pozitivne reakcije na prisustvo heterotrofnih aerobnih bakterija, ¢ija
detekcija je zasnovana na metilen plavoj reduktazi, koja deluje kao zamena za kiseonik. Ovaj
postupak se Kkoristi decenijama u mlekarskoj industriji kako bi se utvrdio stepen
bakterioloSke ispravnosti mleka (DBI, 2004).

» Signaturne reakcije

U HAB BART biodetektoru moguc je razvoj dve signaturne reakcije: i) UP (eng.
“Bleaching moves upward from base”) - dekolorizacija metilen plave boje koja se razvija od
bazalnog konusa testne bocice, i b) DO (eng. “Bleaching moves downward from ball”) -
dekolorizacija metilen plave boje koja se razvija od vrha testne boclice prema dnu. Kao
signaturna reakcija moZe se razviti samo reakcija UP ili DO, odnosno ne dolazi do
istovremenog razvoja obe reakcije (DBI, 2004).

Signaturne reakcije prepoznaju se slede¢im simptomima:

e UP: Dekolorizacija metilen plave boje se razvija od dna do vrha testne bocice. Usled
reduktaze metilen plave boje, moguca je pojava mutnoce, Zute boje ili uzorak ostaje
prozracan, kao i pojava zaostajanja plavog prstena oko flotacione lopte precnika od 1
do 5 mm;

e DO: Dekolorizacija plave boje se razvija od vrha do dna testne bocice, pri ¢emu je
moguca pojave Zute boje u uzorku, zaostajanje veoma tankog plavog prstena oko
flotacione lopte Sirine od 0,5 do 2 mm, dok prozracni deo uzorka je neznatan.

Razvoj signaturnih rekacija UP ili DO ukazuje na sledece vrste bakterija:
e UP: Dominantna brojnost obligatnih (strogih) aerobnih bakterija u odnosu na
prisustvo fakultativnih anaerobnih vrsta;
e DO: Fakultativni anaerobni heterotrofi su dominantni u ispitivanom uzorku.

3.1.4.5 DN BART biodetektor

Primenom DN BART testa utvrduje se prisustvo denitrifikacionih bakterija kao
potencijalnih indikatora organske ili septicke kontaminacije vodnih resursa (DBI, 2004).

» Signaturne reakcije

U DN BART biodetektoru, usled potpune denitrifikacije nitrata (NO3-) do gasovitog Nz,
dolazi do razvoja samo jedne signaturne rekacije predstavljene u vidu pene, pri cemu se vise
od 50% pene pojavljajuje u zoni oko flotacione lopte, dok je preostali deo pene mogu¢ u
ostatku uzorka vode u testnoj bocici (DBI, 2004).

3.1.4.6 FLOR BART biodetektor

Specificnost FLOR BART biodetektora jeste mogucénost detekcije fluorescentnih
pigmeneta koje generiSu Pseudomonas bakterije. Fluorescentni pigmenti se detektuju oko
flotacione lopte u testnoj bocici, primenom ultraljubic¢aste lampe (UV) usmerene na vrh jedne
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treCine tecnosti. Maksimalna ekscitacija fluorescentnih molekula je 400 nm. Postoje dva
glavna tipa pigmenata koje generiSu Pseudomonas bakterije: piocijanin i pioverdin (DBI,
2004).

Piocijanin je pigment koji fluorescira bledo plavom do plavom bojom i najceS¢e ovaj
pigment generiSu bakterijske vrste P. aeruginosa. Traje kratko, jedan od Cetiri dana, a zatim
postepeno bledi. Sjaj je prilicno slab i treba ga posmatrati na mracnoj pozadini, jer direktno
svetlo moZe otezati detekciju ovog pigmenta. S druge strane, pioverdini su grupa
fluorescentnih pigmenata koje generisu razlicite vrste Pseudomonas bakterija i za razliku od
piocijanina ovi pigmenti imaju zelenkasto-Zuti sjaj. Zelenkasto-Zuti sjaj u testnoj bocici traje
dva do deset dana, a zatim postepeno nestaje. Veoma se lako uocava i Cesto je vidljiv i bez
upotrebe UV lampe. Takode, moguce je generisanje i drugih pigmenata u FLOR BART
biodetektoru, kao Sto je braon crvenkasti pigment koji je lako uocljiv i koncentriSe se u
prstenu sluzi oko flotacione lopte ili u konusu testne bocice. Svi ovi pigmenti proizvode se u
aerobnim uslovima i uglavnom se generiSu nakon razvijanja sluzi u testnoj bocici.
Fluoresentne pigmente teSko je uociti prirodnim i veStackim svetlima, ali sa primenom UV
lampe veoma lako detektuju, nakon ¢ega pigmenti sijaju (fluoresciraju) (DBI, 2004).

» Signaturne reakcije

U FLOR BART biodetektoru moguc¢ je razvoj dve signatunre reakcije: a) PB (eng. “Pale
Blue Glow”) - bledo-plavi sjaj i b) GY (eng. “Greenish-Yellow Glow”) - zeleno-Zuti sjaj, obe
detektovane primenom UV lampe (DBI, 2004).

Razvoj signaturnih reakcija se manifestuje slede¢im simptomima:

e PB: Pojava mutnoce prethodi detekciji fluorescencije, koja se stvara oko flotacione
lopte kada se snop ultraljubicste svetlosti usmeri na bo¢ne zidove unutrasnje testne
bocice. Pojava fluorescencije se razvija od 15 do 20 mm oko flotacione lopte u u vidu
bledo-plavog sjaja i reakcija obi¢no traje 2 do 3 dana;

¢ GY: Pojava mutnoce prethodi pojavi zelenkasto-Zute fluorescencije koja se detektuje
kada se ultraljubic¢asta svetlost usmeri na boc¢ne zidove unutrasnje testne bocice
razvijajuci se 15 do 20 mm oko flotacione lopte. Traje najcesc¢e 4 do 8 dana.

Razvoj signaturnih rekacija PB i GI ukazuje na sledece bakterijske vrste:
e PB - P. aeruginosa je dominantna vrsta;
e GY - P. fluorescens je dominantna vrsta.

3.1.4.7 Procena gustine i stepena biohemijske aktivnosti ciljanih fizioloskih grupa
mikroorganizama

Gvozdevite bakterije se uglavnom sporo razvijaju, dok sulfato-redukujuce bakterije
postaju biohemijski aktivne kao deo konzorcijuma razli¢itih bakterijskih vrsta, zbog cega je
tatnu brojnost zajednice veoma teSko precizno odrediti. S druge strane, razvoj signaturnih
reakcija u SLYM BART biodetektoru u vremenskom zastoju od 3 do 6 dana ukazuje na veoma
nisku gustinu zajednice sluz-produkujuc¢ih bakterija. Heterotrofne aerobne bakterije se veoma
brzo razvijaju u HAB BART biodetektoru i veoma jednostavno detektuju zbog redukcije
metilen plave boje od plavog (oksidativnog) do bezbojnog (reduktivnog) stanja. U suStini,
metilen plava boja deluje kao redoks indikator i veoma brzo pokazuje respiratornu aktivnost
bakterija, budu¢i da uzorak vode postaje reduktivan i metilen plava boja postepeno dekolira.
Ovaj test je jedan od najbrzih BART testova, kao i najjednostavniji za interpretaciju.
Denitrifikacione bakterije imaju tendenciju da budu agresivne, izazivajuci denitrifikaciju u
veoma kratkom vremenskom roku ili se njihovo prisustvo manifestuje kroz umerenu
biohemijsku aktivnost. Odsustvo pene kao karakteristicne reakcije nakon vremenskog zastoja
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od dva dana, ukazuje na negativan test ili na zajednicu denitrifikacionih bakterija sa veoma
malim stepenom biohemijske aktivnosti. Pseudomonas bakterije kao sastavni delovi
konzorcijuma drugih bakterijskih vrsta moraju biti izuzetno agresivni kako bi zapoceli
generisanje fluorescentnih pigmenata, Sto je tipi¢no za sve vrste Pseudomonas bakterija.
Razvoj signaturnih reakcija u vremenskom zastoju od 5 dana ukazuje na nisku populaciju
Pseudomonas bakterija, ali samo ukoliko je proizveden bledo plavi sjaj, Sto nije slucaj ukoliko
je detektovana zelenkasto-Zuta fluorescencija (DBI, 2004).

Na osnovu vremenskog zastoja pojave inicijalne reakcije u primenjenom tipu BART
biodetektora, moguce je proceniti gustinu zajednice ciljanih fizioloskih grupa bakterija u
ispitivanom uzorku (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 Zavisnost izmedu lag perioda i detektovane gustine zajednica bakterija (Preuzeto i
modifikovano prema DBI, 2004)

Lag period Zajednice bakterija (CFU/mL)

(dani) IRB SRB SLYM HAB DN FLOR
1 540.000 6.800.000 1.800.000 | 7.000.000 | 1.000.000 1.000.000
2 140.000 700.000 350.000 500.000 200.000 100.000
3 35.000 100.000 66.500 55.000 50.000 10.000
4 9.000 18.000 12.500 7.000 10.000 5.000
5 2.300 5.000 2.500 1.000
6 500 1.200 500 100
7 150 500 100 100
8 25 200 10 100

IRB - Gvozdevite bakterije; SRB - Sulfato-redukujuce bakterije; SLYM - Sluz-produkujuce bakterije; HAB
- Heterotrofne aerobne bakterije; DN - Denitrifikacione bakterije; FLOR - Fluorescentne Pseudomonas bakterije.

U odnosu na vreme razvoja signaturnih reakcija u primenjenom BART biodetektoru,
moguce je ustanoviti stepen biohemijske aktivnosti (agresivnosti) zajednice ciljanih
fizioloskih grupa bakterija (DBI, 2004):

e Veoma agresivna zajednica gvozdevitih, sulfato-redukujuc¢ih, sluz-produkuju¢ih i
heterotrofnih aerobnih bakterija (neophodno je primeniti odgovarajuci tretman u Sto
kracem vremenskom periodu);

e Agresivna zajednica gvoZdevitih, sulfato-redukujucih, sluz-produkuju¢ih i
heterotrofnih aerobnih bakterija (neophodno je primeniti odgovaraju¢i tretman u
skorijoj budué¢nosti, kako bi se sprecilo dalje pogorSavanje stanja);

e Umereno agresivnha zajednica gvoZdevitih, sulfato-redukujuéih, sluz-produkujucih i
heterotrofnih aerobnih bakterija (moguée je odsustvo primene odgovarajuceg
tretmana, ali je preporucljivo testiranje uzorka u buduc¢nosti);

e Nije izraZena agresivnost gvoZzdevitih, sulfato-redukuju¢ih, sluz-produkujucih i
heterotrofnih aerobnih bakterija, zbog ¢ega se preporucuje uobiCajeno testiranje
uzorka na prisustvo ciljane fizioloSke grupe bakterija.

U Tabeli 3.6 prikazan je definisani stepen biohemijske aktivnosti (agresivnosti)
zajednica bakterija u odnosu na zavisnost izmedu lag perioda i pojave prve karakteristicne
reakcije u primenjenom tipu BART biodetektora.
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Tabela 3.6 Zavisnost izmedu lag perioda i pojave prve karakteristicne reakcije u BART
biodetektoru i stepena biohemijske aktivnosti zajednica bakterija (Preuzeto i modifikovano
prema DBI, 2004)

Biohemijska aktivnost (agresivnost) Nije izraZena
Karakteristi¢ne reakcije ] . . biohemijska aktivnost
Velika Znacajna Umerena (agresivnost)
GvoZdevite bakterije

BC <2 3 4-8 >8

BG <1 2-6 7-8 >8

BL <2 3-6 7-8 >8

BR <1 2 3-6 >6

CL <0,5 05-2 3-4 >4

FO <0,5 05-1 2-4 >4

GC <1 2-4 5-8 >8

RC <1 2-3 4-8 >8

Sulfato-redukujuce bakterije

BB <1 2-3 4-8 >8

BT <1 2-4 5-8 >8

BA <2 2-5 6-8 >8

Anaerobne bakterije*
CG | <05 | 052 | 3-4 | >4
Sluz produkujuce bakterije

DS <1 2 3-7 >7

SR <1 2-3 4-6 >6

CP <0.5 1-2 3-6 >6

CL <1 2 3-6 >6

BL <1 2-4 5-8 >8

TH <2 3-4 5 >6

PB <1 2-4 5-8 >8

GY <1 2-3 4-8 >8
Heterotrofne aerobne bakterije

UP <0.5 1-2 3-4 >4

DO <1 2-3 4-6 >6

*Reakcije koje nisu karakteristi¢ne za sulfato-redukujuce bakterije se takode mogu razviti u SRB BART
biodetektoru i mogu da ukazuju na agresivnu populaciju anaerobnih bakterija.

3.1.5 Uzorkovanje i fizicko-hemijske analize mineralnih voda

Za fizicko-hemijske analize mineralne vode Torde, Slankamen Banje, Obrenovacke
Banje, Lomnice i Velike Vrbnice uzorkovane su u plasticne boce u koli¢ini od 5 L iz bunara
pomocu posebne opreme, pri ¢emu su nakon uzorkovanja u standardnom predvidenom
vremenskom roku uzorci dostavljeni u akreditovanu laboratoriju Gradskog zavoda za javno
zdravlje u Beogradu, gde je izvrSena analiza svih neophodnih parametara koji definisu fizicko-
hemijski sastav mineralnih voda (suvi ostatak, elektroprovodljivost, boja, miris, oksidabilnost,
Na*, K*, Caz*, CI,, SO42-, NO27, NO3;, NH3, COg, itd.). U Tabeli 3.7 prikazani su standardi i metode
koji su koriS¢eni za odredivanje vrednosti ispitivanih fizicko-hemijskih parametara
mineralnih voda.
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Tabela 3.7 KoriS¢eni standardi i metode za odredivanje vrednosti sadrZaja ispitivanih
fizicko-hemijskih parametara mineralnih voda (Gradski zavod za javno zdravlje, Beograd,

2019/2020)
Parametar | Standard | Metod
Fizicke i fizicko-hemijske karakteristike
Boja (°Co-Pt skala) US EPA 110.2:71
Boja prividna (°Co-Pt skala) US EPA 110.2:71
Miris US EPA” 140.1:71
pH vrednost SRPS ENISO 10523:16
Oksidabilnost (mg/L) PRI™ P-1V-9a
Suvi ostatak na 105°C SMEWW 19th™ m 2540 B.
Elektroliticka provodljivost na 20°C (uS/cm) SRPS EN 27888:09
Vodonik sulfid rastvorni kao S-2 (mg/L) ISO 10530:92
Vodonik-sulfid rastvorni kao HzS (mg/L) ISO 10530:92
Ugljen-dioksid slobodan (mg/L) SMEWW 19th** m 4500 C
Bikarbonati HCO3™ (mg/L) SRPS ENISO 9963-1:07
Amonijak NHs (mg/L) PRI™ P-V-2/B
Nitriti NO2" (mg/L) SRPS EN 26777:09
Nitrati NOs- (mg/L) SMEWW 19th™ M 4500NO
Hloridi Cl- (mg/L) US EPA 300.1:99
Sulfati SO4* (mg/L) US EPA 300.1:99
Fluoridi F- (mg/L) US EPA 300.1:99
Jodidi J- (mg/L) WA 1988 m 3.2.3.
Metali, tehnika ICP-OES
Gvozde Fe (mg/L) VDM 0254
Kalcijum Ca (mg/L) VDM 0254
Kalijum K (mg/L) VDM 0254
Magnezijum Mg (mg/L) VDM 0254
Mangan Mn (mg/L) VDM 0254
Natrijum Na (mg/L) VDM 0254
Bor B (mg/L) VDM 0254
Stroncijum Sr (mg/L) VDM 0254
Litijum Li (mg/L) VDM 0254
Selen Se (mg/L) VDM 0255

Legenda primenjenih pravilnika i standarda:
“US EPA - Metoda van obima akreditacije
* Skunca-Milovanovig, S., Feliks, R., & Purovié, B. (Ed.) - PRI - Voda za pice, Standardne metode za
ispitivanje higijenske ispravnosti, SZZZ, Beograd, 1990.
**APHA-AWWA-WPCF - SMEWW 19t - Standard methods for Examination of Water and Wastewater
19t Edition, 1995
“*Fresenius, W., Quentin, K. E,, & Schneider, W. (Ed.) - Water Analysis 1998, Apractical Guide to
Physico-Chemical, Chemical and Microbiological Water Examination and Quality Assurance, Verlag Berlin
Heidelberg 1988

3.1.5.1 ICP-OES analize

Kod opticke emisione spektrometrije sa indukovano spregnutom plazmom (eng.
“Inductively coupled plasma - optical emission spectrometry - ICP-OES”) pobudivanje uzorka
odvija se u plazmi argona. Emituje se zraCenje specificnih talasnih duzina. Dobijanje
kvantitativnih i kvalitativnih podataka je omoguceno veoma izraZenim intezitetom i
specificnosti emitovanog zracenja. Aspiracijom je omoguceno unoSenje uzorka u ICP-OES
instrument. Omoguceno je istovremeno odredivanje elemenata, pri ¢emu se sama tehnika
odlikuje izuzetnim stepenom osetljivosti za veliki broj elemenata (Onjia, 2007).
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3.1.6 Metabarkoding analize

Metabarkoding analize mikrobioma izvedene su tehnikama sekvenciranja naredne
generacije (eng. “Next Generation Sequencing - NGS”) molekularnom identifikacijom na
osnovu 16S rDNK. Omogucena je klasifikacija mikroorganizama mineralnih voda prema
razli¢itim taksonomskim kategorijama. Ove analize su uradene kako izmedu pojedinacnih
uzoraka ponaosob, tako i u smislu medusobnog poredenja razliitih tipova mineralnih voda.
Uz prethodno poznavanje fizicko-hemijskih karakteristika mineralnih voda, definisani su
tipovi minerlnih voda koje je karakterisalo najvece bogatstvo mikrobioloskog diverziteta.

3.1.6.1 Uzorkovanje mineralnih voda, izolacija DNK, priprema biblioteka i NGS
sekvenciranje

Uzorkovanje mineralnih voda Torde, Slankamen Banje, Obrenovacke Banje, Lomnice i
Velike Vrbnice je obavljeno pomoc¢u posebne opreme (boce za dubinsko uzimanje uzoraka).
Potom su uzorci kolektovani i transportovani u skladu sa standardima SRPS EN ISO -
19458:2009, u sterilnim staklenim bocama. Uzorci sa svih pojava su prikupljeni u tri primerka
i izolacija DNK je obavljena zasebno iz svakog od njih. Za svaki uzorak, 1.000 mL vode je
filtrirano pomocu 0,22 pm polikarbonatna filtera Isopore™ membrane (Merck Millipore Ltd.,
Irska). Izolacija DNK je izvSena sa filtera koriste¢i PowerSoil® DNK kit za izolaciju (MO BIO
Laboratorija, Inc. Carlsbad, SAD) slede¢i uputstva proizvodaca. Ukupna DNK iz svakog uzorka
je objedinjena u jedan uzorak za svako mesto uzorkovanja i njena koncentracija je izmerena
koriste¢i Qubit fluorometrijski uredaj (Qubit 4 Fluorometer, Invitrogen™, SAD). Biblioteke
amplikona su pripremljene prema Illumina protokolu (Cod. 15044223 Rev. A). UmnoZavanje
16S rDNK gena sa V3 i V4 regionom postignuto je sa definisanim ,forward” (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3") i reverznim (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') prajmerima
kojima su pridodate barkod adapterne sekvence (Klindworth et al., 2013). Amplifikacija 16S
rDNK je obavljena pomoc¢u Nextera XT Indeks kita (FC-131-1.096). 1 uL PCR proizvoda je
analiziran na Bioanalizatoru DNK 1.000 ¢ipu za verifikaciju veli¢ine (~550 bp) i nakon analize
svakog od uzorka, biblioteke su sekvencirane koris¢enjem 2 x300 bp slobodne reakcije
(MiSeq Reagent kit v3 (MS-102-3.001)) na MiSeq sekvenceru sledeéi uputstva proizvodaca
(Illumina).

3.1.6.2 Obrada sekvenci, taksonomska anotacija i bioinformaticka analiza

Ocena kvaliteta je obavljena koristeci "prinseq-lite” program (Schmieder & Edwards,
2011), primenjujudi sledece parametre: min_length (50); trim_qual_right (30); trim_qual_type
(mean) i trim_qual_window (20). R1 i R2 sekvence iz Illumina sekvenciranja su spojene
koriste¢i "flash” program (Mago¢ & Salzberg, 2011). Podaci su dobijeni koriste¢i protokol
napisan u ,Rstatistics” okruZenju (R Core Team, 2012). UtiSavanje, povezivanje uparenih
krajeva i uklanjanje himera je dobijeno DADAZ protokolom (Callahan et al, 2016). Za
taksonomsku anotaciju koriS¢en je "Naive Bayesian” Klasifikator koji je integrisan u quiime2
dodacima povezanih sa ”"SILVA release_ 132" bazom podataka (Quast el al, 2013).
Taksonomske tabele su sumirane koriste¢i Krona alatku kao interaktivni prikaz raspodela
taksona po uzorcima (Ondov et al., 2011). Sve kalkulacije i statisticke analize su sprovedene u
okviru R statistike pomocu sledete navedenih paketa i protokola: knitr, knitcitations,
markdown: izvestaj i referentno okruZenje; paketi biokonduktora za genomske podatke
(Biostrings); paket ekoloske zajednice - Vegan. Svi statistiCki pristupi prikazuju sve one
taksone koji nisu bili zastupljeni sa manje od tri sekvence po uzorku. Bakterijska raznolikost
unutar zajednica (alfa diverzitet) je odredena analizom koja se zasniva na uzorkovanju OUT-a
(engl. “Operational Taxonomic Unit - OUT”) i prikazana je kroz populacione indikatore poput
Shannon, Simpson, invSimpon i FisherAlpha indeksa. Uoceno i procenjeno bogatstvo taksona
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odredeno je na osnovu sledec¢ih procenjivaca: broj posmatranja (OBS), Chao 1, Chaol
standard error, ACE i ACE standard error. Pored toga, rarefakciona analiza je obavljena da se
omoguci ocena ukupne raznolikosti pokrivene dobijenim sekvencama. Beta diverzitet ili
raznolikost koju dele zajednice uzoraka je odreden koriste¢i analizu glavnih komponenti (eng.
“Principal Component Analysis - PCoA") Sto omogucava vizuelizaciju informacija u setu
podataka koji sadrze pojedinacne/opservacije opisane viSestrukim medusobno povezanim
kvantitativnim varijablama (Lé et al., 2008), kao i kroz analize grupisanja (eng. “Cluster
Analysis - CA”). Alfa i beta diverziteti bakterijskih zajednica utvrdene su uporedivanjem
razlika na taksonomskom nivou, ukljucujuci razdeo, familiju i rod.

3.1.6.3 Raspolozivost podataka

Podaci su pohranjeni u u NCBI bazu (engl. “National Center for Biotechnology
Information”) kao PRJNA627735 BioProject pod slede¢im pristupnim brojevima: [Torda
mineralna voda - uzorak B1 (SAMN14682966), Slankamen Banja mineralna voda - uzorak B2
(SAMN14682967), Lomnicki kiseljak mineralna voda - uzorak B3 (SAMN14682968), Velika
Vrbnica mineralna voda - uzorak B4 (SAMN14682969), Obrenovacka Banja mineralna voda -
uzorak B5 (SAMN14682970)]. Dodatno, tabela procentualne zastupljenosti bakterijskih
zajednica prikazana je u prilogu naniovu razdela(Prilog 1), familije (Prilog 2) i roda (Prilog 3).
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4.1 TERENSKE OPSERVACIJE

Tokom posmatranja odabranih pojava, uocen je razvoj procesa korozije, (bio)hemijske
inkrustacije i biozarastanja na gornjim delovima konstrukcija vodozahvatnih objekata nekih
od istrazivanih mineralnih voda. Tako je na Slikama 4.1a i 4.1b prikazan razvoj naslaga
inkrustacije krupnijih razmera u matriksu sa biofilmovima koji se razvijaju u zonama isticanja
mineralnih voda Lukovske Banje, dok je na Slici 4.1c prikazan razvoj biofilmova bez primetnih
naslaga inkrustacije, odnosno pojava mineralnih depozita i sluzi prikazana je na Slici 4.1d. Na
Slikama 4.1e i 4.1f prikazan je razvoj procesa korozije na gornjim delovima konstrukcije
bunara ,BB-1" u Bogati¢u, dok se na delovima terena neposredno uz gornje delove
konstrukcije istog objekta uoCava razvoj sluzi. Na Slikama 4.1g i 4.1h prikazani su razlicito
obojeni biofilmovi uzorkovani u okviru zona isticanja bunara ,BMe-1" u Metkovi¢u. ZapaZeno
je taloZenje Cestica razli¢itog porekla u okviru naslaga biofilmova. Na Slici 4.2a prikazan je
razvoj procesa korozije gornjih delova konstrukcije bunara ,BMe-1“ u Metkovi¢u, u ¢ijim
zonama isticanja je bio zapaZen intenzivan razvoj biofilmova i biomata (Slika 4.2b). Na Slici
4.2c se uocava razvoj sluzi na delovima Cesme za pijenje lekovitih mineralnih voda Selters
Banje, dok Slike 4.2d i 4.2e prikazuju razvoj biofilmova i taloga na mestima isticanja
mineralnih voda Vrnjacke Banje. Osim prethodno navedenih pojava, razvoj biofilmova i
taloZenje naslaga inkrustacije uoCeno je na mestima isticanja pregrejanih mineralnih voda
Vranjske Banje (Slika 4.2f). ZapaZen je i razvoj procesa korozije na gornjim delovima
konstrukcije vodozahvatnog objekta nekih od istraZivanih lokaliteta u sklopu Vranjske Banje
(Slika 4.2g).

Kada je re¢ o mineralnim vodama Lukovske Banje, i drugi autori navode da je u
zonama isticanja navedene pojave zapaZena pojava taloZenja naslaga bigra, gvozda i mulja,
zbog Cega mesta isticanja zadobijaju karakteristicnu mrku, Zutu, oker, crvenu i zelenu boju.
Takode, mineralni izvori banje su relativno promenljivi u prostoru i vremenu, na $ta ukazuju
naslage inkrustacija krupnijih razmera, posebno uocene u Donjoj banji kod hotela , Kopaonik®,
a promenljive su i njihove balneoloske osobine i fizicko-hemijski sastav, a prvenstveno zavisi
od godiSnjeg doba (Macejka, 2005). Generalno, mesta isticanja mineralnih voda Srbije
karakteriSe Cesta pojava precipitacije naslaga kalcijum-karbonata u vidu kalcitskih Zica,
travertina, kalcitskih interakcija, itd. (Proti¢, 1995; Saraba et al., 2019a), pri cemu se CaCO3 u
vidu mermernog oniksa taloZi na sledeéi nac¢in (Dragi$i¢& Zivanovi¢, 2014):

-A
Ca(HCO3)2— CaCO3d + CO2T + H20 (4.1)

Zasigurno je da mesta isticanja mineralnih voda predstavljaju pogodne sredine za
razvoj biofilmova, budu¢i da mineralne vode u svom sastavu sadrZe hemijske elemente u
rastvorenom stanju neophodne mikroorganizmima za dalji razvoj i reprodukciju (Saraba &
Popovi¢, 2018). Takode, na prisustvo biofilmova, ukazuju primeri njihovog razvoja u brojnim
pojavama mineralnih voda u svetu, $to ukazuje na cinjenicu da mineralne vode Srbije ne
predstavljaju jedinstven slucaj sa aspekta razvoja biofilmova. Prema Roeselers et al. (2007),
prisustvo fototrofnih biofilmova zabeleZeno je u termalnim izvorima na isto¢noj obali
Grenlanda, pri cemu fototrofni biofilmovi, prema Roeselers et al. (2008), mogu imati primenu
u tretmanu otpadnih voda, bioremedijaciji, proizvodnji biohidrogena, akvakulturi, itd.
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Slika 4.1 ZateCeno stanje na nekim od istrazivanih lokaliteta mineralnih voda: a, b, ¢, d - Razvoj procesa inkrustacije i biofilmova u
zonama isticanja Lukovske Banje; e, f — Stanje gornjih delova konstrukcije bunara ,,BB-1“ u Bogaticu; g, h — Uzorci biofilmova iz zona isticanja
mineralnih voda bunara ,BMe-1“ u Metkovic¢u
99



Rezultati i diskusija

Slika 4.2 ZateCeno stanje na nekim od istrazivanih lokaliteta mineralnih voda: a - Stanje gornjih delova konstrukcije bunara ,,BMe-1 u
Metkovi¢u“; b - Razvoj biofilmova u zonama isticanja mineralnih voda bunara ,BMe-1“ u Metkovicu; ¢ - Razvoj ,sluzi“(biofilmova) na
delovima Cesme za pijenje lekovitih mineralnih voda Selters Banje; d, e - Razvoj biofilmova i pojava taloga u zonama isticanja mineralnih voda
izvoriSta ,Jezero“ - Vrnjacka Banja (bivete za to¢enje mineralnih voda); f - Razvoj biofilmova i taloZenje naslaga inkrustacije u zonama
isticanja mineralnih voda Vranjske Banje; g - Stanje gornjih delova konstrukcije vodozahvatnih objekata nekih od istrazivanih lokaliteta u
Vranjskoj Banji
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4.2 ANALIZE NASLAGA INKRUSTACIJE I BIOFILMOVA

Na primerima odabranih pojava mineralnih voda Srbije (Bogati¢, Lukovska Banja i
Vranjska Banja), zapaZen je razvoj procesa inkrustacije u matriksu sa biofilmovima koji su
analizirani koriste¢i skeniraju¢u elektronsku mikroskopiju, uz prognozu moguceg uticaja
biofilmova na nastanak i tok procesa inkrustacije. Uz to, izvrSeno je utvrdivanje mineralnog
sastava naslaga inkrustacije makroskopskim pregledom, opti¢kim ispitivanjem i rendgenskom
difrakcijom praha. Takode, cilj je bio i da se ukaZe na povezanost hemijskog sastava
mineralnih voda i mineralnog sastava ovih naslaga primenom hidrogeohemijskog modeliranja
(Saraba et al., 2019a).

