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Bioremedijacija sloZenih rafinerijskih supstrata nastalih incidentno ili namernom
destrukcijom instalacija: ispitivanja na model supstratu

Sazetak

Ova studija istrazuje bioremedijaciju sloZzenih rafinerijskih supstrata kontaminiranih
teskim metalima, prvenstveno kobaltom i molibdenom, koji poti¢u iz otpadnih
katalizatora koris¢enih u procesu hidrodesulfurizacije (HDS) nafte. Eksperimentalno su
ispitivana tri tipa HDS katalizatora kako bi se utvrdio njihov inhibitorni efekat na rast
mikrobnog konzorcijuma, pri ¢emu nije utvrden znacajan inhibitorni uticaj.
Sekvencijalna analiza metala pokazala je da se tokom procesa bioremedijacije smanjuje
izmenljiva frakcija metala, ukljucujuc¢i kobalt i molibden, koji su najmobilniji i
najpodlozniji bioloSkom usvajanju. Uoceno je i smanjenje frakcija vezanih za karbonate
i Fe-Mn okside, dok se rezidualna frakcija, koja sadrZzi najmanje mobilne metale,
povecava. Ovi rezultati ukazuju na promene u mobilnosti i dostupnosti metala pod
razli¢itim hemijskim uslovima tokom bioremedijacije. Fizicko-hemijske i mikrobioloske
analize pokazale su smanjenje sadrzaja organskih supstanci, HES-a i ukupnih naftnih
ugljovodonika (TPH), dok je sadrzaj huminskih kiselina zna¢ajno povecan, sto sugerisSe
uspesnu bioremedijaciju. Huminske kiseline, kao indikatori degradacije organskih
materijala, ukazuju na poboljSanje ekoloskih uslova i kvalitet zemljista. Pored toga,
studija sugeriSe da je moguée reciklirati otpadne katalizatore hidrometalurskim
procesom, Cime bi se smanjio ekoloski rizik i omogucila odrZiva reciklaza ovog otpada.

Klju€ne reci: bioremedijacija metala; rafinerijski supstrati; kobalt; molibden; mikrobni
konzorcijum; sekvencijalna analiza metala; katalizatori

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



Bioremediation of complex refinery substrates resulting from accidental or
intentional destruction of installations: a studies on a model substrate

Abstract

This study investigates the bioremediation of complex refinery substrates contaminated
with heavy metals, primarily cobalt and molybdenum, originating from waste catalysts
used in the hydrodesulfurization (HDS) process of oil. Three types of HDS catalysts were
experimentally examined to determine their inhibitory effect on the growth of a
microbial consortium, with no significant inhibitory effect observed. Sequential metal
analysis showed that, during the bioremediation process, the exchangeable fraction of
metals, including cobalt and molybdenum, which are the most mobile and bioavailable,
decreases. A reduction in carbonate- and Fe-Mn oxide-bound fractions was also
observed, while the residual fraction, containing the least mobile metals, increased.
These results indicate changes in metal mobility and availability under different chemical
conditions during bioremediation. Physicochemical and microbiological analyses
revealed a reduction in organic substances, hydrocarbons extracted with solvents (HES),
and total petroleum hydrocarbons (TPH), while the content of humic acids significantly
increased, suggesting successful bioremediation. Humic acids, as indicators of organic
material degradation, point to improvements in ecological conditions and soil quality.
Additionally, the study suggests that it is possible to recycle waste catalysts through a
hydrometallurgical process, which could reduce environmental risks and enable
sustainable recycling of this waste.

Keywords: bioremediation of metals; refinery substrates; cobalt; molybdenum;
microbial consortium; sequential metal analysis; catalysts

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry
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1. UvOD



Danas su mnogi industrijski sektori vazni za razvoj ekonomije jedne zemlje. Ali, na razlicite
nacine ti industrijski sektori mogu da dovedu do zagadenosti zivotne sredine generisanjem
industrijskog otpada. Kontaminacija zemljista, podzemnih voda, sedimenata, povrSinskih voda
1 vazduha sa opasnim otpadom kao §to je nafta i nusprodukti koji nastaju tokom prerade nafte,
predstavljaju veliki problem sa kojim se svet danas suocava.

Proizvodi bazirani na nafti su glavni izvor energije za industriju i svakodnevni zivot. Curenje
i akcidentno izlivanje se najcescée javlja u toku istrazivanja, proizvodnje i prerade, transporta i
skladiStenja nafte i naftnih derivata. Procenjena koliCina iscurele nafte, na godiSnjem nivou, je
oko 600.000 tona godisnje. Oslobadanje ugljovodonika u okolinu bilo da je slucajno ili rezultat
ljudske aktivnosti je glavni uzrok zagadivanja vode 1 zemljiSta. Zagadenje zemljista
ugljovodonicima izaziva veliku Stetu sistema pri akumulaciji zagaduju¢ih materija kod
zivotinja 1 biljnog tkiva 1 moze se zavrsiti letalno ili dovesti do mutacija.

Ispitivanja bazirana na kontaminaciji zivotne sredine uz ispitivanja uticaja razli¢itih
kontaminanata na biljni, zivotinjski svet i na ljudski organizam doSla su do rezultata koji
ukazuju na to da su dva najveca zagadivaca Zivotne sredine teski metali i organski zagadivaci
obzirom na njihovu sveprisutnost u ekosistemu $to ukljucuje zemljiSte i otpadne vode. Sa
razvojem tehnologija narocito ekoloskih, mnoge metode koje se upotrebljavaju pokazuju
efikasnost u odredenoj meri za ove tipove zagadivaca.

Postoji nekoliko tehnika za uklanjenje teskih metala iz Zivotne sredine ukljucuju¢i hemijsku
precipitaciju, oksidaciju i redukciju, filtraciju, reverznu osmozu, membransku tehnologiju,
evaporaciju i elektrohemijski tretman. Ali, vec¢ina ovih tehnika je neefikasna kada su
koncentracije teskih metala manje od 100 mg/L. Vecina soli teskih metala je rastvorna u vodi
i otpadnoj vodi, $to znaci da ne mogu biti odvojeni fizicko separacijonim metodama. Osim
toga, fizicko-hemijske metode su neefikasne i skupe kada je koncentracija teskih metala veoma
niska. Bioloske metode kao S§to je biosorpcija 1/ili bioakumulacija za uklanjanje teSkih metala
predstavlja zamenu za fizicko-hemijske metode. Upotreba mikroorganizama u remedijacijone
svrhe, predstavlja moguce reSenje za zagadenje teSkim metalima, jer podrazumeva odrzivost
remedijacionih tehnologija da bi se uspostavilo ponovno prirodno stanje zemljiSta. Teski metali
u mikrobioloskim ¢elijama uzrokuju inhibiciju bitnih funkcionalnih grupa, zamenjuju
esencijalne metalne jone ili dovode do modifikacije konformacije aktivnih bioloSkih molekula.
Odgovor mikrobioloSke zajednice na teske metale zavisi od koncentracije i dostupnosti teSkih
metala i kompleksan je proces koji je kontrolisan od strane vise faktora, kao §to su tip metala,
priroda medijuma i mikrobna vrsta.

Metode bioloske remedijacije zasnovane na mogucénostima remedijacije na mestu nastanka
zagadenja sa izrazenim ekonomskim prednostima bez stvaranja sekundarne kontaminacije
predstavljaju metode izbora za sanaciju zagadenja izazvanog organskim kontaminantima ili
teskim metalima.

Cilj ovog rada je bio da se ispita da li dolazi do promene formi metala, koji predstavljaju
katalizatore u procesu desulfurizacije nafte, tokom procesa bioremedijacije.

Pored navedenog radena su i osnovna fizicko-hemijska i mikrobioloska ispitivanja, zemljista
kontaminiranog naftom i katalizatorima.




2. PREGLED LITERATURE




2.1. Kontaminacija Zivotne sredine od strane naftne industrije

Nafta se se u modernom drustvu naziva ,,crno zlato® ili ,,ekonomska krv*. Predstavljajuci izvor
vazne energije, obim primene nafte se znatno Siri, Sto rezultuje povecanjem potrosnje. Zbog
ogranic¢enosti procesa tehnologije pri eksploataciji, preradi, skladiStenju, upotrebi nafte kao i u
procesu tehnologije prerade otpadnih voda, gde kao rezultat prerade nastaje otpad koji sadrzi
naftne materije koje se ispustaju u zemljiSte, Sto je u velikoj meri praceno problemom
zagadenja zivotne sredine koji postaje sve ozbiljniji, naruSavajuéi ceo ekosistem zemljista i
povrsinskih i podzemnih voda. (Hu 2020)

Tokom prve polovine dvadesetog veka naftna industrija je dozivela svoju ekspanziju
ostavljaju¢i moguénost stalnog isticanja nafte u zivotnu sredinu. Prirodno curenje nafte ili
curenje iz bunara koji se koriste za pumpanje nafte ne predstavljaju nuzno veliki problem jer
dolazi do njihovog slabljenja Sto smanjuje Stetu po ekosistem. Slabljenje iscurele nafte
stimuliSe autohtone mikrobe na razgradnju, uz promovisanje tehnologije bioremedijacije, bez
dodavanja konzorcijuma mikroorganizama. Ovaj fenomen je karakteristican i za druga
jedinjenja kao §to je slucaj sa polihlorovani bifenili i ugljovodonici. Ovo samo ukazuje na
¢injenicu da mikroorganizmi imaju sposobnost adaptacije na novonastale uslove istovremeno
razgradujuéi dati zagadiva¢. Medutim, prethodno se odnosi na istrazivanja i studije koje se
odnose na kratkoro¢ne slucajeve (npr. ostecenje naftovoda ili izlivanje), ali mali broj je
sprovedenih istrazivanja na ucestala tj. hroni¢na curenja i njihov uticaj na mikrobnu populaciju.
(Cébron et al. 2022) Istrazivanja koja se odnose na kontaminirano zemljiSte naftom u
sredinama gde dolazi do naftne eksploatacije su se uglavnom zasnivala na izolovanju mikroba
sposobnih da razgradnju, u cilju primene u bioremedijaciji. (Spini et al. 2018)

Na osnovu dosadasnih istrazivanja procenjeno je da na razli¢ite nadine, na svetskom godiSnjem
nivou, oko 100 milijardi kg nafte 1 naftnih derivata ude u podzemne vode, povrSinske vode i
zemljiste (na primer procenjuje se da se u Kini u podzemne vode izlije oko 600 miliona
kilograma godis$nje). Jedan od primera visokog sadrZaja sirove nafte u zemljistu od ¢ak 10.000
mg/kg Sto predstavlja 20 puta vecu vrednost od kriticne vrednsoti koja iznosi 500 mg/kg
predstavlja oblast naftnog polja u Kini koja se zove LiaoHe. (Hu 2020)

Otpad koji se generise iz petrohemijske industrije ima ozbiljan uticaj na zivotnu sredinu.
Potrosni naftni katalizatori predstavljaju glavni ¢vrst otpad iz petrohemijske industrije. (Bosio
et al. 2008)

ZnaCaj razumevanja ponaSanja naftnih zagadivata u zivotnoj sredini 1 Stetnosti koji
prouzrokuju u zemljiStu predstavlja veliki teorijski znac¢aj za prevenciju i kontrolu naftnih
zagadivaca. (Hu 2020) Povecéanje svesti i donoSenje propisa o Zivotnoj sredini narocCito su
usmereni na smanjenje nivoa zagadivaca u komercijalnim gorivima gde je najveéi fokus na
nizim nivoima sadrzaja sumpora (S), azota (N) i metala, posebno nikla (Ni) i vanadijuma (V).
(Trejo et al. 2008)

Obzirom da rafinerije predstavljaju krucijalni i najbitniji deo naftne industrije ¢iji kapacitet na
svetskom nivou, u 2020. godini, iznosi 101,2 miliona barela opravdana je pretpostavka da
rafinerije predstavljaju glavni izvor zagadenja Zivotne sredine i na taj nacin predstavljajéi veliki
izazov na globalnom nivou. Zivotna sredina usled svakodnevne izloZenosti otpadu na bazi
ugljovodonika naftnog porekla koji je namerno, slucajno ili akcidento pusten, zakopan ili
eventualno iscureo iz postrojenja trpi velike posledice u vidu zagadenja zemljiSta, emisije
zagadivaca) 1 hemikalija (policiklicni aromati¢ni ugljovodonici (PAH), toluen, fenol, teski
metali (npr. olovo, cink, kadmijum, bakar) u atmosferu, podzemne vode ili zemljiste.
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Rafinerijski vazduh je bogat oksidima azota (NOx) i sumpora (SOx). Tako, npr. sumpor dioksid
(SO2) predstavlja gas koji u znatnoj meri dovodi do zagadenja zivotne sredine jer sa
padavinom, vlagom i pove¢anom temperaturom dolazi do povecanja koli¢ine rastvorljivog SO2
injegove akumulacije u okolnom rafinerijskom zemljistu (Tabela 2.1 i Tabela 2.2). (Al-Rubaye

et al. 2023)

Tabela 2.1 Najvaznije emisije iz rafinerija nafte i njihovi izvori
Emisija Izvori
COx e Rafinerijske peci
e parni kotlovi i proizvodnja elektri¢ne energije
e aktivacija katalizatora u jedinicama za fluidno kataliticko
krekingovanje (FCC)
e sistem plamena
SOx ¢ Refining furnaces
e parni kotlovi i proizvodnja elektri¢ne energije
e aktivacija katalizatora u FCC jedinicama
e sistem plamena
e jedinica za odsumporavanje
NOx e Refining furnaces
e parni kotlovi i1 proizvodnja elektricne energije
e aktivacija katalizatora u FCC jedinicama
e sistem plamena
Isparljiva organska e skladistenje i transport sirove nafte i hemikalija
jedinjenja (VOC) e tretman opasnih voda
¢ ventilacija posuda radi smanjenja pritiska
e curenje ugljovodonika iz opreme

Cestice e Refining furnaces
suspendovane u e parni kotlovi i proizvodnja elektri¢ne energije
vazduhu (PM) e aktivacija katalizatora u FCC jedinicama

e gorenje gasova u sistemu plamena
Adaptirano iz Al-Rubaye i saradnici (Al-Rubaye et al. 2023)




Tabela 2.2 Prose¢na stopa najvaznijih emisija iz rafinerija nafte

CO2 25000 — 40000
NOx 90 — 450
PM 60 — 150
SOx 60 — 300
VOC 120 - 300

Adaptirano iz Al-Rubaye i saradnici (Al-Rubaye et al. 2023)

2.2. Kratak prikaz prerade nafte. Proces hidrodesulfurizacije (HDS)

Sirova nafta je prirodna mesavina ugljovodonika u te¢nom stanju, Sto ukljucuje jedinjenja
sumpora (S), azota (N), kiseonika (O), raznih metala metala i drugih neorganskih supstanci,
kao 1 vodu. Sastav nafte moze varirati tako da u procesu prerade nafte mogu nastati razliciti
proizvodi kao rezultat varijacija samog sastava nafte gde sa hemijskog aspekta ona predstavlja
vrlo slozenu mesavinu jedinjenja ugljovodonika, gde su manje koli¢ine onih jedinjenja koja u
svome sastavu imaju ve¢ pomenute elemente, a moze biti prisutna i voda. Kao rezultat
varijacija u sastavu nafte u procesu rafiniranja nastaje Sirok spektar proizvoda koji se razlikuju
po sastavu. (H. Al-Dahhan and MA Mahmood 2019)

U svome sastavu nafta sadrzi toksi¢ne elemente koji obuhvataju vanadijum, sumpor koji
sagoreva daju¢i sumpor — dioksid koji dovodi do zagadenosti vazduha. U nafti kao fosilnom
gorivu koje sadrzi razlicita organska jedinjenja gde se smatra da taj broj podrazumeva na
stotine razlicitih organskih jedinjenja ¢iji sastav dosta varira npr. takav je slucaj sa sumporom
¢ija koncentracija varira od 0, 04 do 8 %. (Jednak Beri¢ et al. 2023)

Nafta nosi naziv i kameno ulje zbog toga $to se u sedimentnim stenama javlja u razli¢itim
agregatnim stanjima bilo da je u gasovitom, te¢nom stanju ili kao polu¢vrsta ili ¢vrsta materija.
Iz navedenog se zaklju€uje da je nafta po hemijskom sastavu vrlo slozena meSavina jedinjenja
ugljovodonika sa manjim primesama jedinjenja koja sadrze azot, kiseonik, sumpor kao i male
kolicine jedinjenja koja u svome sastavu imaju metale. Energenti koji se dobijaju preradom
nafte ¢ine viSe od polovine ukupne svetske ponude Sto se tie energije tako da se mozZe reci da
nafta kao sirovina ima centralnu odnosno najvazniju ulogu za funkcionisanje danaSnje,
moderne industije. (H. Al-Dahhan and MA Mahmood 2019)

Sa pronalaskom motora sa unutradnjim sagorevajem, pocetkom dvadesetog veka, porasla je
upotreba nafte. U drugoj polovini dvadesetog veka organska geohemija je dala nova i
potkrepljena saznanja i samim tim naftna istrazivanja su postala perspektivna, gde su organske
geohemijske metode doprinele pronalascima novih, do tada neistraZzenih naftnih depozita $to
je ukljucivalo i bioloske markere. (Jovancicevic et al. 2022)

Najvazniji i najcesc¢i ugljovodonici u sirovoj nafti su ravni i razgranati alkani (nazvani parafini),
cikloalkani (nafteni), aromati¢ni ugljovodonici i najsloZenije hemijske supstance, kao Sto su
sastojci asfalta, ¢ija je molekulska tezina 800-2500. Ugljovodonici imaju opseg od (15-60%)
za parafine, (30-60%) za naftene, (3-30%) za aromate, a ostatak je asfalt. (H. Al-Dahhan and
MA Mahmood 2019)

Elementarne analize su pokazale da su glavne komponente nafte ugljenik i vodonik sa manjim
koli¢inama sumpora (0,1-8% v/v), azota (0,1— 1,0% v/v), i kiseonik (0,1-3% v/v), i elementi
u tragovima koji su prisutni u promilima (ppm) kao §to su vanadijum, nikl, gvozde i bakar. Od
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ne-ugljovodonic¢nih heteroelemenata najvise je prisutan sumpor dok azot 1 metali u tragovima
imaju Stetne efekte. (EI-Naggar et al. 2014)

Posmatrano sa fundamentalnog aspekta nafta je jedan od oblika postojanja organske supstance,
u geosferi. Ono $to je izdvaja od ostalih organskih supstanci je znacaj u pogledu komercijalnog
aspekta kada se poredi sa drugim jedinjenjima i predstavlja sa ugljem i prirodnim gasom
najvazniji prirodni resurs. (Milicevic et al. 2017)

U cilju zastite zivotne sredine rafinerije treba znatno da smanje koncentracije zagadivaca kao
Sto je sumpor koji je prisutan u frakcijama nafte, narocito u benzinu i srednjem destilatu. (Trejo
et al. 2008)

Nafta se nakon vadenja iz morskih naftnih platformi doprema do obale. Tako dobijena sirova
nafta nema direktnu upotrebnu vrednost, ve¢ se podleze rafinerijskim procesima. U procesima
rafinacije dobijaju se benzin, ulje, vosak, dizel, kerozin, katran, asfalt, tecni naftni gas. (Sayed
et al. 2021)

Poboljsanje kvaliteta dizel goriva se postize zahvaljuju¢i posebno konstruisanim postrojenjima
za hidrodesulfurizaciju (HDS). (Petrova et al. 2022) Hidrodesulfurizacija je proces koji se
najceS¢e koristi u naftnoj industiji sa ciljem smanjenja koli¢ine sumpora u naftnim
proizvodima. (Kadhum and Albayati 2022) Sam proces odvijanja hidrodesulfurizacije se vrsi
na katalizatorima koji su razliitog svojsta i sastava a samim tim i ¢vrstoce. Smatra se da
aluminijum-kobalt-molibden katalizatori i slicni njima imaju najvecu primenu u procesu
hidrodesulfurizacije na industrijskom nivou. (Petrova et al. 2022) Ovaj tip katalizatora je
bifunkcionalan §to podrazumeva njegovu primenu i U hidrogenizaciji i u procesu
hidrotretmana. (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Sa aspekta nauke i prakse ovi katalizatori su detaljno prouceni sa posebnom paznjom na
strukturne karakteristike aktivnih centara sa osvrtom na hemijski sastav, strukturu, aktivnost i
stanje samih katalizatora (prirode katalizatora, puta sinteze, koncentracije aktivne supstance),
koncentracije sumpornih jedinjenja, reakcionih uslova (parcijalni pritisak H2S i vodonika,
temperatura ...). (Kadhum and Albayati 2022; Petrova et al. 2022)

Za ispitivanje efekta strukture CoMoS nanoklastera na reakcionu aktivnost ispitivane su Mo-
edge (Mo-E), Co-mixed Mo-edge (Mo-Ks), Co-edge (Co-E) i ugao (Corner) lokacije. UoCene
su disocijacije vodonika pracene sa endo/egzotermnim efektom 1 razli¢itim aktivacionim
energijama $to je doprinelo identifikaciji Mo-S veza koje mogu da budu kratke ili dugacke.
Nanoklasteri Co-Mo-S stvaraju koordinaciono nezasi¢ene centre koji pokazuju visoku
aktivnost u hidrogenolizi CS veza. Tiofen koji se nalazi u centru uglova se odsumporava i
proizvode se 2-buten molekuli selektivnosti 95%. Na temperaturama koje su visoke u centru
reSetke katalizovana je sinteza butadiena selektivnosti koja iznosi do 70%. (Petrova et al. 2022)

Proizvodnja razli¢itih goriva, iz sirove nafte, podrazumeva reakcije redukcije prisutnog
sumpora u skladu je sa zakonskom regulativom i zakonima EU. Jedan od primera je
koncentracija sumpora koja je ograni¢ena 0, 05 %, u gorivima, koja se proizvode 1 koriste u
zemljama Evropske unije i njenih ¢lanica. (Jednak Beri¢ et al. 2023)

Proces izdvajanja sumpora odnosno ekstrakcija sastoji se iz dva klju¢na koraka i to od
hidrodesulfurizacije (HDS) i od Clausovog procesa koji podrazumeva reakcije oksidacije
vodonik-sulfida gde nastaje sumpor-dioksid i redukuje se u sumpor. (Jednak Beri¢ et al. 2023)

U napunjeni reaktor, u kome se nalazi sloj katalizatora koji je fiksan dovodi se sirova nafta
zajedno sa vodonikom (Slika 2.1) pri ¢emu se organska jedinjenja sumpora pretvaraju u HoS u
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prisustvu H: iz reaktanata katalizatora koji imaju metalne komponente u prisustvu visokog
pritiska i temperature. Ova metoda predstavlja dinamican proces, zasnovan na velikoj potrosnji
materijala 1 na visokoj ceni proizvodnje. Povecanje snabdevanja rafinerije sirovom naftom
usled prisustva velike koli¢ine sumpora dovodi do smanjenja zivotnog veka katalizatora.

1 Recikliranje H Gorivni gas
 Dovod H, ¢ 2 >

separator I /I: ( | )
! ) e
L |

— r - l Finalni proizvod

Slika 2.1 Proces hidrodesulfurizacije
Adaptirano iz Kadhum i Albayati (Kadhum and Albayati 2022)

U tabeli je naveden mehanizam hidrogenolize i hidrogenacije tiofenskih jedinjenja, za HDS
(Tabela 2.3)

Tabela 2.3 Hidrotretmanski putevi organskih sumpornih jedinjenja

Tipovi organskih Mehanizam reakcije hidrotretiranja
| sumpornih jedinjenjo. ... |
R-SH merkaptani R-SH + H, — R-H + H32S
R1-S-R; sulfidi Ri-S-R, + 2H, — Ri-H + Ro-H + H,S
R1-S-S-R: disulfidi R1-S-S-R» + 3H; — Ri-H + Ro-H + 2H,S
Tiofeni C4HaS + 4H2 — CaHao + H2S

Adaptirano iz Kadhum i Albayati (Kadhum and Albayati 2022)

U procesu hidrogenacije prsten je zasic¢en i dolazi do uklanjanja atoma sumpora. (Kadhum and
Albayati 2022) Ovako dobijen elementarni sumpor ima veliku primenu, i samo tokom 2005
godine kada je proizvodnja sirove nafte bila priblizno 5 miliona barela dnevno, dobijeno je oko
64 miliona tona sumpora. (Jednak Beri¢ et al. 2023) Oba procesa se mogu odvijati u isto vreme
pri ¢emu se na katalizatoru, mogu koristiti aktivna mesta koja su odvojena 1 koja se nalaze na
povrsini katalizatora ¢ija selektivnost zavisi od strukture jedinjenja sumpora i katalizatora koji
se Kkoristi.

Npr. Ni-Mo/Al>Os katalizator se karakteriSe visokom aktivno$¢u hidrogenizacije, a katalizator
Co-Mo/ Al>O3 hidrogenolizom. Reaktivnost jedinjenja sumpora u HDS-u je: tiofen > alkilovani
tiofen > benzotiofen > alkilovani-benzotiofen > DBT i alkilovani-dibenzotiofen na poziciji
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koja nije 416> DBT > 4,6-alkilovani DBT. ViSe zamenjenih prstenova je teze obraditi. Nakon
hidrodesulfurizacije, jedinjenja koja ostaju u dizelu su 4,6-DBT i 4,6-DBT. (Kadhum and
Albayati 2022)

Konkretan primer vaznosti procesa odsumporavanja je 2020. godina koja se karakteriSe
smanjenom preradom i ekploatacijom zbog tada aktuelne pandemijske situacije COVID — 19,
gde je prerada nafte iznosila 85 miliona barela dnevno, a tokom 2021. proizvodnja rafinisanog
ulja je bila 95 miliona barela dnevno, a u 2022. godine proizvodnja je bila oko 100 miliona
barela dnevno §to odgovara koli¢ini pre pandemije odnosno proizvodnji iz 2019. godine, tj. pre
pandemije. Prema procenama proizvodnja do 2025. ¢e dostici koli¢inu od 103 miliona barela
dnevno. Proizvodnju je neizvesna zbog neizvesnosti na globalnom nivou. (Jednak Beri¢ et al.
2023)

Nova istrazivanja Su sprovedena kako bi se optimizovao HDS metod koris¢enjem razlicitih
katalizatora i konfiguracija reaktora (

Tabela 2.4).

Tabela 2.4 HDS pod idealnim uslovima za reakciju organskih sumpornih jedinjenja
Vrsta ulja Katalizator Sumpor Temp. Pritisak Uklonjeno

(ppm) (°C) (MPa) sumpora
(%)
Dekan Mo/TiO> 1000 320 8,963 /
Heksadekan Co/Mo/Al03MgOL.i 2400 320 5,59 73
Cikloheksan Ni/Mo/5-Al203 500 340 4 99,65
FCC benzin BT, DBT 259,1126 360 2,5 99,99
FCC dizel  Trimetildibenzotiofen, Ni/Mo 10637 315 8 99

FCC - iz Fluid Catalytic Cracking (FCC) procesa; BT — benztiofen, DBT — dibenztiofen
Adaptirano iz Kadhum i Albayati (Kadhum and Albayati 2022)

Katalizatori koji se koriste u hidrodesulfurizaciji se sastoje od metala koji je impregniran na
aluminijumskom nosacu koji je porozan. Po povrsini glinice odnosno u porama glinice (200-
300 m?/g) nalaze se u tankom sloju fino dispergovani metali. Iako je mala teZina katalizatora
moze se re¢i da ova vrsta katalizatora pokazuje veliku kataliticku povrsinu. U HDS procesu
najcesce se koriste katalizatori koji u svome sastavu imaju kobalt (Co), molibden (Mo) i nikl
(N1), koji se u sastavu katalizatora nalaze u oksidovanom obliku. Tokom HDS metali prelaze
u svoj aktivni oblik odnosno u sulfidno stanje. (Speight 2017) Ono §to je dokazala praksa jeste
to da je Al.O3 dobra podloga u slu¢aju molibdenskih katalizatora jer su na ovaj nacin njihovom
kombinacijom dobijene dobre strukturne, termic¢ke i mehanicke karakteristike. (Jednak Beri¢
et al. 2024)

Katalizatori koji se najviSe koriste u procesu odsumporavanja direktnih naftnih frakcija su Co-
Mo Kkatalizatori. Kada je potrebno posti¢i vecu aktivnost zasiCenja aromati¢nih jedinjenja
(polinuklearna) ili u slucajevima kada su u sirovinama (krekirane) prisutne vece koliine
vatrostalnih jedinjenja koja sadrze sumpor Ni-Mo katalizatori u tom slucaju imaju vecu
primenu od Co-Mo Katalizatora. Pokazalo se da su katalizatori Ni-Co-Mo u fazi hidrotretiranja
u fazi balansa $to se ti¢e aktivnosti. Nikl-volfram (Ni-V9 predstavljaju izbor katalizatore kod
zasi¢enja aromata pokazujuci vrlo visoku aktivnost pri ¢emu se odvija i eliminisanje azota (N)
i sumpora (S). (Speight 2017)
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Zbog brze industrijalizacije potraznja za teSkim metalima je sve veca, a rezerve visoko
kvalitetnih ruda se smanjuju. Stoga postoji potreba da se istraze alternativni izvori teskih
metala. Brza industrijalizacije generiSe razli¢it industrijski otpad, koji poseduje toksi¢ne
elemente kao $to su teski metali. Neispravno odlaganje tog otpada dovodi do kontaminacije
koja predstavlja ozbiljan ekoloski problem. (Jadhav and Hocheng 2012)

Tokom procesa prerade nafte procesom hidrodesulfurizacije (HDS) stvara se ¢vrst otpad koga
¢ine HDS katalizatori koji predstavljaju opasnost po Zivotnu sredinu jer se ova vrsta otpada
zasniva na prisustu opasnih metala kao $to su molibden (Mo), kobalt (Co) i nikl (Ni). Da bi se
ovaj otpad mogao naéi u zivotnoj sredini kao neopasan potrebno je prethodno primeniti
odgovarajuce operacije koje se zasnivaju na aktivnom uklanjanju metala (Mo, Co, Ni) koji
predstavljaju sastavni deo otpada koji nastaje u procesu HDS Sto je i propisano od strane
Agencije za zastitu zivotne sredine (EPA). (Rouhani et al. 2020) U zavisnosti od kontaminacije
katalizatora derivatima nafte i sirovom naftom kao i od fizicko — hemijskih parametara
katalizatori se mogu reciklirati i imati primenu u ekstrakciji metala koji ucestvuju u elektrolizi,
gde je Co (kobalt) od izuzetne vaznosti. (Jednak Beri¢ et al. 2023)

Razvijeno je viSe metoda koje se zasnivaju na kontroli kontaminacije (iskopavanje i
oc¢vrséavanje/stabilizacija) ali ovim metodama se ne postize trajno uklanjanje teskih metala iz
otpada. Ove metode imaju nedostatke koji se ogledaju u stepenu isplativosti, neefikasne su a
takode kao rezultat njihove primene nastaju opasni nus-proizvodi. Obzirom da je velika veéina
soli teskih metala rastvorljiva u vodi primena fizi€¢ko-hemijskih metoda (hemijsko talozenje,
oksidacija, filtracija, jonska razmena, reverzna o0smoza, isparavanje, elektronemijski tretman,
isparavanje) je neefikasan ili pak neisplativ, naro€ito kada su koncentracije teskih metala jako
niske. Velika prednost u ovim slu¢ajevima se daje bioloskim metodama koje su jednostavne a
kao rezultat njihove primene ne nastaju sekundarni izvori zagadenja. Kada nafta i njeni derivati
dospeju u Zivotnu sredinu tada se menja njihova uloga i znac¢aj obzirom da predstavljaju
prirodne resurse bez kojih se ne moze zamisliti zivot 1 dospevanjem u zivotnu sredinu menjaju
svoj karakter i znacaj postajuéi opasna pretnja po zivotnu sredinu i ekosistem. Ovo je i
opravdano obzirom da nafta predstavlja meSavinu mnogih organskih jedinjenja (aromati¢nih,
alifati¢nih 1 drugih organskih jedinjenja koja u svome sastavu sadrze azot, kiseonik 1 sumpor).
Jedinjenja koja u svome sastavu imaju prethodno navedene komponente su toksi¢na, mutagena,
teratogena i kancerogena. (Jovancicevic et al. 2022)

Na osnovu sprovedenih istrazivanja koja se odnose na pogodnosti metoda za tretman
kontaminiranih povrsina i doslo se do rezultata od 51% za ekoloski pristup, sto ukljucuje
mikrobiolosku remedijaciju (35%) i fitoremedijaciju (16%). (Dixit et al. 2015)

2.3. Tretman otpada

Brza industrijalizacija kao i napredak u razvoju ekonomije, doprineli su proizvodnji otpada u
razli¢itim oblastima industrije i industrijskim sektorima. Rezultati pokazuju da su upravo
farmaceutska, poljoprivredna, tekstilna industrija kao i logistika glavne odgovorne u povecanju
proizvodnje otpada u svetu. Prema istrazivanjima iz 2016. godine doslo se do cifre od 2, 2
milijarde tona ¢vrstog otpada do 2025. godine. Da bi se smanjila koli¢ina proizvedenog otpada
na svetskom nivou pribegava se usvajanju zelene/curkularne ekonomije koja je usmerena na
smanjenju otpada u svakom koraku industrijske proizvodnje u smislu postizanja odrzivosti.
(Tanveer et al. 2022)
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Kao alternativa postoje¢oj linearnoj ekonomiji nastala je cirkularna ekonomija (CE).
Cirkularna ekonomija zanemaruje nastanak zagadenja Zivotne sredine nasuprot teznji ka
neprestanom profitabilnom i materijalnom rastu.

