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lzvod

Bioremedijacija je ekonomski isplativa, zelena tehnologija kojom se zagadujuce supstance
bioloskim putem transformiSu u netoksi¢na jedinjenja ili se potpuno razgraduju do ugljen-
dioksida i vode. Kao bioloski agensi se najcesée koriste mikroorganizmi. Da bi se povecala
brzina bioloske razgradnje bioremedijacijom se optimizuju uslovi za rast mikroorganizama
prisutnih u zemljiStu aeracijom, dodavanjem hranljivih supstanci, najces¢e soli azota i
fosfora, a ako je potrebno i dodavanjem posebno pripremljenih kultura mikroorganizama.
U ovom radu je dat i pregled nasih ex situ bioremedijacionih postupaka na industrijskom
nivou koriséenih za tretman zemljista kontaminiranog naftnim ugljovodonicima kao $to je
zemljiste iz rafinerije i zemljiSta kontaminirana mazutom ili transformatorskim uljem.

Klju¢ne reci: bioremedijacija, naftni ugljovodonici, mikroorganizmi, zagadenje.
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Do zagadenja zemljista naftnim derivatima dolazi
usled eksploatacije, prerade, transporta, skladistenja,
koris¢enja nafte, a ne malim delom i pri akcidentnim
izlivanjima. GodiSnje se proizvede 3,91 milijardi tona
sirove nafte (2010. godina) [1], a procene su da od toga
0,1% dospeva u zivotnu sredinu [2] kao rezultat antro-
pogenih aktivnosti. Zagadenje naftom i naftnim deriva-
tima predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje i Zivotnu sre-
dinu [3].

Tehnologije za uklanjanje naftnih zagadujuéih sup-
stanci iz zemljiSta i njegovo ,izleCenje” (remedijaciju)
mogu biti abioticke (fizicke, hemijske i termicke) i bio-
ticke (bioremedijacija u Sirem smislu). Mogu se prime-
niti: a) na samom mestu zagadenja (in situ) ili b) izvan
mesta zagadenja (ex situ). Kod ex situ postupaka zem-
ljiSte treba prethodno iskopati i prebaciti ga do mesta
obrade [4,5]. Predmet ovog rada je bioremedijacija,
dok se detaljan prikaz abiotickih tehnologija moze nadi
u prethodnim radovima [4-7].

U svetu se bioloske metode koriste dugi niz godina,
pa tako u tretmanu zagadenja ugljovodonicima nafte
bioremedijaciji pripada oko 25% od svih remedijacionih
postupaka [8-11]. U odnosu na abioticke, bioloski pos-
tupci imaju komparativnu prednost posto su ekonomski
isplativi i pripadaju ,prijateljskim za okolinu” tehnolo-
gijama. Pri ovim procesima dolazi do transformacije u
jedinjenja sa smanjenom toksi¢nosc¢u ili potpune raz-
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gradnje kontaminanta. Na taj nacin se ne stvara otpad,
a tretirano zemljiSte moze da povrati svoju prirodnu
biolosku aktivnost. Metode se mogu koristiti ne samo
za uklanjanje ugljovodonika nafte vec i drugih organs-
kih zagadivaca (pesticidi, policiklicni aromatic¢ni ugljovo-
donici — PAH-ovi, deterdzZenti, organski rastvaraci ili fe-
noli). Kao bioloski agensi se najcesée koriste mikroor-
ganizmi, ali i biljke (fitoremedijacija). U Sirem smislu
bioremedijacija podrazumeva koris¢enje bioloskih age-
nasa za uklanjanje vecine toksi¢nih komponenti, uklju-
Cujuci i metale.

Osnovni put za uklanjanje naftnih ugljovodonika u
prirodi je biodegradacija. Za mikroorganizame zagadu-
juce supstance predstavljaju supstrat za rast, pa se tako
i ugljovodonici nafte razgraduju do netoksi¢nih sup-
stanci i na kraju mineralizuju, odnosno prevode do ug-
ljen-dioksida i vode [12,13]. Postupkom bioremedijacije
prirodni procesi biodegradacije se ubrzavaju i opti-
mizuju aeracijom, biostimulacijom (dodatak hranljivih
supstanci) i bioaugmentacijom (dodatak mikroorgani-
zama).

Brzina biodegradacije naftnog zagadivaca u zemlji-
Stu zavisi od prirode i koli¢ine ugljovodonika, prisutnos-
ti i degradacionih osobina mikroorganizama u zemljistu,
kao i karakteristika samog zemljista.

UGLJOVODONICI NAFTE KAO SUPSTRATI

Nafta je sloZiena smesa razli¢itih ugljovodonika i
srodnih komponenti koji se uobic¢ajeno grupisSu u Cetiri
frakcije: zasi¢ena frakcija, aromati¢na frakcija, jedinje-
nja azota, sumpora i kiseonika (NSO jedinjenja) i asfal-
teni [14-16]. Frakcija zasi¢enih ugljovodonika sadrzi
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najve¢im delom alkane normalnog i racvastog niza i
cikloalkane (naftene), dok aromati¢na frakcija uglav-
nom sadrzi mono- i policiklicne ugljovodonike koji mo-
gu da imaju i alkil-bocni niz. NSO jedinjenja i asfalteni
su polarna jedinjenja. NSO jedinjenja su rastvorna u
nafti, a asfalteni koloidno dispergovani. Asfalteni su vi-
sokomolekulska aromati¢na jedinjenja ili smese jedinje-
nja sa ve¢im brojem kondenzovanih aromaticnih prste-
nova i ve¢im brojem heteroatoma i prisutni su u malim
koli¢inama u nafti.

Goriva i maziva, koja se dobijaju preradom nafte,
iako homogenija po sastavu od sirove nafte, sadrze mo-
lekule razlicitih fizicko-hemijskih karakteristika. Razlike
su u molekulskoj masi, tacki kljucanja, rastvorljivosti u
vodi, hidrofobnosti, gustini i viskozitetu [17].

Brzina bioloske razgradnje nije ista za sva jedinjenja
prisutna u naftnom zagadivacu. Opste je prihvaceno da
se ova brzina smanjuje u nizu n-alkani > racvasti alkani
> racvasti alkeni > n-alkil aromati¢na jedinjenja male
molekulske mase > aromati¢na jedinjenja sa jednim
prstenom > cikli¢ni alkani > policikli¢ni aromati¢ni ugljo-
vodonici >> asfalteni [18-21]. Mada je n-alkanska frak-
cija najvise degradabilna, i medu pojedinim ¢lanovima
homologog niza postoje odredene razlike u biorazgra-
divosti. Tako, na primer, Cs—C, ugljovodonici mogu biti
toksi¢ni za neke mikroorganizme, jer izazivaju oStecenja
lipidne membrane, dok su Cy—C, ugljovodonici hidro-
fobni i u ¢vrstom agregatnom stanju na obi¢nim tempe-
raturama, Sto uslovljava i manju biodegradabilnost.

MIKROORGANIZMI

Upotreba mikroorganizama kao biodegradacionih
agenasa je u stalnom porastu zbog ogromnog biodi-
verziteta i neprevazidenog katabolickog potencijala.
Degradacione sposobnosti su uslovljene kataboli¢kim
genima i enzimima [22-25]. Osim toga, mikroorganizmi
poseduju razli¢éite mehanizme za adaptaciju na hidro-
fobne supstrate kao Sto su: modifikacija ¢elijske mem-
brane, proizvodnja povrsinski aktivnih supstanci ili upo-
treba efluks pumpi za smanjenje koncentracije toksic-
nih komponenti [26].

Dominantni rodovi mikroorganizama koji razgraduju
ugljovodonike nafte su kod bakterija: Nocardia, Pseudo-
monas, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus,
Arthrobacter, Corynebacterium, Achromobacter, Rho-
dococcus, Alcaligenes, Mycobacterium i Bacillus, kod
kvasaca: Rhodotorulla, Candida, Sporobolomyces i Au-
reobasidium, a kod plesni: Fusarium, Aspergillus, Mu-
cor, Penicillium, Trichoderma i Phanerochaete [27-29].