4.2.1 Makroskopska, opticka i difrakciona ispitivanja naslaga inkrustacije

Uzorci naslaga inkrustacije su ispitani primenom razli¢itih metodskih postupaka
(makroskopskih, optickih i difrakcionih), ¢iji rezultati ispitivanja su prikazani u nastavku
teksta (Saraba et al.,, 2019a):

e Makroskopskim ispitivanjem svih uzoraka sa razblaZenom hlorovodonicnom
kiselinom (HCl) dobijene su snaZne reakcije Sto je ukazalo na veliko prisustvo
kalcita (CaCOs). Rastvori su nakon testiranja imali tonove mrke boje, Sto je
ukazivalo na moguce prisustvo gvozdevitih oksida i hidroksida u uzorcima.
Takode, Gunnlaugsson et al. (2014) navode podatke o naslagama inkrustacije
karbonatnog porekla (kalcit i aragonit) izuzetno bele boje u bunarima termalnih
voda, Sto nije bio slucaj sa ispitivanim naslagama inkrustacije, imaju¢i u vidu
prisustvo dodatnih primesa;

e Prilikom makroskopskog pregleda uzoraka BB-1 (Bogati¢) i LB (Lukovska banja),
zapazZena je mikro-krupnokristalasta struktura, te da su teksturne karakteristike
uzoraka relativno dobro saCuvane. Prepoznat je bio viSefazni rast koji je uzorcima
dao izvesnu talasastu laminiranost. Lamine su bile razli¢ito obojene, u nijansama
smede/oker boje kod uzorka BB-1 (Bogati¢), dok su kod uzorka LB (Lukovska
banja) lamine bile svetlo smede, tamno smede ili tamno sive. Uzorci su imali tanku
i nepravilnu laminaciju, i strukturno su izdvojene guste mikritske i jako porozne
lamine ili proslojci krupnije kristalaste strukture;

e Izmena takva dva tipa lamina moZe biti posledica taloZenja Kkalcita iz toplije i
hladne vode i nacina rasta cijanobakterija usled sezonskih promena (TiSljar,
2001). Takode, i Pedley (1992), Perry (1999) i Riding (2000) ukazuju na veoma
Ceste primere uticaja biofilmova u formiranju mineralnih depozita;

e Uzorci su imali odredenu ¢vrstinu tako da se nisu mogli lako zdrobiti pod prstima
u suvom stanju. Optickim ispitivanjima takode je potvrdeno da je uzorke BB-1
(Bogatic) i LB (Lukovska banja) karakterisla naglaSena laminirana tekstura, Cije
lamine su bile veoma tanke, sa debljinama koje su bile u okviru 0.025 do 1 mm i
medusobno su se razlikovale u boji. Sve lamine, bez obzira na debljinu, imale su
manje ili viSe naglaSenu zatalasanost. Zatalasanost je neki put bila veoma
naglaSena, tako da je prelazila u deformacione teksture - mikrokonvolucija;

e Analizom uzorka BB-1 (Bogati¢), u toku optickih ispitivanja, zakljuceno je da je
uzorak dominatno izgraden od kalcita. Prisutan je bio u kristalnim zrnima
razli¢itih dimenzija, odnosno veli¢ina kristala je bila od mikronskih dimenzija
(ve¢a do 10 mikrona) do delova milimetra. Najve¢i monokristali ili agregati
monokristala su bili veli¢ina do 0.5 mm. Kristalna kalcitska zrna su bila bistra i sa
karakteristicnom birefrakcijom (razlicit reljef u dva pravca). Ovakav kalcit je bio
vezan za svetle, dominatno kalcitske lamine (Slika 4.3a). De Zwart (2007) navodi
slicne podatke o dimenzijama kristala kalcita u sastavu karbonatnih naslaga
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inkrustacije iz podzemnih voda i ukazuje na nepravilne oblike kristala kalcita
dimenzijaod 3 - 5 pum;

Slika 4.3 Mikroskopski izgled naslaga inkrustacije: a. uzorak BB-1 sa bunara , BB-
1“ (Bogatic¢); b. uzorak LB sa bunara ,LB-4“ i ,LB-5“ (Lukovska Banja); c. uzorak
VG-2 sa bunara VG-2 (Vranjska Banja) (Preuzeto od: Saraba et al., 2019a)*

*a. Osnova je izgradena od sitnih kristala kalcita. Tamnija ili mrka lamina je izgradena od zrna koji
su agregati mikritskog kalcita pigmentiranog sa Fe hidroksidima; b.Osnova je od sitnih kristala
kalcita. Tamna zrna/lamine su od mikritskog kalcita pigmentiranog sa Fe hidroksidima; c. Osnova
je od sitnih kristala kalcita isprepletenih sa vlaknastim aragonitom. Tamnija ili mrka zrna su
agregati kalcita i aragonita pigmentiranih sa Fe hidroksidima.

Mrka, slabo prozrac¢na zrna su bila drugi sastojak po zastupljenosti kod uzorka
BB-1 (Bogati¢). Ova zrna predstavljala su agregate mikrokristalastog kalcita jako
pigmentiranih gvozdevitim hidroksidima (verovatno u amorfnom stanju). Ovaj
sastojak je vodio poreklo od tanjih tamnomrkih lamina (Slika 4.3a). Nekarbonatni
deo uzorka BB-1 (Bogati¢) je bio terigena komponenta pelitskih dimenzija
(minerali glina) intimno izmeSana sa mikrokristalastim kalcitom, kao i veoma
mala koli¢ina zrna kvarca i ljuspica filosilikata (sericit-sitnoljuspasti muskovit)
alevritskih dimenzija. Organske supstance su bile fino dispergovane u uzorku.
Prema optickim pokazateljima, njihov sadrzaj je bio manji od 2%. Uzorak BB-1
(Bogati¢) je odreden kao talasasto laminirana kalcitska naslaga. Rendgenskom
difrakcijom praha uzorka BB-1 (Bogati¢) potvrdeno je da je u uzorku bio
najzastupljeniji mineral kalcit, koga je pratila znatno manja koli¢ina minerala
kvarca (Slika 4.4a);

Optickim ispitivanjem uzorka LB (Lukovska Banja) zakljuc¢eno je da je uzorak bio
dominanto izgraden od kristalastog kalcita. Prisutni su bili i agregati
mikrokristalastog kalcita intimno izmeSani sa gvozdevitim hidroksidima. U ovom
uzorku isticu se zrna sa radijalno zrakastim rastom karbonata (Slika 4.3b). Ovakav
karbonat - aragonit, uglavnom kristaliSe u vodama sa poviSenim temperaturama,
$to je bio i slu¢aj sa mineralnim vodama Lukovske Banje. Prema Guo & Riding
(1992), iglasti agregati aragonita mogu u svom sastavu sadrZati i mikroorganizme,
koji, izmedu ostalog, uzorkuju i njihovo taloZenje;
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Slika 4.4 Rezultati rendgenske difrakcije praha naslaga inkrustacije: a. uzorak BB-
1 sa bunara BB-1 (Bogati¢); b. uzorak LB sa bunara LB-4 i LB-5 (Lukovska Banja)
(Preuzeto od: Saraba et al., 2019a)

Takode, u uzorku LB (Lukovska Banja) bili su prisutni i terigeni sastojci (sitnozrno
peskovita frakcija) u veoma malim sadrzajima. Moguce je da su sitna zrna kvarca
bila posledica kontaminacije tokom uzorkovanja ili su bila nalepljena prilikom
taloZenja karbonatnih naslaga inkrustacije. Uzorak LB (Lukovska Banja), na
osnovu optickih pokazatelja, bio je odreden kao laminirana kalcitska naslaga.
Dominantno prisustvo minerala kalcita u uzorku LB (Lukovska Banja) je
potvrdeno i rendgenskom difrakcijom praha uzorka, koga je pratio znatno manje
zastupljen mineral aragonit (Slika 4.4b);

Makroskopskim pregledom uzoraka VG-2, VG-2* i VG-3 (Vranjska Banja),
zakljuceno je da su tokom uzorkovanja naruSene njihove teksturne karakteristike.
Ovi uzorci su bili rastresiti, a cinile su ih Cestice, zrna i fragmenti od
submilimetarskih do centimetarskih dimenzija. Krupni, centimetarski fragmenti
su bili u tonovima svetlo sive i svetlo smede boje. Na osnovu uzorka VG-2*
(Vranjska Banja), moZe se pretpostaviti i da su ostala dva uzorka (Vranjska Banja:
VG-2 i VG-3) bila sa istim teksturnim karakteristikama. Odlikuju se nepravilnom
laminacijom tankih mikritskih do srednje kristalastih lamina i lamina sastavljenih
od agregata aragonitskih iglica u obliku snopova (Slika 4.3c). Primenom opticke
mikroskopije, analiziran je uzorak VG-2 sa lokaliteta Vranjske Banje, dok su
rendgenskom difrakcijom praha detaljno analizirana sva tri uzorka: VG-2, VG-2* i
VG-3 (Vranjska Banja). Optickim ispitivanjima uzorka VG-2 (Vranjska Banja)
zakljuceno je da je uzorak izgraden od Stapicastih i vlaknastih agregata aragonita i
kalcita. Cepljivost u vlaknastim agregatima je bila slabo vidljiva. Stepen
kristaliniteta je bio od mikro do krupno kristalaste strukture. Krupni monokristali
kalcita su se isticali visokom prozracnoScu. Preostali delovi uzorka, opticki tesko
odredljivi, su bili minerali glina i Fe oksidi i hidroksidi koji su uzorku dali tonove
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mrke boje. Uzorak VG-2 (Vranjska Banja), na osnovu optickih pokazatelja, je bio
odreden kao Kkalcitsko aragonitska naslaga. Rendgenskom difrakcijom praha
ustanovljeno je da je u uzorku VG-2 (Vranjska Banja) bio dominantan mineral
kalcit, koga je pratio manje zastupljen mineral aragonit. Druge mineralne faze u
uzorku nisu bile prisutne (Slika 4.5a), dok je u uzorku VG-2* (Vranjska Banja)
jedino bio zastupljen mineral kalcit (Slika 4.5b). U uzorku VG-3 je bio
najzastupljeniji mineral kvarc, koga je po zastupljenosti pratio mineral kalcit i
mineral iz grupe liskuna (muskovit). Manje zastupljene faze su bili minerali iz
grupe plagioklasa i minerali iz grupe hlorita (Slika 4.5c).

Rezultati petrografsko-mineraloskih ispitivanja pokazali su da se prakti¢no radi o
mineraloski i hemijski istovetnim naslagama inkrustacije. Njihova zajedni¢ka osobina je
dominantno prisustvo minerala kalcijum-karbonatna u naslagama inkrustacije, neznatna
debljina od nekoliko centimetara, kao i visok stepen poroznosti ispitivanih uzoraka.
Teksturno uzorke karakteriSe smena horizontalnih ili talasastih karbonatnih lamina
izgradenih od mikrita sa tankim smedim tonovima oksida i hidroksida gvoZda ili organske
supstance, i onih izgradenih od radijalno zrakastog ili srednje do krupnokristalastog kalcita i
aragonita (Saraba et al,, 2019a). Vode sa povi$enim temperaturama su zasiéene silicijum-
dioskidom i blizu su stepena zasicenosti kalcitom, kalcijum-sulfatom, kalcijum-fluoridom,
silikatima magnezijuma, aluminujima, gvozda, kao i sulfidima metala (Olgenoglu, 1986;
Gunnlaugsson & Einarsson, 1989; Kristmannsdéttir, 1989; Honegger et al., 1989; Patzay et al.,
2003; Demir et al., 2014; Saraba et al., 2019a). Na sli¢ne navode ukazuju i drugi autori koji
sugeriSu da su najces¢i mineralni depoziti u geotermalnim uslovima predstavljeni
karbonatima i silicijum-dioksidom, uz mogucu precipitaciju i sulfida teskih metala (Cu, Pb, Zn)
(Brown, 2013), te hlorit, liskuni, itd. (De Zwart, 2007; Saraba et al., 2019a), Sto je i slucaj sa
pojavom u Vranjskoj Banji, gde je detektovan kvarc, albit, muskovit i klinohlor. Zapravo,
hemijski sastav mineralnih voda je klju¢an za nastanak i tok procesa inkrustacije, s obzirom
na to da taloZenje naslaga inkrustacije zavisi, pre svega, od vrednosti ukupne mineralizacije
mineralnih voda, a rezultat je geoloSke grade terena. Samim tim, geoloska grada posredno
uti¢e i na formiranje naslaga inkrustacije (Saraba et al., 2019a), ¢ija precipitacija, kada je re¢ o
karbonatnim talozima, se moze odvijati ne samo u kre¢njackim sredinama, ve¢ i kod bunara
koji kaptiraju mineralne vode iz drugacijih litoloSkih sredina, sa sadrzajem karbonata iznad
nekoliko masenih procenata (Majki¢, 2013; Saraba et al, 2019a). Generalno, pojava
precipitacije mineralnih depozita iz termalnih voda u okviru zona isticanja je Cesta pojava, a
nastaje kao rezultat promene pritiska, temperature, pH vrednosti, itd. (Dragi$i¢ & Zivanovi¢,
2014), pri ¢emu na proces inkrustacije mogu uticati i razli¢iti mikrobioloski procesi
(Cullimore, 1999; De Zwart, 2007; Pusi¢, 2011; Obradovi¢ et al., 2012).
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Slika 4.5 Rezultati rendgenske difrakcije praha naslaga inkrustacije: a. uzorak VG-2 sa bunara
,VG-2“ (Vranjska Banja); b. uzorak VG-2* sa bunara ,VG-2“ (Vranjska Banja); c. uzorak VG-3 sa
bunara ,VG-3“ (Vranjska Banja) (Preuzeto od: Saraba et al., 2019a)

4.2.2 Hidrogeohemijsko modeliranje

Prema Saraba et al. (2019a), za interpretaciju rezultata hidrogeohemijskog
modeliranja izdvojene su samo pozitivne vrednosti indeksa zasi¢enja (SI>0), s obzirom na to
da ukazuju na prezasi¢enje vode u odnosu na dati mineral i, samim tim, na moguc¢nost
njegovog taloZenja (Appelo & Postma, 1994). Rezultati opisanog modeliranja prikazani su u
Tabeli 4.1.
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Tabela 4.1 Indeksi zasi¢enja (SI) za osnovne minerale iz grupe karbonata, oksida, hidroksida i

silikata (Preuzeto od: Saraba et al., 2019a)

Pojava/Bunar SI Mineral Formula
0.08 Kalcit CaCOs3
7.03 Getit FeOOH
., 16.24 Hematit Fe203
Bogati¢/BB-1 3.67 K-mika KALSi:010(0H)z
0.86 Kaolinit Al;Si;05(0H)4
0.15 Kvarc SiO2
0.93 Aragonit CaCOs
1.04 Kalcit CaCOs
2.92 Hlorit(14A) MgsAl2Siz010(OH)s
0.05 Hrizotil Mgs3Si20s5(0H)4
Lukovska banja/LB-4 2.19 Dolomit CaMg(CO03)2
7.14 Getit FeOOH
16.46 Hematit Fe203
2.09 K-mika KAl3Si3010(OH)2
0.01 Kvarc Si02
0.31 Aragonit CaCOs3
0.43 Kalcit CaCOs
0.96 Dolomit CaMg(C0s3)2
. 6.63 Getit FeOOH
Lukovska banja/LB-5 5543 Hematit Fez03
4.49 K-mika KAl3Si3010(OH)
1.54 Kaolinit Al2Si205(0H)4
0.09 Kvarc SiO2
0.12 Anortit CaAl;Si20s
0.72 Aragonit CaCOs3
0.00 Ca-Montmorijonit Ca0.165A12.33Si3.67010(OH)2
0.83 Kalcit CaCOs
5.55 Hlorit(14A) MgsAl2Siz010(OH)s
0.34 Dolomit CaMg(C0s3)2
Vranjska Banja/VG-2 0.30 Gibsit Al(OH)3
6.44 Getit FeOOH
15.14 Hematit Fe203
0.00 Ilit Ko.6Mgo.25A12.3Si3.5010(OH)2
6.25 K-mika KAl3Siz010(OH)2
1.61 Kaolinit Al;Si;05(0H)4
-0.02 Kvarc SiO2
0.26 Anortit CaAl;Si20s
0.89 Aragonit CaCOs3
0.06 Ca-Montmorijonit Cao.165Al2.33Si3.67010(OH)2
0.99 Kalcit CaCOs3
6.19 Hlorit(14A) MgsAl2Siz010(OH)s
0.14 Hrizotil MgsSi20s(0OH)4
. ) 0.65 Dolomit CaMg(C03):
Vranjska Banja/VG-3 ¢ Gibsit AI(OH);
5.85 Getit FeOOH
13.96 Hematit Fe203
0.11 1lit Ko.6Mgo.25A12.3Si3.5010(OH)2
6.29 K-mika KAl3Si3010(OH)2
1.60 Kaolinit Al2Si205(0H)4
0.00 Kvarc SiO2

S obzirom na to da prisustvo ili odsustvo nekog minerala u naslagama inkrustacije zavisi,
izmedu ostalog, i od kinetike (brzine) taloZenja u datim uslovima (tj. SI>0 za neki mineral ne
zna¢i nuzno i da je taj mineral zaista prisutan u naslagama inkrustacija), rezultati
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hidrogeohemijskog modeliranja indeksa zasi¢enja minerala interpretirani su u skladu sa
rezultatima makroskopskih, opti¢kih i difrakcionih ispitivanja naslaga inkrustacije (Saraba et
al,, 2019a).

Vrednosti indeksa zasi¢enja za uzorak mineralne vode iz Bogati¢a (bunar ,BB-1“) ukazuju
na neznatno prezasienje vode u odnosu na mineral kalcit, Sto ukazuje na moguc¢nost
stvaranja manjih koli¢ina karbonatnih naslaga u toku procesa inkrustacije, potvrdenog i
mineraloskim analizama naslaga sa ove lokacije (Saraba et al, 2019a). Blago prezasic¢enje
mineralne vode u odnosu na mineral kvarc (SI = 0,15) nije dovoljno za formiranje silikatnih
naslaga (Brown, 2013; Saraba et al., 2019a). Izdvajaju se jo$ i pozitivne vrednosti SI za okside i
hidrokside gvoZda, koji su takode konstatovani u uzorku naslaga inkrustacije sa ove lokacije,
kao i za minerale muskovit i kaolinit, koji ¢ine nekarbonatni deo ispitivanih naslaga.
Poredenje hidrogeohemijskog modela, za uzorak mineralne vode sa bunara ,BB-1“ sa
rezultatima optickih i difrakcionih ispitivanja uzorka naslaga inkrustacije BB-1, ukazuje na
¢injenicu da su svi minerali konstatovani u naslagama inkrustacije zaista istaloZeni iz
mineralne vode, sa izuzetkom zrna kvarca, koja su najverovatnije rezultat kontaminacije
prilikom uzorkovanja. Kod uzoraka mineralne vode iz Lukovske Banje (bunari: ,LB-4“i ,LB-
5“), hidrogeohemijsko modeliranje ukazuje na moguénost taloZenja kalcita i aragonita, kao i
gvozdevitih oksida i hidroksida, a prisustvo ovih minerala potvrdeno je i rendgenskom
difrakcijom praha ispitivanog wuzorka. Model ukazuje i na mogucénost taloZenja
magnezijumskih i kalijumskih silikata, kao i kaolinita i dolomita, ali oni nisu detektovani u
uzorku naslaga inkrustacije. Kvarc je, prakti¢no, u stanju hemijske ravnoteZe u odnosu na
vodu (vrednosti SI pozitivne, ali bliske nuli), pa se moZe pretpostaviti da je njegovo prisustvo
u naslagama inkrustacije rezultat kontaminacije prilikom uzorkovanja. Za uzorke mineralne
vode iz Vranjske Banje (bunari: ,VG-2“ i ,VG-3“) proracunati su pozitivni indeksi zasi¢enja za
sledece minerale: kalcit i aragonit, oksidi i hidroksidi gvozda i kaolinit. Nabrojani minerali
konstatovani su i optickim ispitivanjima uzoraka naslaga inkrustacije. Hidrogeohemijski
model sugeriSe joS i na moguc¢nost taloZenja iz vode muskovita i hlorita, ¢ije prisustvo u
naslagama inkrustacije potvrduje i rezultat rendgenske difrakcije praha uzorka sa bunara
,VG-3“. Medutim, treba naglasiti da je petrografsko-mineraloSkom analizom utvrdeno da
pomenuti uzorak naslaga inkrustacije najverovatnije sadrZi i deo mati¢ne stene. Blago
prezasi¢enje u odnosu na minerale dolomit i gibsit nije potvrdeno analizom uzoraka. Kvarc je,
i u ovom slucaju, prakticno u ravnoteZi sa vodom (vrednosti SI negativne, ali bliske nuli)
(Saraba et al., 2019a).

Na osnovu makroskopskih i optickih ispitivanja naslaga inkrustacije sa sve tri lokacije,
moZe se zakljuciti da su ispitivane naslage u toku procesa inkrustacije nastale obaranjem iz
vodenog rastvora, tj. precipitacijom kalcita sa laminarnim rastom i razli¢itom pigmentacijom
gvozdevitim hidroksidima. Silikatni minerali su mogli biti nalepljeni u toku procesa rasta
skrama, $to se posebno odnosi na filosilikate (minerali glina i sericit), ali ne treba iskljuciti ni
mogucnost oneciS¢enja prilikom uzorkovanja. Medutim, pozitivni indeksi zasi¢enja pojedinih
silikatnih minerala, u uzorcima mineralnih voda sa sve tri lokacije, ukazuju na moguénost
njihovog nalepljivanja tokom formiranja naslaga inkrustacije (Saraba et al., 2019a).

4.2.3 SEM analize biofilmova

Mikroorganizmi mogu uticati na proces precipitacije karbonatnih sedimenata, Sto je
uoceno u termalnim izvorima u okviru kojih je zapaZena pojava taloZenja naslaga travertina. U
procesima precipitacije narocitu ulogu imaju cijanobakterije, koje veoma uspeSno opstaju u
aerobnim uslovima u kontaktnim zonama talog-voda (Riding, 2000). Upravo, takvi slucajevi
su bili zapaZeni u zonama isticanja mineralnih voda odabranih pojava, gde je uoCeno prisustva
biofilmova u matriksu sa naslagama inkrustacije.
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Na slicne navode ukazuju i drugi autori, koji navode da promene u metabolickim
aktivnostima unutar zajednica biofilmova i fizicko-hemijske promene u neposrednom
okruZenju mogu uzrokovati precipitaciju mineralnih taloga. Osim toga, cijanobakterije mogu
generisati ekstracelularne polimerne supstance koje mogu posluziti kao centri za nukleaciju
karbonatnih taloga, pri ¢emu je unutraSnja precipitacija karbonatnih taloga ceS¢a kod
cijanobakterija rasprostranjenih u lakustrinskim okruZenjima i termalnim izvorima (Wilmeth
et al., 2018). EPS ima narocitu ulogu u procesu precipitacije karbonatnih taloga, pri ¢emu se
EPS akumulira izvan €elije i formira lepljivu i zaStitnu matricu koja omogucava pric¢vrséivanje
mikroorganizama za odgovaraju¢u podlogu, istovremeno obezbedujuéi hemijsku i fizicku
zaStitu, te ujedno doprinosi apsorciji hranljivih supstanci (Riding, 2000).

Imajuci u vidu prethodne navode, sa aspekta nastanka naslaga inkrustacije, vazno je
bilo izvrsiti analizu biofilmova, Sto je izvedeno primenom skenirajuce elektronske
mikroskopije. SEM mikrografije uzoraka biofilmova (Slike 4.6a, b, d, e) ukazale su na znacajan
razvoj EPS-a u matriksu biofilmova, u kojima se nalaze mineralni talozi vidljivi u obliku malih
Cestica, kao i u obliku vecih fragmenata (na primer, Slika 4.6a). Na osnovu SEM mikrografija
uzoraka biofilmova Bogati¢a, zapaZeno je dominantno prisustvo trihalnih Cyanobacteria koje
su bile gusto isprepletene i ugradene u ekstracelularni matriks prekriven razli¢itim
mineralnim cesticama (Slike 4.6a i 4.6b). U uzorcima biofilmova Lukovske Banje takode su
zapazene trihalne Cyanobacteria (Slika 4.6c), ali su bili prisutni i predstavnici razdela
Bacillariophyta. EPS u ovom uzorku nije bio razvijen kao u uzorcima biofilmova iz Bogatica, ali
je takode bio prisutan. Cestice razli¢itog porekla primec¢ene su u EPS-u uzoraka iz Vranjske
Banje (Slika 4.6e), zajedno sa predstavnicima razdela Bacillariophyta. Imaju¢u u vidu
priloZene mikrografije, moZe se zakljuciti da su biofilmovi na gornjim delovima konstrukcija
vodozahvatnih objekata i u blizini mesta isticanja mineralnih voda bili veoma razvijeni, kao i
da su Cyanobacteria bile dominatne u uzorcima biofilmova Bogati¢a i Lukovske Banje,
odnosno mnogo manje dominantne u uzorcima biofilmova iz Vranjske Banje (Saraba et al.,
2019a).
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Slika 4.6 SEM mikrografije cijanobakterija i algi biofilmova (a, b, ¢, d - O. Kruni¢; e, f - V.
Saraba) (Preuzeto od: Saraba et al., 2019a)

Legenda: a, b. Bogati¢ (trihalne Cyanobacteria ugradene u EPS koji je pokriven ¢esticama razli¢itog porekla); c, d.
Lukovska Banja (trihalne Cyanobacteria i Bacillariophyta); e, f. Vranjska Banja (predstavnici Bacillariophyta
vidljivi na obe mikrografije).
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Stvaranje naslaga kalcijum-karbonata uzrokovano metabolickim aktivnostima
cijanobakterija u vecini sluCajeva smatra se nekontrolisanim procesom ili procesom
podstaknutim fotosintetickim unosom neorganskog ugljenika koji povecava vrednost pH u
neposrednoj blizini cijanobakterija, odnosno procesom uzrokovanim karakteritiskama same
Celijske povrSine koja favorizuje precipitaciju kalcijum-karbonata. Medutim, razli¢ite vrste
cijanobakterija imaju sposobnost unutarcelijskog formiranja amorfnih minerala kalcijum-
karbonata (Xu et al., 2019). Kalcifikacija cijanobakterija zavisi od hemijskog sastava vode, kao
i od fizioloskih i morfoloskih faktora, kao Sto je prinos fotosintetskog biokarbonata i
postojanje odgovarajuceg omotaca. Generalno, kalcifikacija je ograniCena na vrste koje
preferiraju oligotrofna okruZenja siromasna fosatima, pri ¢emu razli¢iti faktori okruZenja,
poput stepena zasi¢enosti vode u odnosu na minerale kalcijum-karbonata, te koncentracija
rastvorenog ugljen-dioksida i fosfata, mogu uticati na pojavu fosilnih kalcifikujucih
cijanobakterija (Merz-Preif3, 2000).

> Uloga i znacaj proucavanja naslaga inkrustacije i biofilmova

Pojave mineralnih voda koje su bile predmet istrazivanja zasigurno u buduénosti
zasluZuju posebnu paznju i uspostavljanje konstantnog monitoringa, kojim bi se, izmedu
ostalog, omogucilo pradenje stanja gornjih delova konstrukcija bunara i zona isticanja koje
predstavljaju idelanu podlogu za razvoj procesa inkrustacije i biozarastanja. Manifestacije
metabolickih aktivnosti biofilmova, izmedu ostalog, mogu da uticu i na razvoj procesa
inkrustacije, uz ostale faktore. Preventivno delovanje kao rezultat monitoringa bi uticalo na
odsustvo procesa revitalizacije koja iziskuje ozbiljna materijalna sredstva, ¢ime bi se postiglo
odrzavanje bunara u stanju maksimalne funkcionalnosti. Time bi se finansijska ulaganja svela
na minimum i omogu¢ilo nesmetano koriS¢enje mineralnih voda u toplifikacione i
zdravstveno-rekreativne svrhe, sa kontinuiranim kvalitetom mineralnih voda bez narusavanja
njihovih organoleptickih karakteristika. Preventivhe mere podrazumevaju iskljucivo
razumevanje istoimenih procesa, Sto se i nastojalo objasniti na primerima karbonatnih
naslaga inkrustacije. Da bunar u Bogati¢u nije usamljen slucaj, potvrdili su rezultati
istraZivanja na odabranim pojavama mineralnih voda Lukovske Banje i Vranjske Banje, koje je
karakterisao razvoj procesa inkrustacije, uz prisustvo biofilmova (Saraba et al., 2019a).