Glavni element za cirkularnu ekonomiju predstavlja upravljanje otpadom, medutim na
efikasnost koncepta CE uti¢e nedostajanje analize koja je zasnovana na izvodljivosti koncepta
CE i na njegovoj daljoj primeni.

Principi CE (Slika 2.2) strategije su uvedeni i od strane Evropske komisije gde je glavna osnova
za sprovodenje ove strategije hijerarhija koja se odnosi na upravljanje otpadom. Drzavni organi
takode u svojim sektorima koji su odgovorni za upravljanje otpadom ulazu u sprovodenje i
napredovanje CE strategije. (Snellinx et al. 2021)

w—)

Principi
cirkularne
ekonomije

£
4
. %
L
e

Slika 2.2 Principi cirkularne ekonomije za upravljanje otpadom
Adaptirano iz Corona i saradnici (Corona et al. 2019)

Znacajni ekoloski problemi, u proslom veku, nastali su kao posledica neodgovornog
upravljanja odnosno odlaganja otpada. (Stanojevic et al. 2023) Neadekvatno upravljanje
cvrstim otpadom, $to podrazumeva njegovo spaljivanje i deponovanje dovodi do oslobadanja
zagadivaca (metan, ugljen-dioksid, procedne vode i dioksine). Shodno prethodno navedenom
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voda, vazduh, i zemljiSte su zagadeni teSkim metalima, radioaktivnim materijalima i
jedinjenjima sumpora. (Sharma et al. 2023) Iz tog razloga javnost je u sve vecoj meri
zainteresovana da se ovaj globalni problem resi jer prisutnost otpada u zivotnoj sredini prelazi
kapacitete procesa samopreciSCavanja koji se odvijaju u zivotnoj sredini (Slika 2.3).
(Stanojevic et al. 2023)

> Zagadenje vazduha
> Zagadenje zemljista Covek i

Zivotinje
Zagadenje vode
Uticaj na

Opasan Zivotnu sredinu
otpad X g

Uticaj na zdravlje

Zivotna sredina

Geneticki defekti, Karcinogeneza
Reproduktivhe abnormalnosti, Poremecaji
nervnog sistema, Imunobioloska
homeostaza, Kongenitalne anomalije,
Kozne bolesti, Respiratorne bolesti.

Slika 2.3 Uticaj opasnog otpada na Zivotnu sredinu i na zdravlje
Adaptirano iz Kumar i saradnici (Kumar et al. 2023)

Prema misljenju Waste Management World, trziSte otpada ¢e u periodu od 2020. do 2027.
godine rasti za priblizno 2,8%. Tako u slucaju otpada koji sadrzi metale mora se izvrSiti
klasifikacija takvog otpada na opasan otpad i primeniti koraci tretmana koji prethode koracima
kona¢nog zbrinjavanja odnosno odlaganja, ali sve u skladu sa propisima i direktivama
Evropske unije. Smatra se da je jedan od najefikasniji nafina tretmana ove vrste otpada,
obzirom da je ekstrakcija ekonomski neisplativa, bioremefijacija kao vid mikrobioloskog
tretmana zasnovanog na razlaganju ugljovodoni¢nog polutanta u prisustvu mikrobne
populacije i transformacije metala u teSko pokretne ili nepokretne oblike $to podrazumeva da
su metali imobilisani do tog stepena koji ¢e doprineti njegovoj kategorizaciji i svrstavanju u
neopasan otpad koji se kao takav moze odloZziti na deponiju neopasnog industrijskog otpada.
(Jednak Beri¢ et al. 2023)

Uspesanost izvodenja remedijacionog plana se zasniva na podacima koji su dobijeni tokom
izvodenja preliminarnih istrazivanja koja se izvode pre pocetka izvodenja remedijacijonog
postupka. Da bi se pristupilo izvodenju remedijacije neophodno je dobiti podatke koji daju
odgovor na neka od sledecih pitanja (Miletic 2013):

e koje su vrste i koja je hemijska priroda zagadivaca na datoj lokaciji,

e stepen zagadenosti | dimenzije zagadenog prostora,
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e nivo rizika,
¢ koje su najoptimalnije remedijacijone metode za datu zagadenu lokaciju,
e dali postoje finansijska ograni¢enja vezano za izabranu metodu remedijacije.

Uobicajene tehnologije tretmana (remedijacije) zivotne sredine su prikazane na slici (Slika

2.4).
=
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Slika 2.4 Tehnologije remedijacije zivotne sredine
Preuzeto (Miletic 2013) uz saglashost autora

2.3.1. Fizi¢ke i hemijske tehnike remedijacije

Jonska izmena. Zasniva se na vezivanju metala i organskih zagadivaca koji su pozitivno
naelektrisani od strane struktura zemljista koje imaju visok kapacitet za izmenu jona. Na ovaj
nacin organski zagadivac i metali postaju hemijski nepokretni pri ¢emu se smanjuje rizik od
izlaganja. (Mirsal 2008)

Oksidacija. Predstavlja uobi¢ajnu metodu sa visokom efikasnos¢u za zemljiste koje je
zagadeno cijanidima i organskim zagadiva¢ima. Ova metoda se zasniva na oksidacionim
sredstvima koji imaju $irok spektar i tu spadaju ozon, vodonik-peroksid i kalijum-permanganat.
(Mirsal 2008)

Fotoliza Zasniva se na primeni ultraljubiastog zracenja (UV) u degradaciji organskih
zagadivaca. Sustina je u koriS¢enju sunceve svetlosti ili primenom vestackog UV zracenja na
zagadeno zemljiSte. Ima primenu u slu¢ajevima kada je kontaminanat dospeo do male dubine
i izvodi se in situ ili u lezajevima koji su posebno pripremljeni. Ako je zagadenje dospelo do
vec¢ih dubina u tim situacijama vrsi se iskopavanje zemljista i njegov transport na lokaciju na
kojoj ¢e se tretirati. (Mirsal 2008)
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Adsorpcija_na _granulisanom_aktivnom ugljeniku. Sustina ove tehnike je u adsorpciji
organskih zagadivaca na povrsini aktivnog uglja. Ima primenu kod isparljivih organskih
jedinjenja koja imaju ve¢u molekulsku masu, eksploziva, pesticida i halogenovanih isparljivih
organskih jedinjenja (VOC). (Mirsal 2008)

Reduktivno dehlorovanje. Ima primenu u tretmanu isparljivih jedinjenja hlora koji se iz
polihlorovanih organskih jedinjenja zamenjuje ili uklanja. Ovom prilikom dolazi do
propustanja vru¢eg gasa u Cijem sastavu se nalazi i zagadena suspstanca, kroz katalizator u
¢ijim delovima se nalaze slojevi metala (plemenitog) i dolazi do raskida se veza sa halogenom.
(Mirsal 2008)

Ekstrakcija _parom. Dekontaminacija sloja zemljiSta iznad podzemnih voda koje je
nezasi¢eno odvija se ekstrakcijom parom kojom se uklanjaju organska jedinjenja koja su
isparljiva. Vazduh koji je ¢ist se upumpava u sloj zemljista 1 dolazi do izdvajanja organskih
para koje se odstranjuju vakuum pumpama. (Mirsal 2008)

Ispiranje zemljista. Ovom metodom se (eng. soil flushing) ne razgraduju zagadujuce
supstance ve¢ dolazi do njihovog prelaska iz zemlji$ta u vodu. Zagadujuée materije se zatim
ispumpavaju sa vodom i tretiraju. Ova metoda ima veliku primenu kod zagadenja podzemnih
voda. (Roote 1998)

2.3.2. Metode solidifikacije i stabilizacije

Ovim metodama se postizu imobilizacija ili stabilizacija kontaminanta u zemlji$tu pri ¢emu je
onemoguceno njegovo dalje prodiranje u Zivotnu sredinu. Najuspesnije su sledece tehnologije
(Miletic 2013):

Solidifikacija na bazi bitumena.

Enkapsulacija u termoplasti¢cnim materijalima. U specijalnim tankovima se liju i meSaju
zagadeni materijal 1 termoplasti¢na jedinjenja (npr. sumporni cement koji je modifikovan) i
nastaje homogena smesa. Nakon hladenja i o¢vr§c¢avanja dolazi do uklanjanja zagadivaca.

Istiskivanje polietilenom.

Mesanje sa Pozolanskim/Portlandskim cementom. Materijali koji se sastoje od Pozolana
(kao Sto su pepeo 1 prasina iz pe¢i) mesaju se sa kontaminiranim materijalom, u prisustvu vode
i alkalnih rastvora. U ovakvim uslovima moze do¢i do taloZenja teskih metala. Ostatak podleze,
sa delom organskog zagadivaca, postupku solidifikacije.

Vitrifikacija. Zagadeno zemljiSte se enkapsulira u masu koja je staklasta. Prednost je u tome
S$to moze da se izvodi i in situ i ex situ. Zasniva se ubacivanjem elektroda koje su grafitne, u
zemljiSte. Dolazi do zagrevanja elektroda elektriénom energijom uz primenu generatora koji
su jaki pri ¢emu se postize temperatura od 1600 do 1800 °C . Na ovim temperaturama se
stvaraju stakleni blokovi usled topljenja zemlje. Masa se hladi i tako ohladeni podlezu pirolizi
I redukuju se do gasova. Teski metali su, u staklenoj masi, stabilizovani. Ova metoda se
primenjuje u slu¢ajevima kada je zemljiSte kontaminirano radioaktivnim materijalom.
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2.3.3. Termalni tretman

Ova tehnologija, koja pokazuje visok stepen efikasnosti, zasnovana je na zagrevanju zagadenog
zemljista u pe¢ima, gde se tretman odvija na temperaturama ciji se opseg krece od 800 — 1200
°C , sa ciljem obezbedivanja oksidacije organskih isparljivih suspstanci u cilju postizanja
oksidacije koja ¢e biti potpuna. (Ding et al. 2019)

2.3.4. Biosorpcija

Biosorpcija je tehnologija koja je sa ekoloSkog aspekta prihvatljiva i ima veliku primenu u
uklanjanju jona metala iz kontaminirane vodene sredine, pokazujuéi istovremeno pored
ekoloske prihvatljivosti 1 ekonomicnost. Prednosti se prvenstveno ogledaju u tome da ovom
tehnologijom mogu u potpunosti da se zamene metode koje su konvencionalne i na taj nacin
predstavlja alternativno reSenje u poredenju sa fizickim i hemijskim metodama zbog svoje
isplativosti i ekoloske prihvatljivosti. (Singh et al. 2023)

Sustina biosorpcije je koriS¢enje algi, mikrobne biomase, ostataka biljaka i agro-otpada.
Konkretno primenu u biosorpciji imaju aktivni ugalj, ljuske pSenice i pirinca, kora od banana,
citrusi, nanocestice zelene boje, poljoprivredni otpad. Ovi ostaci i materijali imaju veliki
povrsinski karakter §to doprinosi povecanju apsorpcionog kapaciteta teSkih metalnih jona, iz
kontaminirane zivotne sredine. (Singh et al. 2024)

Prednosti biosorpcije kao metode izbora je mogucnost regeneracije biosorbenta i njegova
ponovna upotreba. Ovom metodom se postize sekvestracija neorganskih i1 organskih
kontaminanata od strane biomase. Ono §to je bitno jeste da se koriste materijali koji su prirodni
ili otpadni industrijski produkti nastali pri dobijanju biomase u proseecu fermentacije ili na
primer u procesu prerade algi §to ima prakti¢nu primenu. Proizvodnja biomase je ekonomski
isplativa i dobija se u jednostavnim procesima koji ne zahtevaju velika sredstva ulaganja.
Medutim, ako u datoj situaciji nije moguce dobiti ekonomski isplativu i korisnu biomasu
pribegava se morfoloskim i genetskim promenama mikrobne populacije u cilju poveéanja
adsorpcionih sposobnosti. Sposobnost metabolicki aktivnih éelija da veZe metalne jone zavisi
od nekoliko faktora koji podrazumevaju starost ¢elije i varijabilnosti koje se javljaju u ishrani
1 u samoj zivotnoj sredini. Ono $to je ograni¢avajuce jeste to, da moze do¢i do akumulacije
jona metala u Celijskim strukturama $to rezultuje smrtnos$cu Celije. Znacaj koriS¢enja biomase
se ogleda u tome S$to njegova efikasnost ne opada tokom vremena, nema Stetnog uticaja na
zivotnu sredinu 1 na ljudsko zdravlje jer nema oslobadanja toksina kao produkata metabolicke
aktivnosti. Ono §to predstavlja opsti problem je odlaganje biosorbenta, a neki od nacina su
spaljivanje ili deponovanje koji predstavljaju ekoloske 1 tehnicke izazove, koje treba detaljno
razmotriti. (Priya et al. 2022)

2.4. Bioremedijacija

Zagadenost zivotne sredine ima negativan uticaj na ekosistem i na zdravlje ljudi, istovremeno
predstavljajuéi sveprisutni globalni problem. Razvoj tehnologija koje ¢e omoguciti ¢is¢enje i
koje su visokoefikasne predstavlja reSenje pitanja kontaminacije i njenog uticaja. Tradicionalne
metode su ograni¢ene i neprecizne. Visestruko inherentni i visokodimenzionalni problemi
kontrole kod ekoloskih sistema zahtevaju razvoj strategija koje su inovativne. Za ublazavanje
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Stetnih uticaja na zivotnu sredinu zbog ograni¢enih mogucnosti mikrobnih agenasa dolazi se
do ¢injenice da je bioremedijacija strategija kojom se smanjuju toksi¢ni efekti kontaminanta
na zagadenu zivotnu sredinu. Bioremedijacija je optimalno efikasna, ali se njen potencijal
zanemaruje. Osnova bioloskih sistema se sastoji od dinamike koja je zamrSena pa s toga
optimizacija konvencionalnih pristupa moze biti dosta otezana, jer ovi sistemi se odlikuju
veoma slozenom prirodom. (Alolaiyan et al. 2024)

Bioremedijacija je proces u kome zagadivaci koji su sve prisutni u zivotnoj sredini (sedimenti,
podzemne vode 1 zemljiste) mogu biti bioloskim putem razgradeni odnosno prevedeni u manje
toksi¢ne ili ne toksi¢ne forme. Da bi se postiglo prethodno navedeno neophodno je da se ispune
uslovi bioremedijacionog trougla (Slika 2.5) odnosno da postoji prisustvo mikrorganizma,
nutrijenata i izvora ugljenika. (Paul et al. 2021)

Glavne komponente bioremedijacije

MIKROBI

ROUGAO

BIOREMEDIJACIE
IZVOR

NUTRUENTI UGLIENIKA

Slika 2.5 Trougao bioremedijacije
Adaptirano iz Savitha i saradnici (Savitha et al. 2022)

Takode, bioremedijacija prema definiciji, koju je dala US EPA Agencija za zastitu zivotne
sredine moze da se definiSe i kao ,,Upotreba Zivih organizama za ¢iséenje ili uklanjanje
zagadivaca iz tla, vode ili otpadnih voda; upotreba organizama kao §to su neStetni insekti za
uklanjanje poljoprivrednih Steto€ina ili suzbijanje bolesti drveca, biljaka 1 baStenskog
zemljista“. (Wang et al. 2021)

U procesu bioremedijacije glavnu ulogu imaju mikroorganizmi odnosno gljivice, bakterije i
kvasci. Za bioremedijaciju se moZe reci da se odvija prirodno gde mikroorganizmi imobiliSu
uzro¢nike kontaminacije. Efikasnost odvijanja procesa bioremedijacije zavisi u velikoj meri od
uslova u Zivotnoj sredini (pritisak, temperatura, retencionog kapaciteta vode, dostupnosti
kiseonika, pH i dr.) od kojih zavisi rast i aktivnost mikrobne populacije, $to podrazumeva i
uticaj na uslove koji vladaju u Zivotnoj sredini kako bi se ostvario bolji rast mikroorganizama
1 bolja 1 brZza dekontaminacija komponenti uzro¢nika zagadenja. (Beskoski et al. 2011)

Predmet velikog broja eksperimenata i studija su bile tehnike bioremedijacije sa ciljem procene
efikasnosti 1 primenjivosti svake od njih u efikasnijem uklanjanju konkretnog zagadivaca
(uglljovodonici, organski zagadivaci, polimeri i derivati polimera, teSki metali). Nakon
izvodenja opseznih studija i na osnovu dobijenih rezultata i izvrSene analize doSlo se do
zakljucka da je konzorcijum mikroorganizama dao rezultate koji su zadovoljavaju¢i u
bioremedijaciji ugljovodonika 1 teSkih metala. U biorazgradnji polimera kori$¢eni su sojevi
bakterija koji su pokazali sposobnost biorazgradnje datih polimera, dok su se druge studije
bazirale na primeni konzorcijuma mikroorganizama gde se pored smanjenja koncentracije
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zagadivaca postiglo 1 smanjenje trajanja procesa sa devedeset na trideset dana Sto je potvrdilo
da je simbioza opcija koja je odrziva. (Mendoza-Burguete et al. 2023)

Bioremedijacijone tehnike su efikasne i raznovrsne u procesu sanacije kontaminirane lokacije.
Raznovrsnost, struktura i prisutnost mikrobne populacije u zagadenoj sredini uti¢e na uspesnost
primenjene bioremedijacione tehnike ukoliko su drugi faktori prisutni u datoj sredini povoljni
za odvijanje metabolickih aktivnosti i za rast. Ono Sto treba uzeti u obzir u zavisnosti od
izabrane bioremedijacijone tehnike jeste da se ne mogu smatrati ‘’¢arobnim metkom’’ za
sanaciju zagadenih stani$ta, iako je poslednjih dvadeset godina sprovedeno niz simulacija i
razvoja novih strategija bioremedijacije. (Martins et al. 2022)

Potencijal mikroorganizama u procesu sanacije zagadivaca zavisi od prirode i uslova zivotne
sredine. Moze se rec¢i da je glavna prednost bioremedijacije u odnosu na ostale fizicke i

hemijske tehnike u tome $to je jeftina i potpuno neskodljiva za Zivotnu sredinu. (Lakhani et al.
2022)

Evidentno je da su se istrazivanja u poslednjih dvadesetak godina koncipirala na izucavanju
perspektiva i moguénosti primene procesa bioremedijacije na degradaciju kontaminanata.
Proces komparacije troskova za remedijacijone tehnologije u zavisnosti od raznovrsnosti
scenarija je veoma tezak jer se scenariji mogu razlikovati kako u geohemijskom, geoloskom
aspektu tako 1 u pogledu uslova zagadivaca i specifi¢nosti kontaminiranog lokaliteta. (Tedesco
et al. 2024)

Medutim, nasuprot prethodnim navodima bioremedijacija je najisplativija sanaciona
tehnologija sa rasponom cena po kubnom metru od 5 do 300 ameri¢kih dolara ($), dok fizi¢ko-
termicki tretmani zahtevaju ulaganja koja iznose u rasponu od 600 — 2000 $/m3, §to je znatno
veci trosak nego kod bioremedijacije. (Bianco et al. 2023)

U slucaju bioremedijacije najviSe finansijskih sredstava iziskuje, u slucaju ex-situ
bioremedijacije, bagerovanje, transport sedimenta do mesta sladiStenja i daljeg tretmana. Kada
je re¢ o in-situ bioremedijaciji zahtevi su minimalni u pogledu snage i opreme, jer su odabrane
bakterijske kulture glavni 1 klju¢ni u izvodenju i primeni tehnologija bioremedijacije. Druge
remedijacijone strategije su zasnovane na hemijskim tretmanima za razliku od
bioremedijacijone koja je prava zelena tehnologija. (Tedesco et al. 2024)

2.4.1. Mikrobna bioremedijacija

Znacajnu zabrinutost predstavlja ubrzana industrijalizacija i povecana antropogena aktivnost
§to rezultuje povecanjem nivoa zagadenja. Bioremedijacija je proces Koji se Cesto koristi za
sanaciju kontaminirane zivotne sredine zbog toga Sto je lako prisutna i relativno brza.
Jednostavno se karakteriSe, a mikroorganizmi za svoju ishranu koriste viSe razlicitih
zagaduju¢ih supstanci. Mikrobima posredovana remedijacija je razgradnja organskih
kontaminanta do ugljen-dioksida i vode ili do prevodenja u manje toksi¢ne oblike. Ova tehnika
je od velikog znacaja, za zivotnu sredinu. (Wani et al. 2022)

Proces bioremedijacije se moze odvijati na mestu kontaminacije (in-situ) ili van mesta
zagadenja (ex-situ).

Za in-situ i ex-situ bioremedijacijoni pristup je bitan metabolizam mikroba. Bioremedijacija
in-situ je od znacaja za dekontaminaciju vodenog ekosistema i kontaminiranog zemljista.
Ekonomicnost in-situ pristupa se odvija na mestu kontaminacije bez iskopavanja zagadenog

20




lokaliteta i zasnovan je na mehanizmima dekontaminacije koji ugljucuju mikrobioloski
metablicki potencijal. Ex-situ pristup se koristi za degradaciju hemijskih kontaminanata, van
mesta kontaminacije. Prethodni navod ukazuje da je ex-situ metod ekonomski skuplji u
poredenju sa in-situ. (Paul et al. 2021) In-situ remedijaciona tehnika se odvija na mestu
nastanka kontaminacije i zasniva se na dodavanju mikrobnih kultura, bioventilaciji i na obradi
zemljista. Ex-situ remedijacija zahteva bioreaktor, remedijacione halde ili tankove. (Miletic
2013; Zhang et al. 2020a) Lokalizacija procesa zavisi od nekoliko klju¢nih faktora koji se
zasnivaju na prirodi samog konatminanta, njegove koncentracije, ekonomskog aspekta, prirode
zagadenog lokaliteta, zahvacenosti kontaminirane lokacije zagadivatem i od politike
zasnovane na zastiti zivotne sredine. Uspesnost odvijanja procesa zavisi od nekoliko abiotickih
faktora i to od temperature, koncentracije kiseonika, pH. (Alori et al. 2022)

Optimalni uslovi za rast mikroba obezbeduje se u bioreaktorima. Interakcija mikroorganizama
sa zagadivacem se ostvaruje u svakom koraku zbog njihove sveprisutnosti zahvaljujuci kojoj
oni razlazu zagadiva¢ u procesu metabolizma, uz promene ruta do kojih moze, a i ne mora da
dode i na taj nacin je omoguceno kanalisanje kontaminanta u metabolicki put zasnovan na
biotransformaciji i degradaciji. Metode bioremedijacije se zasnivaju na koris¢enju katabolickih
puteva degradacije, akumulacije (npr. PCB, PAH, radionuklidi, ugljovodonici (npr. ulje) i
metali). (Tekere 2019)

2.4.1.1.Tretman otpada aerobnim mikroorganizmima

Tretman otpada aerobnim mikroorganizmima se zasniva na prisustvu kiseonika koji predstavlja
terminalni akceptor kiseonika ¢iji su donori neorganske supstance ili pak organske Sto rezultuje
proizvodnjom bioloski dostupne energije. Ovaj nacin tretmana otpada je izuzetno efikasan za
tretman ksenobiotika (alifati¢ni ugljovodonici i njihovi derivati) kao i za hlorovana alifaticna
jedinjenja (metil-, etil-, metilen i etilen hloridi), aromati¢ne ugljovodonike i za njihove derivate
(benzen, toluen, ftalat, etilbenzol, ksileni i fenol), halogenovana aromati¢na jedinjenja
(hlorfenoli, dioksini i srodne grupe, polihlorovani bifenili, DDT i sl.), policikli¢ni aromati¢ni
uglovodonici (PAH), jedinjenja sa nitro grupama (herbicidi i otpad koji je kontaminiran
esplozivima), AZO boje kao i organofosfatni otpad, a sve u skladu sa propisima koje je donela
EPA 2003. godine. (Kumar et al. 2023)

2.4.1.2.Tretman cvrstog otpada aerobnim mikroorganizmima

Najjednostavniji tretman otpada aerobnim mikroorganizmima je kompostiranje kojim se
organske materije, koje se odlikuju nestabilno$¢u, prevode u proizvode koji su stabilni kao $to
je humus koji se koristi kao organsko dubrivo a moZe se primenjivati i u regeneraciji zemljista.
Ovim vidom tretmana znatno se smanjuje koli¢ina ¢vrstog otpada ali i neprijatni mirisi jer se
uniStavaju patogeni (termofilno kompostiranje). Kompostiranje ima pozitivan uticaj na
bioloSka, hemijska kao 1 na fizi¢ka svojstva zemljiSta pa iz tog razloga ima sve vecu primenu
u poljoprivredi gde se iz ¢vrstog komunalnog otpada dobija organski kompost. Na kvalitet
komposta znacajno uti¢e dizajn postrojenja u kome se vrsi kompostiranje, poreklo i koli¢ina
sirovine, vremena sazrevanja komposta kao i od same tehnologije kompostiranja. (Heydarpour
and Farhangi 2022)
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2.4.1.3.Aerobni tretman tecnog otpada

Zasniva se na tretmanu otpadnih voda u bioreaktorimasa meSanim rezervoarima za biomasu
koja je suspendovana u otpadnoj vodi ili je u obliku biofilma na povrsini bioreaktora. Ovaj vid
tretmana je jedan od starijih biotehnoloskih tretmana otpada koji i pored svojih ogranienja
(npr. vazdus$ni kompresori koji rasprSuju biomasu i predstavljaju glavno ekonomsko
ogranicenje) i danas ima Siroku primenu uz veliki broj modifikacija, jer je sistem jednostavan
I za instalaciju i za projektovanje. (Narayanan and Narayan 2019)

2.4.1.4.Aerobni tretman gasovitih otpada

Ova biotehnologija ima primenu u uklanjanju organskih rastvarac¢a (hloroform, trihloretilen,
hloropropan, ksileni, ugljen-tetrahlorid, itd.) koji se odlikuju biorazgradivoséu. Organski
rastvaraci koji se na ovaj nacin mogu tretirati su oni koji se odlikuju neprijatnim mirisom i koji
su otrovni i u svome sastavu imaju sumpor kao sto je vodonik-sulfid kao i izduvni ventilacioni
gasovi, iz industrijskih proizvodnih pogona a koji takode imaju u svome sastavu sumpor. Na
ovaj nacin mogu da se tretiraju i gasovi koji sadrze formaldehid, amonijak 1 supstance koje su
niske molekulske mase.

2.4.1.5.Anaerobni tretman otpada

Primenom anerobnog procesa tretmana otpada dolazi do formiranja niskoenergetskih
jedinjenja (ugljen-dioksida i vode) gde dolazi takode i do gubitka energije, koja odlazi u vazduh
i sSmatra se da se gubi oko dvadeset puta viSe energije nego kod primene anaerobnog procesa
kojim se dobijaju proizvodi visoke energije (npr. metan). Metan se spaljivanjem moze koristiti
kao izvor energije i tako imajuéi primenu u napajanju gasnih uredaja ili motora koji se odlikuju
unutrasnjim sagorevanjem ili se moze koristiti za proizvodnju elektriéne energije. (Sattler
2011)

2.4.1.6.In-situ bioremedijacija

Stimulacijom bakterija koje su ve¢ prisutne u zivotnoj sredini da razlazu kontaminant uz
prisustvo kiseonika i hranjivih materija kroz vodu i zagadeno zemljiSte predstavlja osnov in-
situ bioremedijacije. In-situ bioremedijacija ima veliku primenu kod saniranja kontaminiranog
zemljiSta ili podzemnih voda i to narocito u saniranju zasi¢enog zemljista i podzemnih voda
kao i nezasi¢enih vodenih slojeva. Brzina izvodenja in-situ bioremedijacije zavisi od prirode
zagadivaca 1 specificnosti kontaminirane sredine odnosno od raznovrsnosti mikrobne
populacije, koncentracije i distribucije kontaminanata, kinetike reakcije, sadrzaja vlage, pH,
temperature, dostupnosti hranjivih materija. Za in-situ metodu vazi da je ekonomicnija i
ekonomski isplativija u poredenju sa metodama koje imaju primenu u sanaciji kontaminiranog
zemljista i vodonosnih slojeva organskim hemikalijama gde spada primena hlorisanih
rastvaraca i ugljovodonika, neorganskih kontaminanata, npr. nitrata, teSkih metala i sli¢no.
Ovom metodom postize se potpuna dekontaminacija, zahteva Se manje opreme, bezopasna je
po ljudski Zivot 1 zahteva manje troSkove izvodenja.

In-situ bioremedijacija se moze klasifikovati na dva na¢ina (Mondal et al. 2024):
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1.

Intrizi¢na. Zasniva se na procesima dekontaminacije kontaminanata koji su prirodni bez
promena uslova koji vladaju u sredini. Zasnovana je na stimulisanju autohtone
mikrobne populacije koja je prisutna uz uvodenje kiseonika i hranjivih materija Sto
dovodi do povecanja metabolicke aktivnosti autohtone vrste prirodnih, nativnih
mikroorganizama. Ovaj metod je zasnovan na smanjenju toksi¢nosti kontaminanata.