Pojedini mikroorganizmi imaju sposobnost da raz-
grade samo odredeni broj komponenti nafte, ali mesa-
ne kulture kao $to su mikrobne zajednice prisutne u
zemljiStu omogucavaju veci stepen degradacije [30-33].
Neke od komponenti se mogu razloZiti samo kometa-
bolicki — zajednickim dejstvom viSe mikroorganizama.
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Osim mikroorganizama koji primarno razlazu naftu u
zemljiStu su prisutni i drugi koji koriste za svoju ishranu
komponente nastale primarnom razgradnjom. Uklanja-
njem degradacionih proizvoda stimuliSse se dalja raz-
gradnja nafte.

PUTANJE DEGRADACIJE UGLJOVODONIKA

Mikroorganizmi mogu da koriste razli¢ite ugljovo-
donike kao izvore energije i izvore ugljenika, azota i
sumpora. Od ugljovodonika se najcesce koriste C;—Cyq
alkani, cikloalkani, benzen, toluen, etilbenzen, ksilen
(Benzene, Toluene, Ethylbenzene, Xylene — BTEX), PAH-
ovi sa dva do Sest prstenova, heterocikli¢na jedinjenja
kao sto su karbazol ili dibenzotiofen (DBT). Biodegra-
dacija ugljovodonika se odvija i pod aerobnim i anae-
robnim uslovima. Anaerobna degradacija se odvija znat-
no sporije od aerobne, ali je znacajna u uslovima sni-
Zene koncentracije kiseonika i veoma ¢esto omogucava
razgradnju polihlorovanih bifenila (PCB) [12,19,34].

Aerobna razgradnja

NajbrZze i najkompletnije razlaganje vecine organs-
kih zagadivaca se odvija pod aerobnim uslovima. Po-
Cetna biohemijska reakcija je ugradivanje molekulskog
kiseonika mono- i dioksigenazama, a zatim prevodenje
nastalih proizvoda u intermedijere centralnih metabo-
lickih putanja.

Degradacija alkana

Najzastupljeniji nacin degradacije alkana je termi-
nalna oksidacija ugljovodoni¢nog niza do primarnog al-
kohola, koji se dalje oksiduje dehidrogenazama do mas-
ne kiseline koja ulazi u proces foksidacije. Postoje i
druge putanje. Pomodu dioksigenaza se oksiduju n-C;g—Csq
alkani i C;,—Cy alkeni i nastaje aldehid, bez alkoholnog
intermedijera. Takode, pomocu cis-desaturaza se uvodi
dvostruka veza u alkan. Kod nekih bakterija i kvasaca
oksiduju se oba terminusa alkana, $to je oznaceno kao
w-oksidacija i nastaju o, w-dikarbonske kiseline [35].

Kod bakterija je najbolje proucena putanja razgrad-
nje alkana pomocu enzima koji se nalaze na OCT plaz-
midu Pseudomonas putida GPol [34,36]. Prevodenje
alkana u alkohol se odvija uz pomoc¢ kompleksa alkan-
-hidroksilaze, koga ¢ine monooksigenaza integrisana u
plazma membranu (AlkB), rubredoksin i rubredoksin-
-reduktaza. Alkan-hidroksilaze slicne AlkB su Siroko za-
stupljene i kod gram-pozitivnih i gram-negativnih bak-
terija. Okarakterisano je 250 AlkB homologa u najmanje
45 bakterijske vrste [37].

Osim enzima sli¢nih AlkB postoje i druge alkan-hid-
roksilaze sa drugim kofaktorima i drugacijom regulaci-
jom [36]. Ovi enzimi se mogu klasifikovati i prema du-
Zini ugljovodoni¢nog niza koji koriste kao supstrat: me-
tan-monooksigenaze koriste C;—Cg, membranske AlkB
C;—C,¢ alkane, ciklicne alkane, alkil-aromate, P450 oksi-
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genaze eukariota (mikrozomalne, CYP52) i prokariota
(CYP153) Cs—Cy6, flavin-dioksigenaza Cy—Csq ugljovodo-
nike. Kod bakterijskih P450 enzimskih sistema neop-
hodni su feredoksin i feredoksin-reduktaza koja prenosi
elektrone sa NADPH do citohroma.

Pojedini mikroorganizmi imaju i visSe od jednog sis-
tema za degradaciju alkana. Tako, na primer, izolati
Rhodococcus erythropolis mogu da sadrze i do pet en-
zima AIkB tipa i tri CYP153 tipa [37].

Degradacija aromaticnih jedinjenja

Sistem za biodegradaciju kod mikroorganizama or-
ganizovan je tako da se polazna jedinjenja u veéem
broju perifernih putanja transformisu do odredenih
centralnih meduproizvoda kao Sto su katehol, homo-
gentizat ili protokatehuat koji se prevode do interme-
dijera ciklusa trikarbonskih kiselina (CTK) [22,38-40].

Katehol je jedan od glavnih intermedijera u kata-
bolizmu aromaticnih jedinjenja (slika 1). Kod vecine
prokariota ugradivanjem molekulskog kiseonika pomo-
¢u dioksigenaza nastaje najpre cis-dihidrodiol, a zatim
katehol. Potom se prsten otvara u orto- ili meta-polo-
Zaju i nastaju cis,cis-mukonska kiselina ili njen semial-
dehid. Alternativno, neki eukarioti kao Sto su neligni-
noliticke gljive i neki prokarioti koriste citohrom P450-
-monooksigenazu. Gradi se aren-oksid, koji se prevodi u
trans-dihidrodiol pre gradenja katehola. Neligninoli-
ticke gljive proizvode citav niz oksidovanih metabolita
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koji su manje toksi¢ni nego polazne komponente. Pro-
karioti dalje oksiduju dobijene proizvode u centralnim
metabolickim putanjama preko uobicajenih intermedi-
jera acetaldehida, piruvata, Cilibarne kiseline, acetil-CoA.
PAH-ovi koji imaju do pet prstenova takode se mogu
razgraditi, ali se zbog male rastvorljivosti ve¢inom raz-
gradnja odvija kometabolicki.

Ligninoliticke gljive proizvode ekstracelularne pero-
ksidaze kao Sto su mangan- ili lignin-peroksidaze, kao i
lakaze koje oksiduju PAH-ove nespecificnom radikal-
skom reakcijom. Ovi mikroorganizmi su od posebne
vaznosti za degradaciju slabo rastvornih supstrata koji
se ne mogu transportovati kroz membranu. Lignino-
liticke gljiive mogu da mineralizuju PAH-ove pomocu
citohrom P450-monooksigenaze i epoksid-hidrolaza.

NSO jedinjenja i asfalteni su teze degradabilni od
zasi¢ene i aromatic¢ne frakcije i njihov metabolizam je
manje proucen. Razgradnja se uglavnom odvija kome-
tabolicki, a vaznu ulogu ima i prisustvo n-alkana u zaga-
divacu naftnog tipa. Degradacioni proizvodi alkana kao
$to su masne kiseline omogucdavaju rastvaranje i emul-
zifikaciju asfaltena [29].

Anaerobna razgradnja

Poslednjih godina se intenzivno proucava anaerob-
na razgradnja ugljovodonika. MeSanim kulturama mik-
roorganizama mogucée je razgraditi: toluen, benzen,
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Slika 1. Glavne putanje za aerobnu razgradnju PAH-ova kod bakterija i gljiva [41].
Figure 1. The main pathways for aerobic PAH degradation by bacteria and fungi [41].
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naftalen, fenantren, n-alkane sa vise od Sest C atoma i
racvaste alkane [22,40].

Anaerobna oksidacija se odvija uz redukciju gvozde
(l)-jona, sulfata, oksida mangana ili fumarata, zatim
denitrifikaciju, enzimima anoksigenih fotosintetskih ba-
kterija ili sintrofnim konzorcijumom vodoni¢nih i meta-
nogenih bakterija. Pored bakterijskih postoje i fungalni
sistemi kao $to je kod kulture Cladosporium sp., koja
razlaze alifati¢na jedinjenja u benzinskim rezervoarima.