4.3 BART ANALIZE MINERALNIH VODA

Ukupna brojnost potencijalno aktivnih ¢elija ciljanih fizioloSkih  grupa
mikroorganizama u deset ispitivanih uzoraka mineralnih voda (Slika 4.7) iznosi 18.200.705
CFU/mL, pri ¢emu je najveca gustina zajednice bakterija zabeleZena u okviru mineralnih voda
Obrenovacke Banje, a potom sledi pojava u Velikoj Vrbnici. Koncentracija bakterija iznad
jedan 1 x 106 CFU/mL karakterisala je mineralne vode Lomnice i Torde, dok je koncentracija
niza od 1 x 106CFU/mL karakterisala mineralne vode Brestovacke Banje, Slankamen Banje,
Selters Banje i Vrnjacke Banje, pri ¢emu je pojavu u Vrnjackoj Banji karakterisala najniza
gustina zajednice bakterija u okviru onih pojava koje je karakterisao pozitivan nalaz bakterija.
Odsustvo ciljanih fizioloSkih grupa mikroorganizama karakterisalo je mineralne vode
Metkovica i Radaljske Banje (Tabela 4.2).
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1

Slika 4.7 BART biodetektori ispitivanih pojava mineralnih voda: a. Torda (foto: V. Obradovi¢, 2017); b. Torda - pozitivna reakcija na P.
aeruginosa (foto: V. Obradovi¢, 2017); c. Slankamen Banja (foto: V. Obradovi¢ & V. Saraba,2017) (Saraba & Obradovi¢, 2019b); d. Obrenovacka
Banja (foto: V. Obradovié, 2019); e. Selters Banja (foto: V. Obradovi¢, 2017) (Saraba et al., 2018b); f. Metkovié (foto: V. Obradovi¢ & V. Saraba,
2017) (Saraba & Obradovi¢, 2019a); g. Radaljska Banja (foto: V. Obradovié, 2017); h. Brestovac¢ka Banja (foto: V. Obradovi¢, 2017) (Saraba et
al,, 2018e); i. Vrnjac¢ka Banja (foto: V. Saraba & V. Obradovi¢, 2017) (Saraba & Obradovi¢, 2019a); j. Lomnica (foto: V. Obradovié, 2019/20); k.
Velika Vrbnica (foto: V. Obradovi¢, 2019/20)
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Tabela 4.2 Prisustvo zajednica ciljanih fizioloskih grupa mikroorganizama u istrazivanim
pojavama mineralnih voda

Mineralne Zajednice bakterija (CFU/mL) UKUPNO
vode IRB | SRB | SLYM | HAB | DN | FLOR (CFU/mL)
Biohemijska aktivnost (agresivnost)
Torda 35.3002 ‘ 6.130 63_2.000 45.4_000;1 17.20072 1{.3.600al 1.163.230
Visoka? Visoka Visoka? Umerena? Visoka?
2.200v 2260 93 0 6 (I
Slankamen Ni Nii 2595
Banja VisokaP Umerenab NiskaP . lv]e NiskaP . v” € b '
izrazena izraZena
Obrenox./acka 35.300 731.000 70.000 | 6.890.000 17.200 4.000 7747 500
Banja Visoka
Selters 8 1.410 44 0f 41 0f
Banja Niskaf Umerenah Niskaf . Nile ¢ Niskaf . NEJ N ¢ 1.503
izraZena izraZena
Metkovic¢ 0 0 0 T 0 0 0 0
Nije izraZena¢
Brestovatka 550 8 2.400¢ 454.0008 0 0
Banja Umerena® Niskae Umerena® Visokae . Nvl]e . va]e 456958
izrazena® izrazena
Radaljska 0d 0d 0d 0d 0d 0d
. — 0
Banja Nije izrazenad
Vrnjacka 2 0c | o] 0c 0c 0c 0
Banja Niskac Nije izraZena©
, 8.820 731.000 | 70.000 | 454.000 2.140 400
Lomnica . 1.266.360
Visoka Umerena
Velika 35300 | 910 | 632.000 | 6.890.000 417 4.000 2 562,627
Vrbnica Visoka Niska Visoka T
UKUPNO (CFU/mL) 18.200.705

a_Saraba et al. (2018c, 2018d); b - Saraba et al. (2018c), Saraba & Obradovi¢ (2019b); < - Saraba et al. (2018c),
Saraba & Obradovi¢ (2019a); 4 - Saraba et al. (2018c); ¢ - Saraba et al. (2018e); f - Saraba et al. (2018b, 2018c);
g - Saraba et al. (2018¢, 2018e); "Saraba et al. (2018b, 2018c), Saraba & Dimki¢ (2019b).

Visok stepen biohemijske aktivnosti gvozdevitih bakterija karakterisao je pet pojava
(Torda: 35.300 CFU/mL, Slankamen Banja: 2.200 CFU/mL, Obrenovacka Banja: 35.300
CFU/mL, Lomnica: 8.820 CFU/mL, Velika Vrbnica: 35.300 CFU/mL), dok je umereni stepen
biohemijske aktivnosti iste grupe bakterija karakterisao mineralne vode Brestovacke Banje
(Tabela 4.2), pri ¢emu je u uzorcima navedenih pojava zapaZen intenzivniji razvoj inicijalnih
reakcija tokom testiranja (Slika 4.8a). Nizak stepen biohemijske aktivnosti gvoZdevitih
bakterija zabeleZen je u mineralnim vodama Selters Banje i Vrnjacke Banje, koje je ujedno
karakterisalo i najmanje bogatstvo gvoZdevitih bakterija (Tabela 4.2), na $ta je sugerisao
razvoj inicijalnih reakcija CL i BR uocen tokom devetog i desetog dana testiranja uzoraka
(Slika 4.8a). Biohemijska aktivnost gvozdevitih bakterija nije bila izraZena u mineralnim
vodama Radaljske Banje i Metkovica (Tabela 4.2), budué¢i da je iste pojave karakterisalo
odsustvo razvoja signaturnih reakcija tokom standardnog predvidenog vremenskog perioda
testiranja uzoraka (Slika 4.8a). Gvozdevite bakterije su bile dominantna zajednica bakterija u
okviru konzorcijuma mineralnih voda Slankamen Banje (Slika 4.9c), a predstavljale su i jedinu
zastupljenu grupu bakterija u mikroflori mineralnih voda Vrnjacke Banje (Slika 4.9f).

Visok stepen biohemijske aktivnosti sulfato-redukuju¢ih bakterija karakterisao je
Cetiri pojave (Torda: 6.130 CFU/mL, Obrenovacka Banja: 731.000 CFU/mL, Lomnica: 731.000
CFU/mL, Velika Vrbnica: 910 CFU/mL), umereni stepen dve pojave (Slankamen Banja i Selters
Banja), dok je nizak stepen biohemijske aktivnosti karakterisao samo mineralne vode
Brestovacke Banje (Tabela 4.2). Progresivniji razvoj inicijalnih reakcija karakterisao je uzorke
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u okviru kojih je detektovan visok stepen biohemijske aktivnosti, dok je razvoj inicijalnih
rekacija nakon sedmog dana testiranja uzoraka bio indikator detektovanog umerenog i niskog
stepen biohemijske aktivnosti (Slika 4.8b). Biohemijska aktivnost sulfato-redukujucih
bakterija nije bila izraZzena u mineralnim vodama tri pojave (Metkovi¢, Radaljska Banja i
Vrnjacka Banja) (Tabela 4.2), bududi da je iste pojave karakterisalo odsustvo razvoja
inicijalnih rekacija (Slika 4.8b). U mikroflori mineralnih voda Selters Banje i Lomnice, sulfato-
redukujuce bakterije predstavljale su dominantnu zajednicu (Slike 4.9d, g), dok su u
kodominantnom statusu bile u mineralnim vodama Obrenovacke Banje i Slankamen Banje
(Slika 4.9b, c).

Visok stepen biohemijske aktivnosti, odnosno najvece bogatstvo sluz-produkujuc¢ih
bakterija karakterisalo je mineralne vode Torde (632.000 CFU/mL), Obrenovacke Banje
(70.000 CFU/mL), Lomnice (70.000 CFU/mL) i Velike Vrbnice (632.000 CFU/mL), dok je
umereni stepen biohemijske aktivnosti zabeleZen samo u mineralnim vodama Brestovacke
Banje (Tabela 4.2). U uzorcima navedenih pojava, razvoj inicijalnih rekacija zapaZen je tokom
prvih pet dana testiranja (Slika 4.8c). Nizak stepen biohemijske aktivnosti karakterisao je dve
pojave (Slankamen Banja i Selters Banja) (Tabela 4.2), u ¢ijim uzorcima je razvoj inicijalnih
reakcija uoCen tokom osmog i devetog dana testiranja (Slika 4.8c). Biohemijska aktivnost sluz-
produkujuc¢ih bakterija nije bila izraZena u mineralnim vodama tri pojave (Metkovi¢, Vrnjacka
Banja i Radaljska Banja) (Tabela 4.2), pri ¢emu je ista zajednica predstavljala dominantnu
grupu bakterija u mineralnim vodama Torde (Slika 4.9a), dok su u kodominantnom statusu
bile u okviru konzorcijuma mineralnih voda Selters Banje, Brestovacke Banje i Velike Vrbnice
(Slike 4.94, e, h).

U okviru deset istrazivanih pojava detektovan je visok stepen biohemijske aktivnosti
heterotrofnih aerobnih bakterija ili biohemijska aktivnost iste grupe bakterija nije bila
izrazena. Tako je visok stepen biohemijske aktivnosti heterotrofnih aerobnih bakterija
karakterisao mineralne vode Torde (454.000 CFU/mL), Obrenovacke Banje (6.890.000
CFU/mL), Brestovacke Banje (454.000 CFU/mL), Lomnice (454.000 CFU/mL) i Velike Vrbnice
(6.890.000 CFU/mL) (Tabela 4.2), bududi da je razvoj inicijalnih reakcija uocen tokom prvog i
drugog dana testiranja uzoraka (Slika 4.8d). U preostalih pet pojava (Slankamen Banja, Selters
Banja, Vrnjacka Banja, Metkovi¢ i Radaljska Banja) nije bila izrazena biohemijska aktivnost
heterotrofnih aerobnih bakterija (Tabela 4.2), s obzirom na to da je uzorke navedenih pojava
karakterisalo odsustvo razvoja signaturnih reakcija UP ili DO tokom testiranja (Slika 4.8d).
Heterotrofne aerobne bakterije bile su dominantna zajednica u mikroflori mineralnih voda
Obrenovacke Banje, Brestovacke Banje, Lomnice i Velike Vrbnice (Slike 4.9b, e, g, h), dok su u
mineralnim vodama Torde predstavljale kodominantnu grupu bakterija (Slika 4.9a).
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Slika 4.8 Shematski prikaz razvoja signaturnih reakcija tokom inkubacije uzoraka
mineralnih voda u okviru IRB, SRB, SLYM, HAB, DN i FLOR BART sistema*

*Torda (B1); Slankamen Banja (B2); Obrenovacka Banja (B3); Selters Banja (B4);Metkovic (B5);
Radaljska Banja (B6); Brestovacka Banja (B7); Lomnica (B8); Velika Vrbnica (B9); Vrnjacka Banja (B10);

a - IRB BART biodetektor; b — SRB BART biodetektor; c - SLYM BART biodetektor; d - HAB BART biodetektor; e
- DN BART biodetektor; f - FLOR BART biodetektor; IRB, SRB, SLYM, HAB, DN i FLOR BART: Radaljska Banja
(Saraba et al., 2018c), Metkovi¢ (Saraba et al., 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019a); SRB, SLYM, HAB, DN i FLOR
BART: Vrnja¢ka Banja (Saraba et al., 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019a); SRB i FLOR BART: Slankamen Banja
(Saraba et al,, 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019b); HAB i FLOR BART: Selters Banja (Saraba et al.,2018b, 2018c);
DN BART: Brestovacka Banja (Saraba et al., 2018e); FLOR BART: Torda (Saraba et al., 2018c, 2018d).

Umereni stepen biohemijske aktivnosti denitrifikacionih bakterija zabeleZen je u
mineralnim vodama Torde, Obrenovacke Banje i Lomnice (Tabela 4.2), na $ta je sugerisao
razvoj inicijalne reakcije FO zapaZen tokom treceg i Cetvrtog dana testiranja uzoraka (Slika
4.8e). Nizak stepen biohemijske aktivnosti iste grupe bakterija karakterisao je dve pojave
(Selters Banja i Velika Vrbnica) (Tabela 4.2), u ¢ijim uzorcima je razvoj inicijalne reakcije FO
uoCen nakon Cetvrtog dana testiranja, dok je preostale pojave karakterisalo odsustvo razvoja
inicijalnih reakcija (Slika 4.8e). U odabranim pojavama, denitrifikacione bakterije nisu
predstavljale dominantnu i kodominantnu zajednicu u okviru specificnog bakterioloSkog
konzorcijuma mineralnih voda (Slika 4.9).
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Slika 4.9 Relativna zastupljenost ciljanih fizioloSkih grupa mikroorganizama
odabranih pojava mineralnih voda*

Legenda: 1 - Gvozdevite bakterije; 2 - Sulfato-redukujuce bakterije; 3 - Sluz-produkujuce bakterije; 4 -
Heterotrofne aerobne bakterije; 5 — Denitrifikacione bakterije; 6 - Pseudomonas bakterije; a - Torda; b -
Obrenovacka Banja; ¢ - Slankamen Banja; d - Selters Banja; e - Brestovacka Banja; f - Vrnjacka Banja; g -

Lomnica; h - Velika Vrbnica.

*Prikazane su fizioloske grupe mikroorganizama zastupljene najmanje 0,5% i iznad. Relativna
zastupljenost gvozdevitih, heterotrofnih aerobnih, denitrifikacionih i Pseudomonas bakterija mineralnih voda
Torde proradunata je na osnovu aproskimativno procenjene populacije navedenih grupa bakterija prema Saraba
etal. (2018c, 2018d), dok je relativna zastupljenost gvozdevitih i sulfato-redukujucih bakterija mineralnih voda
Slankamen Banje prora¢unata prema Saraba et al. (2018c) i Saraba & Obradovié (2019b). Relativna zastupljenost
sluz-produkujuéih bakterija Brestovacke Banje proracunata je prema Saraba et al. (2018e), odnosno relativna
zastupljenost heterotrofnih aerobnih bakterija iste pojave prema Saraba et al. (2018c, 2018e).

Znacajno je naglasiti da je u uzorku mineralnih voda Torde potvrdeno prisustvo
oportunih patogena Pseudomonas sp. sa visokim stepenom biohemijske aktivnosti i
brojnosti fluorescentne vrste P. aeruginosa (18.600 CFU/mL). Konstatovana plava
fluorescencija (signaturna reakcija PB) oko flotacione lopte pod UV lampom sugerisala je na
visok stepen biohemijske aktivnosti detektovane zajednice (Saraba et al., 2018c; Saraba et al,,
2018d) (Tabela 4.2; Slika 4.8f). Mineralne vode Radaljske Banje karakterisao je negativan
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nalaz na prisustvo Pseudomonas bakterija (Saraba et al., 2018c), kao i uzorke mineralnih voda
Metkoviéa, Vrnjacke Banje (§araba et al., 2018c; Saraba & Obradovié, 2019a), Slanakamen
banje (Saraba et al.,, 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019b), Selters Banje (Saraba et al., 2018b,
2018c) i Brestovacke Banje (Tabela 4.2), odnosno uzorke navedenih pojava karakterisalo je
odsustvo razvoja signaturnih rekacija PB ili GY tokom testiranja. Slicno uzorku mineralnih
voda Torde, u uzorcima mineralnih voda Velike Vrbnice i Lomnice, detektovana je plava
fluorescencija koja je predstavljala indikaciju na prisustvo vrsta P. aeruginosa (Slika 4.8f).
Umereni stepn biohemijske aktivnosti i znatno niZa brojnost P. aeruginosa u odnosu na pojavu
u Tordi, karakterisala je mineralne vode Velike Vrbnice, dok je nizak stepen biohemijske
aktivnosti P. aeruginosa karakterisao pojavu u Lomnici (Tabela 4.2), budu¢i da je razvoj
inicijalne reakcije PB uoCen tokom petog (Velika Vrbnica) i Sestog dana (Lomnica) testiranja
uzoraka (Slika 4.8f). Za razliku od ispitivanih uzoraka Torde, Lomnice i Velike Vrbnice, u
mineralnim vodama Obrenovacke Banje detektovano je prisustvo nefluorescentnih
pseudomonada umerenog stepena biohemijske aktivnosti (Tabela 4.2), na Sta je ukazivao
razvoj inicijalne reakcije CL uoCen tokom petog dana testiranja uzorka (Slika 4.8f). Kao i
denitrifikacione bakterije, i Pseudomonas bakterije nisu predstavljale dominantnu i
kodominantnu zajednicu bakterija u mikroflori ispitivanih pojava (Slika 4.9).

Proracunati rizik od razvoja procesa korozije za pojavu mineralnih voda u Tordi,
iznosio je 5,0 (Saraba et al,, 2018d), dok je za pojavu mineralnih voda u Slankamen Banji bio
neznatno manji i iznosio je 4,0 (Saraba et al., 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019b). NiZi stepen
rizika (1,0), u odnosu na pojave mineralnih voda u Slankamen Banji i Tordi, karakterisao je
pojavu mineralnih voda u Brestovackoj Banji (Saraba et al, 2018e). Na osnovu zabeleZene
ukupne bakterijske flore u mineralnim vodama Vrnjacke Banje i Metkovica, nije ustanovljen
rizik od razvoja biokorozionih procesa (Saraba et al., 2018¢; Saraba & Obradovi¢, 2019a), dok
je u mineralnim vodama Selters Banje zakljuceno da detektovana bakterijska flora moZe da
indukuje razvoj rupicasto fokusiranih biokorozionih procesa (Saraba et al., 2018b; Saraba &
Dimki¢, 2019b), pri Cemu je prognozirani rizik iznosio 4,0. Kao i za pojave mineralnih voda u
Vrnjackoj Banji i Metkovicu, i za mineralne vode Radaljske Banje nije ustanovljen rizik od
razvoja biokorozionih procesa, dok su proracunati rizici od razvoja biokorozionih procesa bili
veoma visoki za pojave mineralnih voda u Velikoj Vrbnici, Obrenovackoj Banji i Lomnici.
Iznosili su 8,1 za pojave u Obrenovackoj Banji i Lomnici, odnosno 5,4 za pojavu u Velikoj
Vrbnici (Slika 4.10).

Na skali rizika od razvoja procesa biohemijske inkrustacije, proracunati stepen rizika
za pojavu mineralnih voda u Tordi iznosio je 4,0 (Saraba et al., 2018d). NiZi stepen rizika, na
osnovu ukupne detektovane bakterijske flore, proracunat je za pojavu u Slankamen Banji i
iznosio je 3,0 (Saraba & Obradovi¢, 2019b). Na osnovu ukupne detektovne bakterijske flore u
mineralnim vodama Vrnjacke Banje i Metkovica, nije ustanovljen rizik od razvoja procesa
biohemijske inkrustacije (Saraba et al, 2018c; Saraba & Obradovi¢, 2019a). Detektovane
zajednice bakterija u mineralnim vodama Selters Banje predstavljaju umereni rizik od
nastanka procesa biohemijske inkrustacije (Saraba et al., 2018b; Saraba & Dimki¢, 2019b),
koji na skali rizika iznosi 2,0. Kao i za pojave u Vrnjackoj Banji i Metkovicu, rizik od razvoja
procesa biohemijske inkrustacije nije ustanovljen za pojavu u Radaljskoj Banji, dok su
ekstremno visoke vrednosti rizika proracunate za pojave u Velikoj Vrbnici (rizik od
biohemijske inkrustacije: 7,0) i Obrenovackoj Banji (rizik od biohemijske inkrustacije: 6,3).
NiZi stepen rizika, u odnosu na pojave u Velikoj Vrbnici i Obrenovackoj Banji, proracunat je za
pojavu u Lomnici (rizik od biohemijske inkrustacije: 4,5), dok je za pojavu u Brestovackoj
Banji ustanovljen visok stepen rizika od formiranja taloga, koji je, prema Saraba et al. (2018e),
iznosio 6,0 (Slika 4.10).

Za pojavu u Tordi, ustanovljen je potencijalni zdravstveni rizik (Saraba et al., 2018d;
Saraba & Dimki¢, 2019a) koji je iznosio 4,0 (Saraba et al, 2018d), dok za mineralne vode
Selters Banje (Saraba et al.,, 2018b), Slankamen Banje (Saraba & Obradovi¢, 2019b), Vrnjacke
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Banje, Metkovi¢a i Radaljske Banje nije bio ustanovljen zdravstveni rizik. Zdravstveni rizici
mineralnih voda Lomnice i Velike Vrbnice su bili izuzetno visoki i iznosili su 5,4, dok je za
ostale pojave zabeleZen nizi zdravstveni rizik (Slika 4.10).

Procenjeni rizik (BART-Soft v6)
O M N WA U1 N O

Torda Slankamen Banja  Obrenovacka Setlers Banja Metkovi¢
Banja

Procenjeni rizik (BART-Soft v6)
O = N WA U1 ® WO

Radaljska Banja Brestovacka Vrnjacka Banja  Velika Vrbnica Lomnica
Banja

- Rizik od biokorozije . Rizik od zacepljenja . Zdravstveni rizik

Slika 4.10 Dijagram proracunatog stepena rizika od razvoja procesa biokorozije,
biohemijske inkrustacije (zaCepljenja) i potencijalnog zdravstvenog rizika odabranih pojava
mineralnih voda primenom namenskog softvera BART - Soft v6*

*Rizik od razvoja procesa biokorozije, biohemijske inkrustacije (zacepljenja) i potencijalni
zdravstveni rizik za pojavu mineralnih voda u Tordi ustanovljen je prema Saraba et al. (2018d), za
pojavu u Slankamen Banji prema Saraba & Obradovi¢ (2019b), za pojavu u Brestovackoj Banji prema
Saraba et al. (2018e), dok je za pojave u Vrnjackoj Banji i Metkoviéu ustanovljen prema Saraba et al.
(2018c) i Saraba & Obradovi¢ (2019a).

Imajuci u vidu prethodno opisane detektovane stepene rizika biohemijske aktivnosti
gvozdevitih, sulfato-redukujucih, sluz-produkujuc¢ih i heterotrofnih aerobnih bakterija
(Tabela 4.2), a uvazavaju¢i preporuke DBI (2004), sa aspekta biohemijske aktivnosti
navedenih grupa bakterija za pojave u Tordi, Obrenovackoj Banji, Lomnici i Velikoj Vrbnici
neophodno je u skorijoj buduénosti primeniti tretmane revitalizacije vodozahvatnih objekata
i/ili remedijacije mineralnih voda. Sa aspekta biohemijske aktivnosti heterotrofnih aerobnih
bakterija, navedene mere vaze i za pojavu u Brestovackoj Banji, odnosno uzimajuci u obzir
biohemijsku aktivnost sulfato-redukujucih bakterija ista pojava zahteva povremeno testiranje
na prisustvo ciljane grupe bakterija. Sa aspekta biohemijske aktivnosti gvoZdevitih i sluz-
produkujucih bakterija, za pojavu u Brestovackoj Banji moguce je odsustvo primene tretmana
revitalizacije vodozahvatnog objekta i/ili remedijacije mineralnih voda, ali je neophodno
kontinuirano testiranje ispitivane pojave na prisustvo gvozdevitih i sluz-produkujucih
bakterija. Za mineralne vode Selters Banje, neophodno je redovno testiranje na prisustvo
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sulfato-redukujuc¢ih bakterija, kao i povremeno testiranje na prisustvo gvoZzdevitih i sluz-
produkujué¢ih bakterija. Sa aspekta biohemijske aktivnosti gvoZdevitih bakterija, Saraba &
Obradovi¢ (2019b) naglasavaju da uvazavajuci preporuke Cullimore (2010), za mineralne
Slankamen Banje vaZe mere koje podrazumevaju remedijaciju mineralnih voda i/ili tretman
revitalizacije vodozahvatnog objekta, kao i neophodnost kontinuiranog tesiranja date pojave
na prisustvo sulfato-redukujuc¢ih bakterija. S druge strane, Saraba & Obradovi¢ (2019a)
navode da je za pojavu u Vrnjackoj Banji preporucljivo povremeno testiranje mineralnih voda
na prisustvo gvozdevitih bakterija, odnosno za mineralne vode Metkovica preporucljivo je
povremeno tesitranje zbog detektovane flore anaerobnih bakterija na granici limita detekcije
u DN BART biodetektoru.

Implementacijom navedenih mera omogucilo bi se nesmetano kori$¢enje mineralnih
voda bez negativnih indikacija na zdravstvenu sigurnost korisnika vodnih resursa, odnosno
sprecilo bi se starenje vodozahavata kao posledica metabolicke aktivnosti gvozdevitih,
sulfato-redukujucih, sluz-produkujucih i heterotrofnih aerobnih bakterija. Uzimaju¢i u obzir
detektovani stepen biohemijske aktivnosti denitrifikacionih bakterija, mineralne vode Torde,
Obrenovacke Banje i Lomnice zasluZuju posebnu paznju u buduénosti sa aspekta odredivanja
zona sanitarne zastite navedenih pojava, odnosno neophodno je spreciti kontaminaciju
vodnih resursa kontaminantima antropogenog porekla. Takode, ne treba zanemariti ni pojave
za koje je detektovan nizak stepen biohemijske aktivnosti konzorcijuma denitrifikacionih
bakterija (Selters Banja, Slankamen Banja i Velika Vrbnica) (Tabela 4.2).

Posebnu paznju u uslovima daljeg koriS¢enja, bilo da mineralne vode imaju primenu u
balneoterpijskoj profilaksi ili se koriste u svrhe flasiranja (pi¢a), zasluzuju pojave u Tordi,
Velikoj Vrbnici, Obrenovackoj Banji i Lomnici, budu¢i da postoji potencijalni zdravstveni rizik
prilikom njihovog kori$¢enja (Slika 4.10). Takode, Saraba & Obradovi¢ (2019a) ukazuju na
minimalni zdravstveni rizik mineralnih voda Vrnjacke Banje i Metkovica, zbog detektovane
flore anaerobnih i gvozdevitih bakterija na granici limita detekcije u okviru IRB i DN BART
biodetektora. Saraba et al. (2018b) i Saraba & Obradovi¢ (2019b) ukazuju da ipak postoji
minimalni zdravstveni rizik, iako na skali rizika primenom softvera BART-Soft v6 pokazuje
nulti stepen, za pojave mineralnih voda u Selters Banji i Slankamen Banji, buduéi da
detektovana bakterijska flora koja indukuje razvoj procesa biokorozije i biohemijske
inkrustacije, u odgovaraju¢im uslovima moze da predstavlja i potencijalni zdravstveni rizik.

Bez obzira na negativan nalaz ciljanih fizioloSkih grupa mikroorganizama ispitivanih
pojava Radaljske Banje (Saraba et al., 2018c) i Metkovi¢a (Saraba et al.,, 2018c; Saraba &
Obradovi¢, 2019a), izvesno je da u mikroflori navedenih pojava mogu biti prisutni
predstavnici mikrobioloskog diverziteta koji nisu bili obuhvaceni izabranim tipovima BART
biodetektora, u okviru kojih je favorizovan razvoj i oporavak odredenih grupa
mikroorganizama. Detektovani predstavnici ciljanih fizioloSkih grupa mikroorganizama u
mikroflori ispitivanih pojava zasluzuju posebnu paZnju u uslovima viSenamenskog koriséenja
mineralnih voda i njihove odrZive eksploatacije, bududi da usled intenzivnog razvoja bakterija
sposobnih da ucestvuju u procesima transformacije jedinjenja gvozda i mangana, formira se
Zuta-braon prevlaka na filterima bunara (Dimki¢ & KneZi¢, 2012). Proces precipitacije gvozda
iz vode intezivira se usled prisustva gvozdevitih bakterija (Majki¢, 2013), narocito u uslovima
sa poviSenom koncentracijom trovalentnog gvozda (Cullimore, 2008). Kao posledica
metabolickih aktivnosti gvozdevitih bakterija, naroCito vrste Gallionella ferruginea, cesto
dolazi do znacajnog opadanja kapaciteta bunara (Dragisi¢ & Zivanovi¢, 2014). Formiranje
taloga na bunarima odvija se usled produkcije EPS-a od strane gvozZdevitih bakterija na koji se
lepe gvoZde-oksihidroksidi, pri ¢emu matriks gvoZde-oksihidroksida i sluzi kolmira
prifiltrarsku zonu bunara i samu filtarsku konstrukciju. Sluz-produkujuée bakterije iz roda
Pseudomonas utiCu na razvoj gvozde-oksidujucih bakterija, budu¢i da Pseudomonas bakterije
nastanjuju bunarsku Kkonstrukciju i samu zonu bunara, potom omogucavajuéi razvoj
filamentoznih gvozde-oksidujucih bakterija (Majki¢, 2013). Osim toga, poznato je da gvoZde-
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redukujuce i mangan-oksidujuce bakterije mogu da indukuju razvoj procesa korozije (Tasi¢
et al,, 2016).

Prema Majkic¢ (2013), razvoj signaturne reakcije FO ukazuje na redukcione uslove, dok
razvoj CL reakcije ukazuje na oksi¢ne uslove (Cullimore, 1999). Takode, Majki¢ (2013)
ukazuje da ukoliko je prvo primecen razvoj signaturne reakcije CL, a potom FO, dominantne
su aerobne vrste sa podredenim prisustvom i nekih anaerobnih oblika, dok u obrnutom
sluc¢aju (FO-CL), konzorcijum se definiSe kao dominantno anaerobni sa mogu¢im prisustvom
nekih aeroba. Imajuci u vidu prethodne navode, zakljucuje se da u okviru mineralnih voda
Brestovacke Banje vladaju redukcioni uslovi, buduci da je uocen razvoj signaturne reakcije FO,
odnosno u okviru mineralnih voda Slankamen Banje i Selters Banje vladaju oksi¢ni uslovi,
bududi da je uocen razvoj signaturne reakcije CL. Takode, zakljucuje se da je u mineralnim
vodama Torde i Obrenovacke Banje dominantna zajednica anaerobnih bakterija (Slika 4.8a).