Konstruisana (ili projektovana) bioremedijacija. Sustina ove metode je podsticanje
mikrobnog rasta kroz promenu fizicko-hemijskih uslova odnosno kroz njihovo
poboljsanje, Sto ¢e imati pozitivan uticaj na rast mikroba. Ima primenu kod tretmana
zemljista, vodenih sedimenata i podzemnih voda.

Prednosti in-situ bioremedijacije:

In-situ bioremedijacijijom se mogu prevesti organski zagadivaci u netoksi¢ne
supstance. Pored toga veoma je bezbedna za ljudski zivot.

Moguca je istovremen tretman kontaminanata koji su rastvoreni i sorbovani.

Vreme potrebno za tretman podzemnog zagadenja je krace u in-situ bioremedijaciji od
procesa pumpanja i tretiranja

Ovim metodom moze se tretirati veca koli¢ina zemljista.

Nedostaci in-situ bioremedijacije su:

Dugotrajan proces, zbog sezonska razlika u mikrobnoj aktivnosti i problema koji se
javljaju u koris¢enju aditiva, za tretman, u prirodnom okruzenju

U nekim situacijama, ova bioremedijacija se moZe pretvoriti u nekontrolisanu i
minimalno upravljivu.

2.4.1.7.Ex-situ bioremedijacija

Za degradaciju organskog zagadivaca iz zagadenog zemljiSta i vode koristi se bioloski proces
oznacen kao ex-situ bioremedijacija. Za sprovodenje ove metode zemljiSte se iskopava i
transportuje na nadzemnu povrsinu gde ¢e se primenom autohtonih mikroba vrSiti tretman
uklanjanja kontaminanta. Ova metoda zavisi od vrste kontaminanta i1 zemljiSta, dubine
kontaminacije, stepena kontaminiranosti i geografskog polozaja, kao i od ekonomskog aspekta.
Efikasnost bioremedijacije se moze poboljsati poboljsanjem karakteristika zemljiSta odnosno
omogucavanjem ravnomerne distribucije hranjivih materija, oksigenacijom i kontrolom vlage
koja mora biti optimalna. (Varjani et al. 2018)

Ex-situ bioremedijacija se moze izvesti na dva nacina (Mosca Angelucci and Tomei 2016):

1.

Slurry-phase bioremedijacija je kontrolisan proces i podrazumeva bioremedijaciju u
bioreaktorima. Zasniva se na tretmanu kontaminiranog iskopanog zemljista koje se
mesSa sa aditivima i vodom u bioreaktoru. Na ovaj nacin se obezbeduje efikasna
interakcija kontaminanta i mikroba, stvarajuci optimalne uslove.

U c¢vrstoj fazi (eng. solid phase) sustina je u iskopavanju zemljista koje se stavlja na
posebno projektovane gomile gde se obezbeduju uslovi ventilacije koje je bitno za
mikrobno disanje. Voda se prska po povrsini gomile sa ciljem obezbedivanja vlage.
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Nedostatak je $to je neophodno obezbediti ve¢u povrsSinu za izvodenje procesa i traje
duZze, u poredenju sa in-situ metodama.

Prednosti i nedostaci ex-situ bioremedijacije (Varjani et al. 2018):

e Jednostavan i pogodan tretman, za Sirok spektar zagadivaca.

¢ Nije pogodan za zagadenje teSkim metalima ili hlorisanim ugljovodonicima kao $to su
trinloretilen.

e Dalja obrada je neophodna za nepropusno zemljiste kao §to su glina i mulj.

Slika 2.6 Proces ex-situ bioremedijacije.
(A) Priprema bioremedijacione gomile — halde; (B) Inokulacija i biostimulacija halde
Slika je preuzeta iz Stanojevi¢ i saradnici (Stanojevic et al. 2023) uz saglasnost koautora

2.4.1.8.Mobilizacija i imobilizacija

Mehanizmi uklanjanja zagadivaca iz zivotne sredine se mogu podeliti u dve kategorije na
mobilizaciju i imobilizaciju. Mobilizacija se zasniva na bioluzenju, bioaugumentaciji,
enzimskoj redukciji, enzimskoj oksidaciji. Imobilizacija podrazumeva komplekiranje,
bioakumulaciju, biosorpciju i precipitacijiu. Pri mineralizaciji zagadiva¢ se transformise u
uljen-dioksid i vodu il druge metabolite. Imobilizacijom se jedinjenja prevode u oblike
nedostupne u datoj sredini (npr. prevodenje nitratnog u organski azot). Ima veliku primenu u
bioremedijaciji teskih metala u veoma zagadenim sredinama. (Ayilara and Babalola 2023)

Imobilizacija se moze izvoditi i ex-situ i in-situ. Ex-situ se zasniva na premesStanju
kontaminiranog zemljista na drugu lokaciju kako bi se podvrglo procesu imobilizacije jona
metala od strane mokroorganizama. Dok se in-situ proces odvija na mestu zagadenja.
Mikroorganizmi kao §to su E. asburiae i B. cereus imaju ulogu u imobilizaciji jona teskih
metala. Mikroorganizmi se formiranjem efluksne i1 hidrofobne pumpe Stite spoljasnje
membranske ¢elije, tokom mikrobioloski posredovane bioremedijacije. (Ayilara and Babalola
2023)
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2.4.1.9.Ubrzavanje bioremedijacije
Mikrobna bioremedijacija se moze ubrzati na viSe nacina (Sharma 2024):

Bioventiliranje (eng. Bioventing). Moguénost za poboljsavanje bioremedijacije i
obezbedivanje prozra¢nosti zemljiSta, vodonosne zone i podzemnih voda na ekonomski
isplativ nacin, postize se bioventingom. Na ovaj na¢in povecava se potencijal biorazgradnje
lakih 1 srednjih ugljovodoni¢nih destilata. Ovaj tip bioventing sistema su tako dizajnirani da je
omoguceno optimizovanje prenosa kiseonika i efikasnost njegovog koris¢enja pri ¢emu se
njihov rad odvija pri brzinama protoka koje su dosta nize nego Sto je to slucaj kod standardne
ekstrakcije zemljisne pare. Dva glavna faktora bitna za funkcionisanje bioventing sistema su
propustljivost vazduha i mikrobna aktivnost in-situ. (Sharma 2024)

Biostimulacija. Nova saznanja iz oblasti geofizike, izotopa i mikrobne biologije biostimulacija
je metod izbora u bioremedijaciji ugljovodonika. U slu¢aju biostimulacije koriste se postojeci
mikroorganizmi koji su prilagodeni uslovima u zivotnoj sredini ta¢nije u podzemnoj povrsini.
Na dostupnost aditiva uti¢e geologija u podzemnoj povrsini i dodavanjem aditiva nativnoj
zajednici mikroba postize se povecanje brzine razlaganja ugljovodonika. (Sharma 2024)

Mnogi faktori kao §to su temperatura, vlaznost, koncentracija hranjivih materija, kiseonik,
koncentracija i prisustvo kontaminanta uti¢u na ogranicenje odvijanja procesa bioremedijacije.
Ta ograni¢enja se mogu premostiti modifikacijom uslova sredine kako bi se bioremedijacija
ubrzala kroz stimulaciju bakterija prisutnih na mestu kontaminacije. Uvodenjem u postojeci
sistem akceptora elektrona i hranjivih materija koji su prisutni u malim koli¢inama i
ograniCavaju aktivnost mikroba postize se ubrzanje procesa. Akceptori elektrona i hranjive
materije se uvode u obliku melase, i podrazumevaju azot, fosfor, kiseonik, ugljenik i azot.
Biostimulacija kao prirodan proces remedijacije poboljSava 1 doprinosi procesu razgradnje
zagadivaca optimizacijom uslova (aeracija, pH, kontrola temperature, unosenje hranjivih
materija). To je odgovarajuci proces za uklanjanje naftnih kontaminanata iz zemljista i za koju
je neophodno poznavanje sposobnosti degradacije od strane autohtonih vrsta i dobro
poznavanje uslova Zivotne sredine sobzirom da su i mikrobi 1 uslovi Zivotne sredine u direktnoj
povezanosti sa procesom Kinetike degradacije, in-situ. (Omokhagbor Adams et al. 2020)

Glavna prednost biostimulacije se ogleda u odvijanju procesa od strane mikroba koji su nativni

1 prisutni na mestu kontaminacije i prilagodeni uslovima i ravnomerno su rasporedeni.
(Omokhagbor Adams et al. 2020)

Nutritijentima obogaceni mikrobi ubrzavaju i poboljSavaju proces bioremedijacije 1 razgradnju
ugljovodonika i nafte uz povecanje metabolickih aktivnosti usled povecanja brojnosti
mikrobne populacije. (Omenna et al. 2024)

Od podzemne, lokalne geologije zavisi i uspeSnost unosenja aditiva gde je bitno obezbediti
njihovu dostupnost u svim slojevima sredine. U slu¢ajevima kada je litologija terena takva da
je nepropusna $to je u sluCajevima prisutva sitnozrnastog materijala (npr. nabijena glina)
onemogucava ravnomernu raspodelu aditiva u podzemnim slojevima $to smanjuje 1 njegovu
dostupnost mikrobima. Heterotrofni mikroorganizmi su podstaknuti unosom hranjivih materija
i predstavljaju konkurenciju sa mikroflorom koja je rezidentna. (Omokhagbor Adams et al.
2020)

Sprovedena ispitivanja uspesSnosti bioremedijacije zasnovana na znacaju biostimulacije su
pokazala da dodavanjem hranjivih materija (P 1/ili N), sa ciljem izbegavanja metaboli¢kih
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ogranicenja, rezultovalo je porastom metablolickih parametara mikroorganizama (autohtonih).
(Smith et al. 2015)

Bioreaktori. Tretman kontaminanta ex-situ podrazumeva upotrebu bioreaktora, poljiprivredno
zemlji$te, kompostiranje, anacrobnu digestiju, tretman ¢vrste faze, biosorpciju. Kod in-situ
tretmana dekontaminacija zagadivaca se odvija na samoj lokaciji gde je kontaminacija prisutna.
Bioremedijacija koja se odvija u reaktoru, gde se tretman otpada (kontaminirana voda, mulj,
sediment, zemljiste) tretira kroz projektovani sistem. U ovoj vrsti tretmana kada je u pitanju
kontaminirano zemljiSte primenjuje se bioventing i biostimulacija. Pod bioreaktorima se
smatraju posebno konstruisani uredaji u kojima se razvijaju i istovremeno i odvijaju
biohemijski procesi, pod strogo kontrolisanim uslovima kao Sto su pritisak, temperatura,
snabdevanje i koncentracija hranjivih materija, pH. Imaju veliku primenu u razli¢itim
industrijskim granama u proizvodnim procesima ili u tretmanu otpadnih voda. Zahvaljujuci
istrazivanjima doslo se do saznanja da bioreaktori mogu biti i biljke i to u slucajevima
proizvodnje npr. ugljenih-hidrata, proteina i lipida. (Sharma 2024)

Biofilteri. Biofilteri se svrstavaju u porozne nosace, a sama tehnologija se zashiva na
reakcijama ekstrakcije 1 detoksikacije teSkih metala koji se odlikuju specificnim
performansama. Pojedinacne ili mnogobrojne kolonije mikroorganizama se povezuju i
ujedinjuju sa nosacem i stvaraju na njemu biofilmove. Ovim je omogucen i tretman teskih
metala ¢ak i u slucajevima stabilnih kontaminanata. (Cabrera et al. 2011; Datta et al. 2022)

Bioaugmentacija. Podrazumeva uvodenje konzorcijuma mikroorganizama na mesto zagadenja
u cilju poboljSanja performansi dekontaminacije. Su$tina ovog procesa koji se Smatra vode¢im
i jako bitnim u odvijanju bioremedijacije je uklanjanje velikog spektra teskih metala na
efikasan nacin, u cilju povecanja broja autohtonih mikroba na mestu zagadenja. Na ovaj na¢in
se postize ubrzavanje procesa bioremedijacije. Ovim se postize uklanjanje teSkih metala
dugoro¢no. Dobijeni laboratorijski rezultati su pokazali da je ovaj proces manje efikasan na
terenu nego Sto je efikasan u laboratorijskim uslovima. Rezultat je zasnovan na smanjenju
odrzZivosti, ogranicenom disperzijom i smanjenom efikasnoS¢u i1 sposobnos¢u konzorcijuma
mikroorganizama za razliku od autohtonih mikroba koji se ve¢ nalaze na kontaminiranom
lokalitetu. Da bi uneSeni konzorcijum pokazao svoju efikasnost i samim tim opstao u novoj
sredini neophodno je njegovo prilagodavanje postoje¢im uslovima bilo da je re¢ o abiotickim
ili bioti€¢kim. Bakterije izolovane iz zagadenog zemljiSta i otpadnih voda predstavljaju dobre
agenske jer imaju sposobnost prilagodavanja izmenjenim uslovima Zivotne sredine. (Perera et
al. 2023)

Pri bioagumentaciji mikroorganizmi mogu da zamene ve¢ prisutne mikroorganizme koji imaju
niZi potencijal biorazgradnje ili kao dopuna u sluc¢ajevima povecanja stepena biorazgradnje i
biodostupnosti zagadivaca u procesu koji je ubrzan. Bioagumentacijom se, takode, postize i
prevazilazenje slede¢ih potencijalno ogranicavajuéih faktora: (i) prisustvo ,,neposlusnih’
jedinjenja ili nusproizvoda koji su toksicni — uvodenje mikroorganizama sa specificnim
putevima razgradnje, (ii) ograniCena prostorna distribucija degradativnog konzorcijuma —
proSirenje oblasti inokulacije 1 upotreba mikroorganizama koji poboljSavaju mikrobioloSku
distribuciju, u matriksu, zemljista (kvasci ili gljive sa filamentoznim rastom) i (iii) zagadivaci
koji se karakteriSu niskom biodostupnos¢u—Dbioaugmentacija celijama koje proizvode
biosurfaktante ili jedinjenja koja mogu da indukuju/pojacaju kometabolizam unutar nativnog
konzorcijuma. (Csutak and Corbu 2023)

Bioagumentacija na terenu i pod kontrolisanim uslovima izvodenja predstavlja veliki izazov
za sprovodenje zbog klimatskih uslova, remedijacije, koncentracije supstrata, odnosa mikroba.

26



Smatra se da sprovodenje daljih istrazivanja 1 analizom dobijenih podataka i1 primenom
genetskog inzenjeringa, sistemske biologije i nanotehnologije moze doprineti napredovanju
odvijanja bioremedijacije na visi nivo. (Muter 2023)

Bioagumentacija je od 1970. godine uvedena kao alternativno reSenje u bioremedijaciji naftom
kontaminiranih lokacija. Razlog uvodenja bioagumentacije je pretpostavka da postojeci
autohtoni mikrobi nemaju kapacitet razlaganja velikog broja mogucih suspstrata koji su
prisutni u nafti ili da usled izloZenosti stresu imaju smanjenu sposobnost degradacije. Uvedeni
mikroorganizmi moraju imati sposobnost da razgrade naftne komponente, uz odrzivost kako
stabilnosti §to se tiCe genetike i da zadrze svoju odrzivost tokom skladiStenja i da prezive.
(Omokhagbor Adams et al. 2020)

Za obezbedivanje inokuluma, za bioagumentaciju, bitno je izolovati Ciste kulture
mikroorganizama iz sredine koja je kontaminirana. Konzorcijum mikroorganizama koji u
svome sastavu sadrzi razliCite sojeve mikroba sa razliCitim metabolickim aktivnostima i
interakcijama koje su sintroficke daje bolje rezultate od Cistih kultura, obzirom na slozenost
sastava sirove nafte. (Spini et al. 2018) Ono §to je pokazano u eksperimentalinim uslovima
jeste znacaj katabolickih interakcija gljiviénih 1 bakterijskih kultura na povecanje degradabilne
stope dizela i PAH-ova. (Wang et al. 2011) Obzirom na dostupnost karakterizacija
mikroorganizama 1 izvrSenih identifikacija postoji jako malo podataka o prirodnoj zajednici
mikroorganizama ugljovodoni¢no kontaminiranog zemljista kao i o njihovoj dinamici naro¢ito
tokom obogacivanja konzorcijomom kontaminiranog lokaliteta, i to sojevima velike
efikasnosti. (Spini et al. 2018)

Sa bioloskog aspekta mikrobna bioremedijacija je odrziva i najisplativiji nacin sanacije u kome
ne nastaje sekundarno zagadenje. (Alvernia et al. 2021)

2.4.1.10. Biomonitoring bioremedijacije

Sustina biomonitoringa je evoluciono prac¢enje promena koje su nastale u Zivotnoj sredini
zasnovano na mikroorganizmima koji kvalitativno ili kvantitativno dovode do promena. Za
otkrivanje hemikalija i zagadivaca, u razli¢itim kontaminiranim sredinama biomonitoring se
sprovodi na svim organizacionim nivoima — ekosistemski, tkivni, ¢elijski i molekularni. Za
detekciju ta¢no odredenih jedinjenja primenjuje se genetska modifikacija u cilju dobijanja
odgovarajucih biosenzora. (Meyer et al. 2023)

Definicija biomarkera se zasniva na kvantitativnim merama promena u bioloskim sistemima u
poredenju su statusom pre izlaganja kontaminaciji. Biomarkeri se odnose uglavnom na nivoe
nize bioloske organizacije kao $to su fizioloski, molekularni, ¢elijski, itd. Biomarkeri zagadenja
mogu se definisati kao kvantitativne mere promena u bioloSkom sistemu (npr. fizioloski,
metabolicki, celijski) u odnosu na njegov normalan status kao odgovor na izloZenost
zagadivacima. Efekti zagadivaca su najpre vidljivi na nizim Celijskim nivoima. Biomarkeri
(¢elijski 1 metabolicki) predstavljaju vrstu ranog upozorenja na kontaminante 1 pre njihovog
integrisanja u sistem. Na ovaj nacin biomarkeri obezbeduju informacije koje su bioloske i
precizne vezano za uticaj kontaminanta na funkcionisanje izloZenog organizma. Primena
biomarkera je u poslednjem periodu u fokusu, jer su od znacaja kako za Zivotnu sredinu i dalja
naucna istrazivanja tako i za kontrolu i pracenje zdravlja ljudi (Slika 2.7). (Lionetto et al. 2019)
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Slika 2.7 Biomarkeri kao alati za povezivanje ekoloSkog i ljudskog biomonitoringa
Adaptirano iz Lioneto i saradnici (Lionetto et al. 2019)

2.4.2. Fitoremedijacija

Bioremedijaciju mogu da vrse i zelene biljke koje mogu da uklone uzro¢nik zagadenja iz vode
ili zemljiSta procesom apsorpcije od strane korena i zatim akumulacijom u zelenim delovima
biljke. Bioremedijacija podrazumeva remedijaciju koja se zasniva na interakciji biljka/mikrob
(fitoremedijacija i remedijacija mikroorganizmima) gde je evidenta razlika u mehanizmu
imobilizacije, degradacije i uklanjanja kontaminanta. (Wang et al. 2021)

Ovaj nacin remedijacije se zasniva na interakcijama biljnih vrsta u cilju smanjenja toksi¢nih
izolacionih efekata (fizioloski, hemijski, bioloski i mikrobioloski). Zasniva se na interakcijama
zagadenih lokacija. Modifikacijom, ekstrakcijom i izolacijom izvlace se radionuklidi i metali.
Degradacijom i stabilizacijom se uklanjaju hemijski kontaminanti. Znacajna je primena
fitoremedijacije u tretmanju kontaminiranog, tla, zemljiSta, otpadnih voda. Za opisivanje
fitoremedijacije koriste se zelena remedijacija, agroremedijacija i botano-remedijacija kao i
vegetiativna remedijacija. Uspesnost fitoremedijacije zavisi od nekoliko faktora medijuma,
uslova, biljaka i kontaminanata. Zasniva se na isplativosti i ekoloskoj prihvatljivosti biljne vrste
koja se koristi. Biljke koncentriSu jedinjenja 1 elemente iz svoje okoline metaboliSu¢i molekule
u svojim celijama 1 tkivima. SuStina je u bioakumulaciji kontaminanta u zZivotnoj sredini
(zemljiste, vazduh, voda) 1 u njihovoj razgradnji i prevodenju u manje opasne oblike u procesu
biorazgradnje. (Azubuike et al. 2016)

Jedan od nedostataka fitoremedijacije je nedostatak informacija i smanjenju doprinosa
mehanizama fitoremedijacije Sto bi se postiglo odgovaraju¢im izborom biljke i1 iznalaZzenjem
nacina za stalno poboljSavanje karakteristika tehnologija koriS¢enih u fitoremedijaciji kao 1
odgovaraju¢im informacijama zasnovanim na izvodljivosti i sredstvima koja bi doprinela
poboljsanju procesa fitoremedijacije. (Kafle et al. 2022)

Prednost fitoremedijacije kao zelene metode koja je u sustini zasnovana na solarnim metodama,
predstavlja metodu izbora u poredenju sa tehnikama koje su konvencionalne. Sanacija otpadnih
voda primenom vodenih biljaka je metoda koja je primenjiva preko tristotine godina.
Fitoremedijacija je zasnovana na dve tehnike i to na tehnologiji izgradenih mocvara i
hidroponskoj tehnologiji. Hidroponska tehnologija je tehnologija koja se bavi primenom vise
biljnih vrsta u akumulaciji i razgradivanju organskih, neorganskih i drugih zagadivaca prisutnih
u vodenoj sredini. Primenom ove tehnologije obezbeduju se bioloski mehanizmi i putevi koji
su prirodni 1 kojima se postize razgradnja i asSimilacija u tkivima floema 1 ksilema obezbedujuci
visoku efikasnost pri ¢emu je izbegnuto stvaranje mulja za razliku od do sada primenjenih
tehnika koje su bile tradicionalne. Ova tehnika je isplativa sa stanovista nizih troSkova
izvodenja, manjeg unosa energije, protok zavisi od gravitacije, proizvedena biomasa i ostali
faktori koji ¢ine ovu tehniku pre svega isplativom. (Agrahari and Kumar 2024)
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Slika 2.8 Procesi fitoremedijacije i povezane funkcije
Adaptirano iz Kafle i saradnici (Kafle et al. 2022)

2.4.3. Zooremedijacija

Zooremedijacija je metoda bioremedijacije koja koristi zivotinjske vrste za uklanjanje ili
smanjenje zagadivaca u vodi, zemljiStu ili sedimentima. Dok bioremedijacija obi¢no ukljucuje
mikroorganizme i biljke, zooremedijacija se oslanja na sposobnost zivotinja da filtriraju,
akumuliraju ili metaboliSu zagadivace iz okruzenja. NajceS¢e koriS¢ene vrste u zooremedijaciji
ukljucuju ribe, Skoljke, crve, insekte, rakove i puzeve. Na primer, $koljke poput dagnji i ostriga
poznate su po svojoj sposobnosti da filtriraju velike koli¢ine vode i uklanjaju zagadivace iz
mora, dok zemljani crvi doprinose stabilizaciji tla i smanjenju koncentracije toksina. U nekim
slu¢ajevima, rakovi i puzevi mogu metabolisati naftne derivate ili organske zagadivace,
pomazucéi u ¢is¢enju sedimenta. Zooremedijacija se primenjuje u precis¢avanju reka, jezera i
obalnih podrucja, kao i u remedijaciji zagadenih tala 1 sedimenta u vlaZznim zonama. Prednost
ove metode je Sto omogucava prirodnu detoksikaciju ekosistema bez agresivnih hemijskih
intervencija, ¢ime pomaze obnavljanju biodiverziteta u zagadenim sredinama. (Gifford et al.
2007)

Prednosti zooremedijacije su brojne, a najvaznije ukljucuju (Gifford et al. 2007):

e Prirodna metoda: Zooremedijacija koristi Zivotinje koje su ve¢ deo ekosistema, ¢ime
se smanjuje potreba za uvodenjem vestackih ili hemijskih sredstava koja bi mogla
narusiti prirodni balans. (Hou et al. 2021)
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Odrziva i ekoloski prihvatljiva: Ova metoda smanjuje upotrebu toksi¢nih hemikalija
i smanjuje emisije ugljen-dioksida koje prate druge metode remedijacije, ¢ineéi je
ekoloski prihvatljivijom.

PoboljSanje biodiverziteta: Upotreba organizama za CciS¢enje zagadenja moze
doprineti obnavljanju i oCuvanju biodiverziteta, jer ova metoda podrzava prirodne
procese oporavka ekosistema.

Siroka primena: Zooremedijacija se moze Kkoristiti u razli¢itim okruZenjima,
ukljucujuéi vodene ekosisteme, zemljiste i sediment, $to je ¢ini fleksibilnom metodom
za razliite vrste zagadenja.

Nizak trosak: U poredenju sa konvencionalnim metodama remedijacije koje zahtevaju
skupu opremu i hemikalije, zooremedijacija je Cesto ekonomicnija, jer Kkoristi
zivotinjske vrste koje prirodno Zive u tim oblastima.

Minimalno narusavanje okoline: Ova metoda ne zahteva veliki infrastrukturni zahvat
ili mehanicke intervencije, ¢ime se izbegavaju potencijalne Stete za ekosistem tokom
procesa remedijacije.

Efikasnost u filtraciji i akumulaciji zagadiva¢a: Mnoge Zivotinjske vrste, posebno
filtratori poput skoljki, mogu ukloniti znacajne koli¢ine zagadivaca iz vode, pomazuci
u precis¢avanju velikih koli¢ina vode bez potrebe za slozenom tehnologijom.

lako zooremedijacija ima mnoge prednosti, postoje i neki nedostaci koje treba uzeti u obzir:

Ogranicena primena: Zooremedijacija je najefikasnija u specificnim ekosistemima,
poput vodenih stanista. U susnim ili veoma zagadenim sredinama, gde Zivotinje tesko
opstaju, njena primena moze biti ogranic¢ena.

Spor proces: U poredenju sa hemijskim metodama remedijacije, zooremedijacija moze
biti sporija jer se oslanja na prirodne procese filtracije i bioakumulacije zagadivaca, §to
mozZe zahtevati viSe vremena za postizanje Zeljenih rezultata.

Osetljivost organizama: Zivotinje koris¢ene u zooremedijaciji mogu biti osetljive na
visoke koncentracije zagadivaca, Sto moze dovesti do uginuca ili smanjenja efikasnosti
procesa. Takode, te zivotinje mogu postati toksi¢ne za predatore ili ljude ako
akumuliraju velike koli¢ine zagadivaca.

Neprilagodenost za sloZene zagadivace: Zooremedijacija nije podjednako efikasna za
sve vrste zagadivaca. SloZeni, toksicni ili teski metali, kao 1 odredene hemikalije, mogu
biti preteSki za bioloski sistem Zivotinja koje u€estvuju u procesu.

Ekoloski rizici: Uvodenje novih zivotinjskih vrsta radi remedijacije moZze narusiti
lokalni ekosistem, posebno ako te vrste postanu invazivne ili potisnu domace vrste. To
moze izazvati poremecaje u ekoloskoj ravnotezi.

Kontrola zagadivaca: Zooremedijacija ne eliminise uvek zagadivace u potpunosti, vec
th moze samo akumulirati ili premestiti. U slucajevima gde Zzivotinje nakupljaju
zagadivace, potrebni su dodatni koraci za sigurno upravljanje tim organizmima kako bi
se sprecila sekundarna kontaminacija.
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o Klimatski i sezonski uticaji: Efikasnost zooremedijacije moze varirati u zavisnosti od
klimatskih uslova i1 sezonskih promena. Na primer, zimi, nize temperature mogu
smanyjiti biolosku aktivnost organizama, ¢ime se usporava proces remedijacije.

Zooremedijacija se smatra ekonomi¢nijom metodom u poredenju sa mnogim drugim
tehnologijama remedijacije, posebno zbog niskih troSkova odrzavanja i prirodne uloge
organizama u procesu, ali njena cena moze varirati u zavisnosti od kompleksnosti zagadenja i
potreba za monitoringom i upravljanjem ekosistemom.