Kod anaerobne razgradnje prvi deo u nizu hemijskih
izmena je uvodenje vode ili fumarata umesto kiseonika.
Centralni intermedijer u razgradnji aromaticnih jedinje-
nja je benzoil-CoA, Cija degradacija ide postepenim za-
si¢enjem aromati¢nog prstena do pimelil-CoA, koji se
kompletno razgraduje do acetil-CoA i molekula ugljen-
dioksida.

FAKTORI KOJI UTICU NA EFIKASNOST
BIOREMEDIJACIE

Za uspesnost bioremedijacionog procesa pored mik-
roorganizma sposobnog da razgradi kontaminant kao
izvor ugljenika moraju se uzeti u obzir i drugi faktori kao
Sto su lakousvojivi izvor azota i fosfora (hranljive sup-
stance), vlaznost, temperatura, kiseonik (aeracija) i
eventualno prisustvo surfaktanata. Osim toga, vazne su
i karakteristike zemljista kao Sto je pH, mineraloski sas-
tav i sadrzaj organske supstance [11].

Hranljive supstance

Zagadujuca supstanca predstavlja izvor ugljenika za
mikroorganizme, pa je kontaminirano zemljiste uglav-
nom siromasno u azotu i fosforu. Dodatak ovih sasto-
jaka dovodi do poveéanog rasta mikroorganizama i ubr-
zava proces degradacije kontaminanta. Uobicajeno je
da se hranljive supstance dodaju u zemljiste radi uspo-
stavljanja masenog odnosa ugljenik:azot:fosfor (C:N:P)
oko 120:10:1 sto je priblizno odnosu ovih elemenata u
biomasi [4,11,12]. Dodatak hranljivih supstanci se ozna-
Cava kao biostimulacija, a moZe se koristiti mineralno
dubrivo ili dubrivo organskog porekla (stajsko dubrivo,
aktivni mulj) [13].

VlaZnost

Optimalna vlaznost zemljista za proces bioremedi-
jacije je 12—30%, ili 40—80% saturacionog kapaciteta.
Nedovoljna vlaznost ogranicava i smanjuje rast mikro-
organizama, dok prevelika vlaZznost smanjuje aeraciju
zemljista [42].

Temperatura

Temperatura utice na mikrobni rast, sastav mikrob-
nih zajednica i brzinu degradacije zagadivaca. Osim
toga, od temperature zavisi i viskozitet, rastvorljivost,
fizicka priroda i hemijski sastav naftnog zagadivaca
[12,13]. Biodegradacija ugljovodonika se mozZe odvijati
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u Sirokom opsegu temperatura. Izolovani su psihrofilni
[43] mezofilni i termofilni [44] mikroorganizmi koji ko-
riste ugljovodonike nafte kao jedini izvor elektrona i
ugljenika.

Aeracija

Degradacija naftnih zagadivaca se najbrze i najkom-
pletnije ostvaruje pod aerobnim uslovima. Dostupnost
kiseonika zavisi od intenziteta ukupne mikrobioloske
potrosnje i tipa zemljista. Za poviSenje koncentracije
kiseonika u kontaminiranoj sredini se koriste brojne
metode poput prevrtanja, prinudne aeracije, mehanic-
kog mesanja, bioventilacije, uvodenja vazduha i dodat-
kom alternativnih izvora kiseonika poput vodonik-pe-
roksida ili najéesée magnezijum-peroksida [42].

pH

pH zemljista odreduje tip mikrorganizama koji je na
raspolaganju za biodegradaciju. Vedini bakterija odgo-
vara neutralni pH, a gljivama slabo kisela sredina. Obic-
no je optimalno pH za bioremedijaciju u granicama od 6
do 8. Ako je zemljiste kiselije dodaje se krec, a ako je
suvise alkalno pH se podesava dodavanjem amonijum-
-sulfata [12,42].

Surfaktanti

Surfaktanti su jedinjenja koja smanjuju povrsinski
napon vode i povecavaju rastvorljivost hidrofobnih sup-
stanci u vodi. Ugljovodonici se vezuju za Cestice zem-
ljista, pa surfaktanti u porama zemljista pomaZzu proces
desorpcije nepolarnih jedinjenja sa Cestica zemljista, Ci-
me se povecava njihova biousvojivost.

Mogu se koristiti surfaktanati hemijskog i bioloskog
porekla [45,46]. Hemijski surfaktanti koji se upotreb-
ljavaju u bioremedijaciji treba da budu biodegradabilni i
da ne inhibiraju rast mikroorganizama.

Neki mikroorganizami sintetiSu biosurfaktante gliko-
lipide kao Sto su ramnolipidi kod sojeva Pseudomonas
aeruginosa ili trehalolipidi kod roda Rhodococcus, lipo-
peptide kao Sto je surfaktin kod sojeva Bacillus subtilis,
polimere kao sto je emulzan kod bakterije Acinetobac-
ter calcoaceticus [47]. lako je potvrdeno da se biosurf-
aktanti grade i u zemljistu, uglavnom se smatra da se in
situ pri bioremedijaciji ne postize efektivna koncentra-
cija surfaktanta. Kao alternativa postoji i proces gde se
ramnolipidi proizvode u odvojenom postupku, a onda
dodaju na postrojenje za bioremedijaciju [48].

Zemljiste

Tekstura zemljiSta uti¢e na permeabilnost, sadrzaj
vlage i ukupnu gustinu zemljista. Fino sprasena zem-
ljista su manje permeabilna od zemljista sa krupnim
Cesticama. ZemljiSta sa niskom permeabilnoséu su obi-
¢no slepljena i otezavaju distribuciju i transport vlage,
hranljivih supstanci i vazduha. Ovakvom zemljistu se
prilikom bioremedijacije mogu dodati agensi kao Sto je
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slama ili piljevina radi postizanja Zeljene teksture. Na
brzinu i stepen degradacije utice i tip kontaminiranog
zemljista, sadrzaj gline i organske supstance, kao i udeo
pojedinih frakcija peska. ZemljiSte u kome se nalaze
pesak i Sljunak u preovladujucoj koli¢ini poseduje dobru
drenaznu sposobnost, tj. vrlo kratko zadrzava vodu i
propustljivo je za vazduh [8,12].

Sudbina i ponasanje ugljovodonika u zemljiStu za-
vise od tipa zemljista i fizicko-hemijskih osobina konta-
minanta. Sa povecanjem vremena kontakta izmedu
kontaminantata i zemljiSta, opada hemijska i bioloSka
dostupnost zagadujuée supstance, a ovaj proces se
Cesto naziva ,starenje”. Glavni mehanizmi starenja su
sorpcija i difuzija (kolektivno nazvane sekvestracija).
Kontaminanti koji su podlegli procesu sekvestracije i
starenja nisu dostupni za biodegradaciju u zemljistu ¢ak
iako su sveze dodata jedinjenja jo$ uvek biodegrada-
bilna [49].

BIOAUGMENTACIJA

Bioaugmentacija predstavlja dodavanje koncentro-
vane i specijalizovane populacije mikroorganizama (po-
jedinacni soj ili mesana kultura-konzorcijum). Ova teh-
nika se koristi za zemljiSta u kojim je broj mikroorga-
nizama manji od 10° CFU/g [31] ili ukoliko prisutni mik-
roorganizmi ne poseduju metabolicke putanje za raz-
gradnju kontaminanata. U literaturi se za dodavanje
mikroorganizama navode strategije dodavanja Ciste
kulture, mesane kulture, dodatak genetski modifikova-
nih organizama (GMO) ili dodatak specificnog gena pa-
kovanog u vektor tako da se insertuje konjugacijom u
nativnu populaciju [50,51].

Kao Sto je navedeno, mesane mikrobne kulture ima-
ju prednost zbog Sireg degradacionog potencijala, si-
nergizma i mogucénosti kometabolizma. Genetski inzi-
njering se uglavnom koristi za dobijanje bakterijskih so-
jeva sa visokom sposobnoscu za razgradnju teze degra-
dabilnih aromati¢nih jedinjenja, posebno halogenova-
nih derivata [13,52].