Vazno je napomenuti da je gvozde bitna supstanca za sve Zive organizme. Neophodno
je za oCuvanje ljudskog zdravlja i nalazi se u mnogim enzimima: hemoglobinu, mioglobinu, itd.
Medutim, velike koli¢ine gvozda(ll) su otrovne, pri ¢emu usled poviSenog sadrzaja gvozda u
ljludskom organizmu moZe do¢i do oboljenja hemohromatoze. Soli gvoZzda(Ill-IV) su
bezopasne, zato $to ih ljudski organizam ne apsorbuje. Budu¢i da gvoZdevite bakterije
uglavnom karakteriSe sesilni stil Zivota, neophodno je pre uzorkovanja izmeniti standardne
uslove koji vladaju u posmatranoj sredini (na primer, prestanak crpenja voda u toku
vremenskog perioda od jednog dana ili delovanje hemijskim supstancama, na primer
hipohloritom (ClO-) u malim koli¢inama). U suprotnom, mogu se dobiti negativni nalazi
ispitivanih uzoraka, budu¢i da gvoZdevite bakterije nisu direktno prisutne u uzorku voda, ali
su pric¢vrScene za odgovarajucu podlogu (DBI, 2004).

Budu¢i da je sve pojave mineralnih voda, u okviru kojih je detektovano prisustvo
sulfato-redukuju¢ih bakterija, karakterisao razvoj signaturne reakcije BB (Slika 4.8b),
zakljucuje se da je u okviru zajednice sulfato-redukujuc¢ih bakterija bilo dominantno prisustvo
roda Desuflovribrio koji se razvija duboko u slojevima biofilma (DBI, 2004). Osim uloge u
procesu biozarastanja, sulfato-redukujuce bakterije doprinose razvoju korozivnih procesa
(Tasi¢ et al., 2016), odnosno uzorkuju pojavu rupicasto fokusirane korozije Celika (Cullimore,
2008), pri cemu sa aspekta razvoja korozivnih procesa predstavljaju najznacajniju grupu
bakterija budu¢i da uzrokuju i najvete ekonomske gubitke (Blackwood, 2020). Glavni
problemi uzorkovani pojavom gasa vodonik-sulfida u industriji voda podrazumevaju: i) miris
na pokvarena jaja; ii) inteziviranje korozivnih procesa; iii) formiranje crnih sulfidnih taloga,
kao rezultat reakcije vodonik-sulfida sa rastvorenim metalima (Cullimore, 1999). Vodonik-
sulfid je korozivan, toksi¢an i visoko reaktivan (Muyzer & Stams, 2008), te indukuje
elektroliticki oblik korozije, Sto uzrokuje topljenje Celika u rastvorljive proizvode ¢ime dolazi
do pojave curenja (Cullimore, 2008). Korozija izazvana aktivnostima sulfato-redukujucih
bakterija je uglavnom bila shvatana kao rezultat biogeno proizvedenog vodonik-sulfida i
kataliticki aktivnih gvoZde-sulfida nastalih u procesu H2S korozije. Medutim, pored ovih
indirektnih efekata, postoje misljenja o mogucnosti direktne korozivnosti sulfato-redukujucih
bakterija u obliku ,regeneracije” naelektrisanih gvoZzde-sulfida tokom mikrobioloSke
potro$nje vodonika. Sa stopom korozije do 0,9 mm Fe® po godini (35 mil godi$nje [mpi]), Ciste
laboratorijski uzgajane kulture sulfato-redukujuc¢ih bakterija uzrokuju koroziju gvozda u meri
koja odgovara veoma teskim sluCajevima korozije na terenu, odnosno imaju klju¢nu ulogu u
anaerobnoj koroziji (Enning & Garrelfs, 2014). Osim razvoja korozivnih procesa, u bunarima
je zapaZena pojava taloZenja metali¢nih sulfidnih naslaga inkrustacije. Talozi gvozde-sulfida
su Zelatinozni crni talozi koji nastaju u bunarima gde dolazi do meSanja anoksi¢nih
hidrohemijskih zona sa fero jonima i sulfidima (Obradovi¢ et al., 2012). Formiranju biogenih
naslaga gvozde-sulfida doprinosi vrsta Desulfovirbio desulfuricans, pri ¢emu su zabeleZeni
slucajevi pojave sumpora i formiranje greigeita u bunarskim talozima Nemacke kao rezultat
bakterijske aktivnosti (Majki¢, 2013). S druge strane, sulfato-redukujuce bakterije mogu imati
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i pozitivne efekte, usled ,uklanjanja“ teskih metala i sulfata iz njihovog neposrednog
okruzenja (Muyzer & Stams, 2008). Postoje tvrdnje koje ukazuju da sulfato-redukujuce
bakterije mogu biti uzrok nekih oblika karcinoma debelog creva, budu¢i da generisu vodonik-
sulfid koji utice na metabolizam cCelija creva uzrokujudi razlicite bolesti (Kushkevych, 2019).

U bunarima podzemnih voda, sluz-produkujuce bakterije indukuju stvaranje biofilma
na unutrasnjim delovima konstrukcije objekta Sto utice na promenu kvaliteta vode u samom
vodozahvatu. Takode, razvoj biofilma u poroznoj sredini oko bunara moZe uticati na
zaCepljenje pornog prostora, a sastav biofilma zavisi od hemijskih karakteristika podzemnih
voda (ekstrakcioni bunari) ili je rezultatat mesSanja ,upojnih“ i podzemnih voda (injekcioni
bunari) (Cullimore, 2008). Ukoliko je zapaZena pojava biofilma bez primetnih taloga gvozda,
zajednice biofilma karakteriSe odsustvo populacije gvoZzdevitih bakterija koje imaju
sposobnost produkcije sluzi (DBI, 2004). U vodovodnim cevima, pojava biofilma uzrokuje
zdravstvene rizike po potroSace vodnih resursa. U bazenima, osim zdravstvenog rizika,
formiranje biofilma doprinosi naruSavanju estetskih efekata vodenih povrSina. U
kanalizacionim sistemima razvijaju se procesi biodeterioracije, dok u procesu obrade vode
reverznom osmozom, formiranje biofilma utiCe na smanjenu membransku propustljivost i
degradaciju materijala (Montana Satate University, Center for Biofilm Engineering, .
septembar 2020). Takode, pojava biofilma predstavlja izvor hranljivih supstanci koje
uzrokuju ponovni razvoj mikroorganizama u vodi, pri ¢emu je struktura biofilma uslovljena
reZimom tecCenja voda, odnosno turbulentni rezim teCenja uzrokuje formiranje sluzavih i
homogenih biofilmova, koje je teZe ,inaktivirati” u odnosu na biofilmove formirane u
laminarnim uslovima. Efikasnost biocida zavisi od starosti biofilma, kao i njegove hemijske i
fizicke strukture, pri ¢emu aktuelne postojeCe mere podrazumevaju minimiziranje
recirkulacije i potroSnje vode (Coetser & Cloete, 2005). VaZan je i izbor materijala na kome se
biofilm formira. Tako, na elastomernim i plasticnim materijalima (polietilen, silicon, lateks,
PVC, polipropilen) razvijaju se deblji slojevi biofilma u poredenju sa nerdaju¢im celikom,
bakrom, staklom, itd. (Vuki¢ LusSi¢ et al, 2017). Tako, mikrobioloSka aktivnost u okviru
zajednica biofilmova formiranih na metalnim povrSinama utice na kinetiku anodnih i/ili
katodnih reakcija (Beech & Sunner, 2004). Prisustvo biofilmova na metalnim povrSinama
uslovljava razvoj elektrohemijskih rekacija, Sto utice na povecanu stopu korozije materijala i
uslovljava pojavu Stetnih efekata na performanse i integritet materijala. Proizvodi
metabolizma bakterija, kao $to su neorganske i organske kiseline, te isparljiva jedinjenja, kao
Sto je amonijak ili vodonik-sulfid, mogu uticati na medufazne procese izmedu metalnog
susptrata i biofilma (Beech & Sunner, 2007). Poznato je da intenzivniji razvoj korozije
metalnih materijala zapocinje prisustvom bakterija sposobnih da u odgovaraju¢im uslovima
sintetiSu biofilm. Takode, biofilm generisan od strane razlicitih zajednica bakterija ubrzava
proces korozije, kao posledica interakcije razlicitih bakterijskih vrsta sposobnih da uzrokuju
niz biohemijskih rekacija (Tasi¢ et al, 2016). Medutim, podaci u vezi sa korozijom
uzrokovanom EPS-om su veoma opskurni, uprkos dokazima da sam EPS moZe ubrzati reakcije
korozije (Beech et al., 2005). Bakterijski konzorcijumi u sloZenim zajednicama biofilma su u
stanju da katalizuju elektrohemijske procese putem kooperativnog metabolizma na nacin na
koji to pojedinacne vrste ne mogu, zbog ¢ega je mikrobioloSka korozija retko povezana sa
jednom vrstom bakterija. Takode, inhibitorni i agresivni efekti koje bakterijska populacija
ispoljava na reakcije korozije, posledica su sloZenih interakcija izmedu povrSine biofilma i
korozivnih proizvoda na povrSini materijala (Beech & Sunner, 2007). U procesu inhibicije
korozije metalnih materijala znacajna je uloga EPS-a, budu¢i da dekstrani kao sastavni delovi
EPS-a mogu da inhibiraju razvoj procesa korozije metalnih materijala. Generalno, u procesu
inhibicije korozije dejstvom mikroorganizama znacajno je uklanjenje korozivnih agenasa,
formiranje zaStitinog sloja izgradenog od EPS-a, te proizvodnja supstanci koje Stite materijal
od daljeg rastvaranja (Tasi¢ et al., 2016). Takode, biofilmovi se danas efikasno koriste za
uklanjenje organskih supstanci u vodi za pice, u tzv. procesu biofilitracije. Koriste se za
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uklanjenje bioloski hranljivih supstanci u procesima preciS¢avanja otpadnih voda. U oba
slucaja, koristi se bakterijska aktivnost za transformaciju sloZenih organskih jedinjenja u
prostija hemijska jedinjenja koja ispoljavaju manji negativni uticaj na Zivotnu sredinu. Naime,
bakterije u biofilmu su mnogo efikasnije od planktonskih oblika u mnogim sistemima za
preciS¢avanje (Ikuma et al., 2013).

Prema DBI (2004), razvoj signaturne reakcije DO upucuje na zakljuak da su u
konzorcijumu heterotrofnih aerobnih bakterija dominantne populacije fakultativno
anaerobnih heterotrofnih bakterija, dok razvoj signaturne reakcije UP ukazuje na dominantno
prisustvo obligatnih (strogih) aerobnih vrsta u odnosu na pozitivan nalaz fakultativnih
anaerobnih bakterija. Imajué¢i u vidu prethodne navode, zakljucuje se da je u mineralnim
vodama Obrenovacke Banje i Lomnice dominantno prisustvo zajednice fakultativno
anaerobnih heterotrofnih bakterija, u odnosu na mineralne vode Velike Vrbnice, Brestovacke
Banje i Torde, u okviru kojih je dominantno prisustvo obligatnih aerobnih heterotrofnih
bakterija, ¢iji nalaz ujedno sugeriSe i na promenljive oksido-redukcione uslove u ispitivanim
pojavama mineralnih voda. Heterotrofne bakterije nisu indikator patogenosti, mada neke od
njih, kao Sto je Pseudomonas, mogu izazvati infekcije na koZi i plu¢ima, dok drugi predstavnici,
kao Sto je Aeromonas, uzrokuju gastroenteritis (Amanidaz et al, 2015). Takode, odredeni
predstavnici heterotrofnih bakterija smatraju se oportunim patogenima sposobnim da
izazovu oboljenja u organizmu imunokompromitovanih osoba. Ovi mikroorganizmi se mogu
prona¢i u izvorima voda, kao i u preciS¢enim pitkim vodama. NajceS¢i predstavnici
heterotrofnih bakterija koji imaju patogen karakter podrazumevaju Klebisella, Aeromonas i
Pseudomonas (Allen et al., 2004). Rod Pseudomonas obuhvata vecinu fluorescentnih i nekoliko
nefluorescentnih vrsta. Nefluorescentne Pseudomonas vrste Cine P. stutzeri, P. mendocina, P.
alcaligenes i P. pseudoalcaligenes (Botelho & Mendonca-Hagler, 2006), Sto je indikator
moguceg prisustva navedenih vrsta u mikroflori mineralnih voda Obrenovacke Banje, buduci
da je potvrdeno prisustvo nefluorescentnih pseudomonada. S druge strane, u mikroflori
mineralnih voda Torde, Lomnice i Velike Vrbnice, na osnovu prethodno opisanih rezultata,
detektovano je potencijalno prisustvo P. aeruginosa. Brojnost bakterija P. aeruginosa je
pokazatelj prisustva drugih bakterijskih kontaminanata fekalnog porekla, odnosno u slucaju
flasiranih voda pokazatelj oneciS¢enja tokom procesa flasiranja (Mohammadi Kouchesfahani
et al., 2015). Imajuci u vidu prethodne navode, moze se pretpostaviti i prisustvo koliformnih
bakterija u mikroflori mineralnih voda. Takode, promena ukusa i mirisa, te pojava zamucenja
u flaSiranim vodama moZe biti indikator povecane brojnosti P. aeruginosa (Vuki¢ Lusi¢ et al.,
2017), koje pokazuju znatno veci stepen virulentnosti u odnosu na P. fluorescences (DBI,
2004). Kod nekih osoba P. aeruginosa kolonizuje i gastrointestinalni trakt, te je glavni
uzro¢nik hroni¢nih pluénih infekcija pacijenata koji boluju od pneumonije povezane s
medicinskom negom, upale plu¢a povezane s mehanickom ventilacijom, te cisticne fibroze
(Vuki¢ Lusi¢ et al.,, 2017). Bakterije P. aeruginosa, kada je rec¢ o flaSiranim vodama, se mogu
reprodukovati tokom procesa transporta i skladistenja flasiranih voda, te dosti¢i zarazne doze
(Mohammadi Kouchesfahani et al, 2015). Ranije je ustanovljena zavisnost izmedu
kontaminacije rekreativnih, odnosno pija¢ih voda i Pseudomonas bakterija (Mena & Gerba,
2009). Kao stalna mesta Zivljenja P. aeruginosa, izmedu ostalih, navode se banjski bazeni,
toplovodni sistemi, itd., Sto ukazuje na vezu izmedu vrsta Pseudomonas vrsta i mineralnih
voda koje se koriste u banjskim kompleksima (WHO, 2006). Osim zdravstvenog rizika,
Pseudomonas bakterije mogu da indukuju razvoj procesa biokorozije i biozarastanja (DBI,
2004). Rezistenost P. aeruginosa prema hloru definiSe se kao ,srednja”, dok smanjen ucinak
dezinficijensa jeste rezultat afinteta P. aeruginosa prema udruZivanju u zajednice biofilmova,
pri¢vrSujuci se razlicite porvrSine produkcijom EPS-a. Jednom kada se u distributvnoj vodnoj
mrezi formira biofilm, njegovo uklanjenje je veliki izazov, pri cemu je pre samog postupka
dezinfekcije neophodno primeniti biodisperzante ili fizicki ukloniti biofilm (Vuki¢ Lusi¢ et al.,
2017). Bududi da potroSacka potraznja za flaSiranom vodom u Severnoj Americi pokazuje
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stopu rasta od 25%, odnosno u Evropskoj Uniji tokom 2003. godine prijavljeno je 45 L po
glavi stanovnika, mikrobioloSki paramteri kvaliteta flaSiranih voda predstavljaju glavni
problem u vezi sa zdravstvenom bezbednos$¢u potroSaca (Mohammadi Kouchesfahani et al,,
2015). Medutim, ne postoje kriterijumi u vezi sa prisustvom bakterija P. aeruginosa od strane
Svetske zdravstvene organizacije, budu¢i da nije dokazano da vodni resursi predstavljaju
izvor zaraze opSte populacije. Takode, ni Americka Agencija za zaStitu Zivotne sredine (eng.
“U. S. Environmental Protection Agency - U. S. EPA”) u okviru svojih Nacionalnih smernica za
vodu (eng. National Primary Water Regulations, NPDWRs), ne navodi ispitivanje P. aeruginosa,
dok u vodi svakako ne smeju biti prisutni: Cryptosporadium, Giardia lamblia, Legionella,
ukupni koliformi, kao i enteri¢ni virusi (Vuki¢ Lusi¢ et al.,, 2017). Broj kolonija heterotrofnih
bakterija (eng. “Heterotrophic Plate Count - HPC”) predstavlja indikator opSeg ,opterecenja“
aerobnih i fakultativnih anaerobnih bakterija u uzorku vode. Promene vrednosti HPC-a
ukazuju na moguce pogorsanje kvaliteta vode, odnosno u slucaju ,tretiranih” voda na problem
u vezi sa tretmanom obrade ili ukazuju na kvalitet samog izvora vode (Verhille, 2013).
Koncentracija heterofnih bakterija u pija¢éim vodama moZe biti u rasponu od 1 CFU/mL do
preko 10.000 CFU/mL, dok u distributivnoj vodnoj mreZi maksimalno dozvoljen sadrzaj
heterotrofnih bakterija iznosi 500 CFU/mL. Promene u populaciji heterotrofnih bakterija
uzrokuju promenu organoleptickih osobina vode, menjaju¢i joj ukus, boju i miris, te generisu
lepljiv i sluzav sloj, pri ¢emu mogu izazvati koroziju, zaCepljenja, te ukazivati na higijensku
neispravnost vodnih resursa (Amanidaz et al.,, 2015). Dakle, pozitivan nalaz heterotrofnih
aerobnih bakterija u istrazivanim pojavama mineralnih voda ukazuje na moguc¢u promenu
organoleptickih karakteristika voda, potencijalni zdravstveni rizik prilikom njihovog
koris¢enja, te moguéi rizik od razvoja procesa bikorozije i biozarastanja. Sadrzaj
denitrifikacionih bakterija ukazuje na izvesnu koncentraciju nitrata i organskih supstanci, na
anoksicne uslove sredine i izvore kontaminacije predstavljene kanalizacionim sistemima,
skladiStima C¢vrstog optadnog materijala, otpadnim vodama, itd. (DBI, 2004). Bududi da je
pozitivan nalaz denitrifikacionih bakterija potvrden u mineralnim vodama Torde,
Obrenovacke Banje, Lomnice, Velike Vrbnice i Brestovacke Banje, mozZe se pretpostaviti veza
izmedu mineralnih voda i antropogenih izvora zagadenja, odnosno navedene pojave
mineralnih voda zasluZuju posebnu paznju u uslovima odredivanja sanitarnih zona njihove
zasStite. Izrada bunara bez adekvatnih uslova uti¢e na ,ranjivost“ podzemnih ekosistema, pri
cemu je naruSavanje kvaliteta podzemnih voda povezano sa dubinom i vrstom bunara,
upotrebom septickih jama, prisustvom deponija, te nepravilnim odrZavanjem ili napustanjem
bunara (Maran et al,, 2016). U mnogim delovima sveta, sadrZaj nitrata predstavlja ozbiljan
problem prilikom koriS¢enja podzemnih voda. Zbog toga se kao tretman remedijacije koristi
proces bioloske denitrifikacije koji se moZe odvijati u nadzemnim reaktorima ili u izdani (in
situ tretman) (Soaeres, 2000). Studije su ukazale na vezu izmedu unosa nitrata i sindroma
plave bebe (methemoglobinemija) (Doyle et al., 1985; Gomez et al., 2000), koji se redukuju u
nitrite dejstvom bakterija u crevima, da bi potom joni nitrita reagovali sa hemoglobinom u
krvi, transformisuc¢i ga u metahemoglobin, zbog cega se kiseonik ne prenosi u Celijska tkiva,
Sto uzrokuje smrt. Takode, iz nitrata mogu da nastanu i nitrozamini u stomaku (Gémez et al,,
2000), koji mogu da imaju kancerogena svojstva (Pavlini¢ Prokurica et al., 2010). Bioloska
denitrifikacija predstavlja jednu od naprednijih metoda visokih performansi, te je ujedno
jedina selektivna metoda za kompletno uklanjenje nitrata, u okviru koje se nitrati i nitriti
redukuju u azotni oksid i molekularni azot (Gémez et al., 2000). Medutim, mikrobiolosku
denitrifikaciju limitira nedostupnost izvora ugljenika, pri ¢emu je u prirodnim uslovima sam
proces veoma spor i ne moZe da utiCe na redukciju visokih sadrZaja NO3- u podzemnim
vodnim resursima. Stimulisana biodenitrifikacija koncipirana je na principu injektiranja
supstrata organskog porekla u izdan, pri ¢emu organski supstrat intezivira razvoj
denitrifikacionih bakterija, te uti¢e na proizvodnju anaerobnih uslova Sto uzrokuje ,trosenje”
nitata i drugih akceptora elektrona. Umesto injektiranja organskog supstrata, moguce je i
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formiranje bio-reaktivnog zida (Vujasinovi¢ et al., 2014). Takode, vaZno je spomenuti da kao
rezultat denitrifikacije mikroorganizama svakodnevno se oslobada oko 270-330 miliona tona
azota iz vodenih basena i zemljista u atmosferu (Jemcev & Puki¢, 2000).

4.4 FIZICKO-HEMIJSKE ANALIZE MINERALNIH VODA

FiziCko-hemijske analize mineralnih voda Torde, Slankamen Banje, Obrenovacke
Banje, Velike Vrbnice i Lomnice prethodile su izvodenju metabarkoding analiza mikrobioma
istih pojava, koje je ujedno karakterisalo i bogatstvo gvoZdevitih, sulfato-redukujucih, sluz-
produkujucih, heterotrofnih aerobnih, denitrifikacionih i Pseudomonas bakterija detektovanih
BART analizama.

Prema Klasifikaciji lekovitih mineralnih voda na osnovu vrednosti temperature i pH
vrednosti (Dragisi¢ & Zivanovié, 2014), pojava mineralnih voda u Obrenovackoj Banji pripada
toplim (subtermalnim) vodama, dok mineralne vode Velike Vrbnice, Lomnice, Slankamen
Banje i Torde pripadaju hladnim vodama. Slabo kiselim mineralnim vodama pripada pojava u
Velikoj Vrbnici, neutralnim pojava u Lomnici, dok slabo alkalnim mineralnim vodama
pripadaju pojave u Slankamen Banji, Obrenovackoj Banji i Tordi. Na osnovu vrednosti ukupne
mineralizacije, braki¢nim vodama pripadaju podzemne (mineralne) vode sa veli¢inom ukupne
mineralizacije od 1.000 - 10.000 mg/L (Dragis$i¢ & Zivanovi¢, 2014), odnosno sve istraZivane
pojave se mogu svrstati u navedenu kategoriju, budu¢i da su vrednosti ukupne mineralizacije
bile u naznacenom dijapazonu. Elektroprovodljivost, kao svojstvo mineralnih voda koje zavisi
od sadrZaja i oblika rastvorenih supstanci u vodi, imalo je najve¢u vrednost za pojavu u
Slankamen Banji (elektroprovodljivost: 11.020 pS/cm), a najnizu u Velikoj Vrbnici
(elektroprovoljivost: 2.050 puS/cm), s obzirom na to da je istraZivane pojave karakterisala i
ista gradacija sa aspekta sadrzaja ukupne mineralizacije u vodi (Tabela 4.3).

Sa aspekta karakteristi¢cnog jonskog sastava, povisSene koncentracije katjona Na* iznad
1.000 mg/L zabeleZene su u mineralnim vodama Slankamen Banje i Lomnice, dok su sadrZaji
istog katjona nizi od 1.000 mg/L zabeleZeni u mineralnim vodama Torde, Obrenovacke Banje i
Velike Vrbnice. Sadrzaji katjona Mg?* iznad 100 mg/L zabeleZeni su u mineralnim vodama
Torde, Slankamen Banje, Lomnice i Velike Vrbnice, dok su povisene koncentracije katjona Ca2*
zabeleZene u mineralnim vodama Velike Vrbnice (Ca2* - 331 mg/L). U mineralnim vodama
Lomnice, zabeleZene su i poviSene koncentracije katjona K* (K* - 117 mg/L). Anjoni HCO3- sa
vrednostima iznad 1.000 mg/L su dominirali u pojavama Obrenovacke Banje, Lomnice i
Velike Vrbnice, pri emu je njihov poviSen sadrZaj zabeleZen i u mineralnim vodama Torde.
Anjoni S042- su karakterisali pojavu u Tordi (SO42- - 1.380,3 mg/L), dok su anjoni Cl- bili
najzastupljeniji u mineralnim vodama Slankamen Banje (Cl- - 4.615 mg/L) (Tabela 4.3).

U okviru metala, zabeleZene su poviSene koncentracije Li u mineralnim vodama
Lomnice (Li - 5,2 mg/L), kao i koncentracije Sr u Slankamen Banji (Sr - 13,1 mg/L), Ciji
sadrzaj iznad 1 mg/L je zabeleZen i u mineralnim vodama Obrenovacke Banje, Lomnice i
Velike Vrbnice. Koncentracije Fe iznad 1 mg/L karakterisale su pojavu u Obrenovackoj Banyji,
dok je ostale pojave karakterisao nizak sadrzaj Fe. Nizak sadrzaj Mn karakterisao je sve
istrazivane pojave, dok je u mineralnim vodama Torde detektovano i prisustvo Se u izuzetno
niskim koncentracijama. NajviSe koncentracije B zabeleZene su u mineralnim vodama
Lomnice (B - 19,3 mg/L), a potom u Slankamen Banji, Obrenovackoj Banji i Tordi, dok je nizak
sadrZaj B karakterisao mineralne vode Velike Vrbnice. Visok sadrzaj F karakterisao je pojavu
u Obrenovackoj Banji (F - 1,68 mg/L), dok je poviSen sadrzaj | karakterisao mineralne vode
Slankamen Banje (J - 5,7 mg/L), odnosno koncentracije istog jona ispod 2 mg/L karakterisale
su pojave u Tordi, Lomnici i Velikoj Vrbnici. Nizak sadrZaj NO2- karakterisao je sve istrazivane
pojave, dok su izuzetno poviSene koncentracije NH3 zabeleZzene u mineralnim vodama
Slankamen Banje (NHs - 83,8 mg/L) i Obrenovacke Banje (NHs - 24 mg/L). U okviru gasnog
sastava, zabeleZen je izuzetno visok sadrZzaj slobodnog CO2z u mineralnim vodama
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Lomnice(CO2 - 786,6 mg/L), nakon Cega sledi pojava u Velikoj Vrbnici, dok je nizak sadrzaj
slobodnog CO:2 karakterisao mineralne vode Torde, Slankamen Banje i Obrenovacke Banje.
Nizak sadrZaj H2S karakterisao je sve istraZivane pojave mineralnih voda (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 Rezultati fizicko-hemijskih analiza istrazivanih pojava mineralnih voda
(Gradski zavod za javno zdravlje, Beograd, 2019/20)

Ispitivani parametri Torda Slankamen Obrenoyaéka Lomnica Velil.<a
Banja Banja Vrbnica
OSNOVNE FIZICKO-HEMIJSKE VELICINE
Temperatura (°C)* 11,0 18,4 30,6 13,0 12,0
Suvi ostatak na 105°C (mg/L) 2.207 7.440 1.730 4.700 1.530
pH 7,9 7,6 7,9 6,8 6,5
Boja (°Co-Pt skala) <5 <5 60 <5 <5
Boja prividna (°Co-Pt skala) 10 10 80 5 5
Miris Na kupus Na naftu Na amonijak Na naftu Bez
Oksidabilnost (mg/L) 1,8 22,6 / 0,9 1,3
Eleketroprovoljivost (uS/cm) 4.550 11.020 2.290 6.400 2.050
MAKROKOMPONENTE (mg/L)
Katjoni
Na* 984 2.452 492 1.712 132
K+ 0,956 30,4 22,4 117 17
Mg2+ 169 107 8,41 109 137
Caz+ 46,1 198 10,1 163 331
Anjoni
HCOs 629,9 272,7 1.476,20 4.648,20 1.714,1
S04 1.380,3 3,5 1,2 217,6 66,8
Cl- 255,6 4.615 74,2 2201 85,2
NOs- 39,4 13,4 3,8 6,8 12,8
MIKROKOMPONENTE (mg/L)
Li 0,037 0,808 0,689 5,2 0,292
Sr 0,862 13,1 1,47 2,18 1,37
Se <0,001 / / / /
Mn <0,001 0,028 0,032 0,278 0,005
Fe 0,01 <0,010 1,17 0,029 <0,010
B 2,36 9,83 2,87 19,3 0,743
F 0,423 0,025 1,68 0,352 0,21
] <2 5,7 0,5 <2 <2
NOz 0,012 0,036 <0,007 <0,007 <0,007
NH3 <0,05 83,8 24 <0,05 0,14
GASOVI (mg/L)
Slobodni CO2 <0,5 9,4 <0,5 786,6 46,2
H2S <0,04** <0,04** <0,04*** <0,04** <0,04**

parametra.
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Uzrok poviSene temperature mineralnih voda Obrenovacke Banje moZe biti rezultat
regionalnih i lokalnih geotermalnih anomalija podrucja banje, u vidu povecanog geotermskog
stepena, odnosno rezultat uticaja dubokih struktura, tj. paleoreljefa (Filipovi¢ & Stevanovic,
1987). PoviSen sadrzaj Li u mineralnim vodama Lomnice je verovatno rezultat litoloskog
sastava podinskih naslaga predstavljenih kristalastim Skriljcima sa interklacijama granitoida
u okviru Krusevackog basena (Proti¢, 1995; Saraba & Dimki¢, 2019a, 2019b), s obzirom na to
da je najveca zastupljenost Li upravo u granitima i mineralima stena nastalih u poslednjoj fazi
kristalizacije magme, kao S$to su minerali pegmatita (Petrovic¢ et al., 2012). GenealoSko poreklo
Sr moZe da se vezuje za glinovito-karbonatne stene, koje uz gipsonosne naslage sadrze i
najvece koli¢ine Sr (Dimitrijevi¢, 1988), imajudi u vidu ¢injenicu da je izdan mineralnih voda
na lokalitetu Slankamen Banje formirana u miocenskim sedimentima (Tomi¢ & Lazi¢, 2017),
odnosno izdan na lokalitetu Obrenovacke Banje formirana u okviru badenskih i sarmatskih
naslaga krecnjaka, peskova, itd. (Filipovi¢ & Stevanovi¢, 1987), bududi da je u navedenim
pojavama zabeleZen i poviSen sadrZaj Sr. Joni B se taloZe u naslagama evaporita (u kojima se
taloZe i joni J) ili se mineralne vode obogacuju jonom B iz neogenih sedimenata, odnosno
peScara i glinaca koji sadrZe borni mineral sirlezit (Petrovic et al,, 2012). Tercijarni sedimenti
KruSevackog basena, kome pripada pojava mineralnih voda Lomnice sa poviSenim sadrzajem
B, pocinju konglomeratima, da bi se potom u vertikalnom profilu smenjivali glinci, laporci,
gline, Sljunkovi i peskovi, koji su mestimi¢no zastupljeni u razliitim proporcijama.
Registrovane su i tercijarne naslage izgradene od plasticnih masnih glina do peskova i
glinovitih peskova (Milojevi¢, 1964), pri Cemu je litoloSki sastav tercijarnih sedimenata
verovatno i uzork poviSenog sadrzaja B navedene pojave. S druge strane, sarmatski i drugi
tercijarni slojevi na lokalitetu Slankamen Banje formirani su u salinskoj faciji (Leko et al.,
1922), Sto moZe biti uzrok poviSenog sadrzaja B u ispitivanom uzorku mineralne vode.
PoviSen sadrZaj jona F- moZe biti indikator cirkulacije voda iz dubljih delova terena, duz
sistema raseda i pukotina, kojima cirkuliSu hidrotermalni rastvori koji prinose rastvorene
supstance u mineralne vode. Nosioci fluora su minerali apatit, biotit i fluorit koji se najc¢esce
javljaju u granitoidnim stenama (Petrovi¢ et al, 2012), pri ¢emu je na Sirem pordrucju
Obrenovca registrovano postojanje brajkovackog granitoida (Filipovi¢ et al., 1971). Izvor jona
J- moZe da bude rezultat uticaja morske vode koja sadrzi velike koli¢ine jona J-, pri ¢emu je
isuSivanje Panonskog mora dovelo do taloZenja jona ]J- na njegovim obodnim delovima
(Petrovi¢ et al., 2012), Sto moZe da objasnjava i njegov poviSen sadrZaj u mineralnim vodama
Slankamen Banje i Torde, koje se vezuju za Panonski basen, odnosno nekadasnje istoimeno
more. Badenske naslage Obrenovacke Banje vezuju se za morske lagune, sa slabijom
cirkulacijom morskih voda, $to je uticalo i na izraZenije procese truljenja morskih organizama,
zbog Cega su nitrifikacioni procesi nakon formiranja badenskih naslaga imali znacajnu ulogu,
uzrokujuéi truljenje organizama, te formiranje biogenih supstanci iz belancevina, odnosno
amonijum-jona (Filipovi¢ & Stevanovi¢, 1987), Sto rezultuje i poviSenim sadrZajem NHs u
mineralnim vodama Obrenovacke Banje. CO2 u mineralnim vodama Lomnice nastaje putem
termometamorfnih procesa u kristalastoj podlozi koji su izazvani granitoidnom intuzijom,
probijaju¢i se iz serije kristalastih Skriljaca sa ve¢ih dubina kroz tercijarne sedimente
(Milojevi¢, 1964; Proti¢, 1995; Marinkovi¢, 2014).