2.5. Zagadenje Zivotne sredine razlicitim zagadiva¢ima — toksi¢ni efekti na ¢oveka
2.5.1. Zagadenje Zivotne sredine naftnim zagadiva¢ima

Poznato je da je naftna industrija okosnica nacionalne industrije mnogih zemalja, ali nasuprot
tome mnoge aktivnosti vezane za istraZivanja, transport i upotrebu nafte imaju $tetan uticaj po
zivotnu sredinu jer se pri ovim aktivnostima formira otpad i oslobadaju se teski metali. Sve to
predstavlja veliki izazov u tretmanu otpada i kasnijem odlaganju, jer su mnoga istrazivanja
pokazala da je saniranje petrohemijskog otpada veliki izazov. (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Velika koli¢ina naftnih zagadivaca utice je na promenu karakteristika kako zemljista tako i
vode. U zavisnosti od karakteristika zemljiSta 1 od vrste odnosno karakteristika zagadivaca
zavisi 1 stepen zagadenosti. Primenom razli¢itih metoda koje ukljucuju hemijske, fizicke i
bioloske moZe se smanjiti uticaj zagadivaca ili potpuno obezbediti njihovo uklanjanje,
medutim ovo ne vazi potpuno za naftne zagadivace jer se pokazalo i dokazalo da i pored
primene razliCitih ispitanih, istrazenih tehnika i1 tehnologija postize se samo delimi¢no
uklanjanje ovog zagadivac¢a. Medutim, jedan od nacina izbegavanja kontaminacije zemljista je
pracenje koncentracije nafte u zemljiStu i1 spre€avanje promena osobina zemljiSta. Promena
sastava zemljiSta ima uticaja na floru i1 faunu u zavisnosti od koncentracije kontaminanta 1
interakcije zemljiSta sa zagadivaCem odnosno od duZine izloZenosti. Istrazivanja novije
generacije su dovela do saznanja da bez obzira na koncentraciju da istroSeno motorno ulje ima
negativne posledice na karakteristike zemljiSta, kao i inhibitorne efekte na floru. (Khalefah et
al. 2024) Ponasanje kontaminanata u zivotnoj sredini sa velikom precizno$¢u se prati
odredivanjem njegove koncentracije 1 sastava u razliitim vremenskim periodima.
(Jovancicevic et al. 2008)

U slucajevima oStecenja rafinerijskih instalacija, uticaj na Zivotnu sredinu u pogledu zagadenja
moze dosti¢i velike razmere gde su posledice dugotrajne. Otpad koji nastaje u rafinerijskim
postrojenjima je veoma kompleksnog sastava obzirom da se sastoji od naftnih derivata, nafte,
katalizatora i1z procesa hidrodesulfurizacije 1 pomo¢nih sredstava za skupljanje naftnih
kontaminanata, npr. re¢ni pesak. (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Cine¢i jednu tre¢inu svoje povriine zemlja, kao i voda, predstavlja staniste koje je raznoliko za
veliki broj zivih bi¢a. Ali, Covek je svojom aktivnos¢éu doveo do velikih i znac¢ajnih promena u
vodenim ekosistemima uvode¢i razlicite zagadivace. Nafta i prirodni gas ¢ine oko 50% svetske
primarne energije i to od 2018. godine, gde je njihovim uvodenjem u ekosisteme naruSeno
javno zdravlje kao 1 Zivotna sredina. U vodenoj sredini usled istraZivanja nafte, skladiStenjem
i nesre¢cama koje se odvijaju na otvorenom moru pracene su Cestim, akcidentnim izlivanjem
sirove nafte pri ¢emu ona postaje glavni izvor zagadenosti i ispoljava negativni uticaj na vodeni
ekosistem. (Khalefah et al. 2024)
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Nedavna ekoloska katastrofa koja se krajem avgusta poCetkom septembra 2019. godine koja
predstavlja najvecu katastrofu ovih razmera u tropskim regionima priobalja. U severoisto¢nom
1 jugoisto¢nom Brazilu doslo je do curenja sirove nafte Sto se negativno odrazilo na ¢ak 950
plaza koje su dugacke i po nekoliko hiljada kilometara. Bioloski sistemi su svojom aktivno$¢u
pretvorili sirovu naftu u suspendovane sitne kapljice koje formirane na vodenoj povrsini
onemogucavaju prolazak sunceve svetlosti, Sto se negativno odrazava na odvijanje procesa
fotosinteze 1 smanjenje koncentracije kiseonika neophodnog za odvijanje Zivota pod vodom.
Na ovaj nacin narusen je i lanac ishrane $to obuhvata i coveka. (Sharma et al. 2024)

2.5.2. Zagadenje zivotne sredine PAH-ovima

Naziv policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAH) predstavlja zajednic¢ki naziv za onu klasu
jedinjenja koja sadrzi 2-7 kondenzovanih aromati¢nih nesuptituisanih prstenova. Prstenovi se
sastoje od atoma vodonika i atoma ugljenika, dajuci veliki broj jedinjenja koja se razlikuju.
(Milic et al. 2016)

PAH-ovi su ¢vrsta jedinjenja koja mogu biti bezbojna, Zuckasta ili bela. Raspored prstenova
moze biti linearan, ugaoni ili formirati klastere. U zavisnosti od broja prstenova PAH se
klasifikuju na sledeé¢i nacin: lake molekulste tezine (LMV PAH; sa dva ili tri aromati¢na
prstena) koji formiraju gasovitu fazu i PAH visoke molekulske tezine (HMV PAH; sa Cetiri ili
viSe aromati¢nih prstenova) koji su u vidu cestica. Sledeca podela je na osnovu strukture
prstenova i to na: alternativni PAH, nastali su fuzijom Sest ugljenikovih benzenskih prstenova,
dok nealternativni PAH poput fluorena sadrze fuziju Sest ugljeni¢nih benzenskih prstenova
zajedno sa dodatnim prstenom koji sadrzi manje od Sest ugljenikovih atoma. Na postojanost
uticu p elektroni koji su gusto rasporedeni na prstenovima ¢ine¢i da PAH-ovi budu dosta
otporniji na nukleofilni napad. Godine 1983. Agencija za zastitu zivotne sredine Sjedinjenih
Drzava (USEPA) proglasila je 16 PAH-ova zagadiva¢ima visokog prioriteta. Glavne
karakteristike PAH-ova su niska rastvorlivost u vodenoj sredini, visoka tacka kljucanja i
topljenja i nizak pritisak. Sa prastom molekulske tezine 1 u zavisnosti od strukture smanjuje se
njihova rastvorljivost a povecava se lipofilnost. Na slici (Slika 2.9) su prikazane hemijske
strukture 16 PAH jedinjenja imenovanih od strane US EPA. (Fahnrich et al. 2002)
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Slika 2.9 Hemijske strukture 16 PAH jedinjenja imenovanih od strane US EPA
Adaptirano iz Fahnrich i saradnici (Fahnrich et al. 2002)

Smatra se da je re¢ o stotinama razlicitih vrsta isparljivih jedinjenja koja vode poreklo od
prirodnih (vulkanske erupcije, biogene reakcije koje se odvijaju u biljakam i bakterijama) i
antropogenih izvora. Antropogeni izvori PAH-ova su nepotpuno sagorevanje naftnih derivata
1 njihovo ispustanje, sagorevanjem uglja, spaljivanje biomase, ku¢nog i industrijskog otpada,
topljenje aluminijuma (Slika 2.10). Ova jedinjenja dospevaju u zivotnu sredinu gde se
asimiluju dovodec¢i do ozbiljnih zagacenja. (Milic et al. 2016; Yemele et al. 2024)
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Slika 2.10 Razli¢ite vrste izvora emisije policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (PAH)
Adaptirano iz Patel i saradnici (Patel et al. 2020)

Obzirom da PAH-ovi imaju veliki uticaj na opste zdravlje i na Zivotnu sredinu, znacajno je
razumeti njihovu slozenu funkciju, kao i putanje njihove izloZenosti i mehanizme uticaja, Sto
istovremeno predstavlja osnovu za promene u zakonodavstvu i pronalazenje adekvatnih
strategija za njihovo uklanjanje. (Venkatraman et al. 2024) Toksi¢nost PAH-ova zavisi od
nekoliko faktora kao Sto su rastvorljivost, isparljivost, struktura i hidrofobnost. Sa porastom
molarne mase raste i lipofilnost kao i hidrofobnost PAH-ova.

Sprovodenjem razlicitih, opseznih, istrazivanja u cilju smanjenja ili uklanjanja Stetnog
delovanja PAH-ova na Zivotnu sredinu doslo se do nekoliko remedijacionih tehnika koje su
imale svoje prednosi i mane. Fizicke i hemijske tehnike imaju velike nedostatke kao Sto su
regulatorni zahtevi, visoki troskovi i slozenost same tehnike.

Za razliku od fizickih i hemijskih tehnika remedijaciona tehnika se oslanja na karakteristike
PAH-ova (tip, koncentracija, biodostupnost), na zagadenost podru¢ja, na parametre
zagadenosti zivotne sredine (pH, temperatura, koncentracija kiseonika) kao i1 na ekologiju
mikroorganizama (Sposobnost razgradnje, specifi¢nost mikrobnog suspstrata).

Nova istrazivanja su pokazala da se PAH-ovi nalaze u koegzistenciji sa teSkim metalima Sto
karakteriSe industrijske oblasti 1 nastaju kao rezultat antropogenog delovanja i neadekvatnim
upravljanjem zagadenjem (stara, povucena vozla, loSa kontrola emisije u industrijskim
postrojenjima). Sinergisticko 1 citotoksicno delovanje PAH-ova 1 teskih metala poslednjih
godina predstavlja veliki globalni problem $to je rezultovalo ulaganjem resursa u dalja
istrazivanja, Istrazivanja su pokazala da je zemljiSte veoma zagadeno PAH-ovima i teSkim
metalima koji se vezuju za Cestice (organske i mineralne) koje su prisutne normalno u zemljistu
(Slika 2.11). Prisustvo ovih zagadivaca u zemljistu dovodi do naruSavanja ekosistema i
negativnog uticaja na zdravlje ljudi, biljnog 1 Zivotinskog sveta, $to se u danasnje vreme sve
vise dokumentuje. (Ali et al. 2022)
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Slika 2.11 Bioremedijacija zemljista zagadenog PAH-ovima i teSkim metalima
Adaptirano iz Ali i saradnici (Ali et al. 2022)

Obzirom da PAH-ovi u velikoj meri ispoljavaju svojstva koja na zivi svet mogu delovati
mutageno ili pak kancerogeno, dovodi do velike zabrinutosti na svetskom nivou. Ovaj tip
genotoksi¢nih supstanci dovodi do oksidativnog stresa i samim tim do oSte¢enja DNK i
promena u procesu odvijanja replikacije molekula DNK §to dovodi do kancerogenosti i
mutacija. Nedavne studije koje su sprovedene pokazale su da usled zagadenosti zivotne sredine
PAH-ovima dolazi do znatnog naruSavanja strukture DNK molekula, kod Skolske dece ¢ije su
obrazovne ustanove udaljene svega 500 m od puteva koji su prometni. Rana izlaganja decijeg
organizma ovim supstancama dovode do razvoja hroni¢nih bolesti u kasnijem dobu. Materije
koje su toksic¢ne i koje su prisutne u zivotnoj sredini dovode do postepenog razvoja kancera i
hroni¢nih bolesti gde je do razvoja klini¢ke manifestacije potrebno da prode nekoliko godina
pa ¢ak i decenije. Istrazivanja su dala dokaz da ¢e izloZzenost po organizam Stetnim materijama
u decijem dobu, sa veCom verovatno¢om dovesti do razvoja bolesti nego ista ili pak sli¢na
izlozenost u kasnijem zivotnom dobu. (Hisamuddin et al. 2022)

Za merenje koncentracije PAH uspesno se pokazalo liS¢e drveca. Porozna, inertna povrSina sa
bogatim lipidnim sadrzajem S$to odlikuje koru od drveta, odlikuje se dobrim kapacitetom
vezivanja odnosno akulacijom PAH-ova. Ovaj pristup sa ovim tipom matrice se dosta retko
koristi. Vezivanje PAH-ova za vegetativne biljne delove zavisi od vrste biljke kao i od
karakteristika (morfoloskih, hemijskih i fizioloSkih) svake biljne vrste.

U oblastima latinske Amerike nalaze se dve vrste drve¢a koje su Siroko rasprostranjene
Sambucus nigra (S. nigra, drvo ili Zbun iz porodice Adokaceae) i Acacia melanoksilon (A.
melanoksilon, drvo iz porodice Fabaceae) ¢iji se delovi koriste u biomonitoringu pojedinih
zagadivaCa vazduha (teSki metali), ali dobijeni rezultati i sprovedena istrazivanja su dosta
oskudna. (Alexandrino et al. 2024)
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2.5.3. Zagadenje Zivotne sredine teSkim metalima

Cak i pri malim koncentracijama te$ki metali mogu da dovedu do zabrinutosti obzirom na
opasne uticaje na ekosistem. Zbog svoje ne biorazgradivosti, bioakumulacije u organima
tacnije u tkivima i biomagnifikacije predstavljaju ozbiljnu pretnju po zivi svet. Izvori teskih
metala su prikazani na slici (Slika 2.12).

Industrijske jedinice, kao - Vetarivanje minerala
§to su farbe i pigmenti,

dubriva, galvanizacija, 5
kozare, topljenje metala | Erozija zemljistai
/ vulkanska aktivhost

S

Emisija olova iz goriva,
emisije iz dimnjaka

Sumski pozari

Primena pesticida i Vegetacija koja
vestackih dubriva . oslobada cestice
— Rudarenje

Elektronski otpad,
premazi za zastitu drveta

Primena otpadnih voda i
| mulja iz gradskih kanalizacija

_[ Proizvodi za liénu higijenu,
\ kozmetika i lekovi

Slika 2.12 Izvori zagadenja teskim metalima
Adaptirano iz Kapahi i Sachdeva (Kapahi and Sachdeva 2019)

Sirom sveta zagaéenost Zivotne sredine teskim metalima predstavlja veliki problem. Iako se
teSki metali u koncentracijama koje su veoma niske tacnije u tragovima smatraju
mikronutritijentima, Zivotna sredina je kontaminirana i metalima u tragovima, koji pokazuju
veliki opseg potencijalne toksi¢nosti kako kod ljudi tako i u Zivotnoj sredini, jer dovode do
mortaliteta i morbiditeta. (Abo-Alkasem et al. 2023; Ozkara and Aky1l 2018)

Poznato je da reke imaju veoma vaznu ulogu u razli¢itim procesima, biogeohemijskim
putevima u okeanima, u sedimentacionim procesima u moru isporucuju¢i na godi$njem nivou
20 milijjardi tona metrickog nanosa do okeana. Vodena sredina ima veoma vaznu ulogu u
transportu i prihvatanju kontaminanata, u ovom slu¢aju metala, koji se adsorpcijom koja je
fizicko-hemijska akumuliraju u vodi prisutnim sedimentima i to sve u zavisnosti od prirode
supstance koja se adsorbuje i od prirode matriksa adsorbenta odnosno sedimenta. VVodeni
sistemi uticu na dinamiku reke. Prisustvo kontaminanata kao $to su teski metali utice negativno
na plovne puteve 1 na Zive organizme kao i na vodoprivredu i vodene resurse i time ugrozavaju
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hemijski i ekoloski status koji su bitna tacka za Evropsku okvirnu direktivu o vodama, gde se
ubraja i reka Vrbas. (Przulj et al. 2022)

Toksi¢nost kako teskih metala tako i metala u tragovima postaje veliki globalni problem u
velikom broju svetskih zemalja. (Ozkara and Akyil 2018) Jedan od glavnih zagadivaca Zivotne
sredine teSkim metalima su rafinerije nafte gde kao prilog tome govori ¢injenica da se upravo
iz petrohemijske industrije dobije oko 800. 000 tona otpada u ¢vrstom stanju koga u velikom
procentu ¢ine katalizatori. (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Smatra se da zagadenost metalima moze biti prikrivena, nepovratna i pre svega trajna. Ovaj tip
zagadenja ispoljava svoj negativan uticaj kako na kvalitet vazduha, zemljista i vode ve¢ ulazi i
u lanac ishrane ljudi i Zivotinja. Antropogene aktivnosti (industrija, sagorevanje fosilnih goriva,
transport, itd.) doprinose da teski metali dospeju u zivotnu sredinu za ¢ije se komponente
vezuju Sto podrazumeva i biotiCke sisteme. Teski metali dospevaju u organizam direktno
(konzumiranjem kontaminirane vode, udisanjem prasine) ili indirektno $to podrazumeva
ishranu povréem koje je raslo na kontaminiranom zemlji§tu. Za kadmijum i bakar je potvrdeno
da predstavljaju otrove kumulativnog karaktera i ispoljavaju svoju veliku toksi¢nost gde usled
Ceste i dugotrajne izlozenosti npr. kadmijumom dolazi do razvoja adenokarcinoma na plu¢ima,
preloma kostiju, lezija proliferativne prirode na prostati, periferne neuropatije, tumora koze,
vaskularnih bolesti. Direktnim gutanjem zemlje, udisanjem cestica prasine i konzumiranjem
kontaminirane hrane teski metali direktno ulaze u ljudski organizam ispoljavajuci svoje §tetne
efekte gde su prvi simptomi povracanje, dijareja, mucnina, bol u stomaku, glavobolja, metalni
ukus u ustima. (Ozkara and Akyil 2018)
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Slika 2.13 Posledice izloZenosti zagadenju
Adaptirano iz Sharma i saradnici (Sharma et al. 2023)
Usled naruSavanja vodenog ekosistema postoji velika opasnost koja dovodi do naruSavanja
funkcionisanja gastrointestinalnog sistema i Ceste pojave zaraznih bolesti. (Sharma et al. 2023)

Do zagadenja zemljiSta moZe do¢i namerno (navodnjavanje otpadnim vodama, dubriva, olovna
boja, kanalizacioni mulj, izlivanja destilata nafte, deponije otpada, itd.) ili slucajno (plavljenje
vodenih ekosistema, kao i na primer nezgodama vozila koji prevoze toksi¢ne hemikalije).
Obzirom da se teski metali odlikuju postojanos$¢u i samim tim su slabo ili uopste nerazgradivi
i u tim slucajevima ne mogu da se degraduju mikrobnim ili hemijskim putem i tada ostaju u
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zemljistu dugo predstavljajuci rizik za biljni 1 Zivotinjski svet 1 za ¢oveka i dovode do promena
u svojstvima zemljiSta (pH, boja, hemijske karakteristike, poroznost) i do zagadenosti vode.
(Sharma et al. 2023)

Stopa zagadenosti zemljiSta je u 2016. godini iznosila 16,1 % gde je veliki stepen zagadenosti
poreklom od teskih metala i to najviSe od hroma, Zive, olova i arsena. Najvezi udeo U stepenu
zagadenja imaju hrom i arsen, ¢ine¢i 40 % zagacenosti zemljista (poljoprivrednog). Stepen
zagadenosti zemljiSta se ne moze meriti ili posmatrati eksplicitno, ali predstavlja veliki izazov
za nau¢nu javnost. Ovaj tip zagadivaca ne podleze degradaciji (hemijskoj i mikrobiloskoj) kao
§to je to slucaj sa organskim zagadivac¢ima. Teski metali se dugo akumuliraju i predstavljajuci
pretnju za zivot i normalno funkcionisanje ekosistema i ljudskog organizma. Na osnovu ovoga
se moze re¢i da je kontrola i sanacija zagadenosti kao i nastavak daljeg istrazivanja od
sustinskog znacaja za funkcionisanje ekosistema. (Wang et al. 2022)

Razvojom razli¢itih grana industrije dovelo je do zagadenosti vodenih sistema. Istrazivanja su
pokazala da koriS¢enje otpadnih voda iz industrijskih postrojenja ima negativan uticaj na
osobine vode. Otpadna voda iz industrije koja je ispustena u zivotnu sredinu pre nego $to je
prethodno tretirana, je penasta i ¢esto obojena i sadrzi toksi¢ne boje, alkalije, boje 1 teske
metale. U industrijama galvanizacije koncentracije nikla i hroma prelaze referentne vrednosti.
Gvozde, cink, mangan i bakar su karakteristi¢ni za industriju koZe i prisutni su u nedozvoljenim
koncentracijama u otpadnim vodama. (Kapahi and Sachdeva 2019)

U kanalizaciji se teSki metali nalaze u visokim koncentracijama jer ne podlezu procesu
razgradnje usled tretmana otpadne vode. Medutim, uvodenje zakonske regulative i primenom
tehnologija koje su razvijene sa ciljem smanjenja koncentracije zagadivaca pre ispustanja u
konacni recipijent. Teski metali u vodenoj sredini ulaze u lanac ishrane kroz vodene sisteme
(flora, fauna) uticu¢i na predatore (veée ribe, ptice, sisari, ljudi) migrirajuéi i prenoseci
zagadivac. (Briffa et al. 2020)

Svetska zdravstvena(SZO) i Agencija za zastitu zivotne sredine Sjedinjenih Drzava (USEPA)
dodelila je gornju granicu za razli¢ite teSke metale koji mogu biti prisutni u vodi (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5 Gornje dozvoljene granice za razliCite teSke metale
Metal Simbol WHO (pg/L USEPA (ug/L

Cd 3 5

Olovo Pb 10 15
Hrom Cr 50 100
Ziva Hg 1 2
Cink Zn 1000 1000
Bakar Cu 2000 1300
Nikl Ni 20 /
Aluminijum Al 200 200
Mangan Mn 100 50
Gvozde Fe 300 300
Arsen As 10 10

Adaptirano iz Abo-Alkasem i saradnici (Abo-Alkasem et al. 2023)

Teski metali dovode do stvaranja slobodnih radikala koji dovode do oste¢enja DNK molekula,
peroksidacije lipida. NaruSena je homeostaza kalcijuma kao posledica promena odnosno
oSte¢enja mebrane. Dosadasnja istrazivanja koja se odnose na stvaranje slobodnih radikala su
sprovedena u slucaju gvozda, bakra, hroma, kadmijuma i nikla. Nikl, kadmijum i hrom su
prepoznati kao kanceorgeni. (Briffa et al. 2020)

Ceo sistem zastite Zivotne sredine na globalnom, svetskom nivou treba da ima cilj sa ublazi ili
ukloni uticaj razli¢itih zagadivaca na zdravlje Coveka. To se moze posti¢i ulaganjima i
primenom pravila i propisa kojia se prvenstveno odnose na adekvatno zbrinjavanje otpada,
smanjenje nivoa zagadenja a pre svega na podizanje svesti civilizacije kroz odrzivu praksu i
Cistije izvore energije i to na globalnom nivou. (Sharma et al. 2023)

Hemijska precipitacija, elektrohemijsko uklanjanje i jonska razmena predstavljaju samo neke
od konvencionalnih pristupa za uklanjanje teskih metala iz vode kojima se postiZe nepotpuno
uklanjanje metala, pri ¢emu nastaje toksi¢an mulj i imaju velike zahteve u pogledu energije. 1z
prethodno navedenog potrebno je pronaci efikasna i prihvatljiva reSenja sa ekoloskog aspekta
(npr. bioloski, nanotehnoloski pristup, koris¢enje biopolimera). (Zamora-Ledezma et al. 2021)

Zagadenje zivotne sredine na globalnom nivou predstavlja medunarodno pitanje javnog
zdravlja jer problemi zagadenja Zivotne sredine su posledica drustvenog zakonodavnog i
ekonomskog aspekta kao posledica brze urbanizacije i industrijalizacije koja dostize ogromne
razmere $irom sveta. (Manisalidis et al. 2020)
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2.6. Bioremedijacija Zivotne sredine zagadene naftom i derivatima nafte

Degradacija organskih susptanci mikroorganizmina predstavlja bitan proses transformacije
koji se tokom poslednjih godina efikasno koristi u sanaciji naftom kontaminiranih sredina, u
prisustvu mikrobnih zajednica koje obezbeduju efikasniji 1 uspesniji proces biorazgradnje.
(Avdalovi¢ et al. 2021)

Odabir tehnike za uklanjanja nafte i derivata nafte zavisi od sadrZaja nafte i od karakteristika
kontaminirane lokacije na kojoj je doslo do izlivanja nafte. Metode zasnovane na kontrolisanju
izlivanja nafte i njenih derivata u Zivotnu sredinu su ispitane, istrazene i opisane. Uobicajne,
metode i tehnike se zasnivaju na primeni plutaju¢ih barijera, posudama za sakupljanje,
hemijskim disperzantima, fizickom razlaganju odnosno degradaciji, primeni surfaktanata.
Hemijske metode eliminacije zagadivaca su brze dosta od fizickih metoda ali se zasnivaju na
upotrebi hemikalija i sredstava koja su u vecini slu¢ajeva toksi¢ni. (Sayed et al. 2021)

Za zemljiste i sedimente nije definisana koncentracija organskih, nativnih, supstanci kao §to su
npr. bitumen/ulje koji se karakteriSu kao rastvorni u organskim rastvara¢ima i njihove
koncentracije mogu da se kre¢u od 0 (sediment bez organskih supstanci) do 100 % (sediment
sa primesama ulja, povrSinsko). U ovaj opseg ulaze one koncentracije koje se nalaze u vise
vrsta sedimenata ili u naslagama, povrsinskih, skriljaca ili uglja koji se odlikuju razli¢itim
nivoima karbonifikacije. Na osnovu prethodno navedenog nije moguce da se odredi
maksimalno dozvoljena koncentracija za kontaminante ove vrste u zemljiStu i u sedimentima.
Evidentno je da je nemoguce odrediti koncentraciju organske supstance u ekstraktu i to nije
relevantan parametar za odredivanje prisustva kontaminanta (npr.ulja) jer ne moze da se
proceni poreklo organske supstance samo na osnovu koli¢ine ekstrakta. (Samelak et al. 2018)

Sredine kontaminirane ugljovodonicima odlikuju se alkalnim ili kiselim pH, visokim ili niskim
temperaturama, visokim pritiskom i koncentracijom soli. Mikrobi koji pokazuju potencijal u
razgradnji ugljovodonika imaju sposobnost prilagodavanja i mogu da napreduju i rastu u ovim
sredinama istovremeno imajuc¢i bitnu ulogu u tretmanu sredina koje su ekstremno
kontaminirane. Dokazano je da se transformacija ili mineralizacija odnosno putevi
biorazgradnje odvijaju u ekstremno kontaminiranim sredinama i ukljucuju razgradnju velikog
spektra jedinjenja ugljovodoni¢nog porekla $to podrazumeva halogenovana i nitrovana
jedinjenja, kao i alifati¢na jedinjenja. (Margesin and Schinner 2001)

Uticaji na Zivotnu sredinu koji nastaju kao posledica izlivanja jedinjenja ugljovodonika mogu
se identifikovati odredivanjem koncentracije ukupnih ugljovodonika (Total Petroleum
Hydrocarbon-TPH). (Alvernia et al. 2021) TPH predstavlja indikator za kvantifikaciju
kontaminacije koji u slucaju izlivanja ugljovodonika nafte moze imati vrednosti od 20-50 g
kg™, u zemljistu, gde ta koncentracija moZe imati negativne posledice po ekosistem i zdravlje
ljudi. (Baniasadi and Mousavi 2018)

U hladnim ekosistemima odvija se proces biorazgradnje i na taj na¢in omogucava se biotretman
otpadnih voda, zahvaljujuci prisustvu mikroorganizama i njihovoj sposobnosti prilagodavanja.
Termofilni organizmi (uglavnom bacili) su korisni u procesu biorazgradnje ugljovodoni¢nih
jedinjenja niske rastvorljivosti. Za bioremedijaciju pustinjskog zemljiSta kontaminiranog
naftom glavni su autohtoni termofili. Bioloski posredovana razgradnja u slanim moc¢varama i
industrijskim vodama koje su kontaminirane aromati¢nim ili hlorisanim ugljovodonicima je od
interesa za odvijanje procesa bioloSkog tretmana odnosno bioremedijacije. (Margesin and
Schinner 2001)
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Proucavanje biomarkera u slucajevima kontaminacije naftnim polutantima je korisno sa
aspekta procene njegove dalje sudbine i formacijama sedimenta $to podrazumeva i podzemne
1 povrsinske vode. Migracije nafte kroz formiranje vodeno-vlaznih sedimenata su moguce kroz
pracenje zastupljenosti i distribucije biomarkera aromata i alkana pod uslovima koji vladaju u
zivotnoj sredini kao i uslova koji vladaju u laboratoriji. (Samelak et al. 2018)

Mikroorganizmi koji razgraduju ugljovodonike metabolise samo odredene ugljovodonike. 1z
tog razloga potrebno je prisustvo velikog broja razlicitih vrsta mikroorganizama da bi
remedijacija bila efikasna. Tokom remedijacije dolazi do promene koncentracije svake vrste
posebno. (Ollivier and Magot 2005)

Tako npr. ukoliko dode do izlivanja dominantne su vrste mikroba (bakterije — Alcanivoraxa,
Actinomyces, Gordonia; cijanobakterije — Anabaena, Plectonema, Aphanocapsa; gljive —
Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Candida), koje ¢e prvo razgraditi alkane. Kada se
relativna koncentracija alkana smanji, nakon par nedelja kako je doslo do izlivanja, postaju
dominantne vrste koje degraduju PAH-ove itd. (Tabela 2.6) Ograni¢enost bioremedijacije je u
pogledu sposobnosti metabolisanja nafte od strane autohtonih mikroorganizama i brzine
prilagodavanja mikrobnog konzorcijuma.
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Tabela 2.6 Primeri mikrobnih razgradivaca nafte
Mikroorganizmi

Komponenta nafte koju
mikroorganizam razgraduje

Alcanivorax n-alkani (C8 — C32)
Actinomyces n-alkani
Bacillus n-alkani (C13 — C30), aromati
Gordonia n-alkani
Bakterije Marinobacter n-alkani
Pseudomonas n-alkani (C14 — C30), ostaci
Cycloclasticus aromati
Rhodococcus n-alkani (C13 — C17), aromati
Staphylococcus aromati
Anabaena n-alkani
Aphanocapsa n-alkani i1 aromati
.. . Microcoleus aromati
Cijanobakterije . : .
Oscillatoria aromati
Nostoc aromati
Plectonema n-alkani i aromati
Amphora aromati
Chlamydomonas aromati
Alge i dijatomeje Chlore:IIa aromat!
Dunaliella aromati
Prototheca aromati
Ulva aromati
Aspergillus n-alkani i aromati
Candida n-alkani i aromati
Gljive Fusarium n-alkani i aromati
Penicillium n-alkani (C11 — C25) i aromati

Trichoderma

n-alkani i aromati

Adaptirano iz Pete i saradnici (Pete et al. 2021)

Brojnost vrsta koje ucestvuju u remedijaciji zavisi od vise faktora i to od vremenskih uslova,
faktora ekosistema, saliniteta, dostupnost izvora ugljenika, temperature, koncentracije
kontaminanta. Da bi process bio §to uspesniji pristupa se bioagumentaciji i biostimulaciji, kao
i njihovom kombinacijom (Slika 2.14). (Pete et al. 2021)
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Slika 2.14 Biorazgradnja nafte

(A) Biorazgradnja je proces kroz koji autohtoni mikroorganizmi koji razgraduju naftu konzumiraju ili
razgraduju razli¢ite komponente nafte izlivene u morskim sredinama. (B) Bioaugmentacija za naftne izlive je
metoda za poboljSanje biorazgradnje naftnih izliva dodavanjem uzgajanih mikroorganizama koji razgraduju

naftu. (C) Biostimulacija naftnih izliva je metoda poboljSanja biorazgradnje naftnih izliva dodavanjem

nutrijenata koji ogranic¢avaju rast, poput azota i fosfora, obi¢no u obliku dubriva. (D) Preklapanje, kombinacija
bioaugmentacije i biostimulacije za poboljSanje biorazgradnje naftnih izliva.
Adaptirano iz Pate i saradnici (Pete et al. 2021)

Bioremedijacija kontaminirane Zivotne sredine, na osnovu istrazivanja, se oslanja na dobijene
podatke na osnovu nauc¢no-istrazivackih studija koje se oslanjaju na ¢injenicu da se veliki broj
ugljovodoni¢nih polutanata razgraduje u prisustvu populacija autohtonih mikroba, pri ¢emu
nastaju voda i ugljen dioksid kao produkti razgradnje. Mikroorganizmi u ulju su sveprisutni, a
takode uspesnost bioremedijacije u poredenju sa ostalim fizicko—hemijskim metodama je
efikasna narocito kada je re¢ o nafti i rafinisanim proizvodima koji su biorazgradivi. Medutim,
kada je re¢ o uljima, postoje jedinjenja koja su slabo razgradiva ili ne razgradiva Sto predstavlja
ogranicavajuci faktor bioremedijacije u sanaciji kontaminacije naftom. (Solevic et al. 2011)

Nafta je sloZena meSavina razli¢itih ugljovodonika i jedinjenja azota, sumpora 1 kiseonika, $to
1 odgovara cCinjenici da je potrebno spovesti studije da bi se odredili optimalni uslovi za
izvodenje procesa 1 definisali mikroorganizmi koji ¢e doprineti uspesSnosti izvodenja
bioremedijacije Sto je uslovljeno ¢injenicom da se svaka klasa jedinjenja i pojedinacna
jedinjenja razli¢ito razlazu u zavisnosti od uslova. (Ali et al. 2013)

Biorazgradnja ugljovodoni¢nih jedinjenja se zasniva na stvaranju intermedijernih,
transformacionih proizvoda kao §to su kinoni, kateholi. Ukoliko se izlu¢e tokom biorazgradnje
PAH-ova predstavljaju prekursore za humifikacioni proces. (Avdalovic¢ et al. 2021; Jednak et
al. 2017)
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2.7. Toksi¢ni efekat teskih metala na mikrobne éelije

Toksi¢nost teskih metala zavisi od vise faktora, zasnovanih na degradaciji funkcija enzima $to
ima za posledicu smrtnost, dolazi do poremecaja u jonskoj regulaciji, uticaj na strukturi
proteina i DNK molekula, dolazi do stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika (eng. reactive oxygen
species — ROS). Na primer, bakar ima ulogu u stvaranju ROS, igraju¢i ulogu nosaca elektrona
koji je rastvorljiv. Pod dejstvom teskih metala citoplazmatski proteini, lipidna jedinjenja, DNK
molekuli i proteini se oste¢uju. (Igiri et al. 2018)

Teski metali uti¢u na enzimsku aktivnost, na koju imaju uticaja i karakteristike kontaminiranog
zemljista kao Sto su organski sadrzaj, pH i1 hemijski sastav. Negativan uticaj zemljista nastaje
kao rezultat smanjenja aktivnosti enzima 1 to katalaze, lipoliticke aktivnosti i enzima ureaze.
Sa smanjivanjem bioraspolozivosti kadmijuma, olova i bakra u zemljiStu koje je tretirano
dolazi do povecane enzimske aktivnosti §to ukazuje na to da postoji korelacija koja je inverzna
u pogledu enzimske aktivnosti i koncentracije teskih metala. (Matinian et al. 2020)
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Slika 2.15 Toksi¢nost teskih metala
Adaptirano iz Abd Elnabi i saradnici (Abd Elnabi et al. 2023)
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2.8. Mikroorganizmi koji ucestvuju u bioremedijaciji

MikrobioloSka ekologija ili ekologija mikroorganizama je nauka o mikroorganizmima i
njihovim interakcijama sa drugim mikroorganizmima i okolinom, jer veliki broj razli¢itih
mikroorganizama Zzivi zajedno, u kompleksnom odnosu sa drugim mikrobima, biljkama i
zivotinjama. Mikrobi su najsitnija bi¢a na Zemlji, ali uprkos svojoj maloj veli¢ini, imaju
ogroman uticaj na nas i nasu okolinu. (Stolp 1988)

Mikroorganizmi su kolonizovali planetu Zemlju mnogo pre ljudi. Igraju bitnu ulogu u
zemljiStu, morima i okeanima. Cikli¢no kretanje skoro svih materija na planeti Zemlji je pod
uticajem mikrobnih procesa, a klima i atmosfera nase planete u velikoj meri zavise od ovih
procesa.