Mikroorganizmi koji se upotrebljavaju za bioaug-
mentaciju mogu se izolovati sa mesta kontaminacije ili
se nabaviti iz komercijalnih izvora. Komercijalni mik-
robni preparati ovog tipa u nekim zemljama nisu pri-
hvaéeni u javnosti. Pored toga, GMO se nigde u svetu
ne koriste u takozvanim ,fild” (eng. field) eksperimen-
tima [9,51,52].

lako postoji veliki broj publikovanih radova o pozi-
tivnim efektima bioaugmentacije u nekim slu¢ajevima
ova tehnika se pokazala kao neuspesna [53,54]. Istra-
Zivanja ukazuju da se ubrzo po aplikaciji broj egzogenih
mikroorganizama u ispitivanom zemljiStu znatno sma-
nji. Razlozi za to mogu biti mnogobrojni: kompeticija
izmedu dodatih i prirodno prisutnih mikroorganizma,
antagonizam ili predatorstvo (protozoe, bakteriofagi).
Osim toga, zemljiSte je sloZzen heterogen sistem pa pre-

Zivljavanje i sposobnost degradacije kod dodatih mikro-
organizama zavise i od fluktuacija u temperaturi, sadr-
Zaju vode, pH ili dostupnosti kontaminanta i hranljivih
supstanci.

Zbog efikasnosti (ali i zbog javhog mnjenja), naj-
prakticnije je upotrebiti mikroorganizme izolovane iz
zemljiSta koje treba da bude dekontaminirano [32]. Pri
izolaciji i selekciji mikrobnih kultura pored degrada-
cionih sposobnosti vodi se racuna i o sposobnosti za
prezivljavanje i otpornosti na eventualno prisutne dru-
ge zagadujuce supstance [53,55]. Najcesce se priprema
mesana kultura, umnozava se i kao aktivna biomasa
aplikuje na kontaminiranu lokaciju. Ovakav postupak se
oznacava kao reinokulacija ili autohtona bioaugmenta-
cija [56].

Upotreba nosaca (noseceg materijala) kao fizicka
potpora za biomasu omogucava bolje prezivljavanje.
Pored zastitne uloge idealan nosac treba da bude i
netoksi¢an i za zemljiSne mikroorganizme i za inoku-
lante [51]. Inkapsulacija i imobilizacija omogucavaju
kontrolu protoka hranljivih supstanci, smanjuju izloze-
nost toksi¢nim supstancama, smanjuju na minimum os-
tecenje membrane i Stite od predatora i kompeticije, pa
tako predstavljaju minijaturni bioreaktor u Zivotnoj sre-
dini. Za inkapsulaciju se upotrebljavaju materijali kao
agar, alginat, gelan guma, poliuretan, polivinil-alkohol,
karagenan. Za imobilizaciju se koriste lako dostupni pri-
rodni materijali (slama, piljevina, hitin, glina) [9,52].

TEHNOLOGIJE BIOREMEDIJACUE

Izbor tehnologije za remedijaciju je jedinstven za
svaki slucaj i zavisi od niza faktora: vrste i koncentracije
kontaminanta, karakteristika zemljista i terena, granic-
nih koncentracija koje treba dosti¢i na osnovu zakonske
regulative, vremena raspolozivog da se izvede dekonta-
minacija kao i cene [5,7,8]. Nisu sve tehnologije pri-
menljive za sve sluCajeve, a ne mora ni najpovoljnija
ekonomska opcija da bude i najbolja tehnicka varijanta.
Previsoka koncentracija zagadujuée supstance i prisus-
tvo teskih metala mogu biti toksi¢ni za bioloske sis-
teme, pa prema tome mogu biti i ograni¢avajuci za bio-
remedijaciju [11]. Osim toga, razli¢ite tehnologije, pa i
abioticki i bioti¢ki postupci, mogu se kombinovati da bi
se zagadenje smanjilo do bezbednog nivoa po prihvat-
liivoj ceni. Na slici 2 prikazan je pregled bioremedija-
cionih tehnologija.

In situ tehnologije

In situ tehnologije omogucavaju tretman zagadene
zemlje na mestu zagadenja, pri cemu se izbegavaju
troskovi iskopavanja i transporta [4,5]. Cena postupka
je niska, a i najmanje je naruSavanje Zivotne sredine.
Primena ovog tretmana je ograni¢ena dubinom zemljis-
ta koji se moze efikasno obraditi. Uglavnom, kod vecine
zemljista efikasna difuzija kiseonika koja ¢e omoguditi

279



V.P. BESKOSKI i sar.: BIOREMEDIJACIJA ZEMUISTA KONTAMINIRANOG NAFTOM

Hem. ind. 66 (2) 275-289 (2012)

Bioremedijacija
in sifu ex sifu
.r'/’
- 4 A 4
Prirodno smanjenje Projektovano > Aeracija Projektovano
Y Y
Bioventilacija Biostimulacija PovrSinska obrada
zemljista
| /
o o A 4
Stimulisana — -
bioremedijacija Bioaugmentacija Le¥ [t 52 il =
halde
Y
Povr$inska obrada - - .
zemljista Kompostiranje
A \ 4
Fitoremedijacija Bioreaktori

Slika 2. Bioremedijacione tehnologije.
Figure 2. Bioremediation technologies.

odgovarajuci stepen bioremedijacije moZe se postiéi za
dubine od nekoliko centimetara do oko 30 cm. Neke od
najvaznijih in situ bioloskih tehnika su prirodno sma-
njenje, bioventilacija, stimulisana bioremedijacija, povr-
Sinska obrada zemljista i fitoremedijacija.

Prirodno smanjenje (eng. natural attenuation), po-
znato i kao unutrasnja bioremedijacija tj. bioslabljenje
(eng. intrinsic bioremediation or bioattenuation) pasivni
je remedijacioni postupak, koji podrazumeva pracenje
prirodnog procesa precis¢avanja koji se odigrava in situ
bez ikakve stimulacije [7,8]. Kontaminant se podvrgava
biodegradaciji, mineralizaciji, isparavanju, razblazenju,
disperziji, sorpciji i interakciji sa zemljistem.

Tehnologija je primenljiva za PCB-e, ugljovodonike
nafte, eksplozive, pojedine metale i pesticide. Nedos-
taci su duZina trajanja procesa, potencijalna migracija
kontaminanta erozijom, luZenjem, isparavanjem i cesto
nemogucnost postizanja Zeljene dekontaminacije. Hid-
roloski i geohemijski uslovi se mogu promeniti i po-
vecati mobilnost kontaminanta, a time mogu uticati i
na remedijacioni proces.

Bioventilacija (eng. bioventing) predstavlja injekto-
vanje vazduha u nesaturisanu zonu zagadenog zemljista
takvom brzinom da se ostvari maksimim aerobne mik-
robne degradacije organskih jedinjenja a da se ispara-
vanje i oslobadanje kontaminanata u atmosferu smanji
na minimum [5].

280

Tehnika bioventilacije se uspesSno primenjuje za naf-
tne derivate kao Sto su benzin, kerozin, dizel i ulja za
grejanje, PAH-ove, ali se moze koristiti i za fenole, al-
kohole i ketone, razli¢ite hlorovane rastvarace i BTEX
komponente.

Stimulisana bioremedijacija (unapredena, poboljsa-
na, eng. enhanced bioremediation) predstavlja primenu
biostimulacije (dodatak hranljivih supstanci — azota,
fosfora, kiseonika) i/ili bioaugmentacije (dodatak mik-
roorganizama) na kontaminiranom prostoru u cilju ubr-
zanja prirodnih biodegradacionih procesa [7,8].

Injektiranje gasova, naj¢eS¢e vazduha, postize se
pomocu sistema bunara. Aerobni procesi se mogu do-
datno stimulisati injektiranjem razblaZzenog rastvora vo-
donik-peroksida, a anaerobna biodegradacija rastvo-
rom nitrata. Ova tehnologija je efikasna za remedijaciju
zemljiSta kontaminiranog ugljovodonicima nafte, pesti-
cidima i nitrotoluenima pogotovo kada je stepen konta-
minacije nizak. Ipak, usled poveéanja polarnosti moze
doci i do povecane mobilnosti kontaminanta i njegovog
prelaska u podzemne vode, a pod anaerobnim uslo-
vima kontaminant se moZe transformisati u jo$ toksic-
nije jedinjenje.

