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2.3 SEDIMENTATION GROUPS IN THE KAROO SUPERGROUP 
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2.4 MASS TRANSPORT OF DISSOLVED CONTAMINANTS 
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2.4.1 Transport by advection 
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2.4.2 Influence of dispersion 
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It is sometimes easier to understand diffusion coefficients when expressed in terms of 

mass of contaminant that passes from the fracture into the matrix.  
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Formation Porosity (%) D (m2h) NaCl D (m2h) Na2SO4

Sandstone (coarse grain) 10.90 2.28*10-7 1.87*10-7

Sandstone (medium grain) 7.10 8.02*10-7 2.68*10-8

Sandstone (medium grain) 6.10 6.82*10-8 2.41*10-8

Sandstone (fine grain) 4.40 3.34*10-9 2.41*10-8

Shale 1.12 1.88*10-7 1.87*10-8

Shale 0.92 1.78*10-7 2.19*10-8

Shale 0.83 7.59*10-7

Quartzite 0.19 1.80*10-7
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2.4.5 Sorption in fractured aquifers 
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2.5 TRANSPORT IN FRACTURED AQUIFERS 
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2.6 BIOBARRIERS FOR SOUTH AFRICAN AQUIFERS 
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2.7 BIOBARRIERS IN KAROO AQUIFERS 
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3 SITE CHARACTERISATION FOR BIOBARRIER 
APPLICATION 
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3.1 INTRODUCTION 
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3.1.1 Borehole information 
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"�����"�����"�����"�����CCCC    6666�# ���������������������# ���������������������# ���������������������# ��������������������    �	�
����������������������
!�	�
����������������������
!�	�
����������������������
!�	�
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Borehole no. Distance (m)
UO7-UO14 20.3
UO7-UO20 10.65
UO7-UO26 10.48
UO5-UO7 7
UO5-UO14 25.9
UO5-UO20 16.5

UO5-UO26 15.82
UO14-UO20 9.65
UO14-UO26 23.7
UO20-UO26 15.5

BOREHOLE INFORMATION

 

3.2 AQUIFER TESTS – HYDRAULIC TESTS 
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3.2.1 Estimation of aquifer parameters 
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3.2.2 Constant rate test 
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3.2.3 Recovery test 
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3.3 PERFORMING AQUIFER TESTS IN UO7, UO20 AND UO14 
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Water level data - Pumptest in UO7 and observation boreholes
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3.3.1 Methods of analysis 
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3.3.2 Diagnostic plots 

3.3.2.1 UO7 
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Log-log - UO7
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Square root of time - UO7
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3.3.2.2 UO14 
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Log-log - UO14
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Fourth root of time - UO14
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3.3.2.3 UO20 
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Log-log - UO20
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Fourth root of time - UO20
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3.3.3 Determination of fracture position by FC method 

3.3.3.1 Aquifer test data 
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Semi-log - UO7
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Semi-log - UO14
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Semi-log - UO20
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3.3.4 Summary 
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Fracture positions Zone 1 Zone 2
Borehole nr Depth Depth
UO7 21.08 - 21.45 22.8
UO20 20.9 - 21.2 23.67  - 23.71
UO14 21.95 - 22.31 29.06 - 29.64

Fracture positions Zone 1 Zone 2
Borehole nr Mamsl Mamsl
UO7 1390.2 - 1389.8 1388.42
UO20 1390.19 - 1389.9 1387.42 - 1387.38
UO14 1389.65 - 1389.29 1382.54 - 1381.96 �

3.4 BOREHOLE VIDEO CAMERA OBSERVATIONS 
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Borehole Nr Small fracture Large fracture
UO7 21.5 22.8
UO20 21.3 21.85
UO14 22.4 22.7

Fracture positions
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3.8 TRACER TESTS 

3.8.1 Point dilution tests in UO20, UO7 and UO14 
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3.8.1.2 Small interval set-up and methodology 
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3.8.1.3 Interpretation of fracture determination for UO20 
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Fracture determination in UO20  (4 m interval) 
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Fracture determination in UO 7 (14 m interval)
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Fracture determination in UO 14  (14 m interval)

22.7

19

21

23

25

27

29

31

33

-1500-1300-1100-900-700-500-300-100100

Cumulative change over time

D
ep

th
 (m

)

Cum Change

�

B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���CCCC    6:6:6:6:�2� �� �����������
������������
��� �!�B����� ���	�����������������$ 8 65��2� �� �����������
������������
��� �!�B����� ���	�����������������$ 8 65��2� �� �����������
������������
��� �!�B����� ���	�����������������$ 8 65��2� �� �����������
������������
��� �!�B����� ���	�����������������$ 8 65�OOOO�65�����������!�65�����������!�65�����������!�65�����������!����

"�����
� ��
�
������
������	� �
��������������4 � �������
����	���
������������������	�������

$ 8 @����������������� ���� �
�����
����$ 8 65���	�$ 8 @������� � ���������� ��������
�����������

������ � 77!@� ��	� 77!A���� ��
� �������� !� "��� ������ ��� ��� 76!C��� ��� $ 8 7=� �
� ���� 	������� �

��������	���������������� ��
����$ 8 @���	�$ 8 65!��

3.8.1.4 Discussion 

"���, 2� ��

��
������	���
���� �	� ��������
������������ ���	���������
���%��� ������ ��
!�

/��
������������ �����	��� �������
�
���������	� ���	����������������������
����	�������������

������ ��� � �
�����
� ����� �� ���
�� ��� �������� 65� ��	� 6A�!� "��� ���
�� ������ ��
� ��� �	�

����	������ �����	�������	������������
� ��!��

� ����� ��������� � ����� 	��� ����� ��
�
������ ���	� ���	� ��� ���� ���� ���� ��
� ��
� ���� ���� ���� !�

"�����
� ��
������ ����
���!�"��� ���
�� ���������
���
������	���� � ����
��� �� ����	������ �
�

����
��������������������
!��



� ����2���������
������

�42 

3.8.2 Conclusion and discussion for the three methods to determine 
the fracture position 
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Fracture positions
Borehole no. Depth Depth
UO7 21.08 - 21.45 22.8
UO20 20.9 - 21.2 23.67  - 23.71
UO14 21.95 - 22.31 29.06 - 29.64

Fracture positions
Borehole no. Small fracture Large fracture
UO7 21.5 22.8
UO20 21.3 21.85
UO14 22.4 22.7

Fracture positions
Borehole no. small interval Large interval
UO7 22.8 22.8
UO20 21.3 21.3
UO14 22.7 22.7

Pump tests
Fracture zones

Borehole camera observation
Fracture position 

EC logging
Fracture position 

 
�

Borehole no. Caliper probe FWS probe Neutron-neutron probe
UO20 21.3 21.3 21.3

Fracture positions
Geophysical logging

 

3.9 TRACER TESTS 
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3.9.2 Types of tracers 
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3.9.2.1 Point dilution test - Single-well tracer test 
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3.9.2.2 Radial convergent test 
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3.9.2.3 Point dilution tests - Injection borehole 
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3.9.3 Set-up in injection borehole 
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3.9.3.1 Point dilution test results  
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3.10 RADIAL CONVERGENT TRACER TESTS 

"�������������
�������� �$ 8 @��$ 8 65���	�$ 8 7=�������
������	�����������	����������
����

��
�
!�"��������� ����
�������	������
��	
��������������!�����
�������
��
�
��������������� ���

����������� � 
�
���!�

"������ ��� �������
������ ���	� ���	� � 
��
��� ��	���� ����� ����	� �
�����
��	��� � ����� �����
�

������������������������	�����	�����
��������������������������������	��������	���������

�������
���������
�� 
�	��������
��
�������������������	�	�
� ��
�������������
������ 
������

����+ ������������ ���9
���B�
� ���C 77<!��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



� ����2���������
������

�48 

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���CCCC    77777777�� ���� ���� ���� ��    � � ��������	����������
������
������������� � 
���
��
���!� � ��������	����������
������
������������� � 
���
��
���!� � ��������	����������
������
������������� � 
���
��
���!� � ��������	����������
������
������������� � 
���
��
���!����

"����� ����� ���� � ������ ���� ���� ��%������O����	�����������	��
���
������� ����
��
������ ������

��	������ ���� ������� ��� ��
����� ���� ����
� ���� � ����

�
� �����	�
������ ������ ���� ���� �������

��� �������
� ����� ���	� ���	� � 
��
� ���� ��	���� ������
���� ������� ��
�� �����	!� 8 ���

��� ����������
����	� ���	� �������
�� �����
��� �����$ 8 65� ��� $ 8 @����	� ���������� ��� ����

�� � �
���� 	���������� ����� $ 8 @ $ 8 65!� $ 8 7=� ��
� � 
�	� �
� ��� ��
��������� ��������� ���

	����������������������������������������%���������	���
�����������������
!��

"����� ���
��������� ������� 
� �
�����
� 9-�2��� -�# ��� ��	� ��� ���
����<� ����� � 
�	� ���

	��������� ���������������	�	�
� ��
���� ����� 
�� ��������+ ������ ������ ��!�"���	� �� � 
�	�

��
�� ����������
�	�� � 	���������������� ���
����!�

�

Pump Borehole 
Sample collection 

Fracture zone ± 22.8 m 
 

0.9 l/s 

Circulation area 

20.3 meters 

UO14 UO7 

 

Abstraction area 

UO20 

Injection Borehole Observation borehole 



� ����2���������
������

�49 

"��������	���
� � ���� ������	����������
���� ������� ��
����������$ 8 65���	�$ 8 @���
��
�

������
��

• �����%�������������������7!;����
�� 
�	����������76���	�7C!;��!�

• "�����
���������� �� ��9� � �� <���
�
��� ���	����7C!;�����	�������%�������� �� �����76���

����������
� �����!�

• "��� ��
��������� ����� ��� ���� � � �� � ��
� ���
� ��	� ��� ����� ����� ���� ��%������� ��	�

����� ������� ����� ��� ���� ������� 
� �
�����!� ��� ��
��������� ����� ��� =!:� �F
� ��
�

���
� ��	!�

• "��� ��
��������� ��	� ��%������� � �� �� ����� ����� ��������	� ��� ���� ���������� ��	� ��

���
�	�
� 
������
�������	!��

• "���, 2����� ��92=<�������������������
���������������������������
���%����	!�

• 6===
�-�2���C;=
�-�# ����	�7=
�� ������������	�

����	����;�����������!�

"�� � ����	�� ���� ������ ������ ������ ������������ �������������� 
���� �����-������
��� 96::7<�


� 

�
��	����������������������%����	��
���
�� 
���	��������������	�����������
��� �	�����

����� ����� ����	������������%���������������!�����		������������ 
��
��� �	�������
�� � �� �	�

��� ��%����	� ����� 
�� ����� ���� ��%������� ��	� ����	������ ����
�� ��
�	����� ����
� ��� ����

��
��� ������������	���
����������
�����
� ���������� �
���������������
����	�����
�������������

����
����	��������� ���	����!�

• ;�������������
��� �������
���%����	��������� ����	����6!A���!�"���
� 
������
������

������������� ���������6!A����� ��
�9����� �������� ����	��
�	�� ���������%�������� ����	<����

��
� ��������4 � ���	�
����� ��������
���
������ 
��������%�����������!�

• "���, 2�������
����
����
� ��	�����������������	� ���
�������%���������	������ �������

����!��

• ������������%���������	������ �������� ����	�9C!E����<������� � �� ���
�
��� � �	!��

• ������6=����� ��
��, 2����
� ������
���������, 2�	������

������$ 8 7=���
��!��

• "��� ��� ��������� ��
� 
������	� ��� ������ 6=� ���� ��
� ��	� ���
� ������
� ��� ����

��
����������������������������� �6=�
����	
!�

• � ��� ��
����������������� �6=����� ��
����������
������������������������
� �������

-�# ����	�-�2�������������������	����������������������� 
���� ���
���������������


� �
�����
!�"����������������
���������
� ��	��� ������
�� 
�������# ����	����	�

, 2������!��



� ����2���������
������

�50 

� ���B�
� ���C 7C������ ����
��� ������������ �����������	�B�
� ���C 75���������
�� � � ��������

��	����������
�������������
�!�

"��������	���
� � ���� ������	����������
���� ������� ��
����������$ 8 @���	�$ 8 65������	�

��� ���� 
���� � ������ ��� �
� ���� ��
�� �������� $ 8 65� ��	� $ 8 @�� ����� �� ���� ���� ��������
�

	���������
��

• �����%���������������C�����
�� 
�	���������
���������7=!;���	�7C!;��!�

• "�����
���������� �� ��9� � �� <���
�
��� ���	����7C!;����	�������%�������� �� �����7=!;�

������������
� �����!�

• 6===
�-�2���C;=
�-�# ����	�7=
�� ������������	�

����	����;�����������!�

• ;� �� ��� ������� 
��� �������
� ��%����	�������� � ����	���� 7����� ��
!�"���
� 
������
�

������������������ ������������ ������ ��
!�

• ������������%���������	������ �������� ����	�95����� ��
<������� � �� ���
�
��� � �	!��

"���
��������� ��
����"1�2, 1�91��������7==7<���
�� 
�	��������� 
��������
����
� ��
!�

"���	�
� ��
����������������� �����	����� ���������9��������  �F	<����������� ����	!��

Optical system

15 m Communication cable

Data logger

 

B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���CCCC    7C7C7C7C�"���� � $ -�"���� � $ -�"���� � $ -�"���� � $ -    B/8 7����������� ��������!B/8 7����������� ��������!B/8 7����������� ��������!B/8 7����������� ��������!����



� ����2���������
������

�51 

����

B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���CCCC    75757575�� ���� ���� ���� ��    � � ��������	����������
������
�������������	!� � ��������	����������
������
�������������	!� � ��������	����������
������
�������������	!� � ��������	����������
������
�������������	!����

3.10.1 Results 
"��������� �������������������������� �������
����������
����������
�������
�������
���������

���������� ���	
�� ��4 � ����
� ��
!������� 
��������������������
�������������	����������* �	��

�������� ��������������
�������������
��� �
�����������������
��� ����
�� 
��	��������������� ���
�

�������� ��������� � ����� ��� �������!� � ��� B�
� ��� C 7E�� B�
� ��� C 7@� ��	�B�
� ��� C 7A� ����

���������� 
���� ����
��� �
���	���
� ��
���������������������
��� ����
!��

"��� ������� ��
�� ����� $ 8 65 $ 8 @� 9��� �� ����� 
��� �<� ��
� ���	� ���	� ��� ���� 	��������� ���


��� �	������ �������	� ���� ��
�� ����� $ 8 @ $ 8 65� 9� ���� �����
��� �<���
����	� ���	� ��� ����

�� � �
����	��������!�

3.10.2 Radial convergent test – UO14-UO7 

B����"�
��$ 8 65 $ 8 @�9��� �������
��� �
<������������
���������������������������������-�2���

-�# ����	�� �������� �

�
������ 
������
� 
����������7==����� ��
!�������7==����� ��
������

��������������������
�
��������������
�����������!�"���
�4 � ������������������ 
����������

������������
���
��
�������
��-�# ��������
�� �����������������
����
���������55=����� ��
!�

"���
����	���
�� ��������������5;A����� ��
����	���������	�-�2���������5:=����� ��
!��



� ����2���������
������

�52 

"��� ��
� ��
� ��� ���
�� ��� �������
� 
���� 
�
��������� ������
� ��� ���� 
��� �� ��� ����

���������� 
���� ���
���������������������� ��	������������ ����
��� ������������������	���	�

���
�� ���� �
� ��� 	�
� ��
����� !� "��
�� ���	
� ��� ��
� ��
� ����� ������ ����	� �� � 1����� ��� ��!�

96:AA<�� &�	������� ��	� &���� 96::E<�� 3 � �
������ ��	� 3 ��+ ������� 96::A<�� ��	� # ������

��	�� ��� ����97===<������������

� �� ���������������� �������������������
���
����	��������

��� ���������� 	���� ��� �	� ��� ������� ��	� ��� 
��� ��� ����
���� ����� ���� ������
� ��� �	� �����

�	%���������������+ ���
�������������� ������� ��	�������!�1����������!�96:AA<��

� ��������

����������
���
�����	��������� ����

��������� ���� �	������� � �	����	��	 ��	�� ����
� ���
�

�	%������ ��� ���� ������ ��� �
� QQ
��
���� >>�������� �
� �� ��
� ��� ��� ���� ����� 
���� ��� �������
� ��	�

�		��
���������
�����������������	� ������� �	�������������� ��!�

"��� 
�������� � ��
����"1�2, 1� 91�������� 7==7<���
� � 
�	� ��� ����� 
�� ���� ������� ��
��

	���� ��� 	��������� ���� 
��� �� ��� ���� ����� ����	�� 	�
� ��
����� �������

� ��	� ���� ���� �����

9��������  �F	<� ��� ���� ������ ��!� � ��� B�
� ��� C 7:� ��	� "����� C E� "��� ��
� ��
� ���� ����

	�
� ��
����� ���	������������� ��������������
��������
�������"�����C E�B����������
� ��
�� ���

�������
���� ����� � ���������
� ������
��
���������� � 955��F	<���	� ���� ����
��	�
� ��
����� !�

-�2���
�����
� ����	��������
����
�������9C=��F	<����	�������
��
��	�
� ��
����9C!6��<���
�

����� ����	�����-�2�!�

��� B�
� ��� C C6� 9��� �� ����� 
��� �
<�� �� ���
�� � �������	� ����� � ���� �
� 	������	� ��� $ 8 7=��

��������76!C���	�77!C���������
� ���������������� 
�
��������	�
� ��
���!����������
�����


���������������������������������������������
������� ������������������� �������
��� �!�

"��� 
� ������ ������ �� 9��

� ��	� ����<� ��� ���� ������� � �� ��
� ����� ����� ����	� ���� �����

������!�"���
� ������������ ����� ��
���
����������� ������������ ����������	�� �����	�����	�

�������������!�� �����	�
� ��
����� ������
������ ��������������������������������� �� �����������

���������� ���������������� �
� 	������	���� ���� � �
������ ��� ������������� ��� �����I� �� J� ��

������ ���� 
� ������������ ����� ���� � �� ��� ������
� ���� ��������� ��� ����� I� �� J� 7�!� � "����

���� 
�����
� ����� ���� ������� ���������� 
�� �� ���� � ���� 	��
� ���� ��� ��
���� ���� 
� ������

������ ����� ���� ������� � �� ���������� �
� ������	� ��� ���� � ������������ ���� ������	�� ��9����

. � ��6::A<!�� ���B�
� ���C 7;�������
���������	��
�����������
� ���������������������������

� �� ��
!�

B����������
� �������������
���������������

���	� ������������������������
������	������	�

������ ������ ���� � ���!� � ���"�����C @� �������� ���
�������������

���	� ����� ����
���	�

�� ����� ��������
!�



� ����2���������
������

�53 

The movement of the tracer plume, viewed in time and distance
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3.10.3 Radial convergent test – UO7-UO14 
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Radial convergent tests - (UO14-UO7) vs. (UO7-UO14) - NaCl breakthrough 
curves
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Radial convergent tests - (UO14-UO7) vs. (UO7-UO14) - NaBr breakthrough 
curves
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Tracer Thickness (m) Velocity vf (m/d) Dispersivity (m)
NaCl 0.14 46 1.9
NaBr 0.16 52 1.4
Uranine 0.15 49 1.7

Tracer Thickness (m) Velocity vf (m/d) Dispersivity (m)
NaCl 0.15 79 1.7
NaBr 0.15 69 2
Uranine 0.15 81 1.6
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UO14-UO7 Curve peak (min) Mass midpoint (min)
NaCl 490 540
NaBr 440 510
Uranine 460 520

UO7-UO14 Curve peak (min) Mass midpoint (min)
NaCl 270 350
NaBr 310 370
Uranine 250 312 �
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 Breakthrough Curve - UO14-UO7
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Cumulative change over time - UO14-UO7 vs. UO7- UO14
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3.10.4 Discussion of results  

"�����
� ��
������������	����������
�������������
�
��������	��������
�
����	���������������


� �
������	��
���������

����� � ������� ����
��������� � ��������������
�	!������� 
������

��������������
�������������	������ ���� * �	�� �� ������ ���� ��� �������
���� ����� ���� �������


��� ����
��������	�	��������������� ���
������������������� ���������������!�

"��� �

� �� ����� ��
� ����� ���� ������
� ��
����	� ��� ���� ��� ���������� 	���� ��� �	� ���

������� ��	����
��� �������
���������������� �	�������
�������	%���������������+ ���
�������������

� ������� ��	� ������!� ��� �
� ��
�� ������ ����� 	�
� ��
����� � �������
� ���� 
��� �� ��� ����

���������� 
���� ���!��

. ���� ���� ����
� ���� ��
� ��
� ��� ���� ���� ������� ��
�
�� ��� ���� ��� 
���� ����� �� ��� ������

���������
���������
� ��	������������������
����������$ 8 65���	�$ 8 @�9�������	������������


��� �	����������<!������
���	�
� ��
����� ����� ����
���
�����
� ��	!��

"��� ��
� ��
� ����� , 2� ��

��
� ��� $ 8 7=� 	� ���
� ���� ��� �������� �������� $ 8 65� ��	� $ 8 @�


����	���� �������	�
� ������ ���������76!C���	�77!C������
�������
� �����!�"��
���� 
�
�



� ����2���������
������

�59 

������ ���������
� ��	� ���
��� ������� 	�
� ��
���!� ��� ���� ��
�� ��� 
���� ����� ���� ������������

��������������������
������� ��������!�

3.11 CONCLUSIONS 
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4 LABORATORY TESTING OF DIFFERENT BACTERIA 
FOR SUITABILITY OF BIOBARRIER PROPERTIES 
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4.1 BACTERIA TRANSPORT 
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4.2 PREPARATION OF INOCULUM FOR BACTERIUM 
RAOULTELLA PLANTICOLA 

1!� � ���������� 9�� * � 5E6@<� 9# �
��� � ��� ��!�� 6:A6<� ��
� �������	� ����� ���� ��� �
����

� ����� �
�����* ������
���
����� �	�L ����� ��� ����9�� * L <���
�
� � � ���	��� �# &' �# �������!�
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���
�������	�����
������� ������������������
�����������
����!�
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�����
�����������������
���
�������������� �, �������������!��

"��� �������� �� ��
� �� �������	� �� � ���� ��� �������� ��� * ���������
� �� # ����������
� � ��	�

B��	�# ����������
� ��������$ �����
��� ��������B����� ��������� �� ���������!�

��� �� ����� �� �����1!�� ������������
�� ��� ���	������������ �� ������� ��� ���������� ��������
���

� ����
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����	� ���� ����	����C=R2� ����67��
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������� ����� ������� ����� ���� ����� �� �� ���
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�
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�����������������
�� �����9��
���
�������
��������

���� ����� ������
�����
����������������� ����	�	�������
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� ���� �
�����
���
������

���� ����� ����� ���� ����������7;���	�5=G2<!��

4.3 CULTIVATION OF RAOULTELLA PLANTICOLA 

"��� ��	�� �� � 
�	� ���� �� ���������� ��
� � ��� ���	� �� � ���� ��� �������� ��� * ���������
� ��
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� � ��	� B��	� # ����������
� !� "��� ��	�� ��� � �	��� �����
��� ������������
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�	�9� ��������<��6=�
�
�� ��
���6
�����������	��=!7;
�* 
� 8 5!@&78 ��=!=6
�2�2�7!7&78 ��
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�3 7&' 8 5N���	�6�����������������
�
��� �����N��	%� 
��	����� &�@!5!�

# ������� ���������
� 9���
�	 
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�������������� �� ��� ������ ����	����� ��<������ � �������	��� �

������� �����������* ���������
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� !�"��
���
�	����

��� �� 6;� �� # ��� �� # ��
���� 2� ����������� ����� 6=�� ������
� ���� ��!� 2����
���� �� ��� ��
�

9������� �� 
��� ��� ������������	��� � ��������������������� �������
��� ���������	�	��� ����� ����<�

����� 
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����� � ����������2�!��

-���0 ��
�� <���������A==����������
����� ��!�2���
������
������������������� &����E!A����

C=R2������� ���� ��
� �
�������� ����
������������
� ���� 	�

����	� ��� 
��� ������ 9�8 <� ������

C=D !��

4.4 ANALYSES  

4.4.1 Optical density 

8 � ������ 	��
��� � 98 �<���
����
� ��	������ �� 
� ������ ���������� ��� ���������
��� ��� E:=�

��!�8 ���������� 
�	�����
�������������������������
!�"���8 ������ �
���������	��
���
����

������ ������� ����� ������!� . ���� 	��� ����
� ����� ��	��� ���� ������ �� ��� ���	��
� ��
�
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4.5 GROWTH CONDITIONS 
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4.6 ADHESION ABILITY OF BACTERIUM  
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4.6.1 Adhesion assay methodology 
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7! 2���
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4.6.2 Results 
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4.6.2.1 Autoclave/sterilisation process 
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4.7 TRACER TRANSPORT IN POROUS MEDIA 
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4.8 POROUS MEDIA COLUMN EXPERIMENT 

4.8.1 Test column design 
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4.8.2 Packing materials 
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4.8.2.1 Packing of fine sand columns 
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4.8.2.2 Packing of coarse sand columns 
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4.8.3 Determination of the hydraulic conductivity of the fine and 

coarse sand 
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4.8.4 Pore volume determination 
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4.8.5 Porosity determination (Total porosity) 
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4.8.6 Set-up and operation of the columns 
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4.9 LABORATORY TRACER TESTS 
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4.9.1 Tracer test methodology 
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4.9.2 Tracer test interpretation and results 
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Column study Velocity (m/d) Dispersivity (m)
Coarse sand 10.8 0.0033
Fine sand 11.31 0.0014  

4.9.3 Bacteria transport test 
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4.9.4 Bacteria transport data interpretation 

4.9.4.1 Fine sand column 
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Conservative tracer and Bacteria transport - Fine sand 
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Conservative tracer and Bacteria transport  - Coarse sand
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4.9.5 Bacteria transport results and discussion 
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Fine sand - Vegetative bacteria
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Coarse sand - Starved bacteria
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Fine sand 
Tracer Velocity (m/d) Dispersivity (m)
NaCl 11.31 0.0014
Vegetative bacteria 9.46 0.0036
Starved bacteria 11.32 0.0022

Coarse sand 
Tracer Velocity (m/d) Dispersivity (m)
NaCl 10.8 0.0033
Vegetative bacteria 10.22 0.0025
Starved bacteria 10.89 0.0024  

4.10  IN-SITU REDUCTION OF SATURATED HYDRAULIC 
CONDUCTIVITY (BACTERIA CLOGGING) 

4.10.1 Hydraulic conductivity (K) reduction test 
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4.10.2 Hydraulic conductivity (K) reduction test results  

4.10.2.1 Fine sand column 
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% Reduction in Hydraulic conductivity - Fine sand
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4.10.2.2 Coarse sand column 
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% Reduction in Hydraulic conductivity - Coarse sand
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4.11 CONCLUSIONS 
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4.12  LABORATORY TESTING OF BACTERIUM BURKHOLDERIA 

VIETNAMENSIS 
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� ��� ��� 
���
�� �����

	�
��	�
� "2, !� "��� 
������ ��
� ����� � 
�	� ��� �� �� ����� ��� � ���� ��	� 
���
� ��� ��	�


��� �	������ ����� � � � 9���� �FF
�����!%
� � 
�!��
<!� � ������ � 5� ��
� �
�����	� ����� ���

��	� 
��������
��� ���������� �������� � ��� ' ��
������-����� ���� 
������� ��� B����	�� ���� ��
� "2, �

���	�
��
�������� �9-��
��������!��6:A:<!��

4.12.2 Preparations and bacteria growth  

# �������� ����� 
����� ��� ����� ���� ����� ��� 977 7;°2<� ��	� 
������ ��� 67=�� �!� # !�

���������
�
���
�
��������# � * ���	�������
�
���
������� ������ �����
�������� �# � * ����

# � * �# ��6!7�* �
�	�� ������������	�;D �
�� ��
�!�

• 2��� ��������97=P �# � * ��<���������	�97=P ������������	<�� ���

�� ��� ��
� �����

9	����
��<!�6@
�3 7&' 8 5⋅C&78 ��5
�-�&7' 8 5⋅&78 ���	�A
�-&52�!��

• 2��� ������# �97=P �# � * �# <���������	��9-��������������������	�9-"�<�����
�	�� ��
����

-92&728 7-�<C⋅&78 � 7!5E
<!� 5
� * 
� 8 5⋅@&78 �� =!75
� B�� 8 5⋅@&78 �� =!=E
�

* �� 8 5⋅&78 �� =!=E
� L �� 8 5⋅@&78 � ��	� =!=7
� 2�2�7⋅E&78 !� ��� �		������� 6!7� * �


�	�� ����������
�������	�;D �
�� ��
�!��

4.12.3 Inoculum preparation 

"��� �������� �� ��
� �� �������	� �� � ���� ��� �������� ��� * ���������
� �� # ����������
� � ��	�

B��	�# ����������
� ��������$ �����
��� ��������B����� ����!��
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' �� ����� ������# � �����	����������� ��� ���	������������ �� ������� ��� ���������
���� ����
!�"���

� �� ����� �� �����
�
���������	�;=������	�� ��9# � * ���	��<����7;=����, ������� ������
�
!�

# ������������� ���� ����	���� 
��������� 7;R2� ���� 7=!;��!�"������� ���� ����� �� ���6:=����

��	��� ����� �		�	� ��� �� 6� �� , ������� ��� ���
�!� 6=� ��� � �� ����� �� �� ��
� �		�	� ��� �����


��������
����	����� ����	������
����������E���� �
����7;R2!��

# �������� ����� �����
��	� �� � �������� 
������ ��� 6====� P � 
� ��� 5°2� ���� 6=� ���� ��
!� "���

��������������
� 
� ��	�	������ . ���	�	��� ����
��������	����������� ��� ��!��

8 � ������	��
��� ����
� ������
������� 
�	�����
������������������ ����
������

���������

��������!��

# �������� ����� 
����� ��� �� 	���� � ��
�
� ��� ��
� ��� ���� ��������� � ��� ����
� ��%����	� ����� ����

���� ��
!�������� �����������������7K6=E� ����F��� 98 ��I�=!C<���
� � 
�	� ���� ���� ��%����������

���� ��
!��

4.12.4 Adhesion tests 

"��� �	��
���� ��
�
� ��� # � �����	����� ���� �� �����	� � ��� �����	���
� � ��� 
������� 5!E!6�

9��B��� �������!��6::A<!�"�����
� ��
�
��������� # !����������
�
���
� ����������� � ����	�����

:;D �9������6���� �<��������
��
��	!�

4.12.5 Packing of columns 

�� ����� ��	� ����
�� 
��	� ���� ��� ����� � ����	!� 2��� ��
� ����� � ����	� �
� 	�
�����	� ���


�������5!A!7!6���	�5!A!7!7!�

4.12.6 Bacterial transport test methodology 

"������� ��
������� ��� ���	���������
� ������
�
��� ���� 
���
����������� �������� ��
�9' ?<����

����������� 
��� �	�����!� ����������� 
��� �	������ �
� 
������
�	�� 	�
�����	� ������ ����� 	���������

�������
��		�	��
������������
�����
�������� �
�������
�
��� �	�����!�8 ���� �������� ���

�
���
� �������� �C;=���	�C@=�������������������	�����
��
��	�9
���
�������5!A!5<!������������


��� �	������9�� . <���
���
��� ��� ���	��������������
� 
� ��
���!��

B��������������������
� ������
���7==������������������������������������������7K6=E�����
F���

����� 
� 
� ��	�	� ��� ����������� 
��� �	������� ��	� ��%����	� ����� ���� ����� ��	� ����
�� 
��	�

���� ��
!�
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"����������������������
��������������	������������ ���������������� �������� �;����� ��
!�"���

8 ����
����
� ��	����������
��� ������	���������������������������� 
�!�

4.12.7 Bacterial transport discussion 

4.12.7.1 Fine sand column 

������ 6A���� �
�� ���������������������� 
����
����
� ��	!�"��
� �������������� ��	� ��� ����

��
��������
�������	����� �
��	��	��
����� ��� �����
�����������������9:;D ��	��
����������6�

��� �<!�

4.12.7.2 Coarse sand column 

"������	��
��	
������������������������� �

�
������ 
������
� 
����������=!5:�� �������� ��!�

������ 6� � ���� ���� ���� �� � ���� ��
� ������	�� ������ 	�����
�	� ����� ����!� "��� 
� 
����

������
����� �� ��������� �����
�������6!E�� �������� ��
!���� �
� ��� ������������������������8 ��

���� �
�92<������� ���������������������
�������%����	���������������92=<!�����
�� �

����������

����
��� �������
�������������������	����	��������
�����������
���������������� �����	������

������� ������ ����� 
�� ��� ������ 
��	� �	��
���� � ��� �����
� 9
��� B�
� ��� 5 65� ���� ���������

���������� 
����
� ��
<!�

"��� ��������� ����
� ���� 	��������� ����� 
�	������ ���� 
�������� � ��
���� ' $ /� , � 9� ���� 
�

��	���� ��
���<!�

B����������
� ��
����B�
� ���5 65���	�"�����5 C��������������
������� ��������
����������	�!�

������ � ������������ ���
������ ����	� ���� ������������!�"��
� �������������� ��	� ����	��
����

� ��� �����
� ��� ���� ��������!� # �������� ����� ���� ������� � ��� �	����� :;D � ������ 6� ��� �!� ��

���������� 
����
��������	�������6==����� ��
!�� ���
�������5!67!5!��
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C/Co vs Pore Volumne - Coarse sand Column
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� ���5555    65656565����2F22F22F22F2=�=�=�=��
!�� �������� ��
!�� �������� ��
!�� �������� ��
!�� �������� ���������    ��������������
� ������
� ��
!��������������
� ������
� ��
!��������������
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� ��
!��������������
� ������
� ��
!����

Coarse sand - Vegetative bacteria
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B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���5555    6;6;6;6;�# ������������������ 
���� ���������	����������' $ /� , �
�������!�# ������������������ 
���� ���������	����������' $ /� , �
�������!�# ������������������ 
���� ���������	����������' $ /� , �
�������!�# ������������������ 
���� ���������	����������' $ /� , �
�������!����

"�����"�����"�����"�����5555    CCCC�1�
� ��
���������������� ��9�1�
� ��
���������������� ��9�1�
� ��
���������������� ��9�1�
� ��
���������������� ��9# !����������
�
# !����������
�
# !����������
�
# !����������
�
<���<� ��<� ��<� ����
� ���� �����������
��
��	���
� ���� �����������
��
��	���
� ���� �����������
��
��	���
� ���� �����������
��
��	�    ������ ������
������� ������
������� ������
������� ������
�

���������������� ���	�	�
� ��
����� ��������
��	!���������������� ���	�	�
� ��
����� ��������
��	!���������������� ���	�	�
� ��
����� ��������
��	!���������������� ���	�	�
� ��
����� ��������
��	!����

Velocity (m/d) Dispersivity (m)
Vegetative bacteria 2.35 0.003

Bacterium Burkholderia vietnamensis 

 
 
4.12.8 Continuous injection of columns 

4.12.8.1 Methodology 

"������� ��
�9�������	�����
��
��	����� ��<��������� ����	���	�
��� ����	�����������������
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"��� ��
�� ���� ��
� ����� ����� ��%����	� 
��� ������� 
�� � ����� ��������� ��	� ��	��� ���� ����

	�� 
!�������������������������7K6=E�����F�����
���%����	�������������� ��
�������� ��
����

����	��� ���������������� ��������� 
�����
��� ������� 
���%���������������������	���	��!�"���

���
��� ���� ���� 
��� ������� 
� ��%������� ��� ��������� ��	� ��	��� �
� ��� ��
� ��� ��� �����

	�
����� �������������������	���	�������������� ��
���
�������
��� ������
������
��� �����
����

�������� ��!�"��������������	���	����������%����	��������������=!;���F��������!�

?�
����������������������� 
�	�	���� ������
� ���������������� ������������!��� � ���������� ���� ��

� �������� ��
������� � �� �	������ 
���������� ��������	�� !�

4.12.8.2 Sampling of columns 

2��� ��
������
��� ��	��������
�	��� ���
������	���� ���
�
!�8 �>
������	��������	���������


�	��� ����
��� ��
���	������ &����������������	� ������� �9, 2<���	�8 �>
����	����������� ������


��� ��
!��

4.12.9 Results from the EC, pH and cell distribution 

4.12.9.1  Fine sand column 

"��� ��
� ��
� ����� ���� , 2� 
����	� ����� , 2� 92F2=<� �����
� �������� =!5;� ��	� =!;;!� "���

��	����������������������	�	� ������������
� �� ���������� ������
��� �������������!��

B����������
������	�� 
������� &����� �
��������������;!;���	�;!@!�"��
�������� &���������� �

��
� ��������������������������������������
��� �	��������	�4 � ���+ ������������������� ����������

�����	����������%����	!�T � ���+ ������
�
����� ��������� ��
����&J��������
��� ����!�����������


�����	�� ������� &�
������
�	���������� �����E!A!�������
����������
� ��
��������, 2���	�� &�����

���
��������� � ��	����!�

������������
��	����� ���������� ������	��
��� ���	��� ��������������
� ��	�	���� ����������� ��
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����� � ���� 9�����	
� ������ ������
�	�<!�"������������������������
� ��� ������ ��������
� �����

�������
������	���������������������
������������� 
��	��� ������������� ��!�

� ���B�
� ��� 5 6E� ���� ��������� �������������
� 9����
F��<� ��� ���� ���� ��� ��� ����� � ����� ��	�

Table 4-4� ���� ������������ ��� ���� 	�
����� ����� ��� ����
� ��� ���� ���� ��!� 8 � ������ 	��
��� �

���
� ������
���� ������ ������
��� ��
������ ������ ������ � ���	�� � 9A�==���	�6@�==<!� � ���

�� � ��	��� �� ���� ������������ ��� ���� ����� 	�
����� ����� �������������� ���
� ��	� ��� �� ������

	��
��� !�

Bacteria concentration vs. Time - Fine sand
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"�����"�����"�����"�����5555    5555������������������������OOOO�����F����� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�����F����� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�����F����� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�����F����� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!����

Time p1 p2 p3 p4 Outflow Outflow  EC (mS/m) pH
8:00  17:00 1053.00

1 4.38E+05 5.00E+04 4.38E+04 3.13E+04 6.25E+03 1.25E+06 492 5.69
2 1.00E+05 5.63E+04 1.25E+05 1.13E+05 3.75E+04 1.88E+05 520 5.51
3 1.29E+06 4.19E+05 3.00E+05 2.94E+05 2.69E+05 3.81E+05 545 6.24
4 5.50E+05 3.13E+05 2.56E+05 2.19E+05 1.19E+05 1.25E+05 535 6.2
5 1.28E+06 4.88E+05 2.63E+05 2.88E+05 4.50E+05 3.50E+05 569 6.19
6 1.06E+06 4.50E+05 4.75E+05 7.50E+05 5.88E+05 5.06E+05 540 6.79
7 1.68E+06 1.23E+06 5.44E+05 3.00E+05 2.25E+05 3.31E+05 575 6.83
8 3.76E+06 7.00E+05 3.50E+05 2.75E+05 5.25E+05 4.31E+05 550 6.82
9 4.01E+06 1.04E+06 5.94E+05 6.81E+05 4.25E+05 4.50E+05 513 6.75
10 5.04E+06 1.41E+06 8.25E+05 5.25E+05 5.25E+05 4.75E+05 500 6.7

Cells/ml

 

4.12.9.2 Coarse sand column 
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Bacteria concentration vs. Time - Coarse sand 
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Time p1 p2 p3 p4 OD-out OD-out EC (mS/m) pH
8:00 17:00 1053.0

1 2.13E+05 5.63E+04 3.13E+04 4.38E+04 1.19E+05 7.50E+04 504 5.7
2 5.00E+05 2.56E+05 1.88E+05 4.38E+04 5.00E+04 3.94E+05 525 5.7
3 8.19E+05 3.56E+05 3.94E+05 3.88E+05 4.75E+05 6.44E+05 601 6.1
4 2.64E+06 9.75E+05 5.19E+05 4.75E+05 6.50E+05 1.55E+06 620 6.4
5 4.11E+06 2.14E+06 1.22E+06 9.00E+05 1.06E+06 1.83E+06 632 6.3
6 4.34E+06 2.13E+06 1.56E+06 1.19E+06 1.76E+06 1.39E+06 640 6.3
7 4.19E+06 2.07E+06 1.54E+06 1.23E+06 1.56E+06 1.54E+06 568 6.8
8 4.12E+06 2.36E+06 1.48E+06 1.32E+06 1.39E+06 1.56E+06 565 6.8
9 4.14E+06 2.28E+06 1.64E+06 1.60E+06 1.23E+06 1.51E+06 593 6.7
10 4.51E+06 2.16E+06 1.56E+06 1.46E+06 2.19E+06 1.36E+06 569 6.8

Cells/ml

 

4.12.10 Hydraulic conductivity (K) reduction test 
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4.12.11 Results from the hydraulic conductivity reduction test - 
Fine sand column 
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Hydraulic conductivity vs. time - Fine sand
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Coarse sand column����
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Hydraulic conductivity vs. Time -  Coarse sand
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4.12.13 Conclusions  
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4.13 LABORATORY-SCALE EXPERIMENTS ON BACTERIUM – 

SERRATIA MARCESCENS 

4.13.1 Serratia marcescens 
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4.13.2 Source of bacteria  
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4.13.3 Preparations and growth of bacteria  

� !������
���
���
�
��������# � * ���	�������
�
���
���� ��� ������ �����
�������� � # � * �

��� # � * � # �� 6!7� * � 
�	�� �� �������� ��	� ;D � 
�� ��
�� 9������ ��� 
������� 5!C!� ���� ���� ��	���

���� �����
!� "��� ���� ������ # �� 6� ��� "����� , ������
�� =!=6
� 2� � 8 5!;&78 �� ��	� =!6
�

2�2�7�7&78 �������		�	!�1��������
�������5!C!7��������������� ��� �������!�

4.13.4 Adhesion tests 
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4.13.5 In-situ hydraulic conductivity reduction test 

4.13.5.1 Methodology 
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4.13.5.2 Packing of columns 

B�� �� ���� ��
������ � ����	������ ����
�� 
��	� ��� 	��������� ���� � ��������� ��	� ������ �����

��� �	�����������	�� �	������������	����	�����
�������������� ����� ��
�9���������2��� ����5��


�������5!:!7!7������ �����
�������
��
��	����� ��<!�

4.13.5.3 Continuous injection of columns with bacteria and media 
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4.13.5.4 Sampling of columns 
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4.13.5.5 Results from the EC, pH and optical density  
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Optical density vs. time - 24 Hour outflow
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4.13.6 Cell distribution in columns 
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Optical density vs. time - Column 1 (102 cells/ml)
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Optical density vs. time - Column 2 (104 cells/ml)
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Optical density vs. time - Column 3 (106 cells/ml)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 1 2 3 4 5 6 7

Time (days)

O
D

(6
90

nm
)  P1

 P2
 P3
 P4

 

 
B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���5555    7@7@7@7@�2�������������������
!�������2�������������������
!�������2�������������������
!�������2�������������������
!������OOOO2��� ���C!�96=2��� ���C!�96=2��� ���C!�96=2��� ���C!�96=

EEEE�����
F��<!�����
F��<!�����
F��<!�����
F��<!����



/��������� ���
���
����	���������
� ����
����' ���� 
�* �	����

107 

Optical density vs. time - Column 4 (108 cells/ml)
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4.13.7 Discussion of results 
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4.13.8 Hydraulic conductivity (K) reduction test 
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% Reduction in flow - Column 1, 2 and 4
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4.13.9 Summary of the results and discussion 

4.13.9.1 Hydraulic reduction test – coarse sand 
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4.14 REPETITION OF COLUMNS INJECTED WITH 106 AND 108 
CELLS/ML 
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Dissolved oxygen vs. time - Column A (106 cells/ml)  
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4.14.1 Cell distribution in Column A and Column B 
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Column A - Optical density vs. time - Sample ports (106 cells/ml)
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4.14.2 Hydraulic conductivity (K) reduction test – Column A and 
Column B 

"������� ��
������
��� � �	��������
�����	�� ���	� ����� ���� �������� �
�������������� 	��� ����

���	� ������� ���	� ��������
����
�� �������	��� �����
���������
��������	���
�!��

2��� �����96=E<���	�2��� ���# �96=A<���������

�	�����������!�"������
��������	����=!=;�

��
�������
�	����=!=;;������������>
�����������
���������������� ���������������!�"�����������

�������������
�����	�� ��������������	���
�������
�	����=!=E;!��

"���6==D ���	� ����������� 	��� �������	� ������� ��������������� ��	��������
��	�	�
����� ��������

����
� ��� ���� ���� ��� ��	� �� ����
������ ��� ���� ��	��!� ��� �
� ��� ������� ��� ����� ����� ����

�����������

��������������������������
�	�� ��	��������������	��� � ���	���������������!�

4.14.3 Results and discussion 
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5 TESTING AND APPLICATION OF BIOBARRIERS IN 
FRACTURED MEDIA 
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5.1 TESTING BIOBARRIER FORMATION IN SMALL DIAMETER 

PIPES 

5.1.1 Set-up of pipe experiments.  
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5.1.1.1 Conservative tracer transport 
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A – Pipe 1 

C - Weigh pipes 

B – Cut pipe in 3 Sections 

B – Aerobic growth  
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D – Drained samples E – Filter samples F – Weigh filters 

G - Bacteria mass on filter  
G - -80°°°°C bucket 

G - -80°°°°C fridge 
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5.1.3 Results and discussion 
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Pipe 1 and 2 - Total mass of bacteria adhered to pipe per section
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Pipe 1 and 2 - Total mass of bacteria free flow per section
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5.1.4 Conclusions for the pipe experiments 
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5.2 TESTING BIOBARRIER IN A SANDSTONE PARALLEL 
PLATE FRACTURE  
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5.2.1 Experiment 1 – 1.3 mm aperture 
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5.2.1.1 Materials and set-up of experiment 
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5.2.2 Methodology 
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5.2.3 Experimental approach 
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5.2.4 Procedure 
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5.2.5 Conservative and bacteria transport tests 
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 NaCl Breakthrough Curve - Experiment 1
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� ����� ��������
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� ����� ��������
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� ����� ��������
������ ����	��� �"1�2, 1�����, �� ��������6!����

Tracer Velocity vf (m/d) Dispersivity (m)
NaCl 147 0.06

Bacteria 61 0.07

Horizontal parallel plate fracture - Experiment 1
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - Optical density vs. Time
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - Mass Outflow vs. Time
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - Dissolved oxygen vs. Time 
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - Electrical conductivity vs. Time
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5.2.7 Hydraulic conductivity (K) reduction test  
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5.2.8 Light sensors 
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - Light sensors data
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5.2.9 Visible bacteria growth 
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5.2.10 Summary and conclusions of the parallel plate fracture – 

Experiment 1 
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5.3 EXPERIMENT 2 – 0.8 MM APERTURE 
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5.3.3 Conservative and bacteria transport tests 
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Parallel fracture - Experiment 2 - Bacteria and NaBr breakthrough
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 Bacteria Breakthrough Curve - Experiment 2
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Horizontal parallel plate fracture - Experiment 2

 
 
5.3.4 Results from the EC, pH, OD and DO measurements 

"��� ������ ��� ��
� �� �����	� � �	��� �� ���
����� 
��	����� ��� =!=67!� # �������� ��	� ��	���

��%������� ���� ���	� ������ � ��� 	�� � ���� ���� ���
�� 7=� 	�� 
!� "����������� ��������� ��	� ��	���

��%������� ���� ���	� ��� ���� ������

� ��	� ���� � ��	��� ��%������� ��� ���� ���������
!� "���

������ �����
��� �����	�����C7�	�� 
�� �	������
�����
��	��������	�����
!�"������� ����� ���

������������� �����
���������76���	�7CR2!���

����	���� 
����������������
��� &��, 2����	�

�� ������	��
��� ������������� ������������
� ��	�	���� ���������� ����!��

� ��� B�
� ��� ; 75� ��� B�
� ��� ; 7E� ���� ��
� ��
� ����� ���� � ��������� ���
� ������
� ��� ����

�� ����������	���� ���
�
!�"���� &����� �
���������� �
���������	������	���������E!;���	�@!�

� ����� � ��	���# ������ &�	���!�

measured

Fit



"�
���
���	��� � ������������# ���������
����B����� ��	�* �	���

145 

"���, 2�������
�
���� �	�� �������������
������	�� 
!������������	�� 
����
� 		���	�����
�����

���� , 2� ���� �
� ��
� ���
� ��	!� ������ 
����� 	�� 
� ���� , 2� 
������
�	� ��	� ������
�	�


��	� ���� !������� ����
��������
���������, 2���
���
����	���������� �76�9� ���B�
� ���; 75<!�

B������������������������ �7=������	
������ �6�� �������� ��������	�����
���%����	!�"��
�

������� ������
����� 
���� ��� ���� , 2� ����������	� ���
� ���� ���� � ���� ���� ��� ��%������� 9� ���

B�
� ���; 7;<!�"������ ��������
�������� ���	�����%��������
������������	����
�����	��� ��	������

��������� 	� ���
� ��%�������� ��� 
� ��
���� �������������
� ��� ��	��� ���� ���������� ���� ����

���������������������� ���������
� ��!��

Parallel plate fracture - Experiment 2 - Electrical conductivity vs. Time
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Parallel plate fracture - Experiment 2 - Electrical conductivity vs. time
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Parallel plate fracture - Experiment 2 - Dissolved Oxygen vs. Time
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5.3.5 Bacteria breakthrough – Real-Time PCR 
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Parallel plate fracture - Experiment 2 -  Real-Time PCR analyses
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5.3.6 Calculation of the hydraulic conductivity 
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Gradient 1 0.012 138 0.0023
Gradient 2 0.022 260 0.0043
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5.3.7 Hydraulic conductivity (K) reduction test 
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Parallel plate fracture - Experiment 2 - % Reduction in Flow
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5.3.8 Effect of increasing gradient on biobarrier stability 
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Day Gradient 
Average daily flow 

rate (ml/min) % Of original flow 
Day 31 0.012 1 0.72 
Day 33 0.012 1.8 1.30 
Day 35 0.012 2.45 1.78 
Day 37 0.012 4.2 3.04 
Day 39 0.012 5.2 3.77 
Day 41 0.012 2.62 1.90 
Day 43 0.012 1.99 1.44 
Day 45 0.022 1.3 0.50 
Day 46 0.022 10.3 3.96 
Day 47 0.032 30 7.89 
Day 49 0.032 37 9.74 
Day 51 0.032 45 11.84 
Day 52 0.032 52 13.68 
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Parallel plate fracture- Experiment 2 - EC vs. Time during flushing of plates
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5.3.9 Self potential techniques (SP) 
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5.3.9.2 Results from the comparison between the % reduction in flow 
and the self potential 
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5.3.9.4 Effect of increasing gradient on the flow patterns 
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% of Original flow and Self potential vs. gradient increase over time
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5.3.10 Flushing with NaCl 
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5.3.11 Flushing with sodium hypochlorite 
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5.4 DISCUSSION 
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6 FIELD APPLICATION OF BIOBARRIER TECHNOLOGY 
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6.1 SET-UP OF FIELD EXPERIMENT 

6.1.1 Methodology 
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6.2 PREPARATION OF BACTERIA AND MEDIA USED FOR THE 

FIELD EXPERIMENT 
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6.2.1 Media preparation 
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6.2.2 Bacteria preparation 
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6.3 TESTING THE EFFECTIVENESS OF A BIOBARRIER IN 
FRACTURED ROCK AQUIFERS 

6.3.1 Methodology for daily injection 
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Field day Volume media injected 
(l)