Ogromna raznovrsnost mikroorganizama i kompleksnost sredine u kojoj zive je pravi izazov
za naucnike. Ekologija ovih zajednica nije ni priblizno dobro poznata kao kod slozenih biljaka
i zivotinja, a jedan od razloga je to $to je do sada poznato i opisano samo 1% mikroorganizama.

Zemljisne bakterije zajedno sa gljivama su eksperti za reciklazu. Tokom miliona godina
uspevale su da spre¢e akumulaciju organskih materija u zemlji i vodi. S obzirom da ne mogu
da razloze kompleksne sinteticke sastojke kao §to je polimerna plastika ili neke polihlorovane
ugljovodonike, treba biti pazljiv tokom odlaganja ovakvog otpada. Alternativa bi mogla da
bude genetska modifikacija mikroorganizama, kako bi stekli sposobnost da odstrane i ovu vrstu
nerazloZivih materija iz prirode.

Ubrzana industrijalizacija i urbanizacija je takode dovela do oslobadanja toksi¢nih metala i
radionukleoida u biosferu, koji ozbiljno uti¢u na metabolizam Zivih organizama i predstavljaju
permanentnu pretnju zdravlju. Neke bakterije mogu da otklone ili imobiliSu ove toksi¢ne
materije: Citrobacter kadmijum (Shim et al. 2015), Acidithiobacillus ferrooxidans srebro
(Zhang et al. 2020d), Pseudomonas aeruginosa uranijum (Sar and D’Souza 2001),
Microccocus luteus stroncijum (llyas et al. 2020), Saccharomyces cerevisiae uranijum (Zhang
et al. 2020c).

Samo nekoliko vrsta bakterija moze da vrsi azoto-fiksaciju. Mikrobna fiksacija atmosferskog
azota u zemljiStu, vr$e bakterije, poput Azotobacter i bakterije koje Zive u simbiozi sa biljkama,
kao Sto su Rhizobium. U vodenoj sredini, cijanobakterije, kao $to je Nostoc, fiksiraju
atmosferski azot. (Do Nascimento et al. 2015)

Vazna uloga nekih mikrooraganizama je simbioza sa biljkama. Azoracus je bakterija koja zivi
u simbiozi sa biljkama iz familije leguminoza. Ova bakterija konvertuje azot iz zemljista u
formu koju ove biljke koriste. Sada se proucava kako bi ovaj tip simbioze mogao da se koristi
u konceptu gajenja drugih, za ljudsku ishranu vaznih, biljaka u cilju boljih prinosa bez
kori$éenja vestackih dubriva. (Muhammad et al. 2019)

U morima i okeanima, koji predstavljaju specifi¢no staniste zbog mnogobrojnih faktora kao
Sto su salinitet, nizak nivo nutritijenata u otvorenim okeanima, specifi¢ni lanci ishrane, niske
temperature 1 povecanje pritiska sa dubinom, odvija se veliki spektar mikrobnih procesa.

Raznovrsnost mikrobnih procesa se poklapa sa raznovrsnoScu bakterijskih vrsta koji ih
pokrecu. Ovi mikroorganizmi su u stanju da smanje koncentraciju i oksidiSu sumporna i azotna
jedinjenja, ali i problemati¢na, kao $to su petroleum ili mnogobrojni pesticidi koji dospevaju u
mora i okeane.
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Istrazivanja u oblasti ekologije mikroorganizama obuhvataju uticaj okoline na mikrobioloski
rast 1 razvoj. Pored fizioloskih i hemijskih promena u okolini, bioloska adaptacija omogucava
bakterijama i arheama da optimizuju upotrebu dostupnih nutritijenata neophodnih za rast.
(Barton and Northup 2011)

Mikrobioloska populacija je u stanju da toleriSe i da se razvija pod razli¢itim ekoloskim
uslovima, ukljucujuci stanista sa ekstremnim uslovima, kao §to su vruca vrela i slana jezera.
Razumevanje ekoloskih faktora koji kontrolisu rast mikroba i opstanak nudi uvid u distribuciju
mikroorganizama u prirodi i mnoge studije mikrobne ekologije su bazirane na ispitivanju
adaptivnih karakteristika, koje dozvoljavaju odredenim mikrobnim vrstama da funkcionisu u
pojedinim stanistima.

U okviru staniSta neki mikroorganizmi su autohtoni, pune funkcionalne nise u ekosistemu, a
drugi su alohtoni (strani), prezivljavaju u stanistu, ali ne popunjavaju ekoloske nise. Zbog svoje
raznovrsnosti i Siroke distribucije, mikroorganizmi su izuzetno vazni u ekoloSkim procesima.
Dinamicne interakcije izmedu mikrobioloske populacije i njihovog okruzenja i metabolicke
aktivnosti mikroorganizama su od sustinskog znac¢aja za podrsku produktivnosti i odrzavanje
kvaliteta zivotne sredine ekosistema. Mikroorganizmi su kljucni za degradaciju Zivotne sredine
i za odrzavanje ekoloSke ravnoteze ekosistema.

Razli¢ite interakcije izmedu mikroorganizama, biljaka i Zivotinja obezbeduju stabilnost unutar
bioloske zajednice datog staniSta i obezbeduju ocuvanje raspolozivih resursa i ekoloske
ravnoteze. Interakcije izmedu mikrobioloskih populacija mogu imati pozitivne ili negativne
efekte, mogu dovesti do poboljSanja sposobnosti populacije da prezivi ili da uti€u na
ograni¢avanje gustine naseljenosti. Prenos ugljenika i energije, koji se nalaze u organskim
jedinjenjim dovodi do formiranja integrisane strukture (foodweb). (Allesina et al. 2008)
Mikrobioloska dekompozicija mrtvih biljaka i Zivotinja i delimi¢no razlozene organske
materije, ukazuje na to da je foodweb odgovoran za konverziju organskih materija do ugljen
dioksida.

Mikrobioloska ekologija moze da nam pokaZe nase mesto u kosmosu — kako je zivot nastao i
kako se razvio. Studije mikrobne ekologije mogu nam pomoc¢i da unapredimo nase zivote preko
upotrebe mikroba u ocuvanju prirodne sredine, proizvodnji hrane, bioinZenjeringu korisnih
proizvoda, kao §to su antibiotici, prehrambeni dodaci i hemikalije. (ISME n.d.)

Jedan od vaZnih zadataka u buduénosti bi bio razvitak boljih metoda za proucavanje 1 opis ovih
vrsta, proucavanje njihove ekofiziologije i njihove funkcionalne uloge koju imaju u okviru
prirodne interakcije izmedu organizama. Naucnici veruju da bi populacija mikroba mogla biti
od velike koristi u stabilizaciji ekosistema.

Mikroorganizmi imaju sposobnost bioremedijacije i u aerobnim uslovima pokazujuci visok
stepen sposobnosti razgradnje slozenih organskih jedinjenja. U bakterije koje imaju sposobnost
aerobne razgradnje pesticida, poliaromati¢nih jedinjenja, alkalne ugljovodonije spadaju
Bacillus, Pseudomonas, Sphingomonas, Flavobacterium, Nocardia, Rhodococcus i
Micobacterium. Glavni ograniavaju¢i faktor za odvijanje bioremedijacije u aerobnim
uslovima je prisustvo kiseonika. (Gojgic-Cvijovic et al. 2012; Milic et al. 2009)

Za bioremedijaciju PAH-ova, hlorisanih rastvaraca i jedinjenja hlora trihloretilena, hloroforma
koriste se amfibijske bakterije koje imaju sposobnost prevodenja zagadivaca u manje toksi¢nu

formu. (Bala et al. 2022)
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Mikroorganizmi koji razgraduju razne polutante su navedeni u donjim tabelama (Tabela 2.7 -
Tabela 2.10). Sve tabele su adaptirane iz Abatenh i saradnici. (Abatenh et al. 2017)

Tabela 2.7 Interakcija mikroorganizama i ugljovodonika

Mikroorganizmi Jedinjena

Penicillium chrysogenum

P. alcaligenes P. mendocina i P. putida P.
veronii, Achromobacter, Flavobacterium,

Acinetobacter
Pseudomonas putida

Phanerochaete chrysosporium

A. niger, A. fumigatus, F. solani i P.
funiculosum

Coprinellus radians

Alcaligenes odorans, Bacillus subtilis,
Corynebacterium propinquum,
Pseudomonas aeruginosa

Tyromyces palustris, Gloeophyllum
trabeum, Trametes versicolor
Candida viswanathii

Cijanobakterije, zelene alge, dijatomi i
Bacillus licheniformis

Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Ralstonia sp. and Microbacterium sp.
Gleophyllum striatum

Monocikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici,
benzen, toluen, etilbenzen i ksileni, fenolna
jedinjenja.

Petrol 1 dizel policikli¢ni aromatic¢ni
ugljovodonici, toluen.

Monocikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, npr.
benzen i ksilol.

Bifenil i trifenilmetan.

Ugljovodonici.

PAH-ovi, metilnaftaleni i dibenzofurani.
Fenol

Ugljovodonici

Fenantren, benzopiren
Naftalen

Aromati¢ni ugljovodonici

Piren, antracen, 9-metilantracen,
dibenzotiofen, lignin peroksidaza.
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Tabela 2.8 Grupe mikroorganizama vazne za bioremedijaciju nafte

Mikroorganizmi Jedinjenja

Fusariumsp. Nafta.
Alcaligenes odorans, Bacillus subtilis, Nafta.
Corynebacterium propinquum,
Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus A Dizel ulje.

Aspergillus  niger, Candida glabrata, Sirova nafta.
Candida krusei i Saccharomyces cerevisiae

B. brevis, P. aeruginosa KH6, B. Sirova nafta.
licheniformis i B. sphaericus

Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Dizel ulje.
Arthobacter sp i Bacillus sp

Pseudomonas cepacia, Bacillus cereus, Dizel uglje, sirova nafta.
Bacillus coagulans, Citrobacter koseri i

Serratia ficaria

Tabela 2.9 Mikroorganizmi koji u¢estvuju u bioremedijaciji teskih metala

Mikroorganizmi Jedinjenja

Saccharomyces cerevisiae Teski metali, olovo, Ziva i nikl.
Cunninghamella elegans Teski metali.

Pseudomonas fluorescensand Pseudomonas Fe?*, Zn?*, Pb?*, Mn?* i Cu?*
aeruginosa

Lysinibacillus sphaericus CBAMb5 Kobalt, bakar, hrom i olovo.
Microbacterium profundi Shh49T Fe

Aspergillus  versicolor, A. fumigatus, Kadmijum
Paecilomyces sp., Paecilomyces sp.,
Terichoderma sp., Microsporum  sp.,
Cladosporium sp.

Geobacter spp. Fe(ll), U(VI)
Bacillus safensis (JX126862) sojevi (PB-5 i Kadmijum
RSA-4)

Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sp. U, Cu, Ni, Cr
Aerococcussp., Rhodopseudomonas Pb, Cr, Cd
palustris
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Tabela 2.10 Potencijalni bioloski agensi za degradaciju pesticida

Mikroorganizmi Jedinjenja

Bacillus, Staphylococcus Endosulfan

Enterobacter Hlorpirifos

Pseudomonas putida, Acinetobacter sp., Ridomil MZ 68 MG, Fitoraz WP 76, Decis
Arthrobacter sp. 2.5 EC, malation

Acenetobactor sp., Pseudomonas sp., Hlorpirifos i metil paration
Enterobacter sp. i Photobacterium sp.

2.9. Bioremedijacija Zivotne sredine zagadene teSkim metalima

Teski metali su elementi &ija je gustina veéa od 5 g/cm®. U ovu grupu spadaju i metaloidi i
metali ¢ija je atomska masa veca od 4000 kg/m? ili 5 puta vecu od vode. Nekoliko metala kao
Sto su kadmijum, hrom, kobalt, bakar, olovo, nikl, ziva, vanadijum, kalaj i cink se javljaju kao
kontaminanti u zivotnoj sredini. Uglavnom se nalaze u nerastvorljivom obliku $to
podrazumeva da se nalaze u obliku karbonata, silikata, oksida, sulfida, a ukoliko su u
rastvorljivom obliku tada su u obliku soli. Teski metali kada su prisutni u jonskom obliku (Pb?*,
Hg?*, As®, Cd?") grade komplekse sa biomolekulima predstavljajuéi najotrovnije
kontaminante. (Abo-Alkasem et al. 2023) Usled kontaminacije zemljista teskim metalima
mikrobna populacija je podlozna promenama jer su u tim slucajevima celije pod stresom
izazvanim metalima i potrebna je veca koli¢ina energije Sto rezultuje i smanjenje koncentracije
ugljenika. (Verma and Kuila 2019) Glavni razlog porasta kontaminacije zivotne sredine je
posledica poveéane urbanizacije i industrijalizacije. (Sonker et al. 2024) Prema izvesStajima
Evropske agencije za zastitu zivotne sredine industrija, a naroCito proizvodnja i upotreba
energije ima najveci doprinos u emitovanju kadmijuma Zive i olova. (Abo-Alkasem et al. 2023)

Teski metali se odlikuju velikom gustinom i visokom toksi¢nos¢u i pri niskim koncentracijama
pa kao takvi, iako su prirodni elementi mogu se svrstati u potencijalno velike kontaminante, jer
se ne mogu razloziti ili biorazgraditi. U tim slucajevima ostaju trajno u zivotnoj sredini uti¢uci
na metaboliCke aktivnosti Zivog sveta pri ¢emu Se karakteriSu kao kontaminanti visoke
kategorije.

Bioremedijacija zasnovana na mikrobnoj populaciji je ocenjena kao izvodljiva sa ekonomskog
aspekta dajuci rezultate koji su obecavajuci u pogledu eliminacije organskih jedinjenja (npr.
ugljovodonici nafte) i teSki metali odnosno njihovi joni, iz kontaminirane Zivotne sredine (Slika
2.16).
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Monitoring u kontaminacije zivotne sredine je zasnovan na prac¢enju nacionalnih i EU propisa
u pogledu poredenja dobijenih vrednosti ukupnog sadrzaja teskih metala sa propisanim
zakonodavnim vrednostima odnosno refernetnim i grani¢nim vrednostima. (Reli¢ et al. 2011)
Proces bioremedijacije daje stepen precis¢enosti od ¢ak 98%. Veliki stepen efikasnosti
bioremedijacije je u sanaciji sredina koje su kontaminirane naftom i derivatima nafte ali veliki
potencijal u sanaciji pokazuje i u dekontaminaciji sredina koje su zagadene i toksi¢nim
jedinjenjima. (Stanojevic et al. 2023)

Tretman toksi¢nih hemikalija zasnovan na bioloSkom tretmanu uz efikasno pracenje
mikrobioloskih procesa i njihovim upravljanjem, u pocetku u laboratorijskim kontrolisanim
uslovima, uz poznavanje Stetnog odnosno toksi¢nog delovanja teskih metala na mikrobnu
populaciju (bakterije i populacija gljiva) postize se efikasna aktivnost in situ bioremedijacije.
(Zango et al. 2020)

Poznato je da neki teski metali imaju bitnu ulogu u bioloSkim procesima koji se odvijaju u
ljudskom organizmu, ali prekometno unoSenje teskih metala moze imati negativne,
neocekivane posledice po funkcionisanje organizma i odvijanje fizioloskih funkcija. Pored
zdravstvenih prednosti doslo se do saznanja da teski metali imaju kancerogene karakteristike.
Metali ulaze u Zivotnu sredinu razli¢itim aktivnostima, ulazeéi u lanac ishrane, izazivajuci
negativne efekte na funkcionisanje sistema celija 1 dovodeci do razvoja kancerogenih promena.

Obzirom na osobine teSkih metala kao §to su rastvorljivost, oksido-redukcione osobine i
sloZzene osobine, proces razgradnje teskih metala stvara veliku zabrinutost. Jedinjenja teskih
metala se u ekosistemu pojavljuju kao prirodni materijali, specifi¢ne tezine 5 i atomske tezine
izmedu 63,5 1 200,6. To su jedinjenja velike gustine i odlikuju se toksi¢nos¢u i pod malim
koncentracijama. (Alabssawy and Hashem 2024)

Zagadenost zivotne sredine teSkim metalima nastaje kao posledica ljudskog delovanja. Kao
rezultat tog delovanja dolazi do povecanja njihove koncentracije $to ukljucuje i biloloSke
metale koji su toksi¢ni i1 to kadmijuma, hroma, arsena, zive, kao i druge teske metale sa
toksi¢nos¢u koja moze biti bioticka i tu spadaju vanadijum, bakar, nikl, cink i drugi.
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Kontaminacija Zivotne sredine teSkim metalima postaje sveprisutnija u svetu predstavljajuci
ozbiljnu pretnju po zivi svet uzimajucéi u obzir da je ova vrsta kontaminacije teska za otkrivanje
zbog toga Sto se ne odlikuje bojom 1 mirisom. Posledice po zivotnu sredinu nisu trenutne, ali
usled promene klimatskih uslova ili pak sastava usled prevazilazenja praga tolerancije od strane
Zivotne sredine posledice mogu biti velikih razmera. Cesto je poredenje ovog tipa
kontaminacije sa tempiranom bombom. Ovaj vid kontaminacije opstaje dug vremenski period
i teSko ga je sanirati uz zahtevanje metoda sanacije koje su duge i koje su izuzetno materijalno
skupe jer je re¢ 0 kompleksnoj kontaminaciji prouzrokavanoj od kombinacije vise teskih
metala. (Reddy et al. 2024) Osim toga metali putem lanca ishrane veoma lako dospevaju u
ljudski organizam (Slika 2.17). (Abd Elnabi et al. 2023)

Poljoprivreda Vulkanske aktivnosti Rudarenje Industrija

4 2 ] 8 s
Sn | AL Cu | Co Fe | Mn | Mo | Zn agmﬁ.}‘\l.

Se Cr Ni Pb Hg As Cd Otpadne

vode

Stene

Oslobadanje teskih metala

oy
e

Uticaj teskih metala na izvore vode i zemljiste

{

\

e
b WS
Uticaj na vodene i Ko I3
kopnene Zivotinje Uticaj na biljke

-+ ﬁSrce Lanacishrane

; Nervni sistem: -
Lanac ishrane

Uticaj teskih metala na zdravije coveka

Slika 2.17 Poreklo i uticaj teskih metala na Coveka putem lanca ishrane
Adaptirano iz Abd Elnabi i saradnici (Abd Elnabi et al. 2023)

Poznato je da mikrobna populacija ima veoma bitnu ulogu u biogeohemijskom ciklusu metala.
Pored toksi¢nog efekta metala mikroorganizmi su razvili mehanizme za smanjenje toksi¢nosti
metala ili pak visok stepen tolerancije. Zahvaljujuéi tim mehanizmima mikroorganizmi mogu
da prezive u prisustvu teSkih metala. U bakterijama je do sada nadeno oko pet razli¢itih
mehanizama otpornosti na teske metale (Gonzalez Henao and Ghneim-Herrera 2021) i to:
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1) Ekstracelularne barijere: celijski zid, plazma membrana ili kapsula mogu spreéiti
ulazak metalnih jona u celiju;

2) Aktivni transport jona metala (efluks): ¢ine mehanizam za izvoz toksi¢nih metala iz
citoplazme koji ukljuéuju proteine koji pripadaju familijama: ATPaze P-tipa, CDF
(Cation Diffusion Facilitator) i RND (Resistance, Nodulation, Cell Division) ;

3) Ekstracelularna sekvestracija: sastoji se u akumulaciji jona metala celijskim
komponentama u periplazmi, spoljasnjoj membrani ili kompleksiranju metalnih jona
kao nerastvorljivih jedinjenja;

4) Intracelularna sekvestracija: zashiva se na akumulaciji metala u ne-biodostupnim
oblicima unutar citoplazme da bi se spreilo izlaganje esencijalnim celijskim
komponentama, postoje dva primera za ovaj oblik otpornosti na metal: proizvodnja
metalotioneina u Sinechococcus sp. i proteini bogati cisteinom u Pseudomonas sp.
(Rouch et al. 1995; Silver and Phung 1996) i

5) Reoksidacija metalnih jona. Oksidacija metala kao $to su bakar i arsen je takode vazan
mehanizam detoksikacije.

Bakterije su razvile mehanizme borbe protiv dejstva toksi¢nosti metala koji se klasifikuju kao
molekularni i biohemijski. Molekularni mehanizmi se zasnivaju na postojanju genetskih
determinanti odgovornih za otpornost na metalne jone. Genetske determinante su cesto
smestene na ekstrahromozomskim genetskim delovima ili na hromozomu. Dok se biohemijski
mehanizmi zasnivaju na interakciji sa vancelijskim jonima metala koji su rastvorljivi i
omogucavaju toleranciju mikroorganizama na osnovu mobilizacije, detoksikacije metala,
imobilizacije, transporta, transformacije 1 distribucije. Otpornost bakterija se moze
pretpostaviti i na osnovu minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). MIC se definiSe kao
najniza koncentracija metala koja inhibira rast bakterija. (Gonzalez Henao and Ghneim-Herrera
2021)

Nacin na koji mikroorganizmi intereaguju sa teSkim metalnim jonima delimi¢no zavisi od toga
prisustvu otrovnih koncentracija, nekoliko mehanizama otpornosti se aktivira. Na primer:
proizvodnja peptida iz porodice metal-vezuju¢ih proteina, regulacija intracelularne
koncentracije metala, sa izrazenim proteinskim transportom ligand-metalnih kompleksa iz
citoplazme na unutraS$njost vakuola 1 isticanje metalnih jona kroz jonske kanale prisutne u
¢elijskom zidu. U bakterijama, ovi mehanizmi tolerancije ¢esto su kodirani plazmidima, koji
olaksavaju svoju disperziju od ¢elije do ¢elije. (Pieper and Reineke 2000)

Metode bioremedijacije se uspesno koriste u cilju uklanjanja teskih metala iz Zivotne sredine.
Eliminacija te$kih metala iz Zivotne sredine, se zasniva na metodama apsorbcije-adsorbcije
metalnih jona i smanjenju nezeljenih efekata. Mikrobi (bakterije, gljive, kvasci, alge i drugo)
imaju veliku ulogu u smanjenju koncentracije jona metala i u tu svrhu se koriste ljuska kokosa,
kora drveta, piljevina, otpad iz poljoprivrede, seme, morske alge, itd. Menjajuéi jonsko stanje
dolazi do promene u rastvorljivosti, bioraspolozivost i kretanju teskih metala u zemljiStu i u
vodenoj sredini. Enzimskim putem, tacnije katalizom dolazi do povecanja rastvorljivosti
metala §to podrazumeva promenu oksidacionog stanja i prelazak sa viSeg na nizi stepen
oksidacionog stanja.

52



TeSki metali se u mikrobni organizam transportuju membranski povezanim transportnim
mehanizmima prevode¢i ith u manje toksi¢ne oblike. Mikroorganizmi koriste procese
biosorpcije, biotransformacije i bioluZenja u sredinama sa pove¢anim koncentracijama metala.
(Pande et al. 2022)

Da bi se procenio stepen kontaminacije u fluvijalnim sedimentima obzirom na slozenost
procesa potrebni su razli¢iti hemijski, biologki i fizicki podaci. Cesto su biolodki podaci
nedostupni, pa se za procenu kontaminacije teSkim metalima primenjuju smernice za procenu
kvaliteta sedimenta (SKG) ili kvantitativni indeks pod kojim se podrazumeva indeks
obogadivanja u poredenju sa referentnom vrednos$cu, §to podrazumeva prosecnu koncentracija
Skriljaca, regionalno i/ili lokalno poreklo i drugo. (Grba et al. 2015)

Tabela 2.11 Razlic¢ite vrste toksi¢nosti teskih metala i njihovi Stetni efekti na zemliste, biljke i

ljude
Teski  Toksicna Zemljiste Zdravstveni rizik
metal forma

Cd Cd* Unistava mikrobe; Smanjuje duzinu Negativno uti¢e na
sprecava preuzimanje korena i biomase; funkciju bubrega;
organskog materijala; sprecava klijanje ometa funkcionisanje
menja fizicke i semena i ograni¢ava polnih hormona; deluje
hemijske osobine provodljivost stabla. kao endokrini disruptor.
zemljista.

Pb Pb?* Menja pH vrednost Smanjuje sadrzaj Encefalopatija uti¢e na
zemljista; utice na hlorofila; smanjuje centralni nervni sistem,
sposobnost apsorpcije sadrzaj proteina; kardiovaskularni i
zemljista i smanjuje izaziva skracenje cirkulatorni sistem.
plodnost. listova i oste¢uje DNK.

Cu Soli Cu  Gubitak aktivnosti Ometanje rasta korena; =~ Ometa normalan
ureaze; uticaj na smanjenje duzine metabolizam i utice na
dinamiku mikroba i izdanka i polipeptida; funkciju bubrega.
smanjenje sposobnosti  promene u sadrzaju
oksidacije. lipida.

Zn Zn* Menja pH zemljista; Devijacija u funkciji Respiratorni problemi.
nivo bikarbonata i enzima; blokada
organskog materijala; transporta elemenata i
blokira funkciju meduvenska hloroza.
enzima.

Adaptirano iz Pande i saradnici (Pande et al. 2022)

Eliminisanje teskih metala mikrobnom aktivnos¢u moze biti ekonomski i ekoloski ograniceno.
Da bi se odabrala odgovarajuca bioremedijacijona tehnika koja ¢e dati dobre rezultate potrebno
je uzeti u obzir sledece: prisustvo hranjivih materija (azot, sumporno gvozde, fosfat, kalijum)
koje ¢e podstaci rast mikrobnih ¢elija i njihov metabolizam i proizvodnju enzima neophodnih
za razlaganje zagadivaca; ekonomski efekat od koga zavisi bioremedijacijni kontinuitet §to
podrazumeva da je potrebno da troskovi budu nizi da bi proces bio izvodljiv i sa ekonomskog
aspekta; priroda zagadivaca (Cvrst, teCan polucvrst ili isparljiv, organski, neorganski) i od
prirode zagadivaca odnosno njegove toksi¢nosti (toksic¢an, netoksican), teSki metali, PAH-ovi,
hlorovani rastvaraci, pesticidi); pH, temperatura i drugi fizicko-hemijski faktori, vlaga. Na
brzinu i stepen biorazgradnje utiCe i pravilan odabir parametara, obzirom da ovi parametri
imaju uticaj na rast mikrobne Celije $to je u korelaciji sa efikasnoS¢u uklanjanja zagadivaca;
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raznovrsnost mikroba (Aeromonas, Flabobacteria, Pseudomonas, Bacili, Micobacteria,
Streptomices, itd.). Prisustvo kiseonika koji ima narocito veliku ulogu i bioloskoj razgradnji

ugljovodoni¢nih i drugih kontaminanata u aerobnim ili anaerobnim uslovima. (Sayqgal and
Ahmed 2021)

U poredenju sa organskim kontaminantima, razgradnja teSkih metala se zasniva na konverziji
metala u manje toksi¢ne oblike ili dolazi do smanjenja mobilnosti metala. Procesom
biomineralizacije dolazi do formiranja kristala intra-intercelularno ili pak ekstracelularno, a
kristalna morfologija se dosta razlikuje od neorganske. Na ovaj na¢in dolazi do formiranja
minerala i fizicko-hemijskih promena metala i jedinjenja metala.