In situ povrsinska obrada zemljista se primenjuje za
remedijaciju povrsinskog sloja zemljista (eng. landfar-
ming) (do 50 cm) [5]. Po dodatku hranljivih supstanci i
piljevine kontaminirano zemljiSte se periodi¢no okreée
radi aeracije i dodatno kvasi radi ¢uvanja vlaznosti. Po-
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jatana mikrobna aktivnost dovodi do degradacije pri-
sutnih ugljovodonika. Metoda se primenjuje in situ uko-
liko je kontaminacija plitka i ispod nje se nalazi glinoviti
sloj ili zaglinjeno vodonepropusno zemljiste. Ukoliko je
kontaminacija na dubini ve¢oj od 1,5 m zemljiSte se
iskopava i primenjuje se ex situ metod. UspesSnost teh-
nike u velikoj meri zavisi od karakteristika zemljista
(teksture zemljista, vlage, broja mikroorganizama, pH) i
klimatskih uslova (koli¢ine padavina, vetra, kao i tem-
perature). Tako na primer, glinovita zemlja nije rastre-
sita i teSko ju je aerisati, a Cesto nakon kiSnog perioda
predugo zadrzava vodu usled ¢ega se povecava sadrzaj
vlage.

Ovo je jednostavna tehnologija, a nedostaci su to
$to na bioloSku degradaciju uticu klimatski uslovi, pro-
cedne tec¢nosti moraju se sakupljati i dodatno obradi-
vati, a teski metali u koncentraciji vecoj od 2,5 mg/kg
mogu inhibirati mikrobni rast.

Fitoremedijacija

Upotreba mikroorganizama u remedijaciji je limi-
tirana kada su u pitanju Siroko rasprostranjene neor-
ganske zagadujuce supstance, pre svega metali. Re-
medijacija biljkama ili fitoremedijacija (eng. phytore-
mediation) ima potencijal za akumulaciju, imobilizaciju i
transformaciju niskih koncentracija perzistentnih kon-
taminanata [5]. Proces se zasnhiva na sposobnosti bilja-
ka da deluju kao solarne pumpe za vodu pri ¢emu po-
vuku i u vodi rastvorne zagadujuce supstance.

Fitoremedijacija je primenljiva za Sirok spektar sup-
stanci, brojne metale i radionuklide, razli¢ita organska
jedinjenja poput hlorovanih organskih jedinjenja, BTEX,
PCB-a, PAH-a, pesticida/insekticida, eksploziva i surfak-
tanata.

Prednosti ove metode su mali projektni troskovi, a
ogranicenja ove tehnologije su pre svega dugo trajanje
remedijacionog procesa, teskoce pri uspostavljanju i
odrzavanju vegetacije na lokacijama sa visokom konta-
minacijom, kao i moguénost pove¢ane mobilnosti proiz-
voda degradacije i bioakumulacije u Zivotinjama.

Ex situ tehnologije

Povrsinska obrada zemljista (eng. landfarming) se
moze realizovati i ex situ postupkom [5,8]. Tokom ovog
procesa, kontaminirano zemljiSte se prvo iskopava, po-
tom mesa sa otpadom iz drvno-preradivacke industrije
uz dodatak hranljivih supstanci, a zatim se formira sloj
ne veéi od 0,5 m. Procedne tecnosti se sakupljaju po-
mocu sistema cevi. Zemljiste se poljoprivrednom me-
hanizacijom periodi¢no okreée ¢ime se povecava aera-
cija i izbegava heterogena degradacija. Optimalan sadr-
Zaj vlage se odrzava navodnjavanjem ili rasprskava-
njem, a optimalno pH dodavanjem gasenog kreca ili fo-
sforne kiseline.

Ova jednostavna tehnika je ¢esto koris¢ena u naft-
noj industriji i za naftni mulj. Tehnologija je nasla Siroku

primenu u tretmanu zemljista kontaminiranog naftnim
ugljovodonicima i drugim manje isparljivim biodegra-
dabilnim kontaminantima. MoZe se upotrebiti i za ha-
logena isparljiva i poluisparljiva jedinjenja, ali i pesti-
cide. Prednosti ove tehnologije su jednostavnost, niska
cena i mala procesna kontrola. Nedostaci su to $to ova
tehnologija zahteva veliki prostor i vreme. Pojedini po-
lutanti se uklanjaju u potpunosti, a drugi ne mogu biti
smanjeni ispod grani¢ne koncentracije.

Bioloske gomile — halde

Uredene bioloske gomile (eng. biopiles), bioloske
halde, ili samo halde su projektovani sistemi u kojima
se iskopanom zemljiStu dodaju hranljive supstance i
materijal koji povecéava rastresitost [5,7,57-59]. Sistem
se aeriSe radi stimulacije prirodne aerobne mikrobne
aktivnosti. Proces se odvija na vodonepropusnom tere-
nu Sto se postize radom na asfaltu ili postavljanjem
Cvrstih polietilenskih folija. Za aeraciju se koristi sistem
cevi za distribuciju vazduha vakuum-pumpama ili udu-
vavanjem. Procedne tecnosti se sakupljaju sistemom
cevi i preciS¢avaju sistemom filtera ili odvode do sa-
birnog bazena, a odatle se vracaju prskalicama na haldu.

Zemljiste se pokriva nepropusnom folijom radi kon-
trolisanja gubitka vode isparavanjem, isparavanja Stet-
nih supstanci, kontrolisanja atmosferskih tecnosti, cu-
vanja toplote, kao i smanjenja rizika od prelaska konta-
minanta u nekontaminirano zemljiSte i vode. Karakte-
ristike zemljista i klimatski uslovi odreduju i uticu na
ovaj process, dok su hranljive supstance, kiseonik, vlaga
i pH faktori koji se mogu kontrolisati s ciliem ubrzanja
remedijacionog postupka. Optimalna biodegradacija po-
lutanata se ostvaruje obi¢no na temperaturama 20—40 °C.

Biogomile se mogu porediti sa tehnikom , landfar-
ming“ iako se aeracija tom tehnikom postize meSanjem
i prevrtanjem zemljiSta i osnovna razlika je u debljini
sloja zemljista koji je podvrgnut bioremedijaciji.

Tehnologija se uspesno primenjuje za obradu halo-
genih i nehalogenih isparljivih organskih jedinjenja
(eng. volatile organic compounds — VOCs), naftnih ug-
ljovodonika, poluisparljivih organskih jedinjenja (eng.
semivolatile organic compounds — SVOCs) i pesticida.
Njene prednosti su jednostavnost projektovanja i pri-
mene, niska cena, zatim zatvorenost sistema kao i krat-
ko vreme obrade. Potrebna je manja povrsina zemljista
nego kod tehnike povrsSinske obrade zemljista. Nedos-
tatak je da prisustvo znacajnih koncentracija teskih me-
tala inhibira rast mikroorganizama.

Kompostiranje (eng. composting) jeste kontrolisan
bioloski proces kojim se organske supstance komunal-
nog otpada u zemljiStu stabilizuju i transformiSu dejs-
tvom mikroorganizama pod aerobnim i anaerobnim us-
lovima do bezopasnih jedinjenja [60]. ZemljiSte zaga-
deno organskim otpadom se iskopava i mesa sa stru-
gotinom, piljevinom i drugim otpadom biljnog porekla.
Dobijeni materijal se rasporeduje u duge redove i pe-
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riodicno okreée Sto omogucéava dobro mesanje i aera-
ciju. Neprijatni mirisi, koji mogu nastati tokom procesa,
preciséavaju se pomocu filtera za tretman vazduha. U
zemljiStu se odrzavaju termofilni uslovi (54 do 65 °C).
Maksimalna degradaciona efikasnost se postize odrza-
vanjem odgovarajuce koli¢ine kiseonika i vlaznosti.