Takode, hemijski sastav mineralnih voda prikazan je hidrohemijskim dijagramima, koji
direktno ukazuju na osnovni jonski tip mineralnih voda. Tako, na Slici 4.11 prikazani su
dijagrami radijalnih koordinata hemijskog sastava ispitivanih pojava, koji posredno ukazuju i
na vrednost ukupne mineralizacije mineralnih voda. Zakljuc¢uje se dominantan sadrzaj jona
Na* + K* za pojave u Obrenovackoj Banji, Lomnici, Slankamen Banji i Tordi, dok je za pojavu u
Velikoj Vrbnici dominantan sadrzZaj jona Ca?*. Pojavu u Slankamen Banji karakteriSu i izvesni
sadrZaji jona Ca2* i Mg2*, dok su za pojavu u Tordi zabeleZeni samo poviSeni sadrZaji jona
Mg2+, nakon jona Na*+ K*. Pojave u Obrenovackoj Banji, Velikoj Vrbnici i Lomnici karakterisSe
dominatan sadrZaj jona HCOs3-, dok pojavu u Slankamen Banji karateriSu poviSene
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koncentracija jona Cl-, pri ¢emu su poviSene koncentracije jona HCO3- i SO42- karakteristi¢ne za
pojavu u Tordi. Takode, zakljucuje se da najvise vrednosti ukupne mineralizacije imaju pojave
u Slankamen Banjii Lomnici, nakon Cega slede pojave u Tordi, Velikoj Vrbnici i Obrenovackoj
Banji.

ca** Na‘'+ K* Ca** Na‘*+ K* Cca®* Na‘'+K'

o

mg?* HCO, mg** HCO, mg?* HCO,4
c S0 cr S0 cr 50,*
L > L L
0 15 30 45 mgekv 0 50 100 150 mgekv 0 10 20 30 mgekv
d e
ca** Na‘'+ K* Ca** Na‘*+ K*
mg** \/<& HCO, mg** HCOy4
cr S0,% cr S0,*
L L L
0 30 60 90 mgekv 0 10 20 30 mgekv

Slika 4.11 Dijagrami radijalnih koordinata ispitivanih pojava mineralnih voda*
*a - Torda; b. Slankamen Banja; c. Obrenovacka Banja; d. Lomnica; e. Velika Vrbnica.

Na Slici 4.12 prikazan je Pajperov dijagram hemijskog sastava ispitivanih pojava, koji
ukazuje na osnovni jonski tip mineralnih voda. Tako, HCO3 - Na mineralnim vodama
pripadaju pojave u Obrenovackoj Banji i Lomnici, HCO3 - Mg, Ca, Na pripada pojava u Velikoj
Vrbnici, Cl - Na pojava u Slankamen banji, dok SO4, HCO3 - Na, Mg mineralnim vodama pripada
pojava u Tordi.
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Slika 4.12 Pajperov dijagram hemijskog sastava ispitivanih pojava mineralnih voda

Legenda: 1 - Torda; 2 - Slankamen Banja; 3 - Obrenovacka Banja; 4 - Lomnica; 5 - Vrelika Vrbnica.

4.5 METABARKODING ANALIZE MINERALNIH VODA

IzvrSeno je ispitivanje prostorne dinamike mikrobioloskih zajednica i njihovog
bogatstva u okviru pet razli¢itih uzoraka mineralnih voda (Torda, Slankamen Banja,
Obrenovacka Banja, Velika Vrbnica i Lomnica), primenom sekvenciranja naredne generacije.
Meren je prinos DNK analiziranih uzoraka, pri ¢emu je koncentracija DNK bila u intervalu
izmedu 19 ng/uL i 49 ng/uL. Razmatrane su samo sekvence iznad 50 nt za dalju analizu.
Indeksi bogatstva mikroorganizama i alfa-diverziteta prikazani su u Tabeli 4.4 na nivou
razdela, familije i roda, za svaki pojedinac¢ni uzorak mineralnih voda.

Prema opisanim indeksima diverziteta (Chaol, ACE, Shannon, Fisher i Simpson),
mineralne vode Lomnice i Slankamen Banje karakterisao je bogat alfa-diverzitet vrsta (Saraba
et al, 2019b, 2019c). Medutim, alfa-diverzitet, uzimajuc¢i u obzir taksonomske kategorije
razdela, familije i roda, ukazivao je da je mineralne vode Slankamen Banje ipak karakterisao
bogatiji alfa-diverzitet. Zatim je na osnovu alfa-diverziteta sledila pojava u Tordi, uzimajuci u
obzir indeks FisherAlpha, dok je oskudniji alfa-diverzitet karakterisao mineralne vode Velike
Vrbnice i Obrenovacke Banje. Medutim, na osnovu Shannon-ovog i Simpsonovog indeksa
bogatiji alfa-diverzitet karakterisao je mineralne vode Velike Vrbnice u odnosu na pojave u
Tordi i Obrenovackoj Banji (Tabela 4.4). Detektovano bogatstvo bakterijskih zajednica prema
OBS-u, ukazalo je na najvece bogatstvo bakterija u mineralnim vodama Slankamen Banje i
Lomnice, narocito na nivou roda. Uzimajuéi u obzir indekse Chaol i ACE, ustanovljena je
pozitivna korelacija izmedu zapaZenog i procenjenog bogatstva u svim taksonomskim
kategorijama. Generalno, i diverzitet i bogatstvo moguce je predstaviti sledecom relacijom:
Slankamen Banja>Lomnica>Torda>Velika Vrbnica>Obrenovacka Banja, Sto je u skladu sa
svim primenjenim indeksima.
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Tabela 4.4 Procena mikrobioloSkog diverzitata na osnovu indeksa mikrobioloskog bogatstva
i alfa-diverziteta

Mineralne vode Razdeo/Familija/Rod
Shannon | Simpson | InvSimpson | FisherAlpha | OBS* | CHAO1 | CHAO1.SE | ACE | ACE.SE

0,07 0,02 1,02 0,53 4 4 0 4 0,87

Torda 0,62 0,26 1,35 1,74 11 11 0,12 11,39 1.6

0,63 0,26 1,35 1,93 12 12 0,12 12,36 | 1,64
1,52 0,66 2,92 3,59 36 36 0 36 2,07

Slankamen Banja 325 0,92 12,65 26,97 216 216 0 216 7,08
3,38 0,92 13,15 34,82 270 270 0 270 8,02
1,03 0,42 1,71 3,25 30 30 0 30 2,32

Lomnica 2,25 0,66 2,96 30,24 212 212 0 212 7,27
2,39 0,67 3,01 35,64 244 244 0 244 7.81

0 0 1 0,18 1 1 0 ND ND

Velika Vrbnica 0,68 0,49 1,96 0,44 2 2 0 ND ND
091 0,55 2,24 0,74 3 3 0 3 0,82

. 0 0 1 0,12 1 1 0 ND ND
Obrgr;‘r’l}’:‘:ka 0,41 0,24 1,32 027 2 2 0 ND | ND
0,46 0,25 1,33 0,43 3 3 0 3 0,82

*OBS - Procenjeno bogatstvo vrsta (eng.

detected - ND”).

“Observed species richness - OBS”); ND - Nije detektovano (eng. “Not

Analiza glavnih komponenti (PCoA) predstavlja prikaz odnosa razliCitosti beta-

diverziteta izmedu ispitivanih uzoraka mineralnih voda (Slika 4.13). U sluc¢ajevima u kojima
su relativne udaljenosti priblizne, moguce je zakljuciti da bakterijske zajednice dve odabrane
pojave karakteriSe priblizan bakterioloski sastav i da dele zajednicku evolucionu istoriju.
Tako, zakljuCuje se da uzorke mineralnih voda Torde, Velike Vrbnice i Obrenovacke Banje
karakteriSe priblizan diverzitet bakterijskih zajednica. U odnosu na njih, diverzitet bakterija
u uzorcima mineralnih voda Slankamen Banje (B2) i Lomnice (B3) je bio razli¢it na svim
taksonomskim nivoima (s ve¢im vrednostima za Dim1). Uzimajuci u obzir vrednosti Dim2,
uzorci mineralnih voda Slankamen Banjei Lomnice pokazali su ipak manje razlic¢itosti u
bakterijskim zajednicama na nivou familije i roda.

Medutim, hijerarhijska analiza klastera zasnovana na bogatstvu taksonomskih
kategorija, na nivou razdela pokazala je da mineralne vode Torde (B1), Velike Vrbnice (B4) i
Obrenovacke Banje (B5) pokazaju slicnost bakterijskih zajednica, odnosno manju razlicitost
u odnosu na uzorke mineralnih voda Lomnice (B3), dok su mineralne vode Slamnkamen
Banje (B2) bile najudaljenije. Na nivou familije, ustanovljena je klasterizacija izmedu uzoraka
mineralnih voda Lomnice, Velike Vrbnice i Slankamen Banje, dok su mineralne vode Torde i
Obrenovacke Banje bile najudaljenije. Medutim, na nivou roda najveca sli¢nost potvrdena je
izmedu mineralnih voda Slankamen Banje i Lomnice, kao i Torde i Obrenovacke Banje, dok
se mineralne vode Velike Vrbnice razlikuju od Cetiri preostala uzorka (Slika 4.14).
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Slika 4.13 Analiza glavnih komponenti bakterijskog sastava pet razlicitih uzoraka mineralnih voda na na nivou razdela, familije i roda
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Slika 4.14 Klaster analiza bakterijskog sastava mineralnih voda Torde (B1), Slankamen Banje (B2), Lomnice (B3), Velike Vrbnice (B4) i

Obrenovacke Banje (B5) na na nivou razdela, familije i roda*

*Dendogrami ukazuju na au i bp rezultate (p-vrednosti), pri ¢emu su vrednosti au (crvena boja) , priblizno nepristrasne” p vrednosti, dok su bp (zelena boja) vrednosti
,verovatnoce pokretanja” i manje su ta¢ne od vrednosti au. Podaci podrzavaju klastere sa visokim au vrednostima (295%). Crveni okviri ukazuju na priblizno
nepristrastne p-vrednosti vece od 95%.
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4.5.1 Sastav mikrobioloskih zajednica

Sa ciljem utvrdivanja bakterijskih taksona u odabranim pojavama mineralnih voda,
16S rDNK sekvence su klasifikovane prema referentnoj bazi podataka podataka SILVA. Pored
domena bakterija, arheje, iako u niskom procentu, bile su najzastupljenije u uzorcima
mineralnih voda Torde (0,31%) i Lomnice (1,26%). Rezultati razdela i familija za pojave u
Tordi (B1), Slankamen Banji (B2), Lomnici (B3), Velikoj Vrbnici (B4) i Obrenovackoj Banji
(B5) prikazani su na Slici 4.15 i u sklopu Priloga 1 i 2, pri ¢emu su rezultati metabarkoding
analiza mikrobioma ispitivanih pojava pokazali da je od detektovanih razdela najdominantniji
bio razdeo Proteobacteria u mineralnim vodama Torde, Velike Vrbnice i Obrenovacke Banje.
Prema Sarabi & Dimki¢u (2019a), u mineralnim vodama Velike Vrbnice i Obrenovacke Banje
to je ujedno bio i jedini detektovan razdeo. Pored dominatnog prisustva razdela
Proteobacteria, u uzorku mineralnih voda Torde zabeleZena je pojava Planctomycetes razdela.
Najveci broj razdela je bio zabeleZen u mineralnim vodama Slankamen Banje, gde je od 14
identifikovanih razdela utvrdena kodominantna zastupljenost Bacteroidetes i Proteobacteria,
i povetana zastupljenost Epsilonbacteraeota, Firmicutes, Spirochaetes i Acidobacteria.
Relativna zastupljenost razdela Patescibacteria i Chloroflexi, u mineralnim vodama
Slankamen Banje i Lomnice, je bila gotovo podjednaka. Razdeli Cyanobacteria i Actinobacteria
su viSe karakterisali mineralne vode Lomnice, dok su razdeli BRC1, Thermotogae i
Elusimicrobia bili zabeleZeni samo u uzorku mineralnih voda Slankamen Banje. Takode, u
uzorku mineralnih voda Lomnice bio je identifikovan i razdeo Nanoarchaeaeota (0,83%)
(Slika 4.15a).

Na nivou familija, Burkholderiaceae je bila jedina zabeleZzena familija u svim
ispitivanim pojavama mineralnih voda (Slika 4.15b). Prema Sarabi & Dimki¢u (2019a),
zastupljenost familije Burkholderiaceae u mineralnim vodama Velike Vrbnice je iznosila
42,86%, odnosno bila je najveca u odnosu na ostale ispitivane pojave. U mineralnim vodama
Torde, Pseudomonadaceae je bila najzastupljenija uz detektovano prisustvo
Burkholderiaceae, Moraxellaceae i Alteromonadaceae u vecem procentu. U mineralnim
vodama Obrenovacke Banje, familija Moraxellaceae je dominirala sa 85,77% relativne
zastupljenosti (Slika 4.15b). Familija Rhodobacteraceae je bila dominantna u mineralnim
vodama Velike Vrbnice, Slankamen Banje i Lomnice. Najbogatiji diverzitet je karakterisao
mineralne vode Slankamen Banje i Lomnice, sa familijama Gallionellaceae,
Thermoanaerobaculaceae, Flavobacteriaceae, Melioribacteraceae, Anaerolineaceae,
Thiovulaceae, Hydrogenophilaceae, Methylophilaceae, Rhodocyclaceae i Methylomonaceae.
Takode, u uzorku mineralnih voda Slankamen Banje su bile detektovane jedinstvene familije -
SM1HO02, Rikenellaceae, Methylophagaceae, Peptococcaceae, Terasakiellaceae,
Sedimenticolaceae, Spirochaetaceae, Magnetospiraceae, Leptospiraceae i Fervidobacteriaceae.
U mineralnim vodama Lomnice je u manjem procentu zabeleZeno prisustvo familije
Gallionellaceae (1,83%) i Burkholderiaceae (4,64%) iz klase Gammaproteobacteria (Saraba et
al, 2019b; Saraba & Dimki¢, 2019b). Dalje, u uzorku mineralnih voda Lomnice su
neidentifikovane Incertae Sedis familije iz reda Rhizobiales, Cyanobacteriaceae, Candidatus
Uhrbacteria i Nitrosomonadaceae bile jedine detektovane u ovom uzorku sa viSe od 0,50%
relativne zastupljenosti.
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Mineralne vode
a B1 B2 B3 B4 BS
Proteobacteria
Planctomy cetes
Bacteroidetes
Patescibacteria
Epsilonbacteracota
Chloroflexi
Firmicutes
Spirochaetes
Acidobacteria
BRC1
Elusimicrobia
Thermotogae
Cyanobacteria
Actinobacteria
Archaea_ Nanoarchaeaeota

Razdeli

Pseudomonadaceae
Burkholderniaceae
Moraxellaceae
Alteromonadaceae
Reyranellaceae
Rhodobacteraceae
SM1H02

Rikenellaceae
Methylophilaceae
Flavobacteriaceae
Methylophagaceae
Rhodocyclaceae
Melioribacteraceae
Gallionellaceae
Terasakiellaceae
Anaerolineaceae
Sedimenticolaceae
Candidatus Wolfebacteria
Peptococcaceae
Arcobacteraceae
Candidatus Dojkabacteria WS6
Candidatus Kerfeldbacteria
Methylomonaceae
Leptospiraceae
Thiovulaceae

Familije

Aminicenantes bacterum Zastupljenost

I NajniZa vrednost

Srednja vrednost

Lineage IV
Spirochaetaceae
Fervidobacteriaceae
Thermoanaerobaculaceae
Hydrogenophilaceae
Magnetospiraceae
Rhizobiales Incertae Sedis
Cyanobacterniaceae
Candidatus Uhrbacteria
Nitrosomonadaceae

; Najvita vrednost
Archaca__ Woesearchaeia G mednos

Slika 4.15 Relativna zastupljenost bakterija i arheja procenjana na osnovu 16S rDNK sekvenci
genoma na nivou razdela (a) i familije (b)*

*U obzir su uzeti samo taksoni zastupljeni iznad 0,5% u mineralnim vodama Torde (B1), Slankamen Banje (B2),
Lomnice (B3), Velike Vrbnice (B4) i Obrenovacke Banje (B5).
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Imaju¢i u vidu razliCitosti u celokupnom diverzitetu, razli¢iti rodovi bakterija
dominiraju u zajednicama mineralnih voda Srbije (Slika 4.16 i Prilog 3). Ovi rezultati su u
pozitivnoj korelaciji sa prethodno uoenom prostornom dinamikom razdela i familija.
Konkretno, Pseudomonas je bio najzastupljeniji rod u uzorku mineralnih voda Torde (86%),
dok je Acinetobacter, predstavnik familije Moraxellaceae, bio dominantan u uzorku mineralnih
voda Obrenovacke Banje (86%), te je u manjoj meri bio prisutan u uzorcima mineralnih voda
Torde i Lomnice. Rodovi, kao Sto su Limnobacter (7%) i Rheinheimera (2%) (sa odredenom
vrstom R. aestyarii), bili su karakteristini predstavnici uzorka mineralnih voda Torde, dok je
Massilia (13%) bio kodominantni rod u uzorku mineralnih voda Obrenovacke Banje. Pored
dominatnog prisustva neidentifikovanih rodova u okviru familije Rhodobacteraceae, u
mineralnim vodama Lomnice, sa relativno ve¢om zastupljenos¢u iznad 1% identifikovani su
rodovi: Maritimimonas, Phreatobacter, Planktosalinus, Acinetobacter, Geminocystis i
Sulfuritalea (Saraba et al., 2019b; Saraba & Dimki¢, 2019b). Uzorak mineralnih voda Velike
Vrbnice uglavnom su Cinile vrste roda Pseudorhodobacter (57%) i Limnohabitans (33%), kao i
predstavnici bakterijskih zajednica povezanih sa familijom Burkholderiaceae u vecem
relativnom obilju, ali nisu bile predstavljene poznatim rodom. Utvrdeni rodovi Maritimimonas
i Planktosalinus iz familije Flavobacteriaceae i Sulfuritalea, bili su relativno zastupljeniji u
mineralnim vodama Lomnice nego Slankamen Banje. U uzorku mineralnih voda Lomnice,
Phreatobacter (familija Rhizobiales Incertae Sedis), Geminocystis PCC-6308 (G. herdmanii PCC-
6308, familija Cyanobacteriaceae), Acidovorax (familija Burkolderiaceae) i Nitrosomonas
(vrsta N. mobilis) su bili jedinstveni rodovi. U uzorku mineralnih voda Slankamen Banje, uz
dominantno prisustvo neodredenog roda iz familije Rhodobacteraceae, u ve¢em procentu
zabeleZene su Chlorobi bakterije (zelene sumporne bakterije) (10%) i bakterije Blvii28
wasterwater-sludge group (10%) iz familije Rikenellaceae. Takode, u uzorku mineralnih voda
Slankamen Banje u vetem procentu bile su zastupljeni rodovi Methylotenera (8%),
Flavobacterium, Melioribacter (5%) (sa odredenom vrstom M. roseus) i Dechloromonas (3%),
dok su rodovi Terasakiella, Sedimenticola (sa odredenom vrstom S. selenatireducens),
Thermincola, Arcobacter, Bellilinea, Methyloprofundus, Sulfurimonas, Aminicenantes,
Fervidobacterium (sa odredenom vrstom F. riparium), Gallionella, Thermoanaerobaculum (sa
odredenom vrstom T. aquaticum), Hydrogenophilus i Magnetovibrio bili relativno zastupljeni u
opsegu izmedu 1-2% (Saraba et al., 2019c¢).
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Slika 4.16 Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na nivou roda predstavljenih putem
Krona interaktivnog prikaza za uzorke mineralnih voda Torde (B1), Slankamen Banje (B2),
Lomnice (B3), Velike Vrbnice (B4) i Obrenovacke Banje (B5)
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U okviru domena bakterija, razdeo Proteobacteria predstavlja najvec¢i razdeo (Madigan
et al.,, 2010) i obuhvata ekoloski, geoloski i evolucijski znacajnu grupu mikroorganizama. Svi
predstavnici razdela pokazuju izuzetnu metabolicku raznovrsnost, ukljucujuci
hemoautotrofne, hemoorganotrofne i fototrofne mikroorganizme, te bakterije od
medicinskog, industrijskog i poljoprivrednog znacaja (Marin, 2015), kao S$to je, na primer, E.
coli (Madigan et al., 2010). Prethodni navodi posredno objaSnjavaju prostornu distribuciju i
najvecu relativnu zastupljenost razdela u razli¢itim tipovima istraZzivanih pojava. Razdeo
Bacteroidetes grupiSe vrste od kojih su pojedine cesto prisutne u salini¢cnim vodenim
staniStima, slatkovodnim sredinama (Dorador et al, 2009) i distributivnim vodnim
postrojenjima (Dunkin et al., 2012). Sposobnost opstanka razdela Patescibacteria u staniStima
podzemnih voda uslovljena je velicinom genoma, ultra-malom velicinom Ccelije, te
sposobnos¢u izbegavanja invazije faga (Tian et al, 2020). Razdeo Chlorlfexi poseduje
biotehnoloski znacaj i potencijal u sistemu preciS¢avanja otpadnih voda, buduci da vrste ovog
razdela doprinose transformaciji organskih supstanci (Nierychlo et al, 2019). Prethodni
navodi posredno ukazuju na povezanost razdela Bacteroidetes, Patescibacteria i Chlorlfexi sa
vodenom sredinom, pri ¢emu nalaz razdela Chlorlfexi zasluZuje posebnu paznju u uslovima
remedijacije kontaminiranih voda. Prisustvo razdela Acidobacteria dokazano je u uzorcima
biofilma postrojenja za preciS¢avanje pija¢ih voda u Pekingu, ¢ija zastupljenost je bila ve¢a u
naslagama biofilma u odnosu na uzorke vode (Li et al., 2017), Sto ukazuje na potencijal
razdela u procesima biozarastanja bunara. Prisustvo Acidobacteria, izmedu ostalog, moZe da
bude i rezultat vertikalnog procedivanja voda iz pli¢ih vodonosnih horizonata, s obziom na to
da su predstavnici razdela Acidobacteria posebno rasprostranjeni u zemljiStu, 20-50% od
ukupne bakterijske zajednice (Costa et al, 2020). Predstavnici razdela Thermotogae su
anaerobi, organotrofi i ¢esto su prisutni u rezervoarima nafte, hidrotermalnim otvorima i
termalnim izvorima. Vecina predstavnika ima termofilni i hipertermofilni karakter, medutim
izolovane su i mezofilne Thermotogae iz naftnih rezervoara i zagadenih sedimenata (Pollo et
al., 2015). Mezofilni karakter razdela Thermotogae potvrduje i njegov nalaz u mineralnim
vodama Slankamen Banje, odnosno prisustvo istoimenog razdela ukazuje na anaerobne ili
lokalno anaerobne uslove u mineralnim vodama Slankamen Banje.

U okviru familija, posebnu paznju zasluzuje nalaz familije Pseudomonadaceae, pri
cemu su fluorescentne i nefluorescentne Pseudomonas vrste izolovane iz prirodnih mineralnih
voda (Leclerc & Moreau, 2002). P. aeruginosa je glavni uzrocnik infekcija uha i folikulitisa, kao
posledica boravka u rekreacionim vodama koje sadrZe P. aeruginosa i Cesto se nalazi u
hidromasaZnim bazenima i kadama sa toplim vodama, ponekad ¢ak u 94-100%, zbog visokoh
temperatura i aeracije koja pogoduje razvoju P. aeruginosa. Rizik kolonizacije od gutanja P.
aeruginosa u vodi je nizak, pri ¢emu su dva slu¢aja u kontaktu sa kontaminiranom vodom
rizi¢na: i) izlaganje koZe u kadama sa toplim vodama; ii) izlaganje plu¢ima ukoliko se udisu
aerosoli (Mena & Gerba, 2009). Takode, Pseudomonas bakterije mogu da indukuju proces
biozarastanja i da budu sastavni deo konzorcijuma heterotrofnih aerobnih bakterija (DB],
2004), odnosno mogu da ucestvuju u procesu denitrifikacije koji se moze odvijati u
kiseoni¢nim i anaerobnim uslovima (Majki¢, 2013). Akceptor elektrona u anaerobnim
uslovima su nitrati, dok je kiseonik akceptor elektrona u aerobnim uslovima (KneZevi¢, 2015).
Sposobnoscu da koriste nitrate (NO3-) umesto kiseonika, vrsta P. aeruginosa moze se razvijati
u mikroaerofilnim i anaerobnim uslovima (Vuki¢ LusSi¢ et al., 2017). Zapravo, moguc¢nost
opstanka Pseudomonas spp. u podzemnim vodama je posledica njihove sposobnosti da opstaju
na razliCitim vrstama organskih supstrata. Takode, ove bakterije ne zahtevaju specijalne
vitamine i aminokiseline za sopstveni razvoj, te uspeSno Koriste razli¢ite izvore ugljenika
(Leclerc & Moreau, 2002). Mogu se razvijati ¢ak i u destilovanoj vodi (Mohammadi
Kouchesfahani et al, 2015). U podzemnim vodama, uglavhom su zastupljene dve grupe
Pseudomonas bakterija. Jednu grupu c¢ine metilotrofi sposobni da oksiduju gas metan
rasprostranjen u anaerobnim zemljiStima, sedimentima i izdanima, Cije generisanje nastaje

135



Rezultati i diskusija

usled redukcije organske mase. Drugu grupu ¢ine pseudomonade koje mogu da se razvijaju u
oksi¢nim okruZenjima sa kocentracijama soli ve¢im od 15% (Cullimore, 1999). U okviru
familije Burkholderiaceae, izolovan je rod Acidovorax, Limnobacter, Massilia i Limnohabitans.
Rod Acidovorax pronaden je u prirodnim mineralnim vodama (Leclerc, 2003) i moZe da
indukuje biozarastanje, odnosno pojedine vrste su oportuni patogeni (Hong et al., 2010).
Vrste roda Limnobacter pronadene su u vulkanskim depozitima, morskoj vodi, itd., te mogu da
ucestvuju u oksidaciji sumpora, oksidativnoj fosforilaciji, etanolnoj fermentaciji i sl. (Chen et
al,, 2016). Rod Massilia prisutan je u slatkovodnim staniStima (Ofek et al., 2012), pri emu su
pojedini predstavnici izolovani iz pija¢ih voda i zemljiSta kontaminiranog teSkim metalima
(White et al., 2011), dok je rod Limnohabitans karakteristiCan stanovnik kiselih i alkalnih
stanista (Hahn et al, 2010). Zakljucuje se povezanost detektovanih rodova sa vodenom
sredinom, odnosno njihov uticaj na kvalitet vodnih resursa, tj. na metamorfozu hemijskog
sastava voda i potencijal u biozarastanju bunara, te mogu¢nost opstanka u netipicnim
uslovima sredine, imajucu u vidu afinitet roda Limnohabitans ka alkalnim i kiselim staniStima,
bas kao Sto su slabo kisele mineralne vode Velike Vrbnice u okviru kojih je detektovan.
Predstavnici roda Acinetobacter, u okviru familije Moraxellaceae, poseduju biotehnoloSki
potencijal u bioremedijaciji kontaminiranih voda, degradaciji petrohemikalija, te mogu da
generiSu sluz, itd. (Teixeira & Merquior, 2014), dok je rod Rheinheimera (sa odredenom
vrstom R. aestuarii), u okviru familije Altermonadaceae, pronaden u morskoj vodi, zemljiStu,
marinskim sedimentima i slatkovodnim staniStima (Baek & Jeon, 2015). Prisustvo familije
Rhodobacteraceae zabeleZeno je u naslagama biofilmova u pe¢ini mineralnog lekovitog izvora
na jugu Nemacke (Karwautz et al,, 2018), pri ¢emu c¢lanovi familije ucestvuju u oksidaciji
sumpora i ugljen-monoksida (Pohlner et al., 2019). Rod Pseudorhodobacter, koji pripada
familiji Rhodobacteraceae, izolovan je iz peskovitih sedimenata (Lee et al., 2016), dok su
predstavnici roda Paracoccus, kao €lana istoimene familije, izolovani iz podzemnih voda (vrsta
P. methylutens) i taloga bunara (vrsta P. denitrificans) (Kelly et al., 2006), Sto objasnjava nalaz
rodova u ispitivanim pojavama mineralnih voda.