Jedan od primera je E. coli koja biomineralizuje platinu i konvertuje PtCls u mikro/nanocestice
metala pri ¢emu se olakSava rastvaranje, talozenje i transport platine i dolazi do promena u
disperziji i koncentraciji platine u okruzenju na povrsini. (Lin et al. 2023)

Na osnovu prethodnih navoda bioremedijacija se moze definisati kao mehanizam koji dovodi
do biosorpcije, degradacije i biotransformacije kontaminanata zahvaljuju¢i mikrobnoj
aktivnosti. Svrstava se kao isplativa i prihvatljiva sa ekoloskog aspekta u odnosu na hemijske
(fiksacija, hemijsko ispiranje, promena pH zemljista) i fizicke (zamena zemljiSta, termicka
sanacija, pranje zemljiSta) metode. U slucajevima kontaminacije sa PAH-ovima 1 teSkim
metalima dolazi do ograniCenosti u pogledu mikrobne aktivnosti i biodostupnosti zbog
slozenosti interakcija PAH-0va i teskih metala, $to dovodi do naruSavanja membranske ¢elijske
strukture, aktivnosti sa aspekta gena, enzima uti¢uc¢i na metabolicku aktivnost i na desetkovanje
populacije mikroba. (Ali et al. 2022)

Ciste kulture mikroorganizama u procesu bioremedijacije su pokazivale manju efikasnost i
sposobnost razgradnje sloZenih kontaminanata zbog slabe prilagodljivosti 1 otezanog
odrzavanja Cistih kultura $to je otezavalo analize i skrining. Istrazivanja su pokazala da je
efikasnost bioremedijacije veca pri primeni meSovitih mikrobnih kultura (simbioza dva ili vise
mikroorganizama), jer je tada i povecan bioremedijacijoni kapacitet. Primenom mesSovitih
kultura takode postize se uklanjanje i sekundarnih zagadivaca koji nastaju u degradacionim
reakcijama ili u reakcijama konverzije. Obzirom da u slucajevima zagadenja teskim metalima
dolazi do kontaminacije sa viSe metalnih jona meSana mikrobna kultura omogucava bolju

eliminaciju teskih metalnih jona nego §to bi to bio slucaj sa ¢istom kulturom. (Jeyakumar et al.
2022)

Glavni izvori enzima, u zemljistu, su zivotinjski i biljni otpad kao i mikroorganizmi. Enzimi
su prisutni kao slobodni ili pak vezani 1 stabilizovani na povrSini gline 1 na organskim
supstancama poreklom iz zemljiSta. Enzimi koji su indikatori zagadenosti zemljiSta teSkim
metalima dele se na: oksidoreduktaze, npr. dehidrogenaza — DH i hidrolaze, npr. p-D-
glukozidaza - B-D-GLU, fosfataza — PHO, ureaza — URE i arilsulfataza — ARIL. (Dale and
Beyeler 2001)

Enzimska aktivnost i teski metali tj. njihova koncentracija su u negativnoj korelaciji, pa se iz
tog razloga ova korelacija koristi za identifikaciju zagadenosti zemljista teSkim metalima. Za
aktivnost enzima 1 za odvijanje procesa u mikrobnim ¢elijama najvazniji su teSki metali i
njihova bioraspolozivost. Uticaj koncentracije metala nije u vezi sa prisutnoSéu
(koncentracijom) kontaminanta u zemljistu. (Jeyakumar et al. 2022)

Koncept bioraspolozivosti po ISO 11074:2015, se moZe definisati i kao: ,,BioraspoloZivost je
stepen do kojeg hemikalije u tlu mogu biti apsorbovane ili razlozene od strane ljudi ili drugih
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organizama ili mogu stupiti u interakciju sa bioloskim sistemima’ . (1ISO 11074:2015 Soil
quality - Vocabulary 2015)

2.10. Faktori koji uti¢u na bioremedijaciju

Kontrolisanje i optimizovanje odvijanja procesa bioremedijacije za eliminisanje zagadivaca iz
zivotne sredine je slozen proces zasnovan na vise faktora. Postoje tri osnovna faktora koji su
kljuéni za proces bioremedijacije i to su (Varjani et al. 2018):

e Hemijski faktori (biorazgradnja i biodostupnost zagadivaca),

e Faktori Zivotne sredine (hranljivi sastojci, temperatura, sadrzaj kiseonika, pH, tip
zemljista, dostupnost vode),

e Populacija mikroorganizama.

2.10.1. Hemijski faktori

2.10.1.1. Bioraspolozivost zagadivaca

Bioraspolozivost se definiSe kao koncentracija toksi¢énih materija koju organizmi koriste i
razgraduju. Bioraspolozivost se sagledava kao moguénost kontakta izmedu mikroorganizma i
zagadujuce supstance. Brzinu razgradnje kontroliSu brzina difuzije, desorpcije ili rastvaranja.
Lako biodostupni kontaminanti su oni koji su polarni i rastvorljivi u vodi. Za ostvarivanje
interakcije izmedu mikroorganizma i zagadivaca koriste se agensi koji su povrsinski aktivni.
(Varjani et al. 2018)

2.10.1.2. Biorazgradljivost zagadivaca

Od hemijske strukture organskih molekula koji su prisutni u kontaminiranoj sredini zavisi da
li proces bioremedijacije biti uspeSan. Organski molekuli se teSko metaboliSu kao Sto je to
sluc¢aj sa ksenoforima, u sluéajevima supstitucije vodonika sa hlorom, cijano-vodoni¢nom
grupom, nitritnim i sulfitnim grupama. Moze se rec¢i da kontaminanti koji sadrze ksenofore se
teSko razgraduju ili pak ne razgraduju zbog svoje otpornosti. U vecini reakcija metabolizma
primenjuju se enzimi. Tako npr. enzimi oksigenaze pokazuju veliki afinitet ka aromati¢nim
ugljovodonicima kao posledica nespecifi¢nog afiniteta prema supstratu. (Varjani et al. 2018)

Toluen dioksigenaze razgraduju viSe od 100 raznih jedinjenja, Sto podrazumeva 1 jedinjenja
kao S§to su hlorobenzen, nitrobenzen. Esteraze razaraju estarske veze u prisustvu vode;
depolimeraze hidrolizuju polimere; dehalogenaze uklanjaju atome halogena kao §to su hlor i
zamenjuju ih sa hidroksilnim grupama; dekarboksilaze koje uklanjaju karboksilne grupe (tj.
dekarboksilacija), hidrataze koji dodaju vodu alkenima pretvarajuci ih u sekundarne alkohole;
glutation S-transferaza koja prenosi tiol grupe; racemaze koje katalizuju L i D-amino
interkonverzije kiselina i kona¢no CoA-ligaze, koja dodaje -S-CoA masnim kiselinama tokom
beta-oksidacije. (Ugab et al. 2015)
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Tabela 2.12 Potencijal biodegradacije razli¢itih vrsta organskih jedinjenja

Vrsta jedinjenja Potencijal
biodegradacij
Prosti ugljovodonici, C1 — C15 Veoma lako
Alkoholi, fenoli, amini VVeoma lako
Kiseline, estri, amini Veoma lako
Ugljovodonici, C12 — C20 Umereno lako
Etri, monohlorovani ugljovodonici Umereno lako

Halogenovana i nehalogenovana isparljiva organska jedinjenja (VOC)  Umereno lako
Halogenovana i nehalogenovana slabo isparljiva organska jedinjenja Umereno lako

Ugljovodnici, veéi od C20 Umereno tesko
Polihlorovani ugljovodonici Umereno tesko
PAH, PCB, pesticidi i herbicidi Umereno tesko

Adaptirano iz Ugab i saradnici (Ugab et al. 2015)

2.10.2. Faktori zivotne sredine

2.10.2.1. Temperatura

Temperatura ima veliki uticaj na kontrolisanje enzimske aktivnosti mikroorganizama $to bitno
utice na brzinu dekontaminacije. Sa svakim povec¢anjem temeperature za nekih 10°C enzimska
aktivnost se udvostrucuje. Uocen je rast mikrobne celije ukoliko je opseg temperature 10—38
°C. Takode, ukoliko je temperatura iznad neke vrednosti moze do¢i do smrti Celije.
Temperatura u in-situ procesima se tesko kontroliSe, za razliku od ex-situ procesa. (Varjani et
al. 2018)

Nakon izvrSenih istraZzivanja doSlo se do saznanja da brzina razgradnje ugljovodoni¢nih
jedinjenja zavisi od temeperature kontaminirane lokacije. Kod psihrofila je za rast optimalna
temperatura ispod 20 °C, za mezofile je optimalna temperatura u opsegu 15-45 °C; a za
termofile je optimalna temeratura iznad 50 °C za razgradnju ugljovodonika. Sa porastom
temeprature raste bioraspolozivost, rastvorljivost, difuzija i aktivnost enzima mikrobnih
organizama, a ukoliko je temepratura iznad 40 °C dolazi do smanjenja rastvorljivosti kiseonika.
Kod aerobnih organizama se u tim slu¢ajevima amanjuje metabolicka aktivnost i u tim
slucajevima membrane ¢elija postaju osetljivije na ugljovodonike pri cemu dolazi do smanjenja
koncentracije razgradenih ugljovodonika. U situacijama kada je temperatura niZza povecava se
viskozitet ulja, Sto odovodi do smanjenja isparljivosti toksi¢nih ugljovodonika niske
molekulske tezine, dolazi do pada rastvorljivosti, povecava se toksi¢nost kontaminanta,
izostaje maksimalan kapacitet enzimske aktivnosti §to za posledicu ima da se mikrobna
aktivnost odlaze. U uslovima niske temperature procesi razgradnje mogu da se pobljSaju
dodavanjem biosurfaktanata koji ¢e imati uticaja na rastvorljivost i viskozitet kontaminanta
odnosno ugljovodonika. Da bi se postigao potpun stepen razgradnje ugljovodonika potebno je
naci optimalan opseg temeprature. (Kebede et al. 2021)

2.10.2.2. pH

Optimalna pH vrednost za odvijanje bioremedijacijonog procesa se krec¢e od 5, 5 do 8, 0. U
ovome opsegu najvecéi stepen aktivnosti pokazuju heterotrofne bakterije. Fizicko-hemijske
osobine staniSta, hemijske osobine kontaminanta, odnos izmedu mikroba su parametri koji
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imaju uticaja na pH. pH ima uticaja na propusnost i disperziju zemljiSta. Za pronalazenje
optimalnog pH opsega koriste se bazne ili kisele supstance obzirom da tokom bioremedijacije
dolazi do promena vrednosti pa je iz tog razloga potrebno stalno pracenje i po potrebi
podesavanje pH vrednosti da bude u optimalnom opsegu. (Varjani et al. 2018)

Na promenu vrednosti pH uti¢e proizvodnja i taloZenje bakterijskog otpada. Promena se
odnosi na promene ove vrednosdi kod zemljista ukoliko je kontaminirano ugljovodoni¢nim
polutantima, Sto ima indirektan uticaj na rastvorljivost kontaminanta, bioraspolozivost,
dostupnost hranjivih materija i na aktivnost mikroba. U raznim studijama se je doslo do
podataka da se ugljovodoni¢ni polutanti razgraduju i pri opsegu pH od 2 — 5,5 u pri pH 7,5 —
10. Efektivna degradacija se moze posti¢i 1 pri vrednosti pH od 5,2 — 7,0; a najveca
degradaciona sposobnost je izrazena pri vrednosti od 7,5. Optimalna pH vrednost je od znac¢aja
u pogledu regulacije enzimske aktivnosti, mikrobne aktivnosti i ima uticaj na ugljovodoni¢nu
biorazgradnju. Najveéi efekat bioremedijacije ugljovodonika je pri pH vrednosi od 5 do 8.
(Kebede et al. 2021)

2.10.2.3. Hranljive materije

Uvodenjem hranjivih materija (azot, ugljenik, kiseonik i fosfor), pri in-situ bioremedijaciji,
dolazi do povecanja aktivnosti populacije autohtonih mikroba na kontaminiranoj lokaciji Pored
hranjivih komponenti, optimalnog pH, vlage i dr. dolazi do povecaja metabolicke aktivnosti od
strane mikrobne ¢elije i samim tim do brZe dekontaminacije. IzraCunavanjem odnosa ugljenika
prema azotu i fosforu dobijaju se potrebe za fosforom i azotom C : N : P blizu 100: 10 do 5 :
1. Mnogi autori smatraju da su optimalni uslovi pri izvodenju eksperimenta slede¢ci C : N: P =
70:3:0,61li8:1:0,07, za odvijanje bioremedijacije sirove nafte koja je razli¢itog porekla.
Da bi se postigli optimalni uslovi predlozena su dubriva na bazi parafinizovane uree i
oktilofosfat u odnosu C : N : P =100 : 10 : 1. U slu¢ajevima postojanja mesavine ulja u vodi
gde je u ovom slucaju specifi¢na potreba za hranjivim materijama predlaze se odnos C : N : P
=800 :13: 1. Vrednosti za kompostiranje su u opsegu za C / N od 30 — 40. Isporuka hranjivih
materija se ostvaruje primenom injekcionih bunara ili cevi koje su perforirane. U ovim
slucajevima dolazi do povlacenja podzemnih voda iz bunara niz gradijent koncentracije.
Dopuna hranjivih materija je bitna za biostimulaciju gde dostupnost hranjivih materija zavisi
od njihove rastvorljivosti i brzinom ubrizgavanja. (Ugab et al. 2015)

2.10.2.4. Sadrzaj viage i dostupnost vode

Prisustvo vlage u kontaminiranom zemljiStu je bitno zbog prenosa gasova, pokretljivosti
mikroorganizama, bioraspolozivosti kontaminanta, faze rasta mikrobne celije. Poveéano
prisustvo vlage ima negativan uticaj na ulazak atmosferskog kiseonika §to moze da uti¢e na
metaboli¢ke procese 1 odrazava se na rast mikrobne ¢elije. U laboratorijskim uslovima se rade
ispitivanja koli¢ine vlage koja je prisutna kako bi se dobili podaci o prisustvu vode bitne za
metabolicke aktivnosti. (Varjani et al. 2018)

Vlaga koja je prisutna u zemljiStu formiraju¢i vodeni film predstavlja sredinu u kojoj se odvija
transport hranjivih materija i ima ulogu u otklanjanju otpadnih proizvoda koji su nastale kao
posledica metabolicke aktivnosti. U prisustvu kontaminanta kao §to su ugljovodoni¢na
jedinjeja dolazi do smanjenja poroznosti i smanjenja kapaciteta zadrzavanja vode od strane
zemljista. Prethodno navedeno ima za posledicu smanjenje mikrobne aktivnosti jer postoji
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direktna proporcionalnost izmedu aktivnosti mikroba i vode, tj. sa smanjenjem sadrzaja vlage
smanjuje se mikrobna aktivnost, a kada je vlaznost visoka ograni¢en je prenos kiseonika.
Optimalna vlaznost je u opsegu od 50 do 75 %, 30 do 90 % i 50 — 80 %. U uslovma visoke
vlaznosti iznad navedenih vrednosti smanjuje se mikrobna aktivnost i smanjuje se
koncentracija kiseonika koji je neophodan za obezbedivanje aerobnih uslova. Iz prethodnih
navoda bitno je obezbediti odgovarajucu vlaznost u sredinama zagadenim ugljovodonicima
kako bi aktivnost mikroba bila podstaknuta, a samim tim i razgradnja ugljovodonika. (Kebede
et al. 2021)

2.10.3. Populacija mikroorganizama u bioremedijaciji

Populacija mikroorganizama je od velikog znacaja u bioremedijaciji kontaminanata vode i
zemljista. IzvrSena je Kklasifikacija mikroorganizama na ligninoliticke, gljive, aerobne,
metilotrofe, 1 anaerobne. Gljive se odlikuju sposobnoséu degradacije toksi¢nih kontaminanata
iz zivotne sredine, a jedan od primera je Phanaerochaete chrisosporium. Za rast aerobnih
mikroorganizama potrebno je prisustvo kiseonika. Neke od aerobnih mikroorganizama su
bakterije Pseudomonas, Micobacterium, Rhodococcus, Alcaligenes. Oni koriste kontaminante
kao izvor energije i izvor ugljenika. Metilotrofi kao izvor energije i ugljovodonika koriste
metan i svrstavaju se u aerobne bakterije. Kod anaerobnih bakterija rast i razvoj se odvija bez
prisustva kiseonika i bitne su u bioremedijaciji. (Varjani et al. 2018)

Upotreba mikroorganizama koji su genetski modifikovani (GMO) u bioremedijaciji joS uvek
nije istrazena. GMO do danas nisu imali primenu u remedijaciji lokacija koje su komercijalne.
Projekti bioagumentacije koriste mikroorganizme koji su ve¢ dostupni u prirodi odnosno
zivotnoj sredini. U projektima fitoremedijacije transgene biljke se ve¢ primenjuju. (Ugab et al.
2015)
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3. MATERIJAL | METODE
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Ovaj rad je imao za cilj da istrazi da li je moguca bioremedijacija rafinerijskih supstrata koji su
nastali namernom destrukcijom instalacija (u toku bombardovanja rafinerije 1999. godine), a
mogu nastati 1 u incidentnim situacijama. Ti supstrati su sadrzavali katalizatore za
hidrodesulfurizaciju (HDS), a oni su u sebi imali teske metale. Ovi katalizatori su u obliku
perlica veli¢ine od 5 do 10 mm i heterogeno su rasporedeni u otpadu. U stvarnim uslovima
moze se proizvesti velika koli¢ina takvog otpada, koji sadrzi razne supstance i postoji stvarna
potreba za remedijacijom ovog tipa otpada.

Deo ove studije je sproveden na model supstratu u pilot postrojenju u objektu kompanije
specijalizovane za bioremedijaciju kontaminirane sredine.

......

metala na konzorcijum mikroorganizama, a u drugom delu je pra¢ena sudbina kobalta i
molibdena tokom bioremedijacije otpadnih katalizatora iz rafinerijskog postrojenja. Zanimalo
nas je da li dolazi do promene u obliku teSkih metala tokom bioremedijacije. MeSavina
supstrata sadrZala je frakcije teSkog loz ulja, otpadne HDS katalizatore bazirane na kobaltu i
molibdenu, re¢ni pesak i piljevinu mekog drveta.

3.1. Ispitivanje inhibitornog efekta HDS katalizatora na mikroorganizme
3.1.1. Uzorci katalizatora za HDS

U studiji su kori$éene tri vrste Katalizatora za desulfurizaciju, koje su okarakterisane kao
opasan otpad iz rafinerije i poti¢u iz naftne rafinerije u Srbiji. Deklarisana svojstva, sastav i
proizvodac bili su nepoznati. Sva tri katalizatora bila su u obliku suvih prasSkova sastavljenih
od malih kuglica prose¢nog pre¢nika od nekoliko milimetara (do 10 mm), pri ¢emu su bile
vidljive 1 neke mehanicki zdrobljene kuglice. Kod dva od tri katalizatora vizuelno je
identifikovana kontaminacija uljem i derivatima.

3.1.2. Konzorcijum mikroorganizama

Konzorcijum mikroorganizama, koji se sastoji od bakterijskih sojeva i jedne plesni iz roda
Penicillium je ranije izolovan iz naftnog mulja iz rafinerije. Proces izolacije, identifikacije i
kultivacije opisan je u radovima Mili¢ i saradnika i Gojgi¢-Cvijovi¢ i saradnika. (Gojgic-
Cvijovic et al. 2012; Milic et al. 2009) Konzorcijum je obuhvatao sojeve bakterijskih rodova
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Micrococcus sp., Rhodococcus sp. i plesni Penicillium sp.
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3.1.3. Analiticke metode

Svi rastvaraci i hemikalije bili su HPLC kvaliteta.

3.1.3.1.Analiza osnovnih hemijskih parametara

Sadrzaj vlage u katalizatorima odreden je koris¢enjem higrometra MOC-120H (Shimadzu Co.,
Japan) sa programom susenja uzoraka na 105 °C tokom 1,5 h. (ISO 11465 1993) pH vrednost
katalizatora analizirana je u demineralizovanoj vodi prema standardnoj metodi za odredivanje
pH u zemljistu. (ISO 10390 2005) Merenje je izvrSeno na digitalnom pH metru pH 300i sa
kombinovanom elektrodom (WTW, Nemacka). Gubitak pri zarenju odreden je gravimetrijski
zarenjem na 800 °C tokom 2 h. Originalni suvi praskasti katalizatori potom su tretirani kako bi
se uklonile sve supstance rastvorljive u heksanu (supstance koje se mogu ekstrahovati n-
heksanom; HES) koris¢enjem automatskog analizatora VARIO-EL 11l CHNS-O Analizator
(Elementar, Nemacka). Zatim je elementalni sastav (ugljenik, azot i sumpor) katalizatora iz
kojih su uklonjene HES odreden standardnom volumetrijskom metodom, merenjem zapremine
generisanog ugljen-dioksida. (ISO 10693 1995) HES su odredeni prema EPA metodi. (US EPA
SW-846 Test Method 9071B 1998) Ukupni sadrzaj naftnih ugljovodonika (TPH) ekstrahovan
je prema ISO standardu (ISO 16703 2004) i gravimetrijski odreden prema DIN standardu. (DIN
EN 14345-12 2004) Svi rezultati su prosecne vrednosti dva nezavisna merenja.

3.1.3.2.0dredivanje metala (Fe, Mo, Co, Ni i W) u katalizatorima

Sadrzaj metala u rastvoru (priprema je opisana kasnije) odreden je spektrometrijom emisije sa
induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES) koriste¢i Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP
(Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija) spektrometar opremljen RACID86 Charge
Injector Device (CID) detektorom, koncentracionim nebulizatorom, kvarcnim plamenikom i
aluminijumskim injektorom, $to je omogucilo detekciju fluorovodoniéne kiseline. (Radojkovic
et al. 2014) Ukupni sadrZaj metala odreden je nakon razlaganja smeSom kiselina za digestiju
(Ju et al. 2022), a metali su odredeni direktno u vodenim ekstraktima (bez razlaganja). Ukupan
sadrzaj odabranih elemenata ekstrahovan je metodom mikrotalasno podrzane digestije kiseline
US EPA 3051A (US EPA 2007) koriste¢i napredni sistem za digestiju mikrotalasima ETHOS
1 (Milestone, Italija) sa HPR-1000/10S visokopritisnim segmentiranim rotorom. Svi rezultati
prikazani su kao prosecne vrednosti tri nezavisna merenja.

61



3.1.3.3.Analiza rendgenske difrakcije (XRD, X-ray)

Za analizu rendgenske difrakcije koriS¢en je rendgenski difraktometar PW-1710 (PHILIPS,
Holandija) sa zakrivljenim grafitnim monohromatorom i scintilacionim detektorom. Intenziteti
difraktovane CuKo rendgenske radijacije (A = 1,54178 A) merili su se na sobnoj temperaturi u
intervalima od 0,05 °20 i vremenu od 0,5 s i to u rasponu od 4 do 65 °20. Faze prisutne u
uzorcima identifikovane su na osnovu dobijenih vrednosti intenziteta radijacije (I) i
meduravanskih rastojanja (d), kao i poredenjem sa podacima iz literature i JCPDS standardima.
(Ali et al. 2020) Orijentisani uzorci su testirani pomocu prah difraktometra u rasponu od 3-15
°20 sa korakom od 0,02°.

3.1.3.4.Ekstrakcija rastvorenih frakcija metala

Vodeni ekstrakt katalizatora dobijen je na slede¢i naéin: 30 g mlevenog katalizatora
suspendovano je u 0,3 dm?® demineralizovane vode. Suspenzija je kuvana 30 minuta, a nakon
hladenja filtrirana je prvo kroz kvalitativni, a zatim kroz kvantitativni filter papir. Bistri filtrat
dopunjen je demineralizovanom vodom do 1 dm?. Sadrzaj suve materije i metala u kona¢nim
rastvorima odreden je kao Sto je gore opisano.

3.1.3.5.Ispitivanje inhibitornog efekta metala na konzorcijum mikroorganizama

Nakon odredivanja sadrzaja metala u vodenim ekstraktima katalizatora, pripremljeni su
rastvori na osnovu koncentracije najzastupljenijeg metala u koncentraciji koja odgovara
maksimalno dozvoljenim koncentracijama za taj metal u zemljiStu, prema vazeéim
nacionalnim direktivama. (‘Uredba o grani¢nim vrednostima zagadujucih, Stetnih i opasnih
materija u zemljistu’ 2019) Koncentracija drugih metala zavisila je od koncentracije
dominantnog metala.

Inhibitorni efekat je istrazivan metodom difuzije u bunarima na inokuliranim dvostruko
slojevitim agar plo¢ama sa slojem Mueller-Hinton agara i sladnog agara (1:1) u Petrijevim
Soljama pre¢nika 90 mm. pH vrednost oba agar medijuma podeSena je na 6,0 + 0,1.

Konzorcijumi mikroorganizama su kultivisani iz zamrznutih zaliha na kosom agaru (iskosene
epruvete sa agarom) na istom hranljivom medijumu kao za evaluaciju inhibitornog efekta
tokom 72 sata na 28 °C. Zatim su kultivisani mikroorganizmi isprani sa kosih ploc¢a u sterilni
slani rastvor kako bi se proizvele suspenzije mikroorganizama kori§¢ene za testiranje inhibicije
metala. Sterilni fizioloski rastvor koris¢en je kao kontrola. Kod kontrolnog uzorka sa
fizioloSkim rastvorom mikroorganizmi su brojani nakon 72 sata, kada je uzorak sadrzao 5,5 x
108 jedinica koje formiraju kolonije (colony forming units, cfu) cm™3.

Odredivanje inhibitornog efekta sprovedeno je koris¢enjem dvostruko slojevitih agarnih ploca.
Prvo je 1 cm? suspenzije mikroorganizama dodato na dno Petrijeve posude, nakon ¢ega je dodat
sloj Mueller-Hinton agara. Nakon geliranja, dodat je sloj sladnog agara, a nakon hladenja,
Petrijeve posude su drzane u frizideru 1 sat na 46 °C kako bi se omogu¢ila difuzija testiranih
metala. Svaki uzorak je ispitivan u tri primerka.
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3.2. Bioremedijacija sloZenog rafinerijskog supstrata

Ova studija je sprovedena na polu-pilot postrojenju sa veéim sadrzajem svih komponenti nego
Sto se moze naci u incidentnim situacijama u rafinerijskim postrojenjima. (Mileti¢ et al. 2017)
Istrazen je potencijal za bioremedijaciju teskih metala poreklom iz HDS katalizatora. Ovi
katalizatori su u obliku kuglica veli¢ine od 5 do 10 mm 1 heterogeno su rasporedeni u otpadu.
U stvarnim uslovima, moze se generisati velika koli¢ina takvog otpada, koja sadrzi razli¢ite
supstance, uklju¢uju¢i HDS katalizatore i postoji stvarna potreba za remedijacijom ove vrste
otpada. Studija je sprovedena u postrojenju kompanije koja je specijalizovana za
bioremedijaciju kontaminirane okoline.

3.2.1. Model supstrat — smesa polutanata

Kao supstrat, napravljena je vestacka smesa zagadivaca (~65 kg) od teske frakcije nafte (1,95
kg), otpadnog HDS katalizatora na bazi kobalta i molibdena kao izvora toksi¢nih metala (~8,88
kg), piljevine (~5,42 kg) 1 neoprani re¢ni pesak (~48,75 kg). Ova smeSa supstrata priblizno je
odgovarala matrici koju smo tretirali u naSem prethodnom istrazivanju. (Mileti¢ et al. 2017)

Svaka komponenta je analizirana zasebno, a zatim su sve komponente pomesane kori§¢enjem
industrijske mesalice. Nakon meSanja, analiza je ponovo obavljena. Zbog velike koli¢ine
uzorka, kuglice HDS katalizatora nisu mogle biti pretvorene u prah i ostale su u svom
originalnom obliku. Prilikom odredivanja masa svih komponenti, vodilo se racuna da glavni
zagadivaci, kao Sto su teSka frakcija nafte, kobalt i molibden, budu iznad vrednosti za
remedijaciju definisanih srpskim zakonima. Dakle, proizvedeni vestacki supstrat spadao je u
kategoriju opasnog otpada u odnosu na ukupne naftne ugljovodonike (TPH) (25 g kg™), kobalt
(240 mg kg') 1 molibden (200 mg kg™).

3.2.2. Dizajn eksperimenta

Studija je sprovedena u polivinilhloridnim (PVC) kontejnerima sa perforiranim dnom.
Zapremina supstrata bila je 50 L (~65 kg), a debljina sloja supstrata bila je 25 cm. Kontejneri
su bili zaStieni od direktne sunceve svetlosti 1 atmosferskih padavina time §to su drzani u
zatvorenoj hali. Tokom studije, reakciona smeSa nije meSana. Prose¢na temperatura tokom
studije bila je jednaka temperaturi vazduha (izmedu 22 1 25°C). Studija je izvedena koris¢enjem
dve varijante supstrata:

e Supstrat kojem smo dodali hranljive supstance za biostimulaciju (NH4NOs,
(NH4)2HPO4 i KCI da se postigne optimalan odnos C:N:P = 100:10:1:0.1) (Beskoski et
al. 2011) i inokulisali ga biomasom zimogenog konzorcijuma mikroorganizama (vidi
slede¢i odeljak). Voda iz ¢esme je dodavana u supstrat kako bi se zasitio u odnosu na
svoj kapacitet zadrzavanja vode (dok voda ne procuri iz kontejnera) na pocetku i
jednom mesecno. Rastvor za biostimulaciju 1 biomasa su pomeSani u supstrat pre
formiranja sloja u kontejneru radi dobre homogenizacije. Supstrat (test) je oznacen kao
T-0i T-6, sto odgovara pocetku i nakon 6 meseci bioremedijacije.
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e Kontrolni supstrat bio je isti zagadeni supstrat, ali bez dodavanja hranljivih supstanci
ili biostimulacije; kontrolni supstrat je oznacen kao C-0 i C-6, §to odgovara pocetku i
nakon 6 meseci bioremedijacije.

Ovako pripremljeni uzorci sluzili su kao osnovni uzorci iz kojih su kasnije uzimani poduzorci
za analizu.

Svi hemikalije i reagensi kori$¢eni u studiji bili su analiti¢kog kvaliteta.

3.2.3. Priprema biomase zimogenog konzorcijuma mikroorganizama

Sastav mikrobne zajednice u zagadenoj sredini u velikoj meri zavisi od tipa zagadenja i stoga
se moze smatrati vrstom indikatora zagadenja. Takva mikrobna zajednica je najbolje
prilagodena tim uslovima i samim tim najpogodnija za upotrebu u bioremedijaciji. (Zhang et
al. 2020b) Takav sastav mikrobne zajednice nazivamo zimogenim ili autohtonim i u njemu
smo odredili broj mikroorganizama (prema grupama). Konzorcijum zimogenih
mikroorganizama je izolovan iz otpada koji je sadrzao preostalo gorivo i otpadni katalizator.
Konzorcijum je odgajan u obogac¢enom mineralnom medijumu (10% v/v) (L&ser et al. 1998)
koji je sadrzao preostalo gorivo (2 g L) izolovano iz supstrata.

Konzorcijum izolovanih mikroorganizama, kako je opisano u prethodnom istrazivanju
(Beskoski et al. 2011), koriséen je kao inokulum za pripremu biomase. Biomasa je umnozena
(Beskoski et al. 2011) u istom mineralnom medijumu sa gorivom u Erlenmajerovim sudovima
1 meSana na laboratorijskoj muckalici. Zapremina biomase koriS¢ene za inokulaciju 50 L
supstrata bila je 5 L. Inhibitorni efekat metala na konzorcijume prethodno je opisan. (Jednak
Beric et al. 2023)

3.2.4. Uzorci za analizu

Uzorci za analizu pripremljeni su iz cele mase supstrata ¢etvrtanjem do mase od ~1 kg. Dva
poduzorka su pripremljena na isti na¢in smanjenjem koli¢ina na ~100 g. (Campos-M and
Campos-C 2017)

3.2.5. Osnovne mikrobioloske analize

U svim mikrobioloskim radovima poStovana su pravila rada u mikrobioloskoj hemiji, a za
pripremanje podloga upotrebljavane su supstance Cisto¢e pro analysi. (Gojgi¢-Cvijovi¢ and
Vrvi¢ 2003)

3.2.5.1.0dredivanje broja mikroorganizama

Broj mikroorganizama je odredivan zasejavanjem serijskih razblazenja na agar ploce. Ploce su
inkubirane na 28°C. Utvrdena su Cetiri tipa mikroorganizama:

e hemoorganoheterotrofne bakterije (CH) na hranljivom agaru;
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e kvasci i plesni (YM) na sladnom agaru;

e anaerobne hemoorganoheterotrofne bakterije (AN) na hranljivom agaru pod
anaerobnim uslovima sa 0,5% glukoze;

e degradatori ugljovodonika (HD) na mineralnom medijumu koji sadrzi 2 g
standardnog D2 dizel goriva u 1 L medijuma.

Ukupne izrasle kolonije hemoorganoheterotrofnih mezofilnih aerobnih i fakultativno
anaerobnih bakterija, kao i ukupne anaerobne mezofilne hemoorganoheterotrofne bakterije,
brojane su nakon 48 sati. Kvasci i spore plesni brojani su nakon 72 sata, dok su kolonije
mikroorganizama Kkoji razlazu ugljovodonike brojane nakon 7 do 8 dana.