Postoje tri glavna postupka za kompostiranje. U pr-
vom, koji se oznacCava kao aerobne staticne gomile,
kompost se oblikuje kao gomila, a aeracija se postize
produvavanjem ili vakuum-pumpama. Kompostiranje
se moZze izvesti i u bioreaktoru uz mehani¢ko mesanje i
aeraciju. Tredi sistem je uredeno kompostiranje (eng.
windrow composting), a kompost se rasporeduje u du-
gacke uredene gomile u redovima i periodicno meha-
nicki mesa.

Krajnji proizvod ima veliki mikrobni diverzitet i veéu
mikrobnu populaciju u odnosu na plodno zemljiste, pa
se uobicajeno upotrebljava kao dodatak zemljistu, jer
sadrzi hranljive supstance neophodne biljkama i potpo-
maze obnavljanje vegetacije narusenog i erodiranog ze-
mljista.

Proces kompostiranja se primenjuje za zemljiSta
kontaminirana lako degradabilnim organskim jedinje-
njima, komunalnim otpadom, ali i eksplozivima poput
2,4,6-trinitrotoluena (TNT). Prednosti postupka su mo-
guénost tretmana eksplozivnih sredstava bez spaljiva-
nja, upotreba otpada iz drvne industrije, kao i mogu¢-
nost regeneracije siromasnih zemljisSta mineralima, mik-
roorganizmima i organskim supstancama.

Nedostaci tehnike su neophodni prostor, radna sna-
ga, Cesto oslobadanje isparljivih organskih jedinjenja i
prasine tokom iskopavanja zemljiSta i nemoguénost
tretmana zagadenja teskim metalima.

Bioreaktori

Upotreba bioreaktora znatno skracuje vreme tra-
janja procesa bioremedijacije. Tehnologija se joS naziva
i bioremedijacija u te¢nom stanju (eng. slurry phase
bioremediation) [61,62]. Zagadeno zemljiste, sediment
ili mulj se iskopava, mesa sa vodom i ubacuje u bio-
reaktor. Suspenziji se dodaju hranljive i povrsinski ak-
tivne supstance uz mesanje mehanicki ili aeracijom. Uo-
bi¢ajeno, 10-30% suspenzije u reaktoru je suva sups-
tanca. Zatvoren sistem omogucava kontrolu ne samo
temperature, pH ili aeracije vec i isparljivih organskih
jedinjenja. Po zavrSetku procesa, zemljiste se susi, a
preostala voda dodatno obraduje filtriranjem pre is-
pustanja u prirodni recipijent u skladu sa lokalnim pro-
pisima. Veéinom se koriste aerobni sistemi, dok su an-
aerobni bioreaktori efikasniji za obradu halogenih ug-
ljovodonika dehalogenizacijom.

Ova tehnologija nalazi primenu za remedijaciju zem-
ljista kontaminiranog ugljovodonicima nafte, rastvara-
¢ima i pesticidima. Bioreaktori su posebno pogodni za
obradu heterogenih zemljista, zemljiSta male permea-
bilnosti, zemljista sa podrucja gde se voda ne zadrzava.

282

Brzina i efikasnost dekontaminacije je znatno veca u
odnosu na ostale bioremedijacione procese i moze se
primeniti ¢ak i za tretman glinovite zemlje. Nedostaci
su slozenost kontrole procesa, kao i neophodnost do-
datnog preciséavanja preostale vode i visoka sredstva
potrebna za susSenje vlazine zemlje. Cena tretmana je
najvisa u odnosu na druge bioloske postupke.

REMEDIJACIONE TEHNOLOGIJE U SVETU | KOD NAS

Trziste zastite Zivotne sredine i remedijacionih teh-
nologija je u stalnom porastu. Ispitivanjem trzista, vred-
nost globalnog trzista za remedijaciju opasnog otpada u
2006. godini je iznosila 11,7 milijardi dolara, dok je pro-
cena za 2011. godinu 16,6 milijardi dolara, Sto je porast
od 7,8%. Udeo bioloskih metoda na ovom trZiStu je oko
10% [63].

Po drugim autorima internacionalno trziste za re-
medijacioni sektor iznosi 30—35 milijardi dolara, a pro-
cena za bioremedijaciju pomoéu mikroorganizama i fi-
toremedijaciju je 1,5 milijardi godisSnje [64]. Samo u
SAD za remedijaciju opasnog otpada se izdvaja oko 12
milijardi, Sto ¢ini 30% svetskog trziSta. U zapadnoj Ev-
ropi ukupno trziste za zastitu Zivotne sredine iznosi 227
milijardi dolara. Postoji vise od 600000 kontaminiranih
lokaliteta za Cije saniranje se procenjuje da ¢e biti iz-
dvojeno priblizno 50 milijardi evra tokom niza godina.
Za ove potrebe se planira izdvajanje 0,5-1,5% bruto
drustvenog proizvoda. Velika Britanija, Francuska i Ho-
landija odvajaju najveci deo novca. Za zemlje centralne
i isto¢ne Evrope procena za ukupno trziSte za zastitu
Zivotne sredine je 15 milijardi dolara sa godisnjim ras-
tom od 6,6%. Rast trziSta za remedijacione tehnologije
u ovim zemljama je u korelaciji sa ekonomskim rastom i
uvodenjem stroge zakonske regulative u oblast Zivotne
sredine.

U Republici Srbiji donoSenjem novog Zakona o zas-
titi Zivotne sredine 2004. godine i Zakona o upravljanju
otpadom 2009. godine stvoreni su preduslovi za razvoj
remedijacionih tehnologija. Prema lIzvestaju u stanju Zi-
votne sredine u Republici Srbiji za 2009. godinu i Izves-
taju o stanju zemljiSta u Republici Srbiji sistematski mo-
nitoring zemljista nije u potpunosti uspostavljen [65,66].
Na osnovu istrazivanja Agencije za zastitu Zivotne sre-
dine identifikovana su 375 kontaminirana lokaliteta na
kojima je zagadenje zemljiSta potvrdeno laboratorij-
skim analizama zemljiSta i podzemnih voda u nepo-
srednoj blizini lokalizovanih izvora zagadenja i prisutno
je u duzem vremenskom periodu. Najveéi udeo u iden-
tifikovanim lokalitetima imaju komunalne deponije, a
najveci deo u okviru industrije ima naftna industrija.
Remedijacija je izvrSena na 5,7% identifikovanih loka-
liteta.

Bioremedijacija je komercijalna tehnologija, koja se
u svetu primenjuje ve¢ dvadesetak godina na industrij-
skom nivou, i ima svoje prednosti i ograni¢enja [10,64].
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Prednost bioremedijacije je u tome da najmanje
narusava zZivotnu sredinu, narocito kao in situ tehno-
logija, a kao deo zelene hemije i zelenog inzZinjeringa
uklapa se u strategiju odrzivog razvoja [67,68]. Smatra
se bezbednom tehnologijom koja daje krajnje resenje
zagadenja za razliku od skladistenja otpada. Osim toga,
cena bioremedijacionih postupaka je u niza u porede-
nju sa cenom alternativnih tehnologija.

Osnovni nedostaci su da je uobicajeno sporija u od-
nosu na druge metode i $to se ne moZe upotrebiti za
dekontaminaciju zemljiSta sa visokom koncentracijom
toksicnih supstanci ili neorganskim zagadujuéim supstan-
cama. Osim toga, u nekim slu¢ajevima ovom tehnolo-
gijom se ne moze dosti¢i smanjenje kontaminacije is-
pod grani¢nih koncentracija koji zahtevaju lokalni propisi.