U okviru familije Flavobacteriaceae, detektovani su rodovi Maritimimonas,
Planktosalinus i Flavobacterium, pri ¢emu su pojedini ¢lanovi familije izolovani iz slatkovodnih
sedimenata i zemljisSta, (Cousin et al., 2007), te doprinose mineralizaciji organskih supstanci
(Ahmed et al.,, 2007). Predstavnici familije Rhodocyclaceae klasifikovani su kao anoksigeni
fotoheterotrofi, aerobni azoto-fiksatori, te vrste koje razgraduju Sirok spektar izvora
ugljenika, uklju¢ujuéi mnoga aromati¢na jedinjenja. Clanovi familije mogu da koriste nitrate,
perhlorate, hlorate, selen i druge akceptore elektrona. Odredeni predstavnici su sumpor-
oksiduju¢i hemoautotrofi, metilotrofi i anaerobni oblici koji vrSe fermentaciju propionske
kiseline. Clanovi familije rasprostranjeni su u razli¢itim tipovima stani$ta, ukljuc¢ujuéi
zemljiSta, postrojenja za preciS¢avanje optadnih voda, reke, izdani, itd. Vrste koje imaju
sposobnost degradacije aromati¢nih jedinjenja, poseduju biotehnoloski znacaj u
bioremedijaciji zagedenih Zivotnih stanista i biotehnoloSki potencijal u razgradnji organskog
otpadnog materijala (Oren, 2014). U okviru roda Melioribacter, koji pripada familije
Melioribacteraceae, ustanovljena vrsta M. roseus je fakultativno anaerobni umereno termofilni
hemoorganotrof, izolovan iz biofilmova u okviru zona dreniranja termalnih voda (46°C) koje
isticu iz buSotine dubine od 2.775 m (region Tomsk, Rusija) (Podosokorskaya et al., 2013), Sto
objasSnjava nalaz vrste u mineralnim vodama i ukazuje na njen potencijal u procesu
biozarastanja vodozahvatnih objekata. U okviru familija Gallionellaceae, odreden je rod
Gallionella, kome pripada jedna ustavljena vrsta G. ferruginea, koja indukuje formiranje
obrastaja na koje se potom lepe talozi gvozde-hidroksida i drugih metala u tragovima, usled
¢ega moze doci do zaCepljenja bunara. Takode, familija Gallionellaceae poseduje biotehnoloski
znacaj, buduci da se moze koristiti metabolicka aktivnost familije za uklanjenje dvovalnentnog
gvozda iz podzemnih voda (Hallbeck & Pedersen, 2014). Clanovi klase Anaerolineae, kojoj
pripada familija Anaerolineaceae, pronadeni su u podzemnim staniStima, sedimentima, vrelim
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izvorima, aerobnim i anaerobnim biofilmovima, etc. (Yamada et al.,, 2007), Sto objasSnjava
prilagodljivost pripadnicima familije ekosistemu mineralnih voda.

U okviru familije Sedimenticolaceae, odreden je rod Sedimentocola (vrsta S.
selenatireducens) koji je prisutan u morskim i halofilnim vodenim staniStima, gde ucestvuje u
oksidaciji sumpora i sumpornih jedinjenja, dok u anoksi¢nim uslovima i odsustvu svetlosti
moZe Koristiti azotna jedinjenja (D’Angeli et al, 2019). U okviru familije Peptococcaceae,
odreden je rod Thermincola, koji obuhvata anaerobne termofilne vrste koje obavljaju
anaerobnu oksidaciju ugljen-monoksida stvaraju¢i molekulski vodonik i ugljen-dioksid, te kao
staniSte zivota rod Thermincola bira vrele termalne izvore (Sokolova et al., 2005). Nalaz roda
Thermincola u mineralnim vodama Slankamen Banje ukazuje na mogu¢nost opstanka roda i u
drugacijim temperaturnim uslovima, te ulogu roda u biogeohemijskim transformacijama
hemijskih elemenata u ekosistemu mineralnih voda. U okviru familije Arcobacteraceae,
odreden je rod Arcobacter (iji sojevi su izolovani iz postrojenja za preciS¢avanje pija¢ih voda u
Nemackoj i njihovi serotipovi su bili identi¢ni humanim izolatima. Takode, predstavnici roda
Arcobacter izolovani su iz jezera, reka, morskih sredina i podzemnih voda (Collado & Figueras,
2011), dok su predstavnici familije Thiovulaceae ¢esto prisutni u hidrotermalnim otvorima (Li
et al,, 2018). U okviru familije Thiovulaceae, odreden je rod Sulfurimonas, koji objedinjuje
vrste koje oksiduju sumpor (Han & Perner, 2015). Neke vrste roda Sulfurimonas redukuju
nitrate i koriste elektrone iz oksidacije redukovanih neorganskih sumpornih jedinjenja, pri
¢emu skoro sve vrste roda Sulfurimonas mogu Koristiti vodonik kao izvor energije (Li et al.,
2018). Takode, mnoge vrste redukovanih sumpornih jedinjenja, poput elementarnog
sumpora, sulfida, tiosulfata i sulfita mogu posluZiti kao donor elektrona za razvoj roda
Sulfurimonas (Han & Perner, 2015). Zbog niza metabolickih moguénosti, vrste roda
Sulfurimonas mogu uticatu na metamorfozu prvobitnog hemijskog sastava mineralnih voda
formiranog kao rezultat interakcije voda < stena.

S druge stane, pojedini clanovi familije Spirochaetaceae su uzrocnici ozbiljnih
zivotinjskih i humanih bolesti, ukljucujudi sifilis, lajmsku bolest, epidemijsku i endemsku
relapsnu groznicu, leptospirozu, dizenteriju svinja i parodontnu bolest (Karami et al., 2014),
pri ¢emu su spirohete cesto prisutne u podzemnim vodama oneciS¢enim ugljovodonicima,
zbog sposobnosti da razgraduju ugljovodonike ili hlorovana jedinjenja u anoksi¢nim uslovima,
kao Sto su toulen, naftalen, alkani, tereftelat i trihloreten (Dong et al., 2018). Nalaz istoimene
familije, osim indikacije na prisustvo kontaminanata organskog porekla, moZe predstavljati i
indikaciju potencijalnog zdravstvenog rizika podzemnih (mineralnih) voda, imajuci u vidu
patogeni karakter pojedinih ¢lanova familije. Na primerima odabranih pojava mineralnih
voda, u okviru familije Spirochaetaceae, odredeni su rodovi Salinispira, Sediminispirochaeta,
Spirochaeta 2 i Treponema. Prema Karami et al. (2014), predstavnici roda Treponema mogu
uzrokovati sifilis, pintu i groznicu (vrsta Triponema pallidum), te zubne bolesti (vrsta
Triponema denticola), dok Shivani et al. (2017) wukazuje da predstavnici rodova
Sediminispirochaeta i Spirochaeta nemaju patogen karakter. Ben Hania et al. (2015) navode da
rod Salinsipra ima potencijal u formiranju Zuto-narandZastih obrasStaja zbog sadrzaja
karotenoidnih pigmenata, Sto ukazuje na potencijal detektovanog roda u razvoju procesa
biozarastanja u bunarima mineralnih voda. U okviru familije Thermoanaerobaculaceae,
odreden je rod Thermoanaerobaculum sa identifikovanom vrstom T. aquaticum, koja ima
sposobnost redukcije trovalentnog gvozda i cetvorovalentnog mangana (Losey et al., 2013),
zbog Cega prisustvo istoimene vrste moZe uticati na biogeohemijske transformacije hemijskih
elemenata gvoZzda i mangana u mineralnim vodama. Rod Hydrogenophilus i znatno manje
zastupljen rod Thiobacillus odreden je u okviru familije Hydrogenophilaceae. Ve¢ina ¢lanova
familije Hydrogenophilaceae koristi neorganske donore elektrona, kao Sto su redukovana
sumporna jedinjenja ili vodonik i izolovani su iz slatkovodnih stanisSta, vrelih izvora i aerobnih
digestora u tretmanu mulja za obradu vode, pri ¢emu nije ustanovljen patogeni karakter
predstavnika familije (Orlygsson & Kristjansson, 2014), zbog cega nalaz istoimene familije ne
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predstavlja indikaciju potencijalnog zdravstvenog rizika, ali ukazuje na potencijalni rizik od
razvoja procesa biozarastanja.

U okviru familije Magnetospiraceae, odreden je rod Magnetovibrio, sa ustanovljenom
vrstom M. blakemorei, koja poseduje biotehnoloski potencijal za proizvodnju magnetozoma
(Silva et al., 2013), Sto ukazuje na ¢injenicu da mineralne vode, osim standardne primene u u
balneoterpijskoj profilaksi i u svrhe flaSiranja (pi¢a), predstavljaju pogodne sredine za razvoj i
opstanak mikrobioloskog diverzteta sa biotehnoloSkim potencijalom u razli¢itim granama
industrije. Rod Nitrosomonas, sa identifikovanom vrstom N. mobilis, odreden je u okviru
familije Nitrosomonadaceae i ucestvuje u oksidaciji amonijum jona do nitrita (DBI, 2004).
Bakterije roda Nitrosomonas predstavljaju glavne zajednice u bioreaktorima za precis¢avanje
otpadnih voda, odnosno vrsta N. mobilis (Thandar et al, 2016), Sto ukazuje na potencijal
detektovane vrste u bioremedijaciji kontaminiranih voda. Generalno, prisustvo nitrifikujuc¢ih
bakterija u vodama, prema DBI (2004), predstavlja indikator odvijanja aerobnih procesa
razgradnje organskih jedinjenja bogatih azotom, istovremeno ukazuju¢i na potencijal voda u
pogledu zagadenja organskim supstancima iz izvora kao $to su septicke jame, kanalizacioni
sistemi, odlagaliSta industrijskog otpada, itd., Sto indikuje da mineralne vode Lomnice
zasluzuju posebnu paznju sa aspekta odredivanja zona sanitarne zastite. Na slicna stanovista
ukazuju i Stojadinovi¢ & Rasula (1997), koji navode da je u kopanom bunaru na lokalitetu
Lomnice potvrdeno prisustvo mikroflore koja doprinosi zagadenju mineralnih voda, pri ¢emu
treba imati u vidu da otpadne vode izletista Jastrebac i otpadne vode seoskih naselja Lomnice
i Buci ulivaju se direktno u Lomnicku reku, Sto utiCe na zagadenje mineralnih voda kopanog
bunara, kao i urbanizovana sredina u neposrednoj okolini samog izvorisSta. U okviru familije
Rikenellaceae, nekultuvisani rod Blivii28, pronaden je u anaerobnim sistemima za
preciS¢avanje otpadnih voda i slatkovodnim staniStima, pri ¢emu do danas nije zabelezen
nijedan kultivisani predstavnik iz ove grupe. Pripada strogo anaerobnim i mezofilnim
bakterijama koje fermentiSu ugljene hidrate i generiSu vodonik. Medutim, nitrati, sulfati,
sulfiti, tiosulfati, elementarni sumpor i Fe(IlI)-nitrilotriacetat nisu redukovani kao terminalni
akceptori elektrona (Su et al., 2014).

Razlike u mikrobioloSkom sastavu mineralnih voda Slankamen Banje, Velike Vrbnice i
Obrenovacke Banje dobijene na osnovu BART analiza i metabarkoding analiza mikrobioma
mogu biti rezultat vremenske distance prilikom asinhronog uzorkovanja. Osim toga, izvesno
je i da hidraulicka veza mineralnih voda i povrSinskih voda utice na intenzivniji razvoj
mikroorganizama podzemnih staniSta, Sto posredno i objaSnjava najvece bogatstvo alfa-
diverziteta u okviru ispitivanih uzoraka Slankamen Banje i Lomnice potvrdenog na osnovu
metabarkoding analiza mikrobioma, imaju¢i u vidu karakter mineralnih voda Slankamen
Banje i Dunava, odnosno karakter mineralnih voda Lomnice i Lomnicke reke. Uzimajuci u
obzir podatke o bogatstvu mikrobioloSkog diverziteta na osnovu zabeleZenih dominantnih
razdela i familija bakterija u ispitivanim pojavama, te polazeci od klasifikacije mineralnih voda
na osnovu kvalitativnog sastava algi prikaznih u radu Cvijan (1987), primenjen je pribliZan
princip klasifikacije na odabrane pojave mineralnih voda. Tako, mineralne vode Torde, Velike
Vrbnice, Lomnice i Obrenovacke Banje se mogu oznaciti kao Proteobacteria mineralne vode,
dok pojava u Slankamen Banji se moZe oznaciti kao Proteobacteria-Bacteroidetes mineralne
vode. U okviru Proteobacteria mineralnih voda, mogu se oznaciti sledeci tipovi mineralnih
voda: Pseudomonadaceae tip mineralnih voda (Torda), Rhodobacteraceae tip mineralnih
voda (Slankamen Banja i Lomnica), Rhodobacteraceae-Burkholderiaceae tip mineralnih voda
(Velika Vrbnica) i Moraxellaceae tip mineralnih voda (Obrenovacka Banja).
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[zradom predmetne doktorske disertacije nastojalo se ukazati na ulogu i znacaj
mikrobioloskog diverziteta odabranih pojava mineralnih voda, odnosno ustanoviti bogatstvo i
populaciona dinamika mikroorganizama u okviru razli€itih tipova ispitivanih pojava.
Formiranje mineralnih voda, odnosno njihovo isticanje prati kompleksnost (hidro)geoloskih
uslova, Cije koriS¢enje je zasnovano na primeni u balneoterpijskoj profilaksi, zatim u svrhe
pica (flaSiranja), te kao potencijalni hidrogeotermalni resurs.

Na osnovu dobijenih i analiziranih rezultata doktorskog rada, izvedeni su sledeci
zakljucci:

1. Mineralne vode koje karakteriSe specifi¢nost fizicko-hemijskog sastava, ujedno
odlikuje i bogatstvo mikrobioloskog diverziteta. Dakle, kao uobi¢ajeno misljenje
nije ispravno tvrditi da malomineralizovane podzemne vode predstavljaju sredine
intenzivnijeg razvoja i reprodukcije mikroorganizama, budu¢i da izraZene
vrednosti fizicko-hemijskih parametara podzemnih (mineralnih) voda ne
predstavljaju restriktivne uslove za razvoj mikrobioloSkog diverziteta, odnosno
mogu da pogoduju opstanku ekstremofilnih mikroorganizama;

2. Bunari podzemnih (mineralnih) voda podsti¢u razvoj mikrobioloskih zajednica,
budu¢i da njihova izrada u izvesnoj meri doprinosi naruSavanju prirodne
ravnoteZe, Sto za posledicu ima i veée bogatstvo mikrobioloskog diverziteta;

3. Pojave u Bogaticu, Lukovskoj Banji i Vranjskoj Banji karakteriSe intenzivan razvoj
razli¢ito obojenih biofilmova i biomata u matriksu sa naslagama inkrustacije, pri
¢emu procesi biozarastanja i taloZenja mineralnih depozita utiCu na radni vek
bunara;

4. U mikroflori istraZzivanih deset pojava mineralnih voda litosfere Srbije, heterotrofne
aerobne bakterije su bile dominantne u mikroflori tri pojave (Velika Vrbnica,
Obrenovacka Banja i Brestovacka Banja), gvozdevite i sulfato-redukujuée bakterije
u mikroflori dve pojave (gvozdevite bakterije: Slankamen Banja i Vrnjacka Banja;
sulfato-redukujuce bakterije: Selters Banja i Lomnica), sluz-produkujuce bakterije
su dominirale u mineralnim vodama Torde, dok je odsustvo ciljanih fizioloSkih
grupa mikroorganizama karakterisalo dve pojave (Radaljska Banja i Metkovi¢);

5. Rizik od razvoja procesa biokorozije i biohemijske inkrustacije ustanovljen je za
sedam pojava (Torda, Slankamen Banja, Obrenovacka Banja, Selters Banja,
Brestovacka Banja, Velika Vrbnica i Lomnica) od ukupno deset istraZivanih, dok su
mineralne vode u Vrnjackoj Banji, Radaljskoj Banji i Metkovic¢u bile bez rizika od
razvoja procesa biokorozije i biohemijske inkrustacije;

6. Zdravstveni rizik proracunat je za pet pojava (Torda, Obrenovacka Banja, Velika
Vrbnica, Lomnica i Brestovacka Banja), odnosno minimalni zdravstveni rizik za
Cetiri pojave (Slankamen Banja, Selters Banja, Metkovi¢ i Vrnjacka Banja). Za pojavu
u Radaljskoj Banji nije utvrden bilo koji stepen zdravstvenog rizika;

7. Najvece bogatstvo alfa-diverziteta karakterisalo je pojavu u Slankamen Banji, dok je
pojave u Tordi, Velikoj Vrbnici i Obrenovackoj Banji karakterisao pribliZan
diverzitet bakterijskih zajednica i bile su manje razli¢ite u odnosu na mineralne
vode Lomnice, dok su mineralne vode Slankamen Banje na nivou razdela bile

8. Na nivou familija, ustanovljena je klasterizacija za pojave u Lomnici, Velikoj Vrbnici
i Slankamen Banji, dok su mineralne vode Torde i Obrenovacke Banje pokazivale
razli¢itost u odnosu na ostale uzorke. Na nivou roda, najveca sli¢cnost karakterisala
je pojave u Slankamen Banji i Lomnici, kao i Tordi i Obrenovackoj Banji, dok su se
mineralne vode Velike Vrbnice razlikovale od Ccetiri preostale pojave (Torda,
Slankamen Banja, Obrenovacka Banja i Lomnica);

140



Zakljuéci

9. U bakterijskom sastavu mineralnih voda Torde, Slankamen Banje, Lomnice, Velike
Vrbnice i Obrenovacke Banje, najdominantniji razdeo je bio Proteobacteria, a
potom je razdeo Bacteroidetes bio najzastupljeniji. Familije Pseudomonadaceae,
Rhodobacteraceae, Burkholderiaceae i Moraxellaceae su bile najdominantnije u
mikroflori odabranih pojava, odnosno najzastupljeniji rodovi bili su Pseudomonas,
Acinetobacter, Pseudorhodobacter, Limnohabitans, Massilia, itd.;

10. Mineralne vode Torde, Slankamen Banje, Lomnice, Velike Vrbnice i Obrenovacke
Banje karakterisala je visoka vrednost ukupne mineralizacije (iznad 1 g/L), dok je u
nekim od navedenih pojava zabeleZen i izuzetno poviSen sadrzaj COz, kao i poviSeni
sadrZaji hemijskih elemenata Li, Sr, B i ], te jedinjenja NHs, odnosno povisene
koncentracije osnovnih komponenata jonskog sastava (Na*, K*, Ca2+, Mg2+, HCOs,
S04%, Cl);

11. Izvodenjem metabarkoding analiza stekao se detaljan uvid u mikrofloru mineralnih
voda, ¢ime se ustanovilo da odgovaraju¢i predstavnici mogu uticati na starenje
bunara (na primer, rodovi Acidovorax, Salinsipra, Pseudomonas, Melioribacter,
Gallionella, itd.) i doprineti metamorfozi hemijskog sastava mineralnih voda (na
primer, rodovi Gallionella, Blivii28, Nitrosomonas, Thermoanaerobaculum,
Limnobacter, Sedimentocola, Thermincola, Sulfurimonas, itd.), istovremeno
ukazuju¢i na Kkarakteristike mineralnih voda (na primer, rodovi Blivii28,
Thermincola, Sedimentocola, Limnohabitans, itd.). Pored cinjenice da mogu imati
patogen karakter (na primer, rodovi Pseudomonas, Acidovorax, Treponema, itd.), s
druge strane mogu imati moguénost primene u razli¢itim granama industrije, $to se
pokazalo na primeru roda Magnetovibrio. Posebno je uocCen biotehnoloski
potencijal odgovaraju¢ih predstavnika mikroorganizama u tretmanu remedijacije
kontaminiranih voda (na primer, razdeo Chlorlfexi, familija Rhodocyclaceae, te
rodovi Acinetobacter, Nitrosomonaes, itd.);

12. MikrobioloSki parametri predstavljaju kvalitativne komponente podzemnih
(mineralnih) voda, ukazujuci na ekoloski status vodnih resursa, ¢ime su u stanju da
limitiraju moguénost koriS¢enja date pojave, zbog ¢ega moraju biti uzeti u obzir
prilikom projektovanja i odrzavanja izvorista podzemnih (mineralnih) voda, Sto se
pokazalo na primeru roda Nitrosomonas, odnosno vrste N. mobilis;

13. U uslovima viSenamenskog koriS¢enja mineralnih voda u budué¢nosti, neophodno je
primeniti odgovarajuce tretmane revitalizacije vodozahvatnih objekata i/ili
remedijacije mineralnih voda, uz obezbedivanje kontinuiranog monitoringa
odabranih pojava. Time bi se bunari odrzali u stanju maksimalne funkcionalnosti,
bez negativnih efekata mikrobioloskog diverziteta na njihov radni vek, sa
kontinuiranim kapacitetom i sanitarno-higijenskom ispravnos¢u mineralnih voda.

Predmetnim analizama i dobijenim rezultatima stekla se polazna osnova za nastavak
istraZivanja teSko dostupnih podzemnih ekosistema. Takode, odrZavanje vodozahvatnih
objekata u stanju maksimalne funkcionalnosti i definisanje kvalitativnih svojstava podzemnih
(mineralnih) voda predstavlja ,neraskidivu vezu“ sa mikrobioloSkim diverzitetom vodnih
resursa, Cije tumacenje uloge i znacaja identifikovanih taksona u kontekstu podzemnih
(mineralnih) voda i njihovih vodozahvatnih objekata ostaje u domenu biohidrogeologije.
Uzimaju¢i u obzir sve ostvarene rezultate mikrobioloSke karakterizacije podzemnih
(mineralnih) voda, uz ¢injenicu da mikroorganizmi doprinose razvoju procesa koji uticu na
radni vek vodozahvatnih objekata, te definiSu ekoloSki status vodnih resursa, generalni
zakljuc¢ak ove disertacije jeste promovisanje biohidrogeologije za dalja istraZivanja i njena
implementacija u okviru standardne metodike hidrogeoloSkih istrazivanja.
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Prilozi

Prilog 1. Prikaz svih identifikovanih razdela u mineralnim vodama odabranih pojava*

B3 B4 B5

Detektovani razdeli B1 B2

k__Archaea;p_ Crenarchaeota
k__Archaea;p_Diapherotrites
k__Archaea;p__Euryarchaeota
k__Archaea;p_ Nanoarchaeaeota
k_Archaea;p__Thaumarchaeota
k__Archaea;__
k_ Bacteria;p__Acetothermia
k__Bacteria;p__Acidobacteria
k__Bacteria;p__Actinobacteria
k__Bacteria;p_ Armatimonadetes
k__Bacteria;p_BRC1
k__Bacteria;p__Bacteroidetes
k__Bacteria;p__Chlamydiae
k__Bacteria;p__Chloroflexi
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria
k__Bacteria;p__Deinococcus-Thermus
k__Bacteria;p__Dependentiae
k_Bacteria;p__Elusimicrobia
k_ Bacteria;p__Epsilonbacteraeota
k_ Bacteria;p__Firmicutes
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
k__Bacteria;p__Hydrogenedentes
k__Bacteria;p_ Kiritimatiellaeota
k_ Bacteria;p__Latescibacteria
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae
k_ Bacteria;p__Margulisbacteria
k_ Bacteria;p_ Nitrospinae
k_ Bacteria;p_ Nitrospirae
k_ Bacteria;p__ Omnitrophicaeota
k_ Bacteria;p__Patescibacteria
k_ Bacteria;p__Planctomycetes
k_ Bacteria;p__Proteobacteria
k_ Bacteria;p__Rokubacteria
k_ Bacteria;p__Spirochaetes
k_ Bacteria;p__Synergistetes
k_ Bacteria;p__Tenericutes
k_ Bacteria;p_ Thermotogae
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia
k_ Bacteria;p_ WOR-1
k_ Bacteria;p_WPS-2
k_ Bacteria;p_ Zixibacteria

k_ Bacteria;__

Unassigned;__

*Torda (B1), Slankamen Banja (B2), Lomnica (B3), Velika Vrbnica (B4), Obrenovacka Banja (B5).
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Prilog 2. Prikaz svih identifikovanih familija u mineralnim vodama odabranih pojava*

Detektovane familije B1 B2 B3 B4 B5

k_Archaea;p__Crenarchaeota;c_Bathyarchaeia;__;__
k__Archaea;p_ Diapherotrites;c_Micrarchaeia;o__uncultured archaeon;f__uncultured archaeon
k__Archaea;p__Diapherotrites;c_Micrarchaeia;o__uncultured euryarchaeote;f_uncultured euryarchaeote
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Methanobacteria;o_ Methanobacteriales;f_Methanobacteriaceae
k__Archaea;p__Euryarchaeota;c_Methanobacteria;o_Methanobacteriales;f__Methanothermobacteraceae
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Thermoplasmata;o_Marine Group I[;f_uncultured archaeon
k_Archaea;p_Euryarchaeota;c__Thermoplasmata;o__Marine Group II;__
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Thermoplasmata;o__uncultured;f_uncultured archaeon
k_Archaea;p_Euryarchaeota;_;_;__
k__Archaea;p_ Nanoarchaeaeota;c_ Woesearchaeia;o_ uncultured archaeon;f__uncultured archaeon
k__Archaea;p__Nanoarchaeaeota;c_Woesearchaeia;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k__Archaea;p__Nanoarchaeaeota;c_Woesearchaeia;__;__
k__Archaea;p__Thaumarchaeota;c_Nitrososphaeria;o__Nitrosopumilales;f_Nitrosopumilaceae
k_Archaea;_;_;_;_

k__Bacteria;p__Acetothermia;c__Acetothermiia;o__uncultured Chloroflexi bacterium;f_uncultured
Chloroflexi bacterium

k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f _Aminicenantes bacterium clone
OPB95

k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o__Acanthopleuribacterales;f_Acanthopleuribacteraceae
k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o__Holophagales;f_ Holophagaceae
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Subgroup 18;_;__
k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Subgroup 21;_;__

k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Subgroup 6;_;__

k__Bacteria;p__Acidobacteria;c_Thermoanaerobaculia;o_Thermoanaerobaculales;
f _Thermoanaerobaculaceae

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_Acidimicrobiia;o__IMCC26256;__
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Acidimicrobiia;o_ Microtrichales;f_Ilumatobacteraceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o_Microtrichales;f__uncultured
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f_Dietziaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f__Mycobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_Micrococcales;f__Brevibacteriaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Dermacoccaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_Micrococcales;f_Micrococcaceae
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f_Nocardioidaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o_ Propionibacteriales;f_Propionibacteriaceae
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__OPB41;f Coriobacteriaceae bacterium EMTCatB1
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__OPB41;f uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__OPB41;__

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ MB-A2-108;0__uncultured Actinomycetales bacterium;f_uncultured
Actinomycetales bacterium

k_ Bacteria;p__ Actinobacteria;c_ MB-A2-108;0_ uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Euzebyales;f_Euzebyaceae

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__RBG-16-55-12;0__unidentified Actinomycete OPB41;f unidentified
Actinomycete OPB41