3.2.5.2.Priprema mikrobioloskih podloga

Sve podloge su napravljene tako $to su navedene komponente suspendovane ili rastvorene u
destilovanoj vodi, a zatim sterilisane u autoklavu na 0,10 MPa tokom 20 minuta, osim ako nije
drugacije navedeno.

U svim podlogama pH se podesava dodatkom H2SO4 (1M) ili NaOH (1M)

I Podloga za odredivanje broja ukupnih hemoorganoheterotrofnih aerobnih i
fakultativno anaerobnih bakterija

Ukupne hemoorganoheterotrofne mezofilne aerobne i fakultativno anaerobne bakterije su
odredivane na hranljivom agaru (HA). Hranljivi agar je pripremljen rastvaranjem suve podloge
prema uputstvu proizvodaca.

Sastav podloge (g/L):

Pepton-1 ,, Torlak* 15¢ Kalijum-fosfat 0,39
Mesni ekstrakt ,,Torlak“ 3¢ Agar 18 ¢
Natrijum-hlorid 590 pH~=7

ii. Podloga za odredivanje broja kvasaca i plesni

Ukupan broj kvasaca i spora plesni je odredivan na sladnom agaru (SL) Kkoji je pripreman
rastvaranjem suve podloge po uputstvu proizvodaca.

Sastav podloge (g/L):
Sladni ekstrakt ,,Torlak“ 30 ¢ Agar 159
Pepton ,, Torlak* 59 pH~=5,7

iii. Podloga za  odredivanje  broja  ukupnih  anaerobnih  mezofilnih
hemoorganoheterotrofnih bakterija

Ukupne anaerobne mezofilne hemoorganoheterotrofne bakterije su odredivane na hranljivom
agaru sa 0,5% glukoze (HAG) zasejavanjem u anaerobnim uslovima.
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iv. Podloga za odredivanje ukupnog broja bakterija koje razgraduju ugljovodonike
(Milcic-Terzic et al. 2001, 2000)

Mikroorganizmi §to razlazu ugljovodonike su odredivani na mineralnoj ugljovodoni¢noj
podlozi sa dizelom D2 (UG) kao jedinim izvorom ugljenika.

Sastav podloge (g/L):

Amonijum nitrat 1g Agar 16 9
Kalijum-hidrogen fosfat 0,25 g Demineralizovanavoda 1L
Ekstrakt zemlje 50 mL pH ~ 6,5-7,5

Nakon sterilizacije ohladenoj podlozi u sterilnoj zoni je dodavan dizel D2 u koli¢ini 2000 ppm
tj. 2gili 2,35 mL.

3.2.5.3.1dentifikacija mikroorganizama API testovima

Mikroorganizmi su identifikovani koris¢enjem numeri¢kog sistema analitickog profilnog
indeksa (API Rapid 20 E, API 20 NE i API Coryne) (API; BioMerieux). API (analiti¢ki profilni
indeks) testovi su sprovedeni prema uputstvima proizvodaca "BioMérieux Industry" (Marcy
I'Etoile, Francuska)®. API trake sastoje se od 20 mini-tuba koje sadrze dehidratisane supstrate.
Proizvodi bakterijskog metabolizma izazivaju promenu boje u ovim mini-tubama (bilo
spontano ili dodavanjem reagensa). Dobijeni rezultati formiraju biohemijski profil koji se
analizira pomocu softvera za identifikaciju.

API 20NE sistem je standardizovana mikrometoda kombinovana od 8 konvencionalnih testova
i 12 testova asimilacije za identifikaciju Gram-negativnih rodova koji ne pripadaju
Enterobacteriaceae (Pseudomonas, Acinetobacter, Chryseobacterium, Moraxella, Vibrio,
Aeromonas) u periodu od 48h.

APl Rapid 20E je standardizovani sistem za identifikaciju Enterobacteriaceae za 4 sata,
uglavnom oksidaza negativnih i Gram-negativnih bakterija. Neke Gram-negativne bakterije
koje ne pripadaju Enterobacteriaceae i oksidaza su pozitivni (Aeromonas i Vibrio), su
identifikovani sa Rapid 20E.

API Coryne je standardizovan sistem za identifikaciju korinebakterija u toku 24h.

3.2.6. Osnovne hemijske i fizicko-hemijske analize

Analizirani su slede¢i parametri:

e pH ¢vrstih uzoraka je meren u suspenziji pripremljenoj od homogenizovanog uzorka i
prokuvane demineralizovane vode u odnosu 1:2,5, nakon 30 minuta meSanja na

1 Anonymus, API Technical Manual, Procedure manual, Toronto medical laboratories/Mount Sinai Hospital
Microbiology Department, Microbiology Department Policy & Procedure Manual, Toronto, 2005
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magnetnoj mesalici prema standardnoj metodi. (ISO 10390 2005) Merenje je izvedeno
digitalnim pH-metrom (tip pH 300i) proizvodaca "WTW" (Weilhem, Nemacka) sa
kombinovanom elektrodom istog proizvodaca.

e Vlaznost. Procenat higroskopne vlage je odredivan vlagomerom (model MOC-120H)
firme Shimadzu Co., Japan, sa programom susenja uzorka na 105 °C tokom 1,5 sati.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri ponavljanja. (ISO 11465 1993)

e Sadrzaj ukupne organske supstance i pepela na 550°C. Odredivano je u porcelanskim
tiglovima spaljivanjem organske supstance uzorka u peéi na datoj temperaturi. Iz
sadrzaja pepela se racuna organska supstanca.

e Retencioni vodni kapacitet (kapacitet zadrzavanja vode) - RVK. Odredivan je po
standardnoj 1SO metodi. (1SO 11274 1998)

e Sadrzaj ugljenika, azota 1 sumpora je odreden elementarnom analizom pomocu
CHNS/O elementarnog analizatora (Vario EL [ll, Elementar, Langenselbold,
Nemacka).

e Neorganski ugljenik je odreden volumetrijskom metodom. (Burt 2004; Pansu and
Gautheyrou 2006; Wilke 2005)

e Organski ugljenik je izracunat kao razlika izmedu ukupnog ugljenika i neorganskog
ugljenika.

e Dostupni fosfor je odreden koris¢enjem rastvora amonijum-laktata. (Jakab 2020)

e Sadrzaj huminskih kiselina. Huminske kiseline su izolovane po izmenjenoj standardnoj
proceduri (ISO 5073 1999) sa rastvorom natrijum-pirofosfata, a talozene sa
hlorovodoni¢nom kiselinom. Za izolovanje huminskih kiselina, 40 g uzorka zemljista
osuSenog na vazduhu tretirano je sa 200 mL rastvora NaOH/NasP>O7. Huminske
kiseline su ekstrahovane u klju¢alom vodenom kupatilu tokom 2 sata uz ¢esto meSanje
kako bi se obezbedila precipitacija nerastvorljivih supstanci. Nakon toga, tamno-smedi
rastvor je ohladen do sobne temperature i filtriran kroz filter papir. Huminske kiseline
su precipitovane iz supernatanta zakiSeljavanjem sa 6M hlorovodoni¢nom kiselinom
do pH 1. Zatim je suspenzija ponovo filtrirana, a huminske kiseline ostaju u talogu.

3.2.7. Pracenje naftnih frakcija

Frakcije nafte koje su proucavane bile su srednje supstance rastvorne u n-heksanu (eng. n-
Hexane Extractable Substances — HES) i ukupni naftni ugljovodonici (eng. Total Petroleum
Hydrocarbons — TPH). HES se odreduje po EPA metodi (US EPA SW-846 Test Method 9071B
1998), dok su TPH odredeni prema DIN EN (DIN EN 14345-12 2004) kao i prema ISO/TR.
(I1SO 11046 1994)

Za odredivanje sadrzaja ukupnih naftnih ugljovodonika (TPH) u uzorcima na pocetku 1 kraju
studije koriS¢en je gasni hromatograf sa plameno jonizuju¢im detektorom (GC-FID; Agilent
7890A, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Hromatografski parametri su bili sledeci:
injektovanje na 60°C u pecnici (sa temperaturom injektora na 250°C i temperaturom detektora
na 300°C), odrzavanje na toj temperaturi 1 min, zatim programirano povecanje temperature od
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4°C/min do dostizanja 300°C. Kao noseci gas koris¢en je vodonik brzinom od 30 cm/s. Obrada
podataka vrSena je pomocu ChemStation softvera (ver. LTS 01.11, Agilent Technologies).

Za identifikaciju funkcionalnih grupa ugljovodonika u uzorcima kontaminiranim sirovom
naftom, koriS¢ena je infracrvena spetrometrija sa Fourierovom transformacijom (FT-IR)
upotrebom FT-IR spektrometra Thermo Nicolet 6700 (International Equipment Trading Ltd,
Waltham, MA, USA) uz ugradeni Omnic Paradigm softver (ver. 1.7 - Build 363, Thermo
Electron Corp., Langenselbold, Nemacka). Za spektralnu analizu kori$éen je Omnic Spectra
softver (ver. 7.3, service Pack 1 (SP1), Thermo Electron Corp.).

'H NMR spektrogrami TPH-a snimljeni su na instrumentu Varian model Gemini 2000 (Varian,
Oxford, Velika Britanija) na frekvenciji od 200 MHz za ‘H jezgro. Uzorci su rastvoreni u
NaOD u D0 rastvoru.

3.2.8. Odredivanje kobalta i molibdena

U ovoj studiji, metali su odredivani na viSe nacina:
e QOdredivanje ukupnog sadrzaja metala.

e Sekvencijalna ekstrakcija metala radi odredivanja distribucije i specijacije metala
unutar razli¢itth geohemijskih frakcija uzorka. Sekvencijalna metoda ekstrakcije
omogucava identifikaciju na¢ina na koji su metali vezani u uzorku, pruzajuéi uvide u
njihovu mobilnost, biolosku dostupnost i potencijalni uticaj na Zivotnu sredinu.

e Ekstrakcija metala Mehlich-ovim postupkom koriSéena je za procenu bioloske
dostupnosti metala u uzorcima.

e Metoda luZzenja — kako bismo procenili potencijal ispiranja metala iz uzorka. Podaci o
luZenju su kljuéni za razumevanje ponaSanja metala u kontaminiranim sredinama. Oni
pruzaju dragocene uvide u mobilnost, bioloSku dostupnost 1 uticaj zagadivaca na
zivotnu sredinu, §to je od susStinskog znacaja za odabir i dizajn efikasnih strategija
remedijacije.

3.2.8.1.0dredivanje ukupnog sadrzaja metala koriséenjem optickog emisionog
spektrometra sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)

Priprema uzoraka — mikrotalasna digestija. Da bi se odredio ukupni sadrzaj metala, uzorci su
dispergovani meSavinom destilovane vode 1 Na,COs (1:2, m/m), a zatim luZeni sa HCI1 (37%,
p.a., Sigma—Aldrich). (Balcerzak 2002) Pripremljene smese su digestirane pomo¢u ETHOS 1,
naprednog sistema za mikrotalasnu digestiju (MILESTONE SRL, Sorisole, Italija), sa HPR-
1000/10S visokopritisnim segmentiranim rotorom. Oko 10 mL svakog uzorka je tacno
izmereno u Ciste posude od politetrafluoroetilena (PTFE) i zatim zagrevano mikrotalasnom
energijom 35 minuta. Temperatura je kontrolisana pomoc¢u unapred odredenog programa snage
(0-1000 W). Tipi¢no, temperatura je podignuta na 200°C u prvih 15 minuta, odrzavana na
200°C narednih 20 minuta, a zatim brzo hladena. Nakon hladenja, rastvor je razblazen na fiksnu
zapreminu (25 mL) u normalnom sudu. Ultragista voda sa provodljivoséu od 0,05 pS cm™ je
pripremljena koriS¢enjem Barnstead GenPure Pro (ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Nemacka).
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Instrumentalna analiza. U svim rastvorima pripremljenim za odredivanje kobalta i molibdena,
ovi elementi su odredeni prema uputstvima proizvodaca instrumenta. Sadrzaj metala je odreden
pomocu optickog emisionog spektrometra sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES
ICAP-6500 Duo ICP; ThermoFisher Scientific, Altrincham, UK) koji je bio opremljen sa
RACIDS86 charge injector device (CID) detektorom. Za kalibraciju su korisS¢ena dva
multielementna plazma standardna rastvora: Multi-Element Plasma Standard Solution 4,
Specpure 1000 pg mL—1; i Molybdenum, plasma standard solution, Specpure, Mo 1000 pg
mL-1 (Alpha Aesar GmbH & Co KG, Emmerich am Rhein, Nemacka). Kvantifikacija je
izvedena u triplikatima (n = 3) na emisionim linijama sa minimalnim spektroskopskim
interferencijama: Co 11 228,616 nm i Mo Il 204,598 nm. Relativna standardna devijacija je bila
RSD <0.5%, sa koeficijentima korelacije kalibracionih kriva > 0,99. Granice detekcije (LOD)
su bile 0.10-0.15 pg L1, a granice kvantifikacije (LOQ) su bile 0.18-0.24 pg L1, Kontrola
kvaliteta (QC) je ukljucivala koris¢enje sertifikovanog referentnog materijala (CRM): EPA
Method 200.7 LPC Solution (ULTRA Scientific, North Kingstown, RI, USA), sa oporavkom
izmerenih koncentracija u rasponu od 99,2 do 101,5%.

3.2.8.2.Sekvencijalna ekstrakcija kobalta i molibdena

Kobalt i molibden su sekvencijalno ekstrahovani u pet frakcija: izmenljivi (exchangeable),
vezani za karbonate, vezani za Fe-Mn okside, vezani za organsku materiju i rezidualni po
proceduri opisanoj od strane Tesiera i saradnika (Tessier et al. 1979), uz modifikacije metode
koje su opisane od strane Sakan. (Sakan 2010)

3.2.8.3.Ekstrakcija metala Mehlich-ovim postupkom
Za ekstrakciju dostupnog molibdena i kobalta kori§¢en je Mehlich 3 reagens. (Mehlich 1984)

Mehlich 3 reagens se sastoji od 0,2 mol L etilendiamintetra siréetne kiseline (EDTA). Uzorak
je ekstrahovan dodavanjem 25 mL Mehlich 3 reagensa na 2,5 g uzorka osuSenog na vazduhu
u 100-mL Erlenmajerovom sudu. Smesa je muckana 5 minuta na laboratorijskom muckalici, a
zatim filtrirana kroz filter papir srednje poroznosti. Sadrzaj kobalta i molibdena je odreden
koris¢enjem ICP-OES-a (kao $to je prethodno opisano — Poglavlje 3.2.8.1).

3.2.8.4.Luzenje kobalta i molibdena

Metali su ispirani 24 h na muckalici u dejonizovanoj vodi (0dnos ¢vrste i tecne faze = 1 : 10)
(Burt 2004; Yukselen and Alpaslan 2001), a zatim odredivani koris¢enjem ICP-OES-a
(Poglavlje 3.2.8.1).

3.2.9. Odredivanje faznog sastava uzoraka pomocu X-ray difrakcije

Uzorci su analizirani pomocu X-ray difraktometra (model PW-1710, Philips, Cambridge, MA,
USA) sa zakrivljenim grafitnim monohromatorom i scinitilacionim brojacem. Intenziteti
difraktovanih CuKo X-zraka (A = 1.54178 A) su odredivani na sobnoj temperaturi, u
intervalima od 0.02° 26, sa vriemenom merenja od 1 sekunde i u opsegu od 4 do 65° 26. X-ray
cevi su bile napajane naponom od 40 kV i strujom od 30 mA, dok su otvori za usmeravanje
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primarnog i difraktovanog snopa bili 1° i 0.1 mm, respektivno. Na osnovu dobijenih vrednosti
11d, i koris¢enjem standarda ICDD (International Centre for Diffraction Data) i JCPDS (Joint
Committee on Powder Diffraction Standards), identifikovane su faze ili minerali prisutni u
uzorcima. Uzorak je pripremljen tako $to je teski ostatni naftni proizvod odvojen ekstrakcijom
sa n-heksanom, a piljevina je uklonjena sa povrsine suspenzije u vodi nakon odvajanja naftne
frakcije. Na taj nacin je dobijena meSavina peska i katalizatora za analizu X-ray difrakcijom.

3.2.10. Statisticke metode obrade rezultata

Svi rezultati su preracunati na osnovu suve supstance. Budu¢i da su vecina osnovnih hemijskih
i fiziko-hemijskih analiza u laboratoriji obavljane rutinski, iz uzoraka su pripremljena dva
poduzorka (kako je ranije opisano). Poduzorci su analizirani u duplikatu (osim kod odredivanja
metala, koje je radeno u triplikatu), uz kontrolu pomocu r-karata, detaljno opisanih i
prihvacenih od strane Nordic Innovation Centre—Nordtest (Magnusson et al. 2018), dok je
merna nesigurnost izracunata prema Magnusson i saradnici. (Magnusson et al. 2017)

Merne nesigurnosti odredivanja pojedinih parametara su:
e pHje0.2;
e vlaga 0.5%;
e organska supstanca 0.5%;
e HES u zemlji 10%);
e TPH u zemlji 10%.

Odredivanje metala iz prethodno pripremljenih uzoraka obavljeno je u tri ponavljanja, kao Sto
je ranije opisano. Relativna standardna devijacija (RSD) za odredivanje metala pomocu ICP-
OES bila je <0.5%.

Nesigurnost uzorkovanja nije uzeta u obzir jer bi to zahtevalo zasebno istraZivanje, ali je uvek
najveca i u zemljiStima se kre¢e do 50%. (Ramsey and Argyraki 1997)
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4. REZULTATI
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4.1. Rezultati ispitivanja inhibitornog efekta metala na mikroorganizme
4.1.1. Osnovni hemijski parametri i sadrZaj metala u katalizatorima

Rezultati osnovne analize katalizatora prikazani su u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1 Osnovne hemijske osobine ispitivanih katalizatora

Katalizator ~ Katalizator 2 Katalizator 3
1
Osobina/hemijski indikator
Sadrzaj vlage na 105 °C (%) 4.0 9.8 125
pH 37 35 28
Gubitak zarenjem at 800 °C (%) 8.80 14.25 6.00
HES (g kg?) 5.29 1.76 <0.01
TPH (g kg?) 2.26 0.63 <0.01
Sadriaj elemenata (%)
Ukupni ugljenik 2.27 0.64 <0.1
Organski ugljenik 2.27 0.50 <0.1
Neorganski ugljenik <0.1 0.14 <0.1
Ukupni azot <0.05 <0.05 <0.05
Ukupni sumpor 221 3.19 0.87
Sumpor nakon odvajanja HES 2.13 3.16 <0.01
(% od ukupnog sumpora) (96.4) (99.1) (0.0)
Sumpor rastvoren u vodi 0.08 0.03 <0.1
(% od ukupnog sumpora) (3.6) (0.9) (100)
GvoZde i toksi¢ni elementi (mg/kg)
Gvozde i toksi¢ni elementi (mg kg?) <0.1 <0.1 <0.1
Gvozde 21455 52146 56680
Molibden 7753 17124 18649
Kobalt <0.1 <0.1 <0.1
Nikl <01 <0.1 <0.1

Svi rezultati su izrazeni u odnosu na suvu supstancu (osim pH vrednosti i sadrzaja vlage)

Svi katalizatori su imali pH vrednost izmedu 2,8 i 3,7, §to znaci da su prosli kroz procese
zakiseljavanja. Gubitak pri zarenju nije odgovarao sadrzaju naftnih komponenti ili organskog
ugljenika, Sto znaci da je deo kataliticke mase, uglavnom sumpor, bio degradiran tokom
zagrevanja. Ovo je potvrdeno ukupnim sadrZzajem sumpora i odnosom gubitka pri Zarenju.
Katalizatori 1 1 2 bili su kontaminirani naftom i derivatima; katalizator 1 je bio pretezno
kontaminiran sirovom naftom, Sto je pokazano HES-om, koji je priblizan indikator sadrZaja
nafte. HES i odnos sa TPH pokazali su da je sadrzaj TPH-a bio oko 43% za katalizator 1 i samo
oko 36% za katalizator 2, koji je takode sadrZzao neorganski ugljenik u obliku karbonata; ovo
nije komponenta katalizatora, ve¢ se formira tokom procesa njegove inaktivacije i razgradnje.
Katalizator 2 je sadrzao najviSe ukupnog sumpora, a katalizator 3 najmanje. Medutim,
katalizatori 1 1 2 su pretezno sadrzali konstitutivni sumpor, koji je nerastvorljiv u vodi 1 moze
se identifikovati iz sadrzaja sumpora nakon HES separacije. Kod katalizatora 3, ukupna
koli¢ina sumpora bila je rastvorljiva u vodi. Ovo ide u prilog Cinjenici da je katalizator 3 bio u
velikoj meri neaktivan i da je sumpor bio nekonstitutivni. Prisustvo azota ispod granice
kvantifikacije ukazuje na nizak sadrzaj azota u sirovoj nafti koja se rafinira u rafineriji.
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Sva tri katalizatora bila su tipa molibden-kobalt i nisu sadrzala gvozde, nikal ili volfram kao
kataliticke metale. Katalizator 3 je imao najviSi, a katalizator 1 najnizi ukupni sadrzaj
molibdena. Isti odnos je utvrden i u pogledu sadrzaja kobalta.

Raspodela metala izmedu ekstrahovanih (vodenih) i neekstrahovanih (¢vrstih) faza prikazana
je u Tabeli 4.2. Koncentracija molibdena u vodenom ekstraktu bila je ista kao i ukupni sadrzaj
ovog metala. Sadrzaj kobalta bio je najvi$i za katalizator 2. Ukupna koli¢ina supstanci
ekstrahovanih vodom bila je najviSa za katalizator 2, a najniza za katalizator 3. Koli¢ine
supstanci ekstrahovanih kuvanjem vode, kao u nasoj metodi ekstrakcije, su nesrazmerne
sadrzaju metala u ¢vrstim materijalima. (Tereshchenko 2015) Ovaj fenomen je posledica
prisustva kristalne vode, jer je dehidracija na bilo kojoj odredenoj temperaturi ogranicena.
Kristalna voda je uglavnom higroskopna voda, tj. oblik vode koja je u ravnotezi sa sadrzajem
vodene pare u okolini. (Tereshchenko 2015)

Tabela 4.2 Raspodela metala izmedu ekstrahovanih (vodenih) i neekstrahovanih (¢vrstih)
faza
Katalizator =~ Katalizator 2 Katalizator 3

1

Koncentracija metala u vodenoj fazi, mg dm
Molibden 232 734 1032
Kobalt 193 401 263

Ekstrahovana supstanca, mg kg*
Ukupno 275513 378805 97006
Koncentracija metala u ekstrahovanoj supstanci, mg kg™ (%)

Molibden 7714 (2.8) 24622 (6.5) 34437 (35.5)
Kobalt 6337(2.3) 13258 (3.5) 8730 (9.0)

Koncentracija ekstrahovanih metala, mg kg™ (%)
Molibden 7714 (36.0) 24622 (46.9) 34405 (60.7)
Kobalt 6336 (81.3) 13357 (78.0) 8765 (47.0)

Koncentracija neekstrahovanih metala, mg kg™ (%)

Molibden 13741 (64.0) 27524 (53.1) 22275 (39.3)
Kobalt 1417 (18.7) 3767 (22.0) 9884 (53.0)

Sve vrednosti za metale izrazene su u miligramima i prema propisima zaokruzene na ceo broj, a procenti su
zaokruZzeni na jednu decimalu, po principu zaokruzivanja navise. Pro§irene merne nesigurnosti za metale su +
0,5 mg, a za procente £ 0,05%.

Koncentracija i sadrzaj ekstrahovanog molibdena bili su najvisi u katalizatoru 3, a najnizi u
katalizatoru 1, tj. sadrzaj neekstrahovanog metala bio je u obrnutom odnosu kod ova dva
katalizatora. Kobalt je najbolje ekstrahovan u katalizatoru 2, zatim slede katalizatori 3 i 1 tim
redosledom. Medutim, sadrzaj ekstrahovanog kobalta bio je najnizi u katalizatoru 3, zatim u
katalizatoru 2, dok je najviSe ekstrahovan metal bio u katalizatoru 1. Ovi podaci, u okviru
raspodele sumpora medu svakim katalizatorom, dokazuju da su tri katalizatora bila razli¢itih
tipova i da su bila podvrgnuta razli¢itim stepenima habanja. Rezultati pokazuju da je katalizator
2 bio najviSe inaktiviran, a katalizator 3 najmanje inaktiviran.
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4.1.2. Rezultati XRD-a katalizatora

Rendgenski difraktogram katalizatora 1 prikazan je na Slici 4.1, koja pokazuje da su
dominantne kristalne faze korunda (Al.Os) i kvarca (SiO:), koji su nosioci molibdenovih i
kobaltnih spojeva i njihovih sulfida koji imaju kataliticku aktivnost. Sve kristalne faze imale
su nizak stepen kristalnosti, Sto se moze videti iz oblika difraktograma pri uglovima do °26.
Ova oblast u difraktogramu bila je pretezno dominantna amorfnim supstancama.
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Slika 4.1 Difraktogram orijentisanog prah uzorka za katalizator 1
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2023)

U katalizatoru 2 otkrivene su dve dominantne kristalne faze: korund i silicijum dioksid.
Najcesca faza bila je modifikacija silicijum dioksida koja spada u zeolite. Dominantne faze bile
su nosioci katalitickih komponenti. Kataliti¢ke faze molibdena, kobalta i njihovih sulfida bile
su izrazenije u katalizatoru 2 (Error! Reference source not found.). Pored kristalnih faza, u
katalizatoru 2 prisutna je bila i amorfna faza pri °20. Stepen kristalnosti svih faza u katalizatoru
2 bio je veoma nizak, §to se moze uociti prema obliku difraktograma prikazanom na Slici 4.2.
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Slika 4.2 Difraktogram orijentisanog prah uzorka za katalizator 2
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2023)

Rendgenski difraktogram katalizatora 3 znacajno se razlikovao od prethodna dva, jer je sadrzao
samo aluminijumske spojeve kao dominantne kristalne faze: korund, gibsit [AI(OH)s] i
modifikacije gibsita. Stepen kristalnosti korunda, koji je bio najdominantnija faza u
katalizatoru 3, bio je relativno nizak, iako je kristalnost drugih faza takode bila niska. Minerali
aluminijuma su nosioci katalitickih komponenti, kobalt (IT) molibdenit (CoMo0QOs), §to se jasno
moze videti na difraktogramu (Slika 4.3). Osim toga, za ovaj katalizator je takode
karakteristicno da ne sadrzi sulfide katalitiCkih komponenti, §to je potvrdeno elementalnom
organskom analizom ostatka nakon HES ekstrakcije, tj. najmanja koli¢ina vodom
ekstrahovanih supstanci bila je u katalizatoru 3.
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Slika 4.3 Difraktogram integralnog prah uzorka za katalizator 3
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2023)

4.1.3. Rezultati ispitivanja inhibitornog efekta HDS katalizatora na konzorcijum

mikroorganizama

Istpitivanje inhibitornog efekta metala je uradeno sa izolovanim mikrobioloskim
konzorcijumom 1 razli¢itim koncentracijama molibdena 1 odgovaraju¢im koncentracijama

kobalta (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 Rast mikrobnog konzorcijuma na tri razli¢ita katalizatora
Koncentracija 250 500 750 1500 3000
molibdena

[mg dm®]

Katalizator 1

Odgovarajuca
koncentracija 208 417 625 1250 2500 5000
kobalta
[mg dm™]
3 8 7 7 Vi
cfu/cm 41 x 108 46x10° 6.7x10" 6.8x10" 4.4x10 5i%7x
Katalizator 2
Odgovarajuca
koncentracija 139 278 417 833 1667 3333
kobalta
[mg dm™?]
3 te] 8 7 7
cfu/cm 52 x 108 52x10° 23x10° 83x10" 6.4x10 4i%7x
Katalizator 3
Odgovarajuca
koncentracija 64 128 192 385 769 1538
kobalta
[mg dm™]
cfu/cm?® g 56X 108 4.0x10% 9.8x 107 7.7x107 8.0 x
5.3x10

107

Kod svih ispitivanih koncentracija metala posmatran je rast mikroorganizama. Najmanji rast
mikroorganizama zabelezen je nakon 24 sata, ali je znacajno vise rasta zabelezeno nakon 48
sati. Nakon 72 sata, mikrobioloska biomasa je prevazisla komore koje su sadrzale metalne
rastvore i fiziolosku kontrolu. Stoga, za mikrobioloski konzorcijum, nije primecen toksi¢an
efekat molibdena ili kobalta pri bilo kojoj ispitivanoj koncentraciji metala, $to ukazuje da bi
konzorcijum mogao biti efikasan za bioremedijaciju naftnih zagadivaca.

Prema srpskim nacionalnim propisima o ograni¢avaju¢im vrednostima zagadivaca, Stetnih i
opasnih materija u zemlji$tu, ograni¢avajuca vrednost je 3 mg kg™' za molibden 1 9 mg kg™' za
kobalt, dok je vrednost za remedijaciju molibdena 200 mg kg™, a za kobalt 240 mg kg™
(‘Uredba o grani¢nim vrednostima zagadujucih, Stetnih 1 opasnih materija u zemljistu’ 2019)

Sve ispitivane koncentracije molibdena i kobalta bile su iznad dozvoljenih koncentracija za
opasni i neopasni otpad u Srbiji (‘Pravilnik o kategorijama, ispitivanju i klasifikaciji otpada’
2021) i nisu inhibirale rast izolovanog konzorcijuma mikroorganizama koriS¢enog za
bioremedijaciju. Iskori$¢eni katalizatori, prema katalogu klasifikacije otpada, pripadali su
grupi opasnog otpada sa brojem 06 04 05*.
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4.2. Rezultati bioremedijacije sloZenog rafinerijskog supstrata
4.2.1. Osnovne mikrobioloske analize

Identifikovane su slede¢e izolovane kulture iz zymogenog mikrobnog konzorcijuma:
Rhodococcus sp., Achromobacter sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Sphingomonas sp. i
Stenotrophomonas sp.

Graficki prikaz broja mikroorganizama na pocetku i nakon bioremedijacije dat je slici (Slika
4.4), dok su vrednosti prikazane u Tabeli 4.4.
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Legenda: CH - hemoorganoheterotrofi, YM - kvasci i plesni,
AN - anaerobni hemoorganoheterotrofi, HD - degraderi ugljovodonika

Slika 4.4 Graficki prikaz broja mikroba na pocetku studije i nakon 6 meseci
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Tabela 4.4 Broj mikroorganizama izolovanih na pocetku i nakon bioremedijacije
Parametar Jedinica C-0 C-6 T-0

CH 1x10* 3x10° 6x10° 4x10°
YM cfu*lg 6x 10° 2 x 10? 5x10* 4x10°
AN 6x10® 1x10° 4x10* 3x10°
HD 6 x 10° 2 x10° 6 x 10* 2 x10°

* Colony forming units
CH - hemoorganoheterotrofi; YM — kvasci i plesni; AN — anaerobni hemoorganoheterotrofi; HD — degraderi
ugljovodonika; C-0 i C-6 — kontrolni uzorci na pocetku studije i nakon 6 meseci, T-0 i T-6 — test uzorci na
pocetku studije i nakon 6 meseci

Mali broj mikroorganizama u svim slu¢ajevima ukazuje na nisku mikrobiolosku aktivnost. U
test uzorku, broj mikroorganizama koji razlazu ugljovodonike (HD) povecao se tokom
bioremedijacije.
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4.2.2. Osnovne hemijske i fizickohemijske analize

Rezultati osnovnih analitickih rezultata su predstavljeni u tabeli 4.5.