U ekonomski razvijenim zemljama kriterijumi u ob-
lasti zastite Zivotne sredine se podizu kako u pogledu
tehnologija remedijacije koji ¢e se koristiti tako i ocene
kvaliteta remedijacijom tretiranog zemljista. U okviru
savremenih standarda uvode se ekotoksikoloske meto-
de, jer omogucavaju integraciju dejstva svih znacajnih
supstanci ukljucujudéi i one koje nisu obuhvaéene hemij-
skom analizom. BioloSke metode su i u ovom aspektu u
prednosti, jer su svojom prirodom usmerene na biodos-
tupni deo bilo kog kontaminanta. Snizenje koncentra-
cije zagadujucih supstanci koje se postize biodegrada-
cijom uglavnom se odnosi na biodostupnu frakciju, pa
ostaci kontaminanata mogu biti detektovani analiti¢kim
tehnikama, a ne moraju da imaju uticaj na okolinu. Na
drugoj strani nebioloSke metode mogu da ostave bio-
dostupne kontaminante u niskim koncentracijama.

PRIMERI USPESNO 1ZVEDENIH BIOREMEDIJACIONIH
POSTUPAKA

Metodologija rada pri remedijaciji zagadenog mesta
je specificna za svaki kontaminant i teren i mora biti

cenu o vremenu i troSkovima izvodenja operacije
[8,51,69-72]. Sve aktivnosti treba da budu u skladu sa
za zaStitom Zivotne sredine.

U tabeli 1 prikazani su primeri nasih bioremedija-
cionih postupaka na poluindustrijskom i industrijskom
nivou koji su izvedeni u periodu od 2005. godine. Kao
ilustracija, bioremedijacija zemljiSta kontaminiranog
transformatorskim uljem je opisana detaljnije.

Rezultati prikazani u tabeli 1 govore u prilog uspes-
noj primeni ove tehnologije na industrijskom nivou.
Bioremedijacijom se i veoma visoke koncentracije raz-
licitih kontaminanta mogu sniziti do zakonski prihvat-
ljivog nivoa.

Bioremedijacija zemljiSta kontaminiranog
transformatorskim uljem

Do kontaminacije zemljista transformatorskim uljem
je doslo na lokalitetu trafostanice ,,Bor 2“ nakon akci-
denta, izlivanja ulja iz havarisanog transformatora i na-
knadnog istakanja iz uljne jame. ZemljiSte je iskopano,
prebaceno na vodonepropusnu povrsinu i analizirano
na sadrzaj naftnih ugljovodonika. Analize su pokazale
da je sadrzaj ukupnih ugljovodinika nafte u zemljistu u
granicama 6,1-58,9 g/kg Sto prevazilazi interventnu
(remedijacionu) vrednost po vaZe¢im propisima*. pH
vrednost uzoraka zemljiSta je bila u granicama od 5,8
do 7,1, a sadrzaj glinovite frakcije u zemljiStu je bio oko
33%. Ukupan sadrzaj mikroelemenata i teskih metala
(Cu, Zn, Pb, Cd, Ni, Cr i As) u uzorcima nije prelazio
maksimalno dozvoljene koli¢ine za poljoprivredno zem-
ljiste. Mikrobioloskim analizama je utvrdeno prisustvo
viabilnih mikroorgranizama u svim uzorcima $to je uka-
zivalo da zemljiSte moZe da bude tretirano bioloskim
metodama. Ukupan broj bakterija je bio u granicama
od 3,2x10* do 2x10° CFU/g zemljista, kvasaca i plesni
1-3x10° CFU/g, a mikroorganizama koji razlazu ugljo-
vodonike 4x10°—6x10" CFU/g. Na oshovu niskih kon-

Tabela 1. Bioremedijacija zemljista kontaminiranog razlicitim naftnim zagadujucim supstancama
Table 1. Bioremediation of soil polluted by various petroleum products

Poreklo zagadenog zemljista

TPH?, pocetak-kraj
g/kg suvog zemljista

Sy 3 . .
Koli¢ina, m> Vreme, meseci Literatura

Rafinerija Pancevo

Koncentrat otpadne emulzije Fabrike maziva Krusevac i
vanbilansni mazut

Vanbilasni mazut, Beogradske elektrane
Transformatorsko ulje Bor, Elektromreza Srbije

29,99-2,17 150 6 33,59,73,74
39,9-0,5 600 6 73,75
5,2-0,3 600 3 58,73,76

19,44-1,55 650 6 77

antaI Petroleum Hydrocarbons (ukupni ugljovodonici nafte)

zasnovana na nau¢nim i tehnickim kriterijumima. Uobi-
¢ajeno je da se pored osnovne karakterizacije kontami-
niranog zemljista uvek rade probe razgradnje na labo-
ratorijskom i ,,pilot” nivou da bi se dobili podaci o efi-
kasnosti tehnologije. Osim toga, pri poveéanju razmera
na industrijski nivo vazno je i napraviti pribliznu pro-

* Po Uredbi o programu sistemskog pracena kvaliteta zem-
ljista, indikatorima za ocenu rizika od degradacije zemljista i
metodologiji za izradu remedijacionih programa (SI. glasnik
RS, br. 88/2010) grani¢na vrednost za zagadeno zemljiste za
mineralna ulja (ukupne ugljovodonike nafte) iznosi 50 mg/kg,
a remedijaciona vrednost iznosi 5000 mg/kg zemljista.
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centracija azota (0,05-0,16%) i dostupnog fosfora
(25-45 mg/kg) u zemljistu pretpostavlja se da bi do-
datak mineralnih sastojaka (biostimulacija) delovao po-
voljno na povedéanje broja mikroorganizama i brzinu
razgradnje ugljovodonika pri procesu.

U okviru preliminarnih analiza uobicajeno je da se u
laboratorijskim uslovima ispita biodegradacioni poten-
cijal, odnosno sposobnost mikroorganizama prisutnih u
zemljiStu da razgrade ugljovodonike. Testovi su radeni
u erlenmajerima uz aeraciju i meSanje na rotacionoj
muckalici na 200 obrt/min [55,69]. Odnos &vrsti uzo-
rak:rastvor za biostimulaciju (0,1% amonijum-nitrat,
0,025% dikalijumhidrogen-fosfat) bio je 1:5 (m/V). Za
bioaugmentaciju upotrebljena je aktivha biomasa mik-

=)
S

Okontrola

Bbiostimulacija
B biostimulacija+bioaugmentacija

%
S

=Y
S

Smanjenje sadrzaja TPH, %

roorganizama koji razlazu ugljovodonike, pripremljena
,obogacivanjem” (eng. enrichment) iz kontaminiranog
materijala. Sa slike 3a, na kojoj su prikazani rezultati na-
Sih laboratorijskih testova, uocava se da se samo bio-
stimulacijom posle Cetiri nedelje postize stepen raz-
gradnje ugljovodonika 85%. Dodatkom biomase mikro-
organizama koji razgraduju ugljovodonike postizu se jos
bolji rezultati i stepen razgradnje iznosi preko 90%. Na
osnovu ovih rezultata odluc¢eno je da u slede¢em ko-
raku, pilot” eksperimentu, pored biostimulacije koristi i
bioaugmentacija da bi se proces ubrzao i da bi se po-
stigao vedi stepen razgradnje.

Pilot eksperiment je izveden na uzorku zemljiSta u
koligini 0,3 m? koji je pomesan sa istom koli¢inom peska

Vreme, nedelje
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Slika 3. Efikasnost biodegradacije ugljovodonika. a) Efekat biostimulacije i bioaugmentacije na biodegradaciju ugljovodonika na
laboratorijskom nivou; b) promene u sadrZaju ukupnih ugljovodonika nafte i broja mikroorganizama koji razlazu ugljovodonike
tokom ,pilot” bioremedijacije; c) promene u sadrZaju ukupnih ugljovodonika nafte i broja mikroorganizama koji razlazu

ugljovodonike tokom bioremedijacije na industrijskom nivou.