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Thermoleophilia;o__Gaiellales;f_uncultured
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f_67-14

k_ Bacteria;p__Armatimonadetes;c__Chthonomonadetes;o__Chthonomonadales;f_Armatimonadetes
bacterium JGI 0000077-K19
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k__Bacteria;p__Armatimonadetes;c__Chthonomonadetes;o__Chthonomonadales;f_candidate division OP10
clone OPB80

k_ Bacteria;p__Armatimonadetes;c__uncultured;o__uncultured Armatimonadetes bacterium;f_uncultured
Armatimonadetes bacterium

k__Bacteria;p_ BRC1;c__uncultured bacterium;o_uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k_Bacteria;p_BRC1;c__uncultured organism;o__uncultured organism;f_uncultured organism
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidaceae
k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Bacteroidetes BD2-2
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidetes vadinHA17
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Barnesiellaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Dysgonomonadaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_LKC2.127-25
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Muribaculaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Prevotellaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Prolixibacteraceae

k__ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Rikenellaceae

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidetes VC2.1 Bac22;f_uncultured bacterium GR-
WP33-68

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidetes VC2.1 Bac22;f _uncultured planctomycete
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Chitinophagales;f_Saprospiraceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f_Cyclobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f_Hymenobacteraceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f_Microscillaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f__Crocinitomicaceae
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f__Cryomorphaceae
k__ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Sphingobacteriales;f_Lentimicrobiaceae
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Sphingobacteriales;f NS11-12 marine group
k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_Bacteroidia;__;__

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_Ignavibacteriaceae
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_Melioribacteraceae
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f SM1H02
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o_ OPB56;__

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__SJA-28;f uncultured bacterium

k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Rhodothermia;o_ Rhodothermales;f Rhodothermaceae
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_Parachlamydiaceae
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_Simkaniaceae
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_cvE6
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c_ Chlamydiae;o__Chlamydiales;__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolineaceae
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__Caldilineales;f_Caldilineaceae
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__RBG-13-54-9;f uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_ RBG-13-54-9;f uncultured prokaryote
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_Anaerolineae;o__SBR1031;f_A4b
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_SBR1031;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_Anaerolineae;o__SBR1031;__
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;_;__
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexia;o__Chloroflexales;f_Roseiflexaceae

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Chloroflexia;o__Kallotenuales;f_AKIW781
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k__Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexia;o__Thermomicrobiales;f_JG30-KF-CM45
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales;f_Dehalococcoidaceae
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Dehalococcoidia;o__S085;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Dehalococcoidia;__;__
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_JG30-KF-CM66;__;__
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ OLB14;0__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ OLB14;_;__
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c_Melainabacteria;o__Gastranaerophilales;f__uncultured organism
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Melainabacteria;o__Gastranaerophilales;__
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Melainabacteria;o_ Vampirovibrionales;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oxyphotobacteria;o__Chloroplast;f_Planoglabratella opercularis
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c_Oxyphotobacteria;o__Chloroplast;_
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oxyphotobacteria;o_Nostocales;f__Chroococcidiopsaceae
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oxyphotobacteria;o_ Nostocales;f__Cyanobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Sericytochromatia;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Deinococcus-Thermus;c__Deinococci;o__Deinococcales;f__Deinococcaceae
k_ Bacteria;p__Deinococcus-Thermus;c__Deinococci;o__Deinococcales;f__Trueperaceae
k__Bacteria;p__Deinococcus-Thermus;c__Deinococci;o__Thermales;f__Thermaceae
k__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f UBA12411
k__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f__Vermiphilaceae
k_ Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f _uncultured Candidatus Dependentiae bacterium
k__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Dependentiae;c_ Babeliae;o__Babeliales;__
k_ Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Elusimicrobia;o__Lineage IV;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Elusimicrobia;c_Elusimicrobia;o_ MVP-88;__
k_ Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Lineage Ilc;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Epsilonbacteraeota;c__Campylobacteria;o__Campylobacterales;f_Arcobacteraceae
k_ Bacteria;p__Epsilonbacteraeota;c__Campylobacteria;o__Campylobacterales;f_Thiovulaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f_Planococcaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f_Lactobacillaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Caldicoprobacteraceae
k_ Bacteria;p_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_ Clostridiaceae 4
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Eubacteriaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o_ Clostridiales;f_Family XI
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Family XIII
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptococcaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptostreptococcaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Syntrophomonadaceae
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;__
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__D8A-2;__
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;_;__
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o__Selenomonadales;f__Acidaminococcaceae

k_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_ BD2-11 terrestrial group;o_metagenome;f_metagenome

k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c_ Gemmatimonadetes;o__Gemmatimonadales;
f _Gemmatimonadaceae

k_ Bacteria;p__Hydrogenedentes;c_Hydrogenedentia;o_Hydrogenedentiales;f_Hydrogenedensaceae
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k_ Bacteria;p__Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_WCHB1-41;f uncultured Chlorobi bacterium
k_ Bacteria;p__Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_ WCHB1-41;f uncultured eubacterium WCHB1-25
k__Bacteria;p_ Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_ WCHB1-41;__

k_ Bacteria;p__Latescibacteria;c_uncultured Bacteroidetes bacterium;o_ uncultured Bacteroidetes
bacterium;f__uncultured Bacteroidetes bacterium

k_ Bacteria;p__Latescibacteria;c_uncultured planctomycete;o__uncultured planctomycete;f_uncultured
planctomycete

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c_ Lentisphaeria;o_ Victivallales;f _BD2-3
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o__Victivallales;f_GWF2-44-16
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c_ Lentisphaeria;o_ Victivallales;f _PRD18C08
k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o__Victivallales;f_Victivallaceae
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c_ Lentisphaeria;o_ Victivallales;__

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Oligosphaeria;o__Oligosphaerales;f_Lenti-02

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c_Oligosphaeria;o__P.palmC41;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;_;_;__
k_ Bacteria;p__Margulisbacteria;c__uncultured organism;o__uncultured organism;f_uncultured organism
k__Bacteria;p__Nitrospinae;c__P9X2b3D02;_;__
k__Bacteria;p__Nitrospirae;c__4-29-1;0__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ BMS9AB35;0__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c__Nitrospira;o__Nitrospirales;f_Nitrospiraceae

k__Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Thermodesulfovibrionia;o_Thermodesulfovibrionales;f Thermodesulfovib
rionaceae

k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Thermodesulfovibrionia;o__uncultured;f uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Nitrospirae;c__Thermodesulfovibrionia;o__uncultured;__

k__Bacteria;p__ Omnitrophicaeota;c_Candidatus Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16;0__Candidatus
Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16;f Candidatus Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16

k_ Bacteria;p__Omnitrophicaeota;c_ Omnitrophia;o__Omnitrophales;f_Omnitrophaceae

k__Bacteria;p__Omnitrophicaeota;c__uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p_ Omnitrophicaeota;_;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Buchananbacteria;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Falkowbacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Falkowbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;f_Parcubacteria group bacterium
GW2011_GWD2_43_10

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;__

k_ Bacteria;p_ Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Komeilibacteria;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Kuenenbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Magasanikbacteria;f_Candidatus
Magasanikbacteria bacterium RIFOXYD12_FULL_33_17

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Magasanikbacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ ABY1;0_ Candidatus Magasanikbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f_Candidatus Uhrbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_01_FULL_47_10

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f_marine metagenome
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ ABY1;_;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Berkelbacteria;o_ Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFOXYA2_FULL_43_10;f_Candidatus Berkelbacteria bacterium RIFOXYA2_FULL_43_10
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k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Berkelbacteria;o__candidate division WS2 bacterium
ADurb.Bin280;f__candidate division WS2 bacterium ADurb.Bin280

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Berkelbacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Berkelbacteria;

——

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__CPR2;0__uncultured Firmicutes bacterium;f_uncultured Firmicutes
bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_CPR2;0__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ CPR2;0__uncultured microorganism;f_uncultured microorganism
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_CPR2;_;__
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peregrinibacteria;f_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peregrinibacteria;__
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peribacteria;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__JGI 0000069-P22;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__uncultured organism;f__uncultured organism

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;__;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Kazania;o__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_Microgenomatia;o__Candidatus Chisholmbacteria;f_uncultured
bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f_Microgenomates group
bacterium ADurb.Bin238

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f_uncultured
Anaerolineales bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f _uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Curtissbacteria;f_uncultured
Microgenomates group bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_Microgenomatia;o__Candidatus Curtissbacteria;f_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f__bacterium enrichment
culture clone Anammox_46

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f_marine metagenome
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f__uncultured organism
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Woesebacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Woesebacteria;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;_;__

k_ Bacteria;p_ Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Azambacteria;f__Candidatus Azambacteria
bacterium GW2011_GWF2_42_22

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Giovannonibacteria;f__uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Jorgensenbacteria;f__Candidatus
Adlerbacteria bacterium GW2011_GWC1_50_9

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f__Parcubacteria group
bacterium CG1_02_50_68

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f_uncultured organism
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Liptonbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;f_Candidatus
Moranbacteria bacterium GW2011_GWE1_49_15
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o_Candidatus Moranbacteria;f__uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;f__uncultured soil
bacterium
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k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o_ Candidatus Nomurabacteria;f__Candidatus
Nomurabacteria bacterium GW2011_GWB1_35_20

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;f_Candidatus
Nomurabacteria bacterium GW2011_GWE1_32_28

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;f__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f_Parcubacteria group
bacterium GW2011_GWC1_51_35

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f_Parcubacteria group
bacterium GW2011_GWF2_52_12

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Wolfebacteria;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Yanofskybacteria;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Yanofskybacteria;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Zambryskibacteria;f__Parcubacteria group
bacterium GW2011_GWA2_40_14

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;__;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f_Saccharimonadaceae

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f__uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f__uncultured candidate
division WS5 bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f_uncultured prokaryote
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;__

k__ Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured anaerobic bacterium;f_uncultured
anaerobic bacterium

k__ Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured marine bacterium;f_uncultured
marine bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured organism;f_uncultured organism
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WS6 (Dojkabacteria);_;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_12_FULL_50_11;f Candidatus Berkelbacteria bacterium RIFCSPHIGHO2_12_FULL_50_11

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;o__candidate division WWE3 bacterium
GW2011_GWD1_43_201;f candidate division WWE3 bacterium GW2011_GWD1_43_201

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__metagenome;f__metagenome
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;o__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;o__uncultured candidate division WWE3 bacterium;f_uncultured
candidate division WWE3 bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;_;_;__
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Brocadiae;o_ Brocadiales;f_Brocadiaceae

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_O0M190;0__uncultured Planctomycetales bacterium;f__uncultured
Planctomycetales bacterium

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o__CCM11a;f_bacterium enrichment culture clone
SRAO_10

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o__CCM11a;f_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o_ Phycisphaerales;f Phycisphaeraceae
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o__S-70;f_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c_Pla3 lineage;_;__
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o__Gemmatales;f__Gemmataceae

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Planctomycetacia;o__Pirellulales;f_Pirellulaceae
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k__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o__Planctomycetales;f_Gimesiaceae
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;_;_;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Caulobacterales;f_Hyphomonadaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Holosporales;f__Holosporaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Kordiimonadales;f_lodidimonadaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Kordiimonadales;f_Kordiimonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Micavibrionales;f_Micavibrionaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Micavibrionales;f_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Paracaedibacterales;f_Paracaedibacteraceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Parvibaculales;f_Parvibaculaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Reyranellales;f_Reyranellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Amb-16S-1323
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Beijerinckiaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f Hyphomicrobiaceae
k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Rhizobiaceae

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f_Rhizobiales Incertae Sedis
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Magnetospiraceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Magnetospirillaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Terasakiellaceae
k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;f _AB1
k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;f__Mitochondria
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_ Rickettsiales;f _SM2D12
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Sphingomonadales;f_Sphingomonadaceae
k_ Bacteria;p_ Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ Bdellovibrionales;f_Bacteriovoracaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Bdellovibrionales;f_Bdellovibrionaceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Deltaproteobacteria Incertae
Sedis;f__Syntrophorhabdaceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Deltaproteobacteria Incertae Sedis;f__Unknown
Family

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfarculales;f_Desulfarculaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfobacterales;f_Desulfobacteraceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Desulfobacterales;f_Desulfobulbaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfovibrionales;f Desulfomicrobiaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfovibrionales;f_Desulfovibrionaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ Desulfuromonadales;f_Desulfuromonadaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Desulfuromonadales;f_Geobacteraceae

k_ Bacteria;p__ Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Desulfuromonadales;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_ MBNT15;f_Nitrospirae bacterium
CG2_30_70_394

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Myxococcales;f_Blrii41
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ Myxococcales;f_bacteriap25
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_NB1-j;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ NKB15;f_uncultured bacterium
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Oligoflexales;f__053A03-B-DI-P58
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_ PB19;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Sva0485;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Syntrophobacterales;f_Syntrophaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;__;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__1013-28-CG33;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f_Aeromonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Alteromonadales;f_Alteromonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Shewanellaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae 7,19
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Chromobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Gallionellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Hydrogenophilaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Methylophilaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Nitrosomonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Sulfuricellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_TRA3-20
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__CCM19a;f__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Cellvibrionales;f_Cellvibrionaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Cellvibrionales;f_Spongiibacteraceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f_Sedimenticolaceae
k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Coxiellales;f__Coxiellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Diplorickettsiales;f_Diplorickettsiaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f_Enterobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Francisellales;f_Francisellaceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Gammaproteobacteria Incertae
Sedis;f__Unknown Family

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Immundisolibacterales;
f _Immundisolibacteraceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Legionellales;f_Legionellaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f_Methylococcaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f_Methylomonaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Nitrosococcales;f_Methylophagaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f Halomonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f__Marinomonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ PLTA13;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f_Moraxellaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f_Pseudomonadaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Thiotrichales;f Thiotrichaceae
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f_Vibrionaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Xanthomonadales;f_Rhodanobacteraceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f_Xanthomonadaceae

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;_;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Zetaproteobacteria;o__Mariprofundales;f_Mariprofundaceae
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;_;_;__

k_ Bacteria;p__Rokubacteria;c_NC10;0__Methylomirabilales;f_Methylomirabilaceae

k_ Bacteria;p_ Rokubacteria;c_ NC10;0_Rokubacteriales;f _uncultured bacterium
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k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Leptospirae;o__Leptospirales;f_Leptospiraceae
k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c_MVP-15;0_uncultured bacterium;f__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o__Brevinematales;f_Brevinemataceae
k__Bacteria;p__Spirochaetes;c_ Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae
k__Bacteria;p__Synergistetes;c__Synergistia;o_ Synergistales;f_Synergistaceae
k_ Bacteria;p__Tenericutes;c_ Mollicutes;_;__
k_ Bacteria;p__Thermotogae;c_Thermotogae;o__Thermotogales;f_ Fervidobacteriaceae
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Chthoniobacterales;f_Terrimicrobiaceae
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Chthoniobacterales;f_Xiphinematobacteraceae
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_Methylacidiphilales;f_Methylacidiphilaceae
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_Verrucomicrobiae;o__Opitutales;f_Puniceicoccaceae
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Opitutales;__
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f__Akkermansiaceae
k_ Bacteria;p_ WOR-1;c__uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium

k__Bacteria;p_ WPS-2;c__hydrothermal vent metagenome;o__hydrothermal vent
metagenome;f__hydrothermal vent metagenome

k__Bacteria;p_ WPS-2;c__metagenome;o__metagenome;f__metagenome
k__Bacteria;p__Zixibacteria;c__uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium
k_Bacteria;_;_;_;__

Unassigned;

—ry

*Torda (B1), Slankamen Banja (B2), Lomnica (B3), Velika Vrbnica (B4), Obrenovacka Banja (B5).
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Prilog 3. Prikaz svih identifikovanih rodova u mineralnim vodama odabranih pojava*

Detektovani rodovi

B1 B2 B3 B4 B5

k__Archaea;p_ Crenarchaeota;c_Bathyarchaeia;_;_;__
k__Archaea;p__Diapherotrites;c_Micrarchaeia;o__uncultured archaeon;f__uncultured
archaeon;g__uncultured archaeon
k__Archaea;p_ Diapherotrites;c_Micrarchaeia;o__uncultured euryarchaeote;f_uncultured
euryarchaeote;g_uncultured euryarchaeote
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Methanobacteria;o_ Methanobacteriales;f_Methanobacteriaceae;
g_Methanobacterium
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Methanobacteria;o_Methanobacteriales;f_Methanothermobacteracea
e;g_Methanothermobacter
k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Thermoplasmata;o_ Marine Group IL;f_uncultured
archaeon;g__uncultured archaeon

k__Archaea;p_ Euryarchaeota;c_ Thermoplasmata;o__Marine Group II

—

k__Archaea;p_Euryarchaeota;c_Thermoplasmata;o__uncultured;f_uncultured archaeon;g_uncultured
archaeon

k__Archaea;p__Euryarchaeota;_;_;_;__
k__Archaea;p__Nanoarchaeaeota;c_Woesearchaeia;o__uncultured archaeon;f__uncultured
archaeon;g_uncultured archaeon
k__Archaea;p__Nanoarchaeaeota;c_Woesearchaeia;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k__Archaea;p__Nanoarchaeaeota;c_ Woesearchaeia;_;_;__

k__Archaea;p__Thaumarchaeota;c_Nitrososphaeria;o_ Nitrosopumilales;f_Nitrosopumilaceae;
g_ Candidatus Nitrosoarchaeum

k__Bacteria;p__Acetothermia;c_Acetothermiia;o__uncultured Chloroflexi bacterium;f_uncultured

Chloroflexi bacterium;g__uncultured Chloroflexi bacterium
k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Aminicenantia;o__Aminicenantales;f _Aminicenantes bacterium clone
OPB95;g_Aminicenantes bacterium clone OPB95

k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o__Acanthopleuribacterales;f_Acanthopleuribacteraceae;
g__Acanthopleuribacter
k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o__Holophagales;f Holophagaceae;g_ Geothrix

k__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Holophagae;o__Holophagales;f_Holophagaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Subgroup 18;_;_;__

k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c_ Subgroup 21;_;_;__

k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c__Subgroup 6;_;_;__

k_ Bacteria;p__Acidobacteria;c_ Thermoanaerobaculia;o_ Thermoanaerobaculales;

f_Thermoanaerobaculaceae;g_ Thermoanaerobaculum

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__IMCC26256

J——

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o_ Microtrichales;f_Ilumatobacteraceae;g_ CL500-29
marine group

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Acidimicrobiia;o_Microtrichales;f__uncultured;__

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f_Dietziaceae;g_ Dietzia

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Corynebacteriales;f__Mycobacteriaceae;
g_Mycobacterium
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f_Brevibacteriaceae
;g Brevibacterium
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Micrococcales;f__Dermacoccaceae;
g__Dermacoccus
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Micrococcales;f__Micrococcaceae;
g__Micrococcus
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_Micrococcales;f__Micrococcaceae;
g_ Nesterenkonia
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Actinobacteria;o_ Propionibacteriales;f_Nocardioidaceae;
g_Aeromicrobium
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Propionibacteriales;f_Propionibacteriaceae;
g_ Cutibacterium
k_ Bacteria;p__ Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__OPB41;f_Coriobacteriaceae bacterium
EMTCatB1;g_ Coriobacteriaceae bacterium EMTCatB1
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o_ OPB41;f uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o_ OPB41

—r
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k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ MB-A2-108;0__uncultured Actinomycetales bacterium;f_uncultured
Actinomycetales bacterium;g__uncultured Actinomycetales bacterium

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ MB-A2-108;0__uncultured bacterium;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Nitriliruptoria;o__Euzebyales;f Euzebyaceae;g_uncultured
k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c_ RBG-16-55-12;0__unidentified Actinomycete OPB41;f unidentified
Actinomycete OPB41;g_unidentified Actinomycete OPB41
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Gaiellales;f_uncultured;__

k_ Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o__Solirubrobacterales;f_67-14;g_uncultured soil
bacterium
k_ Bacteria;p_ Armatimonadetes;c__ Chthonomonadetes;o__ Chthonomonadales;f_Armatimonadetes
bacterium JGI 0000077-K19;g_ Armatimonadetes bacterium JGI 0000077-K19

k__Bacteria;p_ Armatimonadetes;c__Chthonomonadetes;o__Chthonomonadales;f_candidate division
OP10 clone OPB80;g__candidate division OP10 clone OPB80

k_ Bacteria;p__ Armatimonadetes;c_uncultured;o_uncultured Armatimonadetes
bacterium;f_uncultured Armatimonadetes bacterium;g_uncultured Armatimonadetes bacterium

k_ Bacteria;p__BRC1;c__uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p_ BRC1;c__uncultured organism;o__uncultured organism;f_uncultured
organism;g_uncultured organism

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidaceae;g_Bacteroides

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidetes BD2-2;__
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidetes vadinHA17;g_uncultured
microorganism

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidetes vadinHA17;__

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Barnesiellaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Dysgonomonadaceae;
g_ Proteiniphilum

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_LKC2.127-25;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Muribaculaceae;g_ CAG-873
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Prevotellaceae;g_ Prevotella 9
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Prolixibacteraceae;g_ WCHB1-32

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Prolixibacteraceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Rikenellaceae;g_ Blvii28 wastewater-
sludge group
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Rikenellaceae;g_ Rikenellaceae RC9 gut
group
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Bacteroidetes VC2.1 Bac22;f_uncultured bacterium GR-
WP33-68;g__uncultured bacterium GR-WP33-68
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidetes VC2.1 Bac22;f_uncultured
planctomycete;g__uncultured planctomycete
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Chitinophagales;f_Saprospiraceae;
g_ Phaeodactylibacter

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Chitinophagales;f_Saprospiraceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Cytophagales;f_Cyclobacteriaceae;g_Indibacter

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f__Hymenobacteraceae;
g_Hymenobacter

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Cytophagales;f_Microscillaceae;g_ Ohtaekwangia

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Crocinitomicaceae;
g_ Crocinitomix

k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Flavobacteriales;f _Cryomorphaceae;g_uncultured

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;g_ Citreitalea

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;
g_ Flavobacterium

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;g_ Lutibacter

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c_Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;
g_ Maritimimonas

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;
g_ Planktosalinus

k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;__

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Sphingobacteriales;f_Lentimicrobiaceae;__

k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Sphingobacteriales;f _NS11-12 marine group;__
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k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;__;_;__
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_Ignavibacteriaceae;

g_ Ignavibacterium
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_Melioribacteraceae;
g_lheB3-7
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_Melioribacteraceae;

g_ Melioribacter
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f_SM1H02;g_ Chlorobi bacterium
enrichment culture clone phylotype P1

k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__Ignavibacteriales;f SM1H02;g_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__OPB56;_;__
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Ignavibacteria;o__SJA-28;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Rhodothermia;o__Rhodothermales;f_Rhodothermaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_Parachlamydiaceae;
g_Candidatus Protochlamydia

0,01

k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_Parachlamydiaceae;g_ Neochlamydia 0,03 0,02
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c_ Chlamydiae;o__Chlamydiales;f Parachlamydiaceae;__ 0,00
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f__Simkaniaceae;g_uncultured 0,04
k_ Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;f_cvE6;__ 0,00
k__Bacteria;p__Chlamydiae;c__Chlamydiae;o__Chlamydiales;

JJ——

0,01

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__Anaerolineales;f_Anaerolineaceae;g_ Bellilinea 1,19

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolineaceae;g_Longilinea 0,17
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__Anaerolineales;f_Anaerolineaceae;g_uncultured 0,27 0,32
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__Anaerolineales;f__Anaerolineaceae;__ 0,00 0,17

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o__Caldilineales;f_Caldilineaceae;g_Caldilinea 0,05

k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_Anaerolineae;o__Caldilineales;f__Caldilineaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_RBG-13-54-9;f uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_RBG-13-54-9;f uncultured prokaryote;g_uncultured
prokaryote

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Anaerolineae;o_SBR1031;f_A4b;g uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__SBR1031;f _A4b;g uncultured organism

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o__SBR1031;f_A4b;__
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;o_SBR1031;f_uncultured bacterium;g__uncultured

bacterium
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_Anaerolineae;o_SBR1031;_;__ 0,09 0,01
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Anaerolineae;_;_;__ 0,03 0,08
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexia;o__Chloroflexales;f_Roseiflexaceae;g__uncultured 0,02
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Chloroflexia;o__Kallotenuales;f_AKIW781;g_uncultured bacterium 0,03
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Chloroflexia;o_ Thermomicrobiales;f_]G30-KF-CM45;g_uncultured 006
bacterium b
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c__Dehalococcoidia;o__Dehalococcoidales;f_Dehalococcoidaceae;
g_ Dehalogenimonas
k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Dehalococcoidia;o__S085;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ Dehalococcoidia;

—r

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_JG30-KF-CM66

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ OLB14;0_uncultured bacterium;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Chloroflexi;c_ OLB14;

—r

P

k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Melainabacteria;o__Gastranaerophilales;f__uncultured
organism;g_uncultured organism

k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c_ Melainabacteria;o__Gastranaerophilales;

J——

k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Melainabacteria;o__Vampirovibrionales;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c_ Oxyphotobacteria;o__Chloroplast;f_Planoglabratella
opercularis;g_ Planoglabratella opercularis

k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oxyphotobacteria;o__Chloroplast;
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k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Oxyphotobacteria;o__Nostocales;f__Chroococcidiopsaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Cyanobacteria;c__ Oxyphotobacteria;o_ Nostocales;f__Cyanobacteriaceae;g_ Geminocystis
PCC-6308
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Sericytochromatia;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Deinococcus-
Thermus;c__Deinococci;o__Deinococcales;f_Deinococcaceae;g__Deinococcus

k__Bacteria;p__Deinococcus-Thermus;c__Deinococci;o__Deinococcales;f_Trueperaceae;g_Truepera
k_ Bacteria;p__Deinococcus-Thermus;c_Deinococci;o_Thermales;f_Thermaceae;g_Thermus
k_ Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f UBA12411;g_uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Dependentiae;c_ Babeliae;o_Babeliales;f__Vermiphilaceae;__

k__Bacteria;p__Dependentiae;c__Babeliae;o__Babeliales;f_uncultured Candidatus Dependentiae
bacterium;g__uncultured Candidatus Dependentiae bacterium
k__Bacteria;p__Dependentiae;c_Babeliae;o_Babeliales;f__uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Dependentiae;c_ Babeliae;o__Babeliales;_;__

k_ Bacteria;p__Elusimicrobia;c_ Elusimicrobia;o__Lineage IV;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Elusimicrobia;c_ Elusimicrobia;o_ MVP-88;_;__

k_ Bacteria;p__Elusimicrobia;c__Lineage Ilc;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Epsilonbacteraeota;c__Campylobacteria;o__Campylobacterales;f_ Arcobacteraceae;
g_ Arcobacter
k__Bacteria;p__Epsilonbacteraeota;c_ Campylobacteria;o__Campylobacterales;f_Thiovulaceae;
g_ Sulfurimonas

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f_Planococcaceae;g_ Lysinibacillus
k_ Bacteria;p_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f_Planococcaceae;g_ Planococcus
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus
k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c__Clostridia;o_ Clostridiales;f_Caldicoprobacteraceae;g__Caldicoprobacter
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Clostridiaceae 4;g__Caminicella
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Clostridiaceae 4;g_Thermotalea
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Eubacteriaceae;g_Acetobacterium
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Family XI;g_Anaerococcus
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Family XIII;g_uncultured
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_Epulopiscium
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;__
k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptococcaceae;g_Thermincola

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptococcaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptostreptococcaceae;
g_ Peptoclostridium

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_ Peptostreptococcaceae;g_ Proteocatella
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;g_Caproiciproducens

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f Ruminococcaceae;g_Oscillibacter

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g_Ruminococcaceae UCG-
002

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;g_Ruminococcaceae UCG-
014

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;g_Subdoligranulum
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Ruminococcaceae;g_[Eubacterium]
coprostanoligenes group
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_Syntrophomonadaceae;
g_ Syntrophothermus

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;__;__
k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__D8A-2;_;__

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;_;_;__

k_ Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o__Selenomonadales;f_Acidaminococcaceae;
g_ Phascolarctobacterium
k_ Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c_BD2-11 terrestrial
group;o__metagenome;f_metagenome;g_metagenome
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k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes;o__Gemmatimonadales;
f_Gemmatimonadaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p_ Hydrogenedentes;c_ Hydrogenedentia;o_Hydrogenedentiales;
f_Hydrogenedensaceae;g_uncultured bacterium

k__Bacteria;p_ Hydrogenedentes;c_Hydrogenedentia;o__Hydrogenedentiales;
f Hydrogenedensaceae;g_uncultured organism

k_ Bacteria;p_ Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_ WCHB1-41;f uncultured Chlorobi
bacterium;g__uncultured Chlorobi bacterium

k__Bacteria;p_ Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_ WCHB1-41;f uncultured eubacterium WCHB1-
25;g_uncultured eubacterium WCHB1-25

k_ Bacteria;p_ Kiritimatiellaeota;c_ Kiritimatiellae;o_ WCHB1-41

k_Bacteria;p__Latescibacteria;c__uncultured Bacteroidetes bacterium;o__uncultured Bacteroidetes
bacterium;f__uncultured Bacteroidetes bacterium;g__uncultured Bacteroidetes bacterium

k_ Bacteria;p__Latescibacteria;c_uncultured planctomycete;o__uncultured planctomycete;f _uncultured

planctomycete;g_uncultured planctomycete

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o__Victivallales;f _BD2-3;__
k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c_ Lentisphaeria;o_Victivallales;f _GWF2-44-16;g_uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o__Victivallales;f PRD18C08;__

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o__Victivallales;f_Victivallaceae;g_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Lentisphaeria;o_ Victivallales;_;__