Tabela 4.5 Rezultati osnovnih hemijskih i fizickohemijskih analiza
Parametar

pH 0,2 57 6,2 54 55
Vlaga, % 0,5% 2,34 10,18 25,06 24,79
Organske supstance (550°C), % 0,5% 17,46 16,63 16,70 14,10
Pepeo (550°C), % 0,5% 82,54 83,37 83,30 85,90
HES, g/kg 10% 38,807 38,002 | 37,516 | 35,626
TPH, g/kg 10% 24,585 23,987 | 22,974 | 18,020
Huminske kiseline 10% 2,073 2,225 2,242 2,852

Cot 0,5% 7,06 6,11 7,60 6.82

Cin 0,5% 0,74 0,60 0,93 0.74

Analiza elemenata, % Corg 0,5% 6,32 5,51 6,67 6.08

N 0,5% 0,03 0,01 0,80 0.82

S 0,5% 0,23 0,24 0,24 0.23

Dostupni fosfor (ortofosfat), mg/kg 1% 1,2 14 71,1 73,8

Corg:N:P 51400:211:1 / 94:11:1 /

Sve vrednosti su preracunate u masenim procentima (m/m %) i sve vrednosti se preracunate na osnovu suve
supstance (izuzev pH). Procenti kod elementalne analize se se odnose na ukupni sadrzaj elemenata u odnosu na
masu uzorka, gde su Ci je ukupni ugljenik, Ci, je neorganski ugljenik, dok je Corg organski ugljenik. Corg: N : P

je odredivan na pocetku studije. AU je merna nesigurnost

Vlaznost u kontrolnom uzorku na pocetku je bila niska, a na kraju bioremedijacije bila je u
ravnoteZi sa vlaznoS¢u vazduha. U inokulisanom uzorku na pocetku 1 kraju, vlaznost je
odgovarala kapacitetu za zadrzavanje vode. Sadrzaj HES, TPH i ukupnih organskih supstanci
bio je nizi u oba uzorka na kraju studije, ali su ove razlike bile veée u bioaugmetiranom
supstratu, Sto ukazuje da je bioremedijacija bila efikasnija u test supstratu nego u kontroli.
Smanjenje sadrzaja HES, §to je pokazatelj ukupnog sadrZaja nafte i derivata, bilo je vise od
5%, dok je smanjenje sadrzaja TPH bilo blizu 22% tokom bioremedijacije, za razliku od
kontrolnih uzoraka gde su ove vrednosti bile oko 2 i 2,5% (Slika 4.5).

Hromatogrami TPH-ova dobijeni GC-FID analizom na pocetku i na kraju bioremedijacije
prikazani su na slici (Slika 4.5).

79



- X -
Kontrolni uzorak (C) Testuzorak (T)

- Napocetdu (C-0)
e Nakon 6 meseci (C5} feo4 o Na potsthu (T-0)
e Nakon & mesect {T-6)

PR Y 204 | Ao
o™ | PR PPE s v St R

¥ I, - e

\
| .I.'h... it

H 0 3 P = ) % © : o 3 P - o & &

Slika 4.5 Hromatogrami TPH-ova dobijeni GC-FID analizom na pocetku i na kraju
bioremedijacije
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Dobijeni rezultati su bili o¢ekivani, s obzirom na to da je povoljan odnos organskog ugljenika,
ukupnog azota i dostupnog fosfora bio podeSen biostimulacijom i on iznosi 100 : 10 : 1
(Beskoski et al. 2011), sto potvrduje i broj mikroorganizama (Tabela 4.4).

Ostali pokazatelji (kao §to su sadrzaj HES, TPH i huminskih kiselina) prikazani u tabeli (Tabela
4.5) takode ukazuju na to da su intenzivniji mikrobioloski procesi nastupili u
bioaugmentisanom supstratu.

Razlike u pocetnim sadrzajima izmedu C-0 i T-O posledica su nemoguénosti efikasne
homogenizacije uzoraka od 1 kg supstrata.

Tipi¢ni FT-IR spektri svih uzoraka (Slika 4.6) se neznatno razlikuju, uglavnom u veli¢ini
vrhova.

W, —— st R i
v \ M} fy !
=] \ I z

l {

58 5 88 3 48 A8 RE

Teanen tance

——

&

g

Y

Yl waarah {1

8 B B ® 5§ & 8¢ B G 3 & 8 &

— etk (T4
w— Nukon 0 mesas (740

LI

.5 a B B8

3
R

20 1200 00 00 ET) 3200 2%0 2000 1300 1000 =0
Vizverywhyers [am-1) Wavsrurbers fom1)

g
§
g
E

Slika 4.6 FT-IR spektri ukupnih naftnih ugljovodonika (TPH) iz kontrolnih i test uzoraka
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

FT-IR spektri ukupnih naftnih ugljovodonika (TPH) bili su uglavnom karakterisani signalima
ugljovodoni¢nih grupa. Medutim, primeceni su 1 slabi signali, verovatno od funkcionalnih
grupa koje su prisutne kao necistoce u uzorcima. Signali na 2924 i 2854 cm ! odgovaraju C—
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H vibracijama istezanja u alifati¢nim (pravolinijskim ili razgranatim) ugljovodonicima. Pik na
~1461 cm™! moze biti posledica C—H savijanja vibracija u metilnim ili metilenskim (CH2)
grupama. Signal na 1376 cm™* takode moze odgovarati C—H vibracijama savijanja u metilnim
ili metilenskim (CH.) grupama, ili C—H savijanju vibracija u aromati¢nim ugljovodonicima.

Mali signal na 723 cm™* mogao bi biti posledica razli¢itih vibracija, ali u kontekstu TPH-a,
verovatno je rec o vibraciji savijanja aromati¢nih ugljovodonika.

Alifatiéni vodonici u ugljovodoni¢nim lancima u *H NMR spektru (Slika 4.7) obi¢no se
pojavljuju kao kompleksan multiplet u oblasti od 0,5 do 2,5 ppm. Precizan izgled ovog
multipleta moze varirati u zavisnosti od stepena grananja, prisustva prstenova i duzine lanca
ugljovodoni¢nih molekula. Vodonici u blizini sumpornih atoma u tiolnim (—SH) grupama, koji
se obi¢no pojavljuju kao Siroki pikovi u oblasti od 2,0 do 2,5 ppm, mogli bi biti prisutni.
Aromati¢ni vodonici u uzorku obi¢no se pojavljuju kao skup ostrih pikova u oblasti od 6,0 do
8,5 ppm.
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Slika 4.7 Spektar *H NMR za ukupne naftne ugljovodonike (TPH) iz kontrolnih i test uzoraka
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beric¢ et al. 2024)

4.2.3. Odredivanje kobalta i molibdena

Tokom studije uocen je slede¢i trend kod sekvencijalne analize (Slika 4.8, Tabela 4.6):

e Na pocetku istrazivanja, veéina kobalta i molibdena bila je u izmenjivim frakcijama,
dok je neSto manji deo kobalta bio vezan za karbonate. Najmanje koli¢ine kobalta bile
su vezane za organsku supstancu, dok je najmanje molibdena bilo vezano za Fe—Mn
okside.

e Nakon 6 meseci bioremedijacije, najzastupljenije forme kobalta i molibdena bile su
rezidualne, dok su najmanje koli¢ine ovih metala bile vezane za Fe—Mn okside.
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Slika 4.8 Sekvencijalna ekstrakcija kobalta i molibdena
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Tabela 4.6 Sadrzaj kobalta i molibdena u razli¢itim formama sekvencijalno ekstrahovanih
uzoraka (u % u odnosu na sadrZaj ukupnog metala odredenog metodom po Mehlich-u)
Fraction Units

Co Mo Co Mo

Exchangeable 54 88 8 20 13 13 8 8

Bound to carbonates 30 4 18 3 21 3 18 3

Bound to Fe-Mn 8 3 3 2 | 15 | 4 | 14 | 2
oxides %

Bound to organic 1 3 8 29 8 35 6 16

matter
Residual 7 1 64 52 48 24 53 51

Melting procedure | g/kg | 1,97 | 7,21 | 2,190 | 7,493 | 2,015 | 7,352 | 2,130 | 7,385

Merna nesigurnost za odredivanje metala iz poduzoraka je manja od 0,5%, ali se pretpostavlja da je merna
nesigurnost uzorkovanja vec¢a od 50%.

Kada je odredivan sadrzaj metala metodom po Mehlich-u (Slika 4.9), pokazalo se da je sadrzaj
kobalta i molibdena u svim slu¢ajevima povecan tokom bioremedijacije.
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Procedura po Melich-u LuZenje Procedura po Melich-u LuzZenje
Kontrolni uzorci: @ Na pocetku studije (C-0) N B Na podetku studije (T-0)
Nakon 6 meseci (C-6) Tost uzorc: B Nakon 6 mesedi (1-6)

Slika 4.9 Odredivanje kobalta i molibdena metodom po Mehlich-u i luzenjem
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)
Kada su metali odredivani leaching metodom, sadrzaj oba metala opao je tokom 6 meseci
bioremedijacije (Slika 4.9, Tabela 4.7).
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Rezultati takode potvrduju promenu oblika ispitivanih metala u kontrolnim i bioaugmentiranim
supstratima (Tabela 4.6).

Tabela 4.7 Sadrzaj kobalta i molibdena

Procedura

no Mehlich-u i1 luzenjem

Co Mo Co Mo Co Mo
Po Mehlich-
u 0,120 | 0,052 | 0,359 | 0,219 | 0,236 | 0,140 | 0,349 | 0,220
LuZenje 0,733 | 3,839 | 0,016 | 0,708 | 0,150 | 0,145 | 0,040 | 0,064

Merna nesigurnost za odredivanje metala iz poduzoraka je manja od 0,5%, ali se pretpostavlja da je merna

nesigurnost uzorkovanja vec¢a od 50%.

4.2.4. Rezultati analize rendgenskom difrakcijom

Pocetni testovi na smesi peska i HDS katalizatora su izvedeni pomocu rendgenske difrakcije
kako bi se potvrdilo prisustvo HDS katalizatora (Slika 4.10).

300 4

Intenzitet (arbitrarne jedinice)

Q

Q - kvarc
Cor - korund
P - plagioklas
M - mica

I - ilit

K - kaolinit

C - kalcit

D - dolomit

26()

Slika 4.10 Difraktogram mesavine peska i HDS katalizatora
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Na difraktogramu se vide signali za korund (JCPDS 46-1212)%, koji predstavlja nosa¢
katalizatora, dok su signali oznaceni brojevima 1-6 povezani sa Co-Mo fazom HDS

2 Broj kartice u bazi podataka za praskastu difrakciju (Powder Diffraction File, PDF) je identifikovan kao JCPDS
46-1212 za korund. Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS), Swarthmore, PA, USA.
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katalizatora. Neki od ovih signala su nedovoljno diferencirani, dok se drugi poklapaju sa
signalima dominantnih minerala.

U uzorku C-0 identifikovane su sledeée kristalne faze (minerali): kvarc (SiO2) (JCPDS 46-
1045), kalcit (CaCO3) (JCPDS 05-0586), dolomit ((Ca,Mg)(COs3).) (JCPDS 36-0426), korund
(Al203), mica ili ilit  (KAI2(AISizO10)(F,OH)2) (JCPDS  70-1869), (F,OH)-
K(Mg,Fe)s(AlSiz010)(F,OH)2 / (K,H30)(Al,Mg,Fe)2(Si,Al)s010[(OH)2, (H20)]) (JCPDS 26-
0911) i kaolinit (Al2Si2Os(OH)4) (JCPDS 29-1488). Najdominantniji mineral je bio kvarc
(Slika 4.11) (JCPDS 46-1045).
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Slika 4.11 Difraktogrami kontrolnih uzoraka. Q-kvarc, Cor-korund, P-plagioklaz, M-mica, I-
ilit, K-kaolinit, C-kalcit, D-dolomit
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

U uzorku C-6 detektovane su sledece kristalne faze (minerali): kvarc, korund, karbonati i mica.
Najzastupljeniji mineral bio je kvarc, dok su korund, karbonati 1 mica bili znacajno manje
zastupljeni. Medu karbonatima, najdominantniji su bili kalcit 1 dolomit.

Doprinosi kristalnih faza (minerala, mereni samo polukvantitativno) bili su slede¢i: ~80%
kvarca, 5-10% korunda, ~5% karbonata (ukupno kalcit i dolomit) i 1-2% mice. (Slika 4.11)

U uzorku T-0 su detektovane sledece kristalne faze: kvarc, kalcit, dolomit, korund, mica ili ilit,
i kaolinit. Najzastupljeniji mineral bio je kvarc. Uzorak T-0 je sadrzao interstratifikovane gline
(povisena osnovna linija na malim uglovima 26) (Slika 4.12). U uzorku T-6 su detektovane
sledece kristalne faze: kvarc, kalcit, dolomit 1 korund, pri ¢emu je kvarc bio najdominantniji
(Slika 4.12).
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Slika 4.12 Difraktogrami test uzoraka. Q-kvarc, Cor-korund, P-plagioklaz, M-mica, I-ilit, K-
kaolinit, C-kalcit, D-dolomit
Adaptirano iz Jednak Beri¢ i saradnici (Jednak Beri¢ et al. 2024)

Difraktogrami kontrolnog supstrata na pocetku i na kraju bioremedijacije su prakti¢no ostali
nepromenjeni, $to ukazuje na nisku intenzivnost mikrobioloskih procesa. Zbog prisustva
amorfne faze (piljevine i preostalog lozivog ulja), signali za Co—Mo fazu nisu mogli biti
identifikovani (Slika 4.12).

U bioaugmentiranom uzorku na pocetku, difraktogram je bio skoro isti kao kod C-0. Nakon 6
meseci bioremedijacije, signali za glinene frakcije (kaolinit i illit) postali su izraZeniji, $to je
verovatno rezultat mikrobioloskih transformacija primarnih u sekundarne silikate.
Mikroorganizmi, posebno bakterije i gljive, proizvode organske kiseline poput limunske,
oksalne i glukonske kiseline, koje mogu hemijski da troSe primarne silikatne minerale kao $to
je feldspat. Ove kiseline mogu helatirati metalne katjone (npr. Al, Fe, Mg) iz mineralne
strukture, $to dovodi do razgradnje primarnih minerala. (Drever and Stillings 1997)
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5. DISKUSIJA
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U delu ove doktorske teze, gde smo ispitivali inhibitorni efekat tri vrste HDS katalizatora na
rast konzorcijuma mikroorganizma smo videli da svi katalizatori sadrze metale kobalt i
molibden. Na osnovu faznog sastava detektovanog pomocéu X-ray difraktograma, svi
komponente u katalizatorima pokazuju nisku kristalnost, §to predstavlja jo$ jedan dokaz
zasic¢enja svih katalizatora.

Sva tri katalizatora su prethodno klasifikovana kao nereciklabilan opasan otpad. Medutim,
rezultati prikazani u ovoj studiji sugeriSu da bi se oni mogli efikasno reciklirati
hidrometalurskim postupkom, tj. ekstrakcijom kljuc¢alom vodom. (Sun et al. 2022)

U drugoj seriji eksperimenata su se isptivale moguénosti bioremedijacije slozenih rafinerijskih
supstrata koji su sadrzavali teske metale kobalt 1 molibden.

MikrobioloSka analiza je pokazala prisustvo mikroorganizama ukljucenih u procese
bioremedijacije. (Luki¢ et al. 2024) Iako rezultati ukazuju na nisku mikrobiolosku aktivnost,
broj mikroorganizama koji razgraduju ugljovodonike u testiranom uzorku je bio u porastu.

Osnovne fizi¢ko-hemijske i hemijske analize pokazuju da tokom bioremedijacije dolazi do
smanjenja sadrzaja organskih supstanci, HES-a i TPH-a, dok se sadrzaj huminskih kiselina
povecava. Huminske kiseline su organski molekuli koji igraju kljuénu ulogu u poboljSanju
svojstava zemljista, rastu biljaka i agronomskoj produktivnosti, te sluze kao dobar indikator
uspeha bioremedijacije. (Ampong et al. 2022) GC-FID hromatogrami i FT-IR spektrogrami
TPH-a takode ukazuju na smanjenje sadrzaja ovih jedinjenja.

Verifikacija vrste HDS Katalizatora postignuta je analizom rendgenske difrakcije.

Kao $to se i oc¢ekivalo, uzorak se pokazao veoma heterogenim, $to je posebno bilo oc¢igledno u
odredivanju metala iz uzoraka. Kao §to je pomenuto u delu Materijal i metode (Poglavlje 0)
ove teze, koris¢eni su granule HDS Katalizatora koji namerno nisu usitnjene kako bi se
prikazala realisti¢nija slika otpada nastalog tokom incidenta u rafineriji. Tokom incidenta u
rafineriji, velike koli¢ine rasprSenog HDS katalizatora meSaju se sa drugim materijalima kao
Sto su zemljiSte, pesak, prosuto ulje 1 njegovi derivati; jednostavno je nemoguce
homogenizovati ga mlevenjem, te se mora pristupiti remediaciji takvog nastalog otpada.

Iz sekvencijalne analize metala evidentno je da tokom bioremedijacije dolazi do smanjenja
izmenljive (exchangeable) frakcije, fakcije gde dolazi do vezivanja za karbonate i onih vezanih
za Fe—Mn okside (osim za molibden), dok se pretezno povecava rezidualna frakcija.

Kobalt i molibden prisutni u izmenljivoj (exchangeable) frakciji su najlakse dostupni i mobilni.
(Giacalone et al. 2005) Ovi metali su slabo vezani za povrSinu Cestica tla ili sedimenta i lako
se mogu zameniti sa drugim kationima u rastvoru. Njihova mobilnost i dostupnost su visoke,
Sto ih ¢ini veoma podloznim bioloSkom usvajanju i kontaminaciji vodenih sistema. U ovoj
frakciji, metali su obi¢no vezani putem ionske razmene na povrSinama minerala 1 organskog
materijala.

Kobalt i molibden prisutni u frakciji vezanoj za karbonate u sekvencijalnoj analizi su oni koji
su vezani za mineralne karbonate ili formiraju kompleksne spojeve sa karbonatima u tlu ili
sedimentima. (Giacalone et al. 2005) Ova frakcija metala je umereno mobilna, $to znaci da su
manje mobilni i dostupni u poredenju sa izmenljivim metalima, ali su jo$ uvek podlozni
oslobadanju pod odredenim uslovima. Oslobadanje metala iz ove frakcije moze se dogoditi u
kiselim uslovima pH, jer kiseline mogu degradirati karbonatne minerale i osloboditi vezane
metale. To znaci da ovi metali mogu postati mobilniji i dostupniji u slucaju zakiseljavanja tla
ili sedimenta, §to moZe biti rezultat kiselih kiSa ili industrijskog zagadenja. Ovi metali
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predstavljaju potencijalni rizik za Zivotnu sredinu jer njihova mobilnost i biousvojivost zavise
od promenljivih hemijskih uslova.

Kobalt i molibden prisutni u frakciji vezanoj za Fe—Mn okside u sekvencijalnoj analizi su
metali vezani za okside gvozda (Fe) 1 mangana (Mn). Ova frakcija metala je manje mobilna u
poredenju sa izmenljivim metalima i onima vezanim za karbonate, ali moze postati mobilna
pod specificnim redoks uslovima. Metali u ovoj frakciji ¢esto su vezani putem adsorpcije ili
koprecipitacije sa oksidima gvozda i mangana. Oslobadanje metala iz ove frakcije moze se
dogoditi pod smanjenim uslovima, jer redukcija Fe(lll) u Fe(Il) i Mn(IV) u Mn(ll) moze
dovesti do raspada oksidnih minerala i oslobadanja vezanih metala. To znaci da ovi metali
mogu postati mobilniji u anaerobnim ili slabo oksidacijskim uslovima, kao $§to su vodene
sredine sa niskim sadrzajem rastvorenog kiseonika ili zagadeni sedimenti. Metali vezani za Fe—
Mn okside predstavljaju umereno mobilnu frakciju koja moZze biti znacajna u ekoloSkom
kontekstu, jer promene u redoks uslovima mogu znac¢ajno uticati na njihovu biousvojivost i
potencijalnu toksi¢nost.

Kobalt i molibden prisutni u rezidualnoj frakciji u sekvencijalnoj analizi su oni koji su najmanje
mobilni i najteze se ekstrahuju iz zemljista ili sedimenta. Ovi metali su obi¢no ¢vrsto vezani za
mineralnu matricu ili u obliku stabilnih mineralnih jedinjenja. Njihovo oslobadanje je moguce
samo pod ekstremnim hemijskim uslovima, kao $to su jaki kiseli rastvori ili termicka obrada.
Zbog svoje stabilnosti u rezidualnoj frakciji, ovi metali su generalno manje dostupni bioloskim
organizmima, $to znaci da imaju manji potencijal za toksi¢nost pod normalnim uslovima.
(Giacalone et al. 2005; Tessier et al. 1979)
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U okviru ove doktorske teze ispitivana je moguénost mikrobne biodegradacije slozenih
supstrata koji u sebi osim zagadivaca organskog porekla sadrze i teSke metale.

U prvom delu eksperimenta bilo je neophodno ispitati da li sami katalizatori pokazuju
inhibitorni (ili ¢ak toksi¢ni) efekat na rast konzorcijuma mikroorganizama.

Rezultati istrazivanja opisanog u 0voj tezi nedvosmisleno pokazuju da metali identifikovani u
testiranim katalizatorima, molibden 1 kobalt, nisu Stetni, jer nisu toksi¢ni za konzorcijum
mikroorganizama.

U drugom delu teze, gde su ispitivane mogucénosti za bioremedijacijom teSkih metala u
slozenim rafinerijskim supstratima, koli¢ina organskih supstanci bila je viSa u supstratu pre
bioremedijacije. Nivoi HES-a i TPH-a su opali u bioaugmentiranom supstratu nakon
bioremedijacije, Sto je rezultat nivoa mikrobioloSke aktivnosti. Ova aktivnost je dovela do
formiranja huminskih kiselina, ¢ije su koli¢ine proporcionalno porasle nakon bioremedijacije,
zajedno sa smanjenjem nivoa HES-a i TPH-a.

Sekvencijalna ekstrakcija kobalta i molibdena pokazala je da su se razliCite frakcije ovih metala
promenile u bioaugmentiranom supstratu nakon bioremedijacije u poredenju sa pocetnim
supstratom. Ove promene u metalima su verovatno zavisile od mikrobioloske aktivnosti, a
tokom procesa bioremedijacije stvorene su stabilnije frakcije metala.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da tokom bioremedijacije zemljiSta kontaminiranog
teskim metalima mogu nastati stabilne frakcije ovih metala, koje su teze dostupne bioloskim
organizmima za asimilaciju.

IskoriS¢eni katalizatori za desulfurizaciju 1 i 2 sadrze korund 1 kvarc. Katalizator 3 sadrzi
aluminijum hidroksid, a kao aktivnu komponentu, CoMoQs, verovatno u perovskitnim
strukturama. (Li et al. 2021) Identifikovani metali u katalizatorima bili su molibden i kobalt.
Na osnovu faznog sastava detektovanog rendgenskim difraktogramom, sve komponente u
katalizatorima pokazuju nisku kristalnost, $to je jo§ jedan dokaz zasi¢enja katalizatora.

lako su sva tri katalizatora prethodno klasifikovana kao nereciklabilni opasni otpad, rezultati
prikazani u ovoj studiji sugeriSu da bi se oni mogli efikasno reciklirati hidrometalur§kim
procesom, tj. luzenjem kljucalom vodom. (Sun et al. 2022) S obzirom na znaéajne primene
metala koji ¢ine katalizatore u industriji (npr. kobaltne soli se koriste za elektrode litijumskih
baterija), bilo bi korisno za rafineriju da sprovede jednostavnu metodologiju za reciklazu i
ponovnu upotrebu ili prodaju soli ovih dragocenih metala. To bi eliminisalo potrebu za
klasifikacijom iskoris§¢enih katalizatora za HDS kao opasnog otpada i znacajno smanjilo
troskove zbrinjavanja zasi¢enih katalizatora u poredenju sa trenutnim troskovima.

Rezultati istraZivanja opisanog u ovoj studiji nedvosmisleno pokazuju da metali identifikovani
u testiranim katalizatorima, molibden i kobalt, nisu Stetni, za konzorcijum mikroorganizama.
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N3jaBa o0 ayropcTBY

HNwme u npe3ume aytopa Tama Jennak bepuh

Bbpoj unnekca b 08/2015

HN3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

Buopemennjanuja cjioxeHuX papMHEPHjCKUX CYNICTPATA HACTAJNX HHIUJACHTHO TN
HAMEPHOM /IeCTPYKIMjOM HHCTAJIALMja: HCIIMTHBAKbA HA MOJIeJI CYIICTPaTy

® pe3yJITaT COICTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT Paja;

e JajucepTalyjay IelMHU HU Y ISJIOBUMa HUje Oujia mpeyIokKeHa 3a CTULIAE IPYTe AUILIIOME
mpeMa CTYJIMjCKUM MPOrpaMUMa APYTUX BUCOKOUIKOJICKMX YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJICHU U

® J1a HUCaM KpIIWJia ayTOpPCKa IIpaBa U KOPUCTHJIA UHTCIICKTYAJIHY CBOjI/IHy ApyTrux Jmga.

Hornuc ayropa

VY beorpany,
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nme u npe3ume aytopa Tamwa Jennaxk bepuh

bpoj unnekca b 08/2015

Cryaujcku mporpam Xemnja

Hacinos pana buopemennjaunja CJIOKEHHMX paguHepujcKuxX

CYNCTPaTa HACTAJIUX HMHIHIEHTHO WIH HaMepPHOM
AeCTPYKUHMjOM HHCTAJIALMjAa: MCIIUTHBAKHA HA MOJeJI
cyncrpary

Menropu IIpo¢. np bpanumup Joanuunhesuh
Ap Cphan Museruh

W3jaBspyjem ja je mraMIiana Bep3uja MOT TJOKTOPCKOT pajia NCTOBETHA €JICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM mpejaia pajau noxpamena y JIJururajinom perno3uropujymy Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce o0jaBe MOjH JIMYHH IMOJAIM BE3aHH 3a JIOOMjamke aKkaJIeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpA
HayKa, Kao IITO Cy UM U MPe3uMe, TOIMHA U MECTO poljera U 1aTyM oa0paHe paja.

OBu nUYHM MOJAIM MOTy ce O0jaBUTH HAa MPEXHHM CTpaHUIlaMa TUTHTaiaHe OubinoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJloTy U y myOnukanujama YHuBepsurteta y beorpany.

IHoTrnuc ayropa

VY beorpany,
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N3jaBa o kopumhemwy

Ognamthyjem YHuBep3urercky oubnmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh® na y Jlururainau peno3uTopujym
VYuusep3urera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY IMCEPTAIH]y IO/ HACIOBOM:

buopemenunjaumja ciaoxeHux papuHEPHjCKUX CYNICTPATA HACTAJIMX HHIUAECHTHO WIH
HAMEPHOM /IECTPYKLMjOM HHCTAJANMja: MCIMTUBAKA HA MOJIeJ CYyNICTPaTy

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

Jucepranujy ca CBUM IMPUIO3UMa MpeJaia caM y €JIeKTPOHCKOM (hopMary MOroJHOM 3a TPajHO
apXUBHUPABE.

Mojy IOKTOpCKY JAMCEpTalyjy NOXpameHy y JIurutaiHoMm perno3uTopujymy YHHBEP3UTETA Y
Beorpany u nmoctymHy y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Jia KOPUCTE€ CBH KOjU TIOWITYjy onpenode
caapkane y onabpanom tumy aurnenne Kpearusae 3ajeqaune (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJlTy4YHO/1a.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepuujaiaro (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMeprmjarHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaHo — neiautu moja uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6¢3 npepaaa (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — nenuti noj uctuM ycnosuma (CC BY-SA)

(MonuMo a 320KpYyKHATE CaMo jeAHY OJT IIeCT MOHY)SHUX JTUTICHITH.

Kparak onwc JUIICHIIN je cCacTaBHH JICO OBE H3jaBe).

IHornuc ayropa

VY beorpany,
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1. AyropctBo. /[o3BOJbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIeTia, U TIpepaje,
aKo ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH ol cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JUIICHIIE, YaK U y
KoMmepuujaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHU]ja O CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMmepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBame, IUCTPUOYLH]Y M JaBHO
caominuTaBame Jeja, ¥ pepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauYMH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Wil
nasaoria jauieHie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yIIoTpeOy nerna.

3. AyTOpCcTBO — HeKoOMepIHjajHo — 0e3 mpepajaa. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBambe, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaomILTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBamba WK YIOTpede /1ea y CBOM Jeiy, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ojipeleH o cTpaHe ayTopa wiu JaBaona juleHie. OBa JuleHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPLMjAIHy yIOTpeOy /ena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTalie JIMICHIIe, OBOM JIMLIEHIIOM Ce
orpannyaBa Hajsehn oO6uM mpaBa kopuihema jena.

4. AYyTOPCTBO — HEKOMEPUHjaJTHO — IeJIUTH MOJA UCTUM ycJa0BUMA. [[03BOJbaBaTe yMHOKaBameE,
TUCTPUOYLIM]Y U JaBHO CaolllITaBame Jelia, U IMpepajie, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oapehen
O]l CTpaHE ayTopa WJIH JaBaolla JTUICHIIC U aKo Ce Mpepaaa JUCTPUOyUpa MO UCTOM I CITMIHOM
muneHnoM. OBa JIMIeHIa He T03BOJbaBa KOMEpIUjalHy yIoTpeOy Jena u mpepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 nmpepana. J[03BoJbaBaTe YMHOXAaBamhe, AUCTPUOYIIH]Y U jABHO CAOIIITABALE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOIIMKOBamka WM YIOTpeOe Jiesia y CBOM JIeNy, aKo Ce HaBe/Ie UME ayTopa Ha
HauuH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa win JaBaona juieHie. OBa JIMIEHIA 103BOJbaBa KOMEPIIH]aTHY
ynotpeOy jaena.

6. AyTOpCTBO — 1eJINTH MO HCTUM ycaoBuMa. [[03BoJbaBaTe yMHOKABAE, JUCTPUOYIN]Y U jABHO
CcaollITaBame JeNa, ¥ pepaje, ako ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH o1 cTpaHe ayTopa Uiu
JlaBaoIla JIUIEHIIE U aKO ce Mpepaja JUCTPUOyHpa o1 KICTOM WIIH CIIMIHOM JiuTieHI[oM. OBa JIMIIeHIa
J103BOJbaBa KOMEPLIUjaTHy yIoTpeOy nena u npepaaa. CinyHa je copTBEpPCKUM JIHIIEHIIaMa, OTHOCHO
JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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