Figure 3. Efficiency of hydrocarbon biodegradation. a) The effect of biostimulation and bioaugmentation on hydrocarbon
biodegradation — laboratory study; b) changes in total petroleum hydrocarbon content and number of hydrocarbon degraders
during pilot bioremediation; c) changes in total petroleum hydrocarbon content and number of hydrocarbon degraders during

bioremediation on industrial level.
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i 0,04 m’ piljevine u plasticnom kontejneru zapremine
1m’. ZemljiStu su dodati rastvori kalijum-nitrata, di-
amonijum-fosfata i kalijum-hlorida za postizanje opti-
malnog C:N:P:K odnosa (priblizno 100:10:1:0,1). Uzorci
su mesani svake nedelje i aktivna biomasa mikroorgani-
zama je dodavana svake druge nedelje. Promene u bro-
ju mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike i sma-
njenje sadrzaja ugljovodonika u zemljistu tokom ovog
eksperimenta prikazane su na slici 3b. Uocava se da je
nakon 8 nedelja postignuto smanjenje TPH od 89%. Na
osnovu ovih preliminarnih testova predlozena je i reali-
zovana ex situ bioremedijacija.

Na haldi za ex situ bioremedijaciju se nalazilo oko
650 m*® zemljiSta dobijenog mesanjem oko 300 m’ zau-
lienog zemljista kontaminiranog mineralnim transfor-
matorskim uljem sa 300 m’ recnog neispranog peska i
40 m* piljevine mekog drveta. Pesak je koris¢en kao
noseci materijal za razblaZivanje, a u njemu prisutna or-
ganska supstanca kao alternativni izvor ugljenika. Pilje-
vina doprinosi poveéanju retencionog vodnog kapaci-
teta i mogucnosti zemljiSta da zadrzi vodu, ali predsta-
vlja i dodatni izvor ugljenika za stimulaciju celulolitic¢kih
mikroorganizama.

Materijal je homogenizovan upotrebom utovarivaca
i rasporeden na asfaltnoj vodonepropusnoj povrsini ta-

Slika 4. Fotografije halde za ex situ bioremedijaciju. a) Mesanje kontaminiranog zemljista sa piljevinom i peskom; b) rasprskavanje

rastvora za biostimulaciju i kvasenje; c) konacni izgled halde.

Figure 4. Photographs of an ex situ bioremediation biopile. a) Mixing of polluted soil with sawdust and sand; b) spraying of

biostumulation solution and watering; c) final bioremediation biopile.
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ko je dobijena halda dimenzija 75 mx20 mx0,4 m. Opti-
malni C:N:P:K odnos (priblizno 100:10:1:0,1) dostignut
je dodavanjem rastvora amonijum-nitrata, diamonijum-
-fosfata i kalijum-hlorida (biostimulacija). U rastvor je
dodat i komercijalni surfaktant cija je efikasnost prove-
rena u laboratorijskim uslovima [55]. Rastvori su nano-
Seni sistemom za rasprskavanje te¢nosti. Procedne tec-
nosti su skupljane u rezervoar odakle su rasprskava-
njem vraéane na haldu (Slika 4).

Za bioaugmentaciju je upotrebljena biomasa mikro-
organizama koji razlazu ugljovodonike. Mesana kultura
mikrorganizama izolovanih iz kontaminiranog materi-
jala je pripremljena , obogacivanjem” (enrichment) i
sukcesivno umnozena od laboratorijskog nivoa do za-
premine 1m?® u mobilnom reaktoru na mestu tretmana.

Vlaznost je tokom tretmana odrzavana u okviru
40-60% retencionog vodnog kapaciteta. Zemljiste je
prevrtano i meSano svake dve nedelje, a rastvori hran-
ljivih supstanci i aktivnha mikrobna biomasa su dodavani
u mese¢nom intervalu. Da bi se smanjio atmosferski
uticaj, ali i isparavanje tokom bioremedijacije, halda je
bila prekrivena polietilenskom folijom.

Proces biodegradacije je pracen odredivanjem sadr-
Zaja ukupnih naftnih ugljovodonika i mikroorganizama
koji razlazu ugljovodonike (slika 3c). Nakon Sest meseci
TPH zemljista je snizen od pocetnih 19,44 do 1,55 g/kg
suvog zemljista (92%). Posto su analize pokazale da je
krajnja koncentracija ugljovodonika u zemljistu ispod
interventne (remedijacione) vrednosti zemlja je upotre-
bljena kao pokrivni materijal za komunalnu deponiju.

ZAKUUCAK

Trziste remedijacionih tehnologija je u stalnom po-
rastu. lako je ucesce bioloSkih metoda na ovom trzistu
oko 10%, bioremedijacija ima znacajne prednosti u od-
nosu na druge tehnologije kako u pogledu cene tako i u
efikasnosti u uklanjanju polutanata. Ova tehnologija
najmanje naruSava Zivotnu sredinu, narocito pri pri-
meni in situ, a odgovara i strategiji odrzivog razvoja.
Ipak, bioremedija nije univerzalna i nije primenjiva za
svako zagadenje.

Uspesnost bioremedijacije zemljista zavisi od niza
parametara: faktora sredine, dodatka i dostupnosti hran-
ljivih supstanci i tehnickih karakteristika postrojenja.
Vaino je istaci da se ¢ak i pod optimalnim uslovima pri
procesu ne uklanjaju svi kontaminanti, ve¢ efektivnost i
ekonomska isplativost bioloSkog procesa zavisi od iden-
tifikacije kriticnih faktora i njihove optimizacije.

U Srbiji se tek ocekuje razvoj remedijacionih tehno-
logija, a u svetu gde se bioremedijacija ve¢ komerci-
jalno koristi na industrijskom nivou vise od deset go-
dina stalno se unapreduju tehnike da bi se prosirila lista
kontaminanata na koje se tretman moZe primeniti, a
proces ubrzati s ciljem povecavanja efikasnosti. Prouca-
vaju se metaboli¢ke putanje i uloga pojedinih sojeva u
mikrobnim zajednicama. Uvode se ekotoksikoloske me-
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tode za pracdenje i evaluaciju toka procesa, proucava se
distribucija kontaminanata pre i posle primenjenog tre-
tmana. Od posebne vaZznosti su strategije za povecanje
biodostupnosti kontaminanata kao i uvodenje bioloskih
koraka u postupke bazirane na hemijskim ili fizickim
metodama.
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SUMMARY

BIOREMEDIATION OF SOIL POLLUTED WITH CRUDE OIL AND ITS DERIVATIVES: MICROORGANISMS, DEGRADATION
PATHWAYS, TECHNOLOGIES

Vladimir P. Bedkoski', Gordana D. Gojgi¢-Cvijovi¢', Jelena S. Mili¢', Mila V. 1li¢%, Srdan B. Miletic?,
Branimir S. Jovanéiéevic’l'?’, Miroslav M. Vrvi¢™

"University of Belgrade, Institute of Chemistry, Technology and Metallurgy, Department of Chemistry, Belgrade, Serbia
ZUniversity of Belgrade, Institute of Chemistry, Technology and Metallurgy, Department of Remediation, Belgrade,
Serbia

3University of Belgrade, Faculty of Chemistry, Belgrade, Serbia

(Review paper)

The contamination of soil and water with petroleum and its products occurs Keywords: Bioremediation e Petroleum
due to accidental spills during exploitation, transport, processing, storing and use. hydrocarbons e Microorganisms e Pollu-
In order to control the environmental risks caused by petroleum products a tion

variety of techniques based on physical, chemical and biological methods have
been used. Biological methods are considered to have a comparative advantage
as cost effective and environmentally friendly technologies. Bioremediation, de-
fined as the use of biological systems to destroy and reduce the concentrations of
hazardous waste from contaminated sites, is an evolving technology for the re-
moval and degradation of petroleum hydrocarbons as well as industrial solvents,
phenols and pesticides. Microorganisms are the main bioremediation agents due
to their diverse metabolic capacities. In order to enhance the rate of pollutant
degradation the technology optimizes the conditions for the growth of microor-
ganisms present in soil by aeration, nutrient addition and, if necessary, by adding
separately prepared microbial cultures. The other factors that influence the effi-
ciency of process are temperature, humidity, presence of surfactants, soil pH,
mineral composition, content of organic substance of soil as well as type and con-
centration of contaminant. This paper presents a review of our ex situ bioreme-
diation procedures successfully implemented on the industrial level. This tech-
nology was used for treatment of soils contaminated by crude oil and its de-
rivatives originated from refinery as well as soils polluted with oil fuel and trans-
former oil.
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