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Oligosphaeria;o__Oligosphaerales;f_Lenti-02;g__uncultured
Lentisphaerae bacterium
k__Bacteria;p__Lentisphaerae;c__Oligosphaeria;o__P.palmC41;f uncultured bacterium;g_uncultured

bacterium

k_ Bacteria;p__Lentisphaerae;_;_;_;_
k__Bacteria;p_Margulisbacteria;c__uncultured organism;o__uncultured organism;f_uncultured
organism;g_ uncultured organism

k_ Bacteria;p__Nitrospinae;c__P9X2b3D02;_;_;__
k__Bacteria;p__Nitrospirae;c_4-29-1;0__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium;g__uncultured
bacterium
k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ BMS9AB35;0__uncultured bacterium;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Nitrospira;o_Nitrospirales;f_Nitrospiraceae;g_Nitrospira

k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Thermodesulfovibrionia;o_Thermodesulfovibrionales;f Thermodesulfov
ibrionaceae;g_ Thermodesulfovibrio

k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Thermodesulfovibrionia;o__uncultured;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Nitrospirae;c_ Thermodesulfovibrionia;o__uncultured;_;__

k_ Bacteria;p__Omnitrophicaeota;c__Candidatus Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16;0_ Candidatus
Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16;f Candidatus Omnitrophica bacterium
CG1_.02_44_16;g_ Candidatus Omnitrophica bacterium CG1_02_44_16
k_ Bacteria;p__ Omnitrophicaeota;c_ Omnitrophia;o__Omnitrophales;f Omnitrophaceae;g_ Candidatus
Omnitrophus
k_ Bacteria;p_ Omnitrophicaeota;c_uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p_ Omnitrophicaeota;_;_;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Buchananbacteria;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Falkowbacteria;f__uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Falkowbacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;f_Parcubacteria group bacterium
GW2011_GWD2_43_10;g_ Parcubacteria group bacterium GW2011_GWD2_43_10
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Kerfeldbacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0_ Candidatus Komeilibacteria;f _uncultured

bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Kuenenbacteria;__;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Magasanikbacteria;f_Candidatus
Magasanikbacteria bacterium RIFOXYD12_FULL_33_17;g_ Candidatus Magasanikbacteria bacterium
RIFOXYD12_FULL_33_17
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0_ Candidatus Magasanikbacteria;f _uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
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k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Magasanikbacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f__Candidatus Uhrbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_01_FULL_47_10;g_ Candidatus Uhrbacteria bacterium RIFCSPHIGHO2_01_FULL_47_10
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f_marine metagenome;g__marine
metagenome
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;0__Candidatus Uhrbacteria;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ABY1;_;_;

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Berkelbacteria;o_ Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFOXYA2_FULL_43_10;f_Candidatus Berkelbacteria bacterium RIFOXYA2_FULL_43_10;g_ Candidatus
Berkelbacteria bacterium RIFOXYA2_FULL_43_10

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Berkelbacteria;o__candidate division WS2 bacterium
ADurb.Bin280;f__candidate division WS2 bacterium ADurb.Bin280;g__candidate division WS2 bacterium
ADurb.Bin280

k__Bacteria;p__ Patescibacteria;c_ Berkelbacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Berkelbacteria;__;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ CPR2;0__uncultured Firmicutes bacterium;f_uncultured Firmicutes
bacterium;g__uncultured Firmicutes bacterium
k__ Bacteria;p__Patescibacteria;c_CPR2;0__uncultured bacterium;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__CPR2;0__uncultured microorganism;f_uncultured
microorganism;g_ uncultured microorganism
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_CPR2;_;_;__
k__ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peregrinibacteria;f__uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peregrinibacteria;__;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__Candidatus Peribacteria;f__uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__JGI 0000069-P22;_;
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;o__uncultured organism;f_uncultured
organism;g_uncultured organism
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Gracilibacteria;_;_;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Kazania;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Chisholmbacteria;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f_Microgenomates
group bacterium ADurb.Bin238;g_ Microgenomates group bacterium ADurb.Bin238

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f_uncultured
Anaerolineales bacterium;g__uncultured Anaerolineales bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Collierbacteria;_;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Curtissbacteria;f__uncultured
Microgenomates group bacterium;g__uncultured Microgenomates group bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Curtissbacteria;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f_bacterium enrichment
culture clone Anammox_46;g bacterium enrichment culture clone Anammox_46

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o_ Candidatus Pacebacteria;f _marine
metagenome;g_marine metagenome

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;f__uncultured
organism;g_uncultured organism

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Pacebacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__Candidatus Woesebacteria;f__uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;o__Candidatus Woesebacteria;__;__

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Microgenomatia;o__ uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
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k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Microgenomatia;_;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Azambacteria;f__Candidatus
Azambacteria bacterium GW2011_GWF2_42_22;g Candidatus Azambacteria bacterium
GW2011_GWF2_42_22
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Giovannonibacteria;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Jorgensenbacteria;f__Candidatus
Adlerbacteria bacterium GW2011_GWC1_50_9;g_ Candidatus Adlerbacteria bacterium
GW2011_GWC1_50_9
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f_Parcubacteria group
bacterium CG1_02_50_68;g_ Parcubacteria group bacterium CG1_02_50_68

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Kaiserbacteria;f_uncultured
organism;g_uncultured organism
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Liptonbacteria;__;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;f_Candidatus
Moranbacteria bacterium GW2011_GWE1_49_15;g Candidatus Moranbacteria bacterium
GW2011_GWE1_49_15
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;f__uncultured soil
bacterium;g__uncultured soil bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Moranbacteria;__;__

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;f__Candidatus

Nomurabacteria bacterium GW2011_GWB1_35_20;g_ Candidatus Nomurabacteria bacterium
GW2011_GWB1_35_20

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;f__Candidatus

Nomurabacteria bacterium GW2011_GWE1_32_28;g Candidatus Nomurabacteria bacterium
GW2011_GWE1_32_28

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;f__uncultured

bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Nomurabacteria;

Y —

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f__Parcubacteria group
bacterium GW2011_GWC1_51_35;g_Parcubacteria group bacterium GW2011_GWC1_51_35
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f__Parcubacteria group
bacterium GW2011_GWF2_52_12;g Parcubacteria group bacterium GW2011_GWF2_52_12
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Vogelbacteria;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

Y —

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Wolfebacteria;

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Yanofskybacteria;f _uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__Candidatus Yanofskybacteria;

e

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;o__Candidatus Zambryskibacteria;f_Parcubacteria
group bacterium GW2011_GWA2_40_14;g_Parcubacteria group bacterium GW2011_GWA2_40_14

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Parcubacteria;o__uncultured bacterium;f_uncultured

bacterium;g_ uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Parcubacteria;_;_;__
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f_Saccharimonadaceae;g_un
cultured bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f_uncultured

bacterium;g__uncultured bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ Saccharimonadia;o_ Saccharimonadales;f_uncultured candidate
division WS5 bacterium;g__uncultured candidate division WS5 bacterium
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f_uncultured
prokaryote;g_uncultured prokaryote

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;_;

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured anaerobic
bacterium;f__uncultured anaerobic bacterium;g__uncultured anaerobic bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured marine bacterium;f_uncultured
marine bacterium;g__uncultured marine bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WS6 (Dojkabacteria);o__uncultured organism;f_uncultured
organism;g_ uncultured organism

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_WS6 (Dojkabacteria)

P S —
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k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_12_FULL_50_11;f Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_12_FULL_50_11;g_ Candidatus Berkelbacteria bacterium
RIFCSPHIGHO2_12_FULL_50_11
k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__candidate division WWE3 bacterium
GW2011_GWD1_43_201;f_candidate division WWE3 bacterium GW2011_GWD1_43_201;g_ candidate
division WWE3 bacterium GW2011_GWD1_43_201

k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__metagenome;f_metagenome;g_metagenome

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;0__uncultured candidate division WWE3
bacterium;f__uncultured candidate division WWE3 bacterium;g__uncultured candidate division WWE3
bacterium

k_ Bacteria;p__Patescibacteria;c_ WWE3;_;_;__

YR S " J—

k__Bacteria;p__Patescibacteria
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Brocadiae;o_Brocadiales;f_Brocadiaceae;g_Candidatus Brocadia

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_O0M190;0__uncultured Planctomycetales bacterium;f_uncultured
Planctomycetales bacterium;g__uncultured Planctomycetales bacterium
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o_ CCM11a;f_bacterium enrichment culture clone
SRAO_10;g_bacterium enrichment culture clone SRAO_10
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o_CCM11a;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o__Phycisphaerales;f _Phycisphaeraceae;g_1-8
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o_ Phycisphaerales;f_Phycisphaeraceae;g_ SM1A02

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Phycisphaerae;o__Phycisphaerales;f_Phycisphaeraceae;g__uncultured

k__Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Phycisphaerae;o__S-70;f_uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Pla3 lineage;_;_;__
k__Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Planctomycetacia;o__Gemmatales;f_Gemmataceae;g_ Gemmata

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o_ Pirellulales;f_Pirellulaceae;g_ Bythopirellula

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Planctomycetacia;o_ Pirellulales;f_Pirellulaceae;g_Candidatus
Anammoximicrobium

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Planctomycetacia;o_ Pirellulales;f_Pirellulaceae;g_Roseimaritima 0,21
k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o__Pirellulales;f_Pirellulaceae;g_Thermogutta

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetacia;o__Pirellulales;f_Pirellulaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Planctomycetes;c_ Planctomycetacia;o_Planctomycetales;f Gimesiaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p_ Planctomycetes;_;_;_;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f_Caulobacteraceae;
g_ Brevundimonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f_Caulobacteraceae;
g_ Phenylobacterium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Hyphomonadaceae;
g_Hyphomonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Holosporales;f_Holosporaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Kordiimonadales;f_lodidimonadaceae;
g_lodidimonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Kordiimonadales;f_Kordiimonadaceae;
g_Kordiimonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Micavibrionales;f_Micavibrionaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_ Micavibrionales;f _uncultured;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Micavibrionales;f_uncultured;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o__Paracaedibacterales;f_Paracaedibacteraceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Parvibaculales;f_Parvibaculaceae;
g_ Parvibaculum

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Reyranellales;fReyranellaceae;g_Reyranella 0,51
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f_Amb-16S-1323;g_uncultured
bacterium
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Beijerinckiaceae;
g_ Methylobacterium

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f_Hyphomicrobiaceae;
g_Hyphomicrobium
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f_Rhizobiaceae;g_Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rhizobiales;f_Rhizobiaceae;g_Hoeflea
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Rhizobiaceae;g_ Ochrobactrum

k__Bacteria;p_ Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_Rhizobiales;f_Rhizobiaceae;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f Rhizobiales Incertae
Sedis;g_ Phreatobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;
g Paracoccus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f__Rhodobacteraceae;
g_Pseudorhodobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rhodobacterales;f_Rhodobacteraceae;
g__Roseovarius
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f_Rhodobacteraceae;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Magnetospiraceae;
g_Magnetovibrio
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Magnetospiraceae;
g_uncultured
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Alphaproteobacteria;o_Rhodospirillales;f_Magnetospirillaceae;
g_Magnetospirillum
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Rhodospirillaceae;g_ BRH-
c57
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f_Terasakiellaceae;
g_Terasakiella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f _uncultured;g_alpha
proteobacterium MTB-KTN90

k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__uncultured;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;f _AB1;g_ Sinorickettsia chlamys

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rickettsiales;f_Mitochondria;g__uncultured
bacterium

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rickettsiales;f _SM2D12;g metagenome

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rickettsiales;f SM2D12;g uncultured
Phyllobacteriaceae bacterium

k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales;__;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;
g_ Sphingomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_Sphingomonadales;f_Sphingomonadaceae;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;_;_;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Bdellovibrionales;f_Bacteriovoracaceae;
g_ Peredibacter

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Bdellovibrionales;f_Bacteriovoracaceae;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o__Bdellovibrionales;f_Bdellovibrionaceae;
g_ Bdellovibrio
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Bdellovibrionales;f_Bdellovibrionaceae;
g_OM27 clade
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Deltaproteobacteria Incertae
Sedis;f_Syntrophorhabdaceae;g_ Syntrophorhabdus
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Deltaproteobacteria Incertae Sedis;
f__Unknown Family;g_Deferrisoma
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfarculales;f_Desulfarculaceae;
g_ Desulfatiglans
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfobacterales;f_Desulfobacteraceae;
g_Sva0081 sediment group
k_ Bacteria;p__ Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfobacterales;f_Desulfobulbaceae;
g_ Desulfobulbus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfobacterales;f_Desulfobulbaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfovibrionales;f_Desulfomicrobiaceae;
g_ Desulfomicrobium
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfovibrionales;f Desulfovibrionaceae;
g_ Desulfovibrio
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_Desulfuromonadales;f_Desulfuromonadaceae;
g_ Desulfuromonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_Desulfuromonadales;f_Desulfuromonadaceae;
g_ Desulfuromusa
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__ Deltaproteobacteria;o_ Desulfuromonadales;f_Geobacteraceae;
g_Geopsychrobacter
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfuromonadales;f__Geobacteraceae;
g_Geothermobacter

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Desulfuromonadales;_;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_ MBNT15;f_Nitrospirae bacterium
CG2_30_70_394;g_ Nitrospirae bacterium CG2_30_70_394

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Myxococcales;f_Blrii41;__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_ Myxococcales;f_bacteriap25;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_NB1-j;_;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o_NKB15;f uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Oligoflexales;f 053A03-B-DI-
P58;g_uncultured bacterium

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Oligoflexales;f 053A03-B-DI-P58;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Deltaproteobacteria;o_PB19;

—r

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Sva0485;

r—r—

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Syntrophobacterales;f_Syntrophaceae;
g_ Syntrophus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;o__Syntrophobacterales;f_Syntrophaceae;
g_uncultured

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Deltaproteobacteria;_;_;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__1013-28-CG33;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Aeromonadales;f _Aeromonadaceae;
g__Aeromonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Alteromonadaceae;
g_Rheinheimera
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Shewanellaceae;
g_Shewanella
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Burkholderiaceae;
g_Acidovorax
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Burkholderiaceae;
g_ Delftia
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Burkholderiaceae;
g_ Herbaspirillum

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_Hydrogenophaga
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_ Limnobacter
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_ Limnohabitans
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Burkholderiaceae;
g_ Massilia
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f__Burkholderiaceae;
g_ Polynucleobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_Rhodoferax
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_ Sutterella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_Tepidimonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Burkholderiaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;
f_Burkholderiaceae;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;
f_Chromobacteriaceae;g_Vogesella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Gallionellaceae;
g_ Gallionella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Gallionellaceae;
g_ Sideroxydans
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Gallionellaceae;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;
f Hydrogenophilaceae;g_ Hydrogenophilus
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;
f_Hydrogenophilaceae;g_Thiobacillus
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;
f_Hydrogenophilaceae;g_uncultured

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Methylophilaceae;
g_Methylotenera
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;
f_Methylophilaceae;__
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;
f_Nitrosomonadaceae;g_GOUTA6
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;
f_Nitrosomonadaceae;g_Nitrosomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;
g_Azoarcus
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;
g_Dechloromonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;
g_ Denitratisoma
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;
g_Sulfuritalea
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;
g_uncultured

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Rhodocyclaceae;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Betaproteobacteriales;f_Sulfuricellaceae;
g_ Ferritrophicum

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;f TRA3-20;__

k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Betaproteobacteriales;__;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_ CCM19a;f__uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium
k__ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Cellvibrionales;f_Cellvibrionaceae;
g_ Cellvibrio
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Cellvibrionales;f_Spongiibacteraceae;

g_ Zhongshania

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Chromatiales;f__Sedimenticolaceae;
g_Sedimenticola

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Coxiellales;f_Coxiellaceae;g_Coxiella

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Diplorickettsiales;f_Diplorickettsiaceae;
g_Aquicella
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f_Enterobacteriaceae;
g_ Escherichia-Shigella
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f_Enterobacteriaceae;
g_Klebsiella

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f_Enterobacteriaceae;__

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Francisellales;f_Francisellaceae;
g_Francisella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Gammaproteobacteria Incertae
Sedis;f__Unknown Family;g_Candidatus Berkiella
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Immundisolibacterales;
f Immundisolibacteraceae;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Legionellales;f Legionellaceae;g_Legionella

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f_Methylococcaceae;
g_ Methylocaldum
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f_Methylococcaceae;
g_ Methyloparacoccus
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f__Methylomonaceae;
g_Methylobacter
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f__Methylomonaceae;
g_Methylomonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f__Methylomonaceae;
g_Methyloprofundus
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f__Methylomonaceae;
g_ Methylovulum

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Methylococcales;f__Methylomonaceae;__

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Nitrosococcales;f_Methylophagaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f _Halomonadaceae;
g_Halomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales;f_Marinomonadaceae;
g__Marinomonas

k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ PLTA13;

——

k_ Bacteria;p__ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Pseudomonadales;f_Moraxellaceae;
g_Acinetobacter
k_ Bacteria;p__ Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Pseudomonadales;f_Moraxellaceae;
g_Enhydrobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f_Moraxellaceae;
g_ Perlucidibaca
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k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f_Moraxellaceae;
g_[Agitococcus] lubricus group
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f_Pseudomonadaceae;
g_Pseudomonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_Thiotrichales;f_Thiotrichaceae;g_ Thiothrix

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f_Vibrionaceae;
g_ Photobacterium
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Vibrionales;f_Vibrionaceae;g_Vibrio
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f Rhodanobacteraceae;
g_uncultured
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_Xanthomonadales;f Xanthomonadaceae;
g_Arenimonas
k_ Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;o_ Xanthomonadales;f_Xanthomonadaceae;
g Luteimonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f Xanthomonadaceae;
g_ Pseudoxanthomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o_Xanthomonadales;f Xanthomonadaceae;
g_Thermomonas
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f Xanthomonadaceae;
g_uncultured

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;

Y -

k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_Zetaproteobacteria;o_Mariprofundales;f_Mariprofundaceae;
g_ Mariprofundus

k__Bacteria;p__Proteobacteria;_;_;_;__

k_ Bacteria;p__Rokubacteria;c_NC10;0__Methylomirabilales;f_Methylomirabilaceae;g__Candidatus
Methylomirabilis
k_ Bacteria;p__Rokubacteria;c_NC10;0__Rokubacteriales;f__uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Leptospirae;o__Leptospirales;f_Leptospiraceae;g_ Leptonema
k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Leptospirae;o__Leptospirales;f_Leptospiraceae;g_ RBG-16-49-21
k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Leptospirae;o__Leptospirales;f_Leptospiraceae;g_ Turneriella

k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Leptospirae;o__Leptospirales;f_Leptospiraceae;g_uncultured
k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c_MVP-15;0__uncultured bacterium;f__uncultured bacterium;g_uncultured
bacterium

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o_Brevinematales;f_Brevinemataceae;g_Brevinema

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae;g_ Salinispira
k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c_ Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae;
g_ Sediminispirochaeta

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae;g_ Spirochaeta 2

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae;g_ Treponema

k_ Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetia;o__Spirochaetales;f_Spirochaetaceae;g_uncultured
k_ Bacteria;p__Synergistetes;c__Synergistia;o__Synergistales;f_Synergistaceae;g_Acetomicrobium

k_ Bacteria;p__Synergistetes;c_ Synergistia;o_ Synergistales;f_Synergistaceae;g_ Aminiphilus
k_ Bacteria;p__Synergistetes;c__Synergistia;o__Synergistales;f_ Synergistaceae;g_Thermovirga
k_ Bacteria;p__Tenericutes;c_Mollicutes;_;_;__
k_ Bacteria;p_ Thermotogae;c__Thermotogae;o_Thermotogales;f_Fervidobacteriaceae;
g_ Fervidobacterium
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o__Chthoniobacterales;f_Terrimicrobiaceae;
g_ Terrimicrobium
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Chthoniobacterales;
f_Xiphinematobacteraceae;
g_ Candidatus Xiphinematobacter
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Methylacidiphilales;f_Methylacidiphilaceae;
g_uncultured
k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Opitutales;f_Puniceicoccaceae;g_Verruc-01

k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o_ Opitutales;f_Puniceicoccaceae;__

k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Opitutales;

J——

k_ Bacteria;p__Verrucomicrobia;c_ Verrucomicrobiae;o_ Verrucomicrobiales;f Akkermansiaceae;
g_ Akkermansia
k__Bacteria;p_WOR-1;c_uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g_ uncultured bacterium
k_ Bacteria;p_ WPS-2;c__hydrothermal vent metagenome;o__hydrothermal vent
metagenome;f__hydrothermal vent metagenome;g_hydrothermal vent metagenome
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k_ Bacteria;p_WPS-2;c_metagenome;o__metagenome;f__metagenome;g__metagenome

k_ Bacteria;p__Zixibacteria;c__uncultured bacterium;o__uncultured bacterium;f_uncultured
bacterium;g__uncultured bacterium

k__Bacteria;__;_;_;_;

*Torda (B1), Slankamen Banja (B2), Lomnica (B3), Velika Vrbnica (B4), Obrenovacka Banja (B5).

181



Mikroorganizmi - biohidrogeoloski indikatori odabranih pojava mineralnih voda Srbije

OPSTI PODACI O AUTORSKIM PRAVIMA



Biografija

Vladimir Saraba roden je 7. 7. 1992. godine u Niksi¢u, Crna Gora. Zavrsio je Gimnaziju
,2Jovan Duci¢“, 2011. godine u Trebinju, BiH, sa odli¢cnim uspehom. Osnovne i master studije
hidrogeologije na Rudarsko-geoloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu (dalje: RGF) zavrsio
je sa prosecnom ocenom 9,36, odnosno 10,00, i time stekao profesionalni status master inz.
geol. Dobitnik je nagrade RGF-a za postignuti uspeh na osnovnim akademskim studijama.
Oktobra 2016. godine upisao je doktorske studije hidrogeologije na RGF-u. Od 2017. godine,
postaje stipendista Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije (dalje:
Ministarstvo). Tokom 2017/18. godine, bio je angaZovan je u programu tehnoloSkog razvoja
Ministarstva koji realizuje RGF, na projektu ,lIstraZivanje i primena obnovljivih
subgeotermalnih podzemnih vodnih resursa u konceptu povecanja energetske efikasnosti u
zgradarstvu®, evidencioni broj TR 33053. Iste akademske godine ulestvovao je u pripremi i
odrZavanju vezbi iz predmeta ,Mineralne vode“ i ,Regionalna hidrogeologija“ na RGF-u.
Dobitnik je prve nagrade za 2017. godinu Srpskog geoloSkog drustva za najbolji rad mladih
geologa i studenata. Od 2018. godine, angaZovan je na projektu ,Metodologija ocene,
projektovanja i odrzavanja izvorista podzemnih voda u aluvijalnim sredinama u zavisnosti od
stepena aerobnosti“, evidencioni broj TR 37014, u Institutu za vodoprivredu ,Jaroslav Cerni“.
Iste godine, od strane Nastavno-nauc¢nog veca RGF-a, izabran je u istraZivacko zvanje
istrazivaC-pripravnik. Do danas, objavio je dva naucna rada u casopisima medunarodnog
znacaja kao prvi autor, petnaest saopStenja sa medunarodnih skupova i skupova nacionalnog
znacaja, te pet radova u ¢asopisima nacionalnog znacaja. Clan je domacih i medunarodnih
strukovnih organizacija.



obpasay usjase o aymopcmay

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

WmMe u npe3sumMe aytopa __Baagumup C. Illapaba
Bpoj ungekca go1/16

H3jaB/byjem

Jla je IOKTOpPCKA AMcepTallyja Mo/ HacJI0BOM

»,MHKpPOOpPraHU3MHU — GUOXUPOTEOIOIKN UHAUKATOPU 0ZlabpaHUX MTojaBa

MUHepaJiHuX Boja Cpouje”

* pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Pajia;

e Ja JucepTaldja y LieJJMHU HU Yy JleJIOBUMa HUje Gusa NMpelJsioKeHA 3a CTUlAbe Apyre
JUIIJIOMe IpeMa CTY/AUjCKUM POoTrpaMuUMa JpyruxX BUCOKOIIKOJICKMX YCTAaHOBA;

¢ ia Cy pe3yJITATH KOPEKTHO HaBeJ€HH U

e Jla HMCAM KpIIMO/JIa ayTOpPCKAa NpaBa M KOPUCTHO//a MHTEJNEKTYaJHY CBOjUHY APYTUX
Jdna.

IloTniuc ayTopa
Y Beorpanay, _20.1.2021. rogune




06bpasay usjase o ucmogemHocmu WmMamndaHe U eJ1leKmpoHcke gep3uje dOKmMopckoz pada

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

HmMe v nipe3srmMe ayTopa Buagumup C. Illapaba
Bpoj uugekca ['801/16
CTyzaujcky nporpam XuzaporeoJoruja

HacsioB paga__,MUKpoOpraHusMuy — 6UOXHUAPOreo 0K HHANKATOPY 01abpaHuX ojaBa

MUHepasHux Boga Cpouije”

MeHTOp ap Becesqnn Jlparumuh, pes. npod. y NIeH3Uju

Jap Ueuna lumMkuh, BUIIM HayYHU capaJHUK

M3jaBbyjeM [a je wITaMllaHa Bep3Wja MOI JOKTOPCKOI paZia HMCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
Bep3UjU KOjy caM Impejao/ja paju NoxXpawHBamwa y /JIMTMTAa/IHOM peno3suTOpHjyMy

Yuusep3urtera y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce oGjaBe MOjU JIMYHHU IOJAIM Be3aHH 3a J00Hjarbe aKaZeMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Npe3ruMe, TOJJMHA U MeCTO pohera u JaTyM oJi6paHe pajia.

OBM JIMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlaMa AUTUTaTIHe OGUOJIUOTEKE, Y

eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6/uKaljaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpany, _20.1.2021. roaune




obpasay usjase o kopuuwherby

H3jaBa 0 kopumhemwy

OpnamhyjeMm YHuBep3uTeTcKy Oubauoreky ,CBeTto3ap MapkoBuh“ ga y /JururtanHu
peno3uTopujyM YHHUBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy [JOKTOPCKY JAuCepTaLUjy MOJ
HacJIOBOM:

,MHUKPOOPraHMU3MH — OMOXHUAPOTE0J0KH HHAUKATOPH 01a0paHUX

nojaBa MUHepaJaHUX Boja Cpouje”

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJ10.

JlicepTanujy ca CBUM NMpUJO3UMa Npejao/ia caM y eleKTPOHCKOM ¢opMaTy MOroJHOM 3a
TPajHO apXUBUpabE.

Mojy JIOKTOPCKY AvcepTalujy noxpaweHy y JUruTaJHOM Perno3uTOpUjyMy YHUBEP3UTETA Y
Beorpasy u AOCTYIHY ¥ OTBOPEHOM IPHUCTYNY MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOLUTYjy oApende
caZip>kxaHe y ojlabpaHoM Tuny JuleHue KpeatuBHe 3ajegHulie (CreativeCommons) 3a Kojy
caM ce OJJIy4HO/1a.
1. Aytopctgo (CC BY)
2. AytopcTtBo - HekoMepuujaaHo (CC BY-NC)

@AyTopCTBo - HeKoMepuHMjaaHo - 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjaTHO — 1eJIUTH o ucTuM ycaoBuMa (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepazga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - AeauTH noj uctum ycaosuma (CC BY-SA)

(MoJsinMo /12 3a0KPY>KUTE CaMO jeJIHY OJ1 IeCT NOHYHeHUX JIULEHIH.
KpaTak omnuc JIMIIeHIIU je cCacCTaBHU /le0 OBe U3jaBe).

IloTniuc ayTopa

Y Beorpaay, _20.1.2021. roguHe




1. AytopcTBoO. /l03BO/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYLUjY U jaBHO CaollllTaBame JeJa, U
npepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH oJpeheH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIULEHIIE, YaK U y KoMepLUjaiHe cBpxe. OBO je HajcI060HU]ja 0J CBUX JIUILEHIIH.

2. AyTOpCTBO - HeKOMepuMjaaHO. /[o3Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, AUCTPUOYLHjy U jaBHO
caomlITaBame Jiesa, U Npepaje, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HayuH ofpebeH of cTpaHe
ayTopa WJiM AaBaola JuleHLe. OBa JMIeHIa He 103B0/baBa KOMepLHjaHy YIIOTpeOy Aea.

3. AyTOpCTBO - HeKOMepLHUjaJHO - ©6e3 mnpepasa. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYLMjy U jaBHO CaolllTaBame Jiesa, 6e3 npoMeHa, Ipeob/IMKOBaba WU ynoTpebde
JleJla y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oJjpeheH o[ cTpaHe ayTopa WU
JlaBaona JinneHLe. OBa JiMLeHLla He 03BOJ/baBa KOMepLHjaJHy YIOTpeOy Aesa. Y o4HOCY Ha
CBe OoCTaJle JIMLeHlle, 0OBOM JIML[EHLIOM Ce OrpaHW4YaBa HajBehu 061MM npaBa kopulnhemwa Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMeplHjaJJHO - JAeJIMTAU IM0oJ HUCTUM YycjaoBuUMA. /Jlo3BoJbaBaTe
YMHOXaBake, JUCTPUOYLUjy U jaBHO caollllTaBawe Jiesa, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe
ayTopa Ha HauuH ofpebeH oJ cTpaHe ayTopa WJM JlaBaolia JIMIEHIle U ako ce mpepaja
JAUCTpUOyvpa 00J HKCTOM WA CJAUYHOM JuneHioM. OBa JiMIeHIla He [03BOJbaBa
KOMep1LHja/IHy YIIOTpeOy Aesa U npepaja.

5. AytopcTtBo - 6e3 mpepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, JUCTPUOYIU)Y U jaBHO
caomniITaBame Jesa, 6e3 MpoMeHa, peoOJIMKOBakba UM YIIOTpeOe Jieia y CBOM JieJly, aKo ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4yuMH ojpeheH oj CTpaHe ayTopa WM JaBaoua JuueHine. OBa
JIMIIEHL[A Z103B0J/baBa KOMEPLHjaIHY YIIOTPeOy Jea.

6. AyTOpPCTBO - Ae/IMTH MOJ, UCTUM ycCJI0BUMaA. /l03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, IUCTPUOYIH]Y
Y jaBHO CaollllTaBamwe Jiesa, U pepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauyuH ofpeheH of
CTpaHe ayTopa WJM JaBaolid JHWIEeHIle U aKo ce mpepaja AUCTpUOyupa MoJ UCTOM WU
CIMYHOM JinneHoM. OBa JiMIleHIIa [03BO/baBa KOMepLMjaJHy ynoTpeby Jesa U npepaja.
CavyHa je coPTBEPCKUM JIMLeHL[aMa, OZJHOCHO JIML|eHlJaMa OTBOPEHOT KO/a.
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