Volume bacteria injected (l)    
Cell concentration = (108 

cells/ml) Eventual (108 cells/ml)
Day 1 400 12 l 1.2*109

Day 2 300 12 l 1.2*109

Day 3 300 12 l 1.2*109

Day 4 300 12 l 1.2*109

Day 5 200
Day 6 300 12 l 1.2*109

Day 7 300
Day 8 300 12 l 1.2*109

Day 9 300 12 l 1.2*109

Day 10 300 12 l 1.2*109

Day 11 300
Day 14 200
Day 15 300
Day 17 200
Day 31 150
Day 35 150 6 l 6*108

Day 36 100 4 l 4*108
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6.4 DATA ANALYSES 

6.4.1 Media breakthrough  
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Field experiment - EC vs. Time
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6.4.2 Bacteria breakthrough – Real-Time PCR 
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 Bacteria Breakthrough Curve - Field experiment
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Static water levels vs. Time 
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6.4.4 Testing the effect on aquifer properties 

6.4.4.1 Methodology 
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% Reduction in Hydraulic conductivity - UO7, UO20 and UO14
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6.4.5 Flowmeter measurements 

6.4.5.1 Methodology 
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6.4.5.2 Flowmeter results 
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Field experiment - Flow meter data - UO14
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Field experiment - Flow meter data - UO20
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6.4.6 Borehole video camera 
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6.4.7 Rehabilitation of the aquifer 

6.4.7.1 Flushing with sodium hypochlorite (NaOCl) 
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7 APPLICATION OF BIOBARRIER TECHNOLOGY TO 
SOUTH AFRICAN AQUIFERS 

7.1 INTRODUCTION 
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7.3 GROUNDWATER REMEDIATION TECHNOLOGIES 
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7.4 ADVANTAGES OF BIOBARRIER TECHNOLOGY OVER 
SOME REMEDIATION TECHNOLOGIES 
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7.4.1 Physical barriers and biobarriers 
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7.4.1.1 Funnel and gate 
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7.4.2 Pump-and-treat systems and biobarriers 
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Physical barriers Advantage Disadvantage
Physical manipulation of the site.

Not cost effective at depths > 15 m.
Expensive to construct.

Remediation of homogeneous aquifer with high K-values. Fractured rock and karst aquifers are difficult to remediate.
Large volume of contaminated water to be pumped and treated.
Contaminants leach from sediments and pollute groundwater.

Clean-up time varies from years to decades.
Not cost effective.

Volatile contaminants from the dissolved phase to the vapor phase by 
way of air stripping

In situ treatment technology.

Mobilisation and removal of a contaminant 
through increases in the hydraulic head.

Mobilise and remove contaminants. Not cost effective.

Surfactant and alcohol flooding. Mobilise and remove contaminants. Not cost effective.

Less costly than other remedial options.
Application involves equipment that is widely available and easy to 

install.
Effectiveness dependent on appropriate indigenous microbial 

population and organic material present.
Technique does not produce waste products that must be disposed. Testing the ability of indigenous microbes is costly.

Time required for subsurface remediation may be shorter than other 
approaches (e.g. , pump-and-treat).

Sites cannot always be cleaned and closed rapidly within budget 
amounts and target dates.

Applied with minimal cost, disruption and time. Injection wells and/or infiltration galleries may become plugged by 
microbial growth or mineral precipitation.

Sites can be cleaned and closed rapidly within budget amounts and 
time.

Difficult to implement in low-permeability aquifers.

When correctly applied it is more effective, faster, and less costly than 
biostimulation.

May require continuous monitoring and maintenance.

Time required for subsurface remediation may be shorter than other 
approaches. 

Remediation may only occur in more permeable layer or channels 
within the aquifer.

Chemical flushing

Remediation technologies

BioStimulation is the modification of 
contaminated materials and sites to enhance 
the growth of indigenous microbes already 
present. It can include the use of fertilizers 
and other nutrients in an attempt to stimulate 
the microbes.

Air sparging
Injection of air directly into the saturated 
subsurface via either vertical or horizontal 
wells. 
Water flooding 

Addition of naturally occurring microbes to 
contaminated materials and sites. The 
correct microbes are added in sufficient 
quantities. 

Bioaugmentation

Extracting contaminated groundwater for 
treatment at the surface. Containment of contaminant.

Biostimulation

Pump and treat 

Physical containment of the contaminant with 
sheet pilling, grout injection, decant piling etc.

Containment of  contaminant.

����

����
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Physical barriers Advantage Disadvantage Biobarrier technology Advantage Disadvantage
Physical manipulation of the 

site (e.g. excavation and back-
filling).

Cause less surface disruption. 
Achieved without excavation.

Not cost effective at depths > 
15 m. No depth limitation.

Cost effective to construct.
Easy to remove barrier.

Funnel and gate.

Remediation of 
homogeneous aquifer 

with high K-values.
Fractured rock and karst 
aquifers are difficult to 

remediate. Containment of contaminant.
Large volume of contaminated 

water to be pumped and 
treated.

Bacteria degrade contaminant 
in situ.

Contaminants continue to 
leach out from the sediments 

and pollute more groundwater.

Decrease the K-value of 
aquifer, (cause contaminant to 

slow down).

Clean-up time varies widely, 
ranging from years to decades. Easy to remove barrier.
Not cost effective because of 

cost of rehabilitation at the 
surface. Cost effective to construct.

Remediation technologies vs. Biobarrier technologies

Physical containment of the 
contaminant with sheet pilling, 
grout injection, decant piling etc.

Containment of  
contaminant.

Extracting contaminated 
groundwater for treatment at the 
surface.

Bacterial biomass produced in 
situ  to contain or manipulate 
groundwater flow

Bacterial biomass produced in 
situ  to contain or manipulate 
groundwater flow and degrade 
contaminant.

Containment of 
contaminant.

Expensive to construct.

Not effective in Karst 
aquifers.

Not effective in Karst 
aquifers.

Pump and treat Biobarrier technology
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7.4.2.1 Comparison between pumping as hydraulic control and 
biobarrier as hydraulic control 
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7.5 BIOREMEDIATION TECHNOLOGIES 
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7.5.1 Bioremediation technologies for remediation of polluted sites 
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7.5.2 Serratia marcescens applied for biobarrier formation as well as 
bioremediation 
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7.6 IMPLEMENTATION OF BIOBARRIERS IN SOUTH AFRICAN 
AQUIFERS 
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���� ��� High matrix porosity Flow occurs in matrix Characterise flow system
Injection withdrawal tests
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���� ������	������� ��	 High fracture K Water and pollution flow in fractures Find most transmissive fractures
Characterise flow system

Injection - small interval in fracture zone
injection withdrawal tests

Bacteria injection until equally distributed
Nutrient supply

Monitoring
Rehabilitation

B����� �������B����� �������B����� �������B����� ������� Fracture flow is dominant Water and pollution flow in fractures Find most transmissive fractures
Fractures serve as preferred pathways Characterise flow system

Injection - small interval in fracture zone
Injection withdrawal tests

Bacteria injection until equally distributed
Nutrient supply

Monitoring
Rehabilitation
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� Fracture and karst flow Fracture areas are too big to target
Dissolution of soluble rocks

Low matrix porosity
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Biobarrier will not be effective 
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7.6.1 Practical implementation of biobarrier techniques in South 
African aquifers 
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7.6.2 Site characterisation 
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7.6.2.1 Aquifer tests 
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7.6.2.2 Slug tests 
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7.6.2.3 Fracture determination 
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7.6.2.4 Tracer tests 
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7.6.2.6 Measuring the flow rate in the fracture area 
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7.6.2.7 Geophysical logging of the boreholes 
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7.6.2.8 Multiple-parameter logging (pH, EC, redox potential and 
temperature) 
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7.6.3 Laboratory-scale experiments  
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7.6.3.1 Aerobic or anaerobic bacteria 
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7.6.3.2 Cell size 
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7.6.3.3 Adhesion 
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7.6.3.4 Bacteria transport and distribution 
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7.6.3.5 Biofilm production 
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7.6.3.6 Media used for bacteria cultivation 
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7.6.4.1 Transport tests  
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7.6.4.2 Hydraulic reduction tests 
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7.7 APPLICATION OF BIOBARRIER TECHNOLOGY TO  FIELD 
SITUATIONS IN SOUTH AFRICA 
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7.7.3 Dual porosity aquifers and fractured aquifers 
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7.7.4 Set-up of a field site 
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8 CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS 

8.1 CONCLUSIONS 

"���� � �� �
�����������
��������
������
�������� � ���������� ��������������
����� �� �����������

�4 � ����
!�

� ���� ����������
������ �
� �� ���� � ��� ������� �
� ���� ��� ���� 
� ���

� ��� �����������

��� �����������!�?��� � ������ 
��
��������������
������ �
�����

��� � � ����� ��� ���������������

����	���
���������������
� ���������������������
� ������������� ����	��������� � ��� ����������!����

�
� ��
�� �

������� ��� � �	��
���	� ���� �4 � ����� ��	� 	��������� ���� �� 	��� ���� � ��� �����
��

������ ��� � �
�����
�� ����� 	��������
�� ����� ���������
�� 	�
� ��
������
� ��	� ������ ��� �������

����� ��
!��

"�����
� ��
������������	����������
������
�
�
����	�����������������������

� �� ����
�

���� ����������
� ��������������
���
��������4 � ����!������� 
����������
�������������	������

����
���������� ������������ ��
������
��� ��
����
� 
� ��	�	���������������������	��������������

� ���
������
��������������� ���������������!��

"��� ���
�� 
��� � �����	
����������� ����������� �� � ��������� �
� ���� � 
�� ��� ���� �������� ����������


� ����
!� "����� ���������� 
� ����
�� ������ � 1!� � ����������� # !� ���������
�
� ��	� � !�

�����
���
���������
��	���	������ ���	������������������ ����	��������������������������

��
������������������������ ��� �����
!�

8.1.1 Biobarrier formation in porous media 
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8.1.2 Biobarrier formation in fractured media 
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8.1.3 Application of biobarrier formation in a dual porosity fractured 
rock aquifer 
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8.1.4 Advantage of biobarriers over current remediation technologies 
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8.1.5 Implementation of biobarrier formation in South African 
aquifers 

# ������������������
� ������������������������
���� �����4 � ����
��	� ���� ���
��� ������� ��	������

�4 � ����
���	������� ���������4 � ����
!��

"��������������

��������������
���������
���� �����4 � ����
������	�� ��	�����������������
�+ ��

��	� ���� ����
� ���� ��	� 	�
����� ����� ��� ���� ��������� ����� 
��� �� ���� �4 � ����� 
� 
���!�

# ������������������
� ��
������������ �����������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ����� ���� 
�

��	��!��

/���������  � ��	� ����	 
����� ��� �������
� 
���� ����� ����������� ��������
� � �
� 	��������� � ��

���������������
� �������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ������	� ���� ���
��� ������� ��	������

�4 � ����!�
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BURKHOLDERIA VIETNAMENSIS 
 
Results from the EC, pH and cell distribution in columns - Fine sand 
column 
 
Fine sand column 
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Electrical conductivity vs. Time - Fine sand 
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Cell distribution in columns 
"�����6"�����6"�����6"�����6������������������������OOOO�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	�����������������
��	����� ��!����

Time p1 p2 p3 p4 Outflow Outflow  EC (mS/m) pH
8:00  17:00 1053.00

Day 1 0.070 0.008 0.007 0.005 0.001 0.2 492 5.69
Day 2 0.016 0.009 0.020 0.018 0.006 0.03 520 5.51
Day 3 0.207 0.067 0.048 0.047 0.043 0.061 545 6.24
Day 4 0.088 0.050 0.041 0.035 0.019 0.02 535 6.2
Day 5 0.205 0.078 0.042 0.046 0.072 0.056 569 6.19
Day 6 0.170 0.072 0.076 0.120 0.094 0.081 540 6.79
Day 7 0.269 0.196 0.087 0.048 0.036 0.053 575 6.83
Day 8 0.601 0.112 0.056 0.044 0.084 0.069 550 6.82
Day 9 0.642 0.167 0.095 0.109 0.068 0.072 513 6.75
Day 10 0.806 0.225 0.132 0.084 0.084 0.076 500 6.7

Optical density

 
 
Results from the EC and pH - coarse sand column 
 
Coarse sand column 
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Electrical conductivity vs. Time - Coarse sand
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Cell distribution in columns 
"�����7"�����7"�����7"�����7������������������������    �8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	����������������
��
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	����������������
��
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	����������������
��
��	����� ��!�8 � ������	��
��� ��� &���	�, 2�	����������������
��
��	����� ��!����

Time p1 p2 p3 p4 OD-out OD-out EC (mS/m) pH
8:00  17:00 1053.0

1 0.034 0.009 0.005 0.007 0.019 0.012 504 5.7
2 0.080 0.041 0.030 0.007 0.008 0.063 525 5.7
3 0.131 0.057 0.063 0.062 0.076 0.103 601 6.1
4 0.423 0.156 0.083 0.076 0.104 0.248 620 6.4
5 0.658 0.343 0.195 0.144 0.170 0.292 632 6.3
6 0.694 0.340 0.250 0.190 0.282 0.223 640 6.3
7 0.671 0.331 0.246 0.197 0.250 0.246 568 6.8
8 0.659 0.377 0.237 0.211 0.222 0.249 565 6.8
9 0.662 0.365 0.262 0.256 0.196 0.241 593 6.7
10 0.721 0.345 0.249 0.234 0.351 0.217 569 6.8

Optical density
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SERRATIA MARCESCENS 
 
Results from the EC, pH and cell distribution - coarse sand column 
 
Coarse sand column 
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Electrical conductivity vs. time - 24 Hour outflow
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Optical density vs. time - Column 1 (102 cells/ml)
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Optical density vs. time - Column 2 (104 cells/ml)
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Optical density vs. time - Column 3 (106 cells/ml)
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Optical density vs. time - Column 4 (108 cells/ml)
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SERRATIA MARCESCENS 
 

TESTING OF BIOBARRIERS IN SMALL DIAMETER PIPES 
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BIOBARRIER THROUGH A SANDSTONE PARALLEL PLATE FRACTURE – 
EXPERIMENT 1 AND 2 

 
RESULTS FROM THE EC AND PH MEASUREMENTS 

 
 



�� � ��	���# �

 253 

"�����6�1�
� ��
�����' �� ��6!"�����6�1�
� ��
�����' �� ��6!"�����6�1�
� ��
�����' �� ��6!"�����6�1�
� ��
�����' �� ��6!����

Pipe 1
Name Pipe Length Vol Out Vol Out Vol per length Adh in pipe Filter -  dry Bugs on filter Total cells - dry

(m) (ml) (g) (ml) (9.4 ml/m) (g) (g) (g) (g)

FF P1-1 3.96 23.2464 22.7197 37.6191 0.3309 0.0251 0.0251

FF P1-2 4.19 38.5000 38.8500 39.8050 0.1618 0.0043 0.0043

FF P1-3 3.86 31.5819 31.5661 36.6701 0.2149 0.0267 0.0267

Adh P1-1 3.96 14.8994 0.6600 0.0559 0.0559

Adh P1-2 4.19 0.9550 0.0790 0.0092 0.0092

Adh P1-3 3.86 5.1040 0.1545 0.0091 0.0091  
 

 

FF P1-1 Free flow volume - Pipe 1 - Section 1

Adh P1-1 Adhesive volume - Pipe 1 - Section 1

FF P1-2 Free flow volume - Pipe 1 - Section 2

Adh P1-2 Adhesive volume - Pipe 1 - Section 2

FF P1-3 Free flow volume - Pipe 1 - Section 3

Adh P1-3 Adhesive volume - Pipe 1 - Section 3  
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Pipe 2
Name Pipe Length Vol Out Vol Out Vol per length Adh in pipe Filter -  dry Bugs on filter Total cells - dry

(m) (ml) (g) (ml) (9.4 ml/m) (ml) (g) (g) (g)

FF P2-1 3.96 31 31.5640 37.6200 0.8203 0.0723 0.0723

FF P2-2 4.19 30.5694 30.2797 39.8032 0.2329 0.0114 0.0114

FF P2-3 3.86 32 31.9691 36.6700 0.3190 0.0180 0.0180

Adh P2-1 3.96 6.0560 0.2455 0.0247 0.0247

Adh P2-2 4.19 9.5234 0.2616 0.0083 0.0083

Adh P2-3 3.86 4.7009 0.1332 0.0138 0.0138  
 

FF P2-1 Free flow volume - Pipe 2 - Section 1

Adh P2-1 Adhesive volume - Pipe 2 - Section 1

FF P2-2 Free flow volume - Pipe 2 - Section 2

Adh P2-2 Adhesive volume - Pipe 2 - Section 2

FF P2-3 Free flow volume - Pipe 2 - Section 3

Adh P2-3 Adhesive volume - Pipe 2 - Section 3 �
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BIOBARRIER THROUGH A SANDSTONE PARALLEL PLATE 
FRACTURE – EXPERIMENT 1 
 
Results from the EC and pH 
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - pH vs. Time
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Parallel plate fracture - Experiment 1 - EC vs. Time

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

0 5 10 15 20 25 30

Time (days)

E
C

 (m
S

/m
)

EC (mS/m) - Pre-injection

 

B�
� ���7B�
� ���7B�
� ���7B�
� ���7�' ��������� �������� ���������' ��������� �������� ���������' ��������� �������� ���������' ��������� �������� ��������    �, 2��
!������
��� �!�, 2��
!������
��� �!�, 2��
!������
��� �!�, 2��
!������
��� �!����



�� � ��	���# �

 257 

BIOBARRIER THROUGH A SANDSTONE PARALLEL PLATE 
FRACTURE – EXPERIMENT 2 
 
Results from the pH measurements 
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Parallel plate fracture - Experiment 2 - pH vs. Time
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APPENDIX C 
 
 
 

APPLICATION OF BIOBARRIERS IN THE FIELD 
 
 
 

RESULTS FROM AQUIFER HYDRAULICS 
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Days K value (m/d) % Reduction in K
Day 0 445.9
Day 20 70.0 84.3
Day 27 207.0 53.6
Day 30 239.2 46.4
Day 34 259.8 41.7
Day 38 238.4 46.5
Day 40 242.8 45.6
Day 42 248.4 44.3
Day 44 277.7 37.7
Day 48 386.0 13.4
Day 51 399.0 10.5

Days K value (m/d) % Reduction in K
Day 0 590.4
Day 16 235.0 60.2
Day 20 329.8 44.1
Day 27 392.8 33.5
Day 30 455.0 22.9
Day 34 375.1 36.5
Day 38 476.2 19.3
Day 40 375.1 36.5
Day 42 447.4 24.2
Day 44 462.5 21.7
Day 48 579.0 1.9
Day 51 588.5 0.3

Days K value (m/d) % Reduction in K
Day 0 305.1
Day 16 181.0 40.7
Day 20 188.0 38.4
Day 27 240.7 21.1
Day 30 262.9 13.8
Day 34 246.1 19.3
Day 38 242.3 20.6
Day 40 230.4 24.5
Day 42 249.4 18.3
Day 44 258.7 15.2
Day 48 278.0 8.9
Day 51 301.7 1.1

UO7 

UO20

UO14
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EFFECT OF INCREASING GRADIENT ON THE GROUNDWATER FLOW 
PATTERNS 

 
 
 

 
 



�� � ��	�����

 261 

EFFECT OF INCREASING GRADIENT ON THE GROUNDWATER FLOW 
PATTERNS 
��� �5��� �5��� �5��� �5�������� ���� ���� ���� ���� ���� ��� �;��� �;��� �;��� �;����

�������������������������������� ����
����
����
��� �@��� �@��� �@��� �@�������� ���� ���� ���� ���� ���� ��� �A��� �A��� �A��� �A����

�������������������������������� ����
����
����
��� �:��� �:��� �:��� �:�������� ���� ���� ���� ���� ���� ��� �6=��� �6=��� �6=��� �6=����

�������������������������������� ����
����
����
��� �66��� �66��� �66��� �66�������� ���� ���� ���� ���� ��� �67��� �67��� �67��� �67����

�������������������������������� ����  
B�
� ���6�� ����� ������������
� ������
�B�
� ���6�� ����� ������������
� ������
�B�
� ���6�� ����� ������������
� ������
�B�
� ���6�� ����� ������������
� ������
�OOOO�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �5������� �67<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �5������� �67<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �5������� �67<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �5������� �67<!����



�� � ��	�����

 262 

��� �6;��� �6;��� �6;��� �6;�������� ���� ���� ���� ���� ��� �6E��� �6E��� �6E��� �6E����

�������������������������������� ����
����
����
��� �6@��� �6@��� �6@��� �6@�������� ���� ���� ���� ���� ��� �6A��� �6A��� �6A��� �6A����

������������������������������������ ����
����
����
��� �6:��� �6:��� �6:��� �6:�������� ���� ���� ���� ���� ��� �77��� �77��� �77��� �77����

������������������������������������ ����
����
����
��� �7C��� �7C��� �7C��� �7C����

  
B�
� ���B�
� ���B�
� ���B�
� ���7�� ����� ������������
� ������
�7�� ����� ������������
� ������
�7�� ����� ������������
� ������
�7�� ����� ������������
� ������
�OOOO�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �6;������� �7C<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �6;������� �7C<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �6;������� �7C<!�������
�	�
��	����������� �������	����9��� �6;������� �7C<!����



��
������

 263 

��
�������
�������
�������
���������
����

# ���������� ���������� ���� �� 	��� ���� �������� ��� 
��� �	������ ����	������� ��� � �� ���# ���������� ���������� ���� �� 	��� ���� �������� ��� 
��� �	������ ����	������� ��� � �� ���# ���������� ���������� ���� �� 	��� ���� �������� ��� 
��� �	������ ����	������� ��� � �� ���# ���������� ���������� ���� �� 	��� ���� �������� ��� 
��� �	������ ����	������� ��� � �� ���

������!������!������!������!����

' ��� ���
�
�� B��� ��� � ��� -��� ���� � ������
� ��	� �
���� ��� ���� ��
���� ��� ���� � ��� �	������


�� 	��
��$ �����
��� ��������B����� ������# �������������� �� ���������!�

"��� ���� ��� ���
� ���
�
� ��
� ��� 	��������� ���� ����
� ���� � ��� �����
� ��� ��������� ����� 
��

� ���� 
� ��	��� ��	� ������ ��	� ����� �4 � ����
� ��	� ��� ��
�� ���� �����������

� ��� �����������

����������������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ������	� ���� ���
��� ������� ��	�������4 � ����!�

"��
���
�	�������	����������������������
��
������
����������	�����
� �
� ������� �� 

��
����

�������4 � ����
!�

"����� ���������� 
� ����
�� ������ � 1��� ������� � ����������� # � �����	����� ���������
�
� ��	�

� �������������
���
���������
��	���	������ ���	������������������ ����	�����������������

�����������
������������������������ ��� �����
!�

"��� �����������

� ��� ����������
� ���� ��	� ���
� ���� �� 	��� ���� ���	� ������� � ��� � ���� 
� ��	�

������ ��	���	�����
���
��	��������������  
��������� ��
�� ����	������� ���� 
�
��	����	���

����+ ������ � �������� � ����� ������ ��� ����� ��� �� ���� ��� ��� =!A� ��!� "��� � ���� 
� 
��	� ��	�

� ��������� ����������� ������������� ����	�������������
� 
� ��
�������� �������������
���
���	�

���� ���������	��������
� ������ �������������
�����������������������
���	��������
� ��	��
�

	�����
������� 	��� �������	� ������� !�

"��� ��
� ��
� ����� ���������� � ��� �������
� ��� � ���� 
� ��	� ������ ��	� ��	��� 
����	� �����

� �������������
���
����������������� ������	� ��������� 	��� �������	� ������� ����� ���� 
�
��	�

�
������ �
� �� � �������� � ����� ������ ��� �� ������ ����� :=D !� # ���������� ��������
� � �
� ��� 
� ��

������������	�������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ����� ���� 
���	������� ��	���	��!�

"��������������

��������������
�������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ������	� ���� ���
��� �

������ ��	� ������4 � �������
� ��
��	���� �������� � 
� ��
��
������� ���� $ �����
��� ���� ����B����

� ������� �� ���������!����A5D ���	� ��������������� 	��� �������	� ������� ���
����
� ��	��������

��%������� ��������� ������ 7=� 	�� 
!� �� E=D � ��	� ������ ��� ���� �� 	��� ���� ���	� ������� � ��
�

�������	�6=����������%����������������������6E�	�� 
���	���5=D ���	� ��������������������

��������
�7=��������������%���������������!��



��
������

 264 

B���� ���� ��
� ��
�� ��� ��� �	����
���� ���������������
���������
�����
��	��������	�
�����!�

"�����
� ��
�
����	����������
�� �

��������	�����
�������� 	��� �������	� ������� ���������� ��
�

�����	�
�����������������%���������������!�# �
�	�������
���
�����������������������������
�

��������������	�������	� ���
������� 	��� �������	� ������� ������	� ���� ���
��� ������� ��	������

�4 � ����!�

. ������ � ���	� ��� � �� ������������4 � ����
������������� ��������
� ���������������� ��� ���������

������� ���4 � ������� � �
�������� ������ ����
���	���	��4 � ����
������	� ���� ���
��� ��4 � ����
���	�

���������� ��	��4 � ����
!�"����� � ����������������������
�������
���4 � ����
�������������� �

����!��

"��� � ��������� ��� � 
��
� ����������� ��������
� � �
� �� ����
� ��� �������� ��� ��	� ��� ����

�� 	��� ���� ���	� ������� � ��� 
��� �	������ �
� � ���������� ������ ��
�� ���������� ��	� �����������

����� ���� � ������ 
� �
� ������ ������������ ��������
��
!� "��� �� ��� � ��������� ���� ���
�

��������
� � 	�� ��	
� ��� ���� ��������� � 
�	� 	� ���
� ���� ����
��
������ ��	� ���� �4 � �����

���	�����
!�"���
� ���

�����������������������
� �������
������������	��� ���������
����

����� �������	������� ��������
��
� ��� 
��� ������� 
�� � �������� ��	� ��	� ��� ���� ����� ��� ��

������������� �� ������������
��	�
��	��
���!��



8 � 
�����
�

 265 

8 � 
�����
8 � 
�����
8 � 
�����
8 � 
�����
����
����

# ���������������
�������	�����������������������
�������
���	���������� � �	# ���������������
�������	�����������������������
�������
���	���������� � �	# ���������������
�������	�����������������������
�������
���	���������� � �	# ���������������
�������	�����������������������
�������
���	���������� � �	    ������!������!������!������!����

' ��� ��
�
�� B��� ������-��� � ������
��� � �����/��	��� !� ��
���� � �� ���� � ���	������ � �� 	��
��

$ �����
����������	���?�� 
������# �������������� � �	 ������!�

����	��������	�����
�
��
��
����
��

# �� ����
� ���� 	��� 	����������	���	� ��� �������� ����
��� � �� ���� ��������\ � ��� 	�� �� Q��

� ���� 
�� ������
� �
���� 
������� � �	�� ��������� ��� ���� �����
!� ���� �������������� ����

����������
��
�
�����
���������� ���������������\ �����	��������\ ���
�������	�����	�����
��


����	��
�����Q�������� � ��������������������
!�

����	��������	��������
��
��
���������� �����������������������
���Q��
�
����������	��
���

���
�����������������������������!�

?���	���	��������	��������
��
�� �
�	������� �
���������\ �
�����
������
����
���������������

	��� ���
� ����������� ����������� ����
��� � �� ��
��!� ���� ���
��	�� ��������\ � �
� 
���� ��N�

1��� �������� �����������# � �����	��������������
�
����� �������������
���
!�

/���������� � 
����� ��� ��������� �
� 
�	���� ��� 	��� �������������� ���� ��������\ � ��� 	���

��	�����
�� 
����	��
� ���� � ���� 
�� ��	��� ��� Q�� ������ � �� ��� ������	���� ��� ����
!�

, �
� ���������
�� ���	������
��	��������������
� ���������9���������
�
�� �������� ���� 
��

������
<����Q������
�������� ���������� ����������� � ����
� ��������9������ � ���� ����
�����=!A�

��<!��

# ������� ��� �������������
���
�������������	����
�������	��	��������������	���� ���������

� ����� ������ � �� 
�� ��� !� ���� 	���� �������� ��
� ��� 	��� �����	�
�� ���
� ���	��
� ����

��������\ � ���	������������ � ��������� � ����� ������ � �� ���� ��� ����������	��� ���� Q�� �������� ���

��������\ ����
�����
��
����Q������������	�����	�����
��
����	��
�����	���� ���� 
��������
�

���	��������� � �!��

���� ��
� ������ ���� 	��� � ���� 
�� ��� 
������� � �	�� ������
� ��
� ��������� ���� 
������ 	���

�������� ��� �������������
���
� �����	��������\ ���
�������	�����	�����
��
����	��
�����

� ���� 
��������
���
����Q�� ������ � �������������
�:=D � ���������
!����������	��
�����	� 
�



8 � 
�����
�

 266 


���������	�	�������������
�����Q�����������������	���
����	�����	�����
��
����	��
�����

Q��� ���� 
�����
������� � �	����	������������
!�

������������������ ��������������
� �
����� ��� Q�� ������ � �����������
�����
!����� ����
������� �
�


���\ ��� �	������� � 
�����	���$ �����
����������	���?�� 
���������� � �	 ������!��

Q��A5D �����������	�����	�����
��
����	��
��
����6E�	���
���������	������ ��� �����
��!�Q��

E=D � ������� �
� ��� Q�� ����
��� 6=� ������ ������ 	��� ��� ��� � ����
��� 
������ ��� Q�� 5=D �

����������Q������
���7=�������������	������ ��� 
��!��

������
� ����������
������	�������������������
�����������������Q����
���	�
���
��
��������	�

��� 	��� 	��� ��	�����
�� 
����	��
� ���� Q�� ��
���	� 
����������� ���� ���	!� � ���
���� �� � 	���

�����
��
������	��������	��
�
���������	�	�������������������
���Q��
���������	���
����

	�����	�����
��
����	��
�����Q�������� � ������������������������
��

# ���������
�
���������������������	��������	������������������� �
����� � �	 ���������������	���

� ����
���	���	�����������	���	� ���� ���
��� �������������	��������� ��	���������!�# ���������
�


��������������������
�������
��������������!�

# ���������
� ���� 	��� 	���� ���� ���������
� ��� ������� ��� 	��� ��	�����
�� 
����	��
� ����


���	������
���� ����
��������������
������������������	�����
��
�	������
�������	���

����	�
��� �	�
�������
���� ��!��

����������������������	��� ��
����
���
��������
�����	��� ��� ����������\ �����
���� ������	��

�
����	��������������
���	�!��

# ���������
� ���� ��
� ����� 
� �
�
���� ���
� �
� 	��� ���� �������	��
������	�
�


����������� ���	!� ���� 	���� 
��� 	� 
� ���
� ��� �������	��
��� ���� ��� � �
� ����� �� 	���

��
��	����

� �� �����
����������	!��

 



/�
�����������������
�

 267 

/�
�������������/�
�������������/�
�������������/�
�����������������
����
����
����
����

• α/� ���
� ��
����� �����	�����������������9���
��� 	����<!�

• α"� ���
� ��
����� �����������	�����������������9����
���
��<!�

• �� . �O������������
��� �	�����!�

• ��O�2��

 
������������������������� ��!�

• ��O�2����������������	�

����	�
���	
!�

• 2�O�� ��� ����������������!�

• 2F2��O�"����������� ������������
����
� ��	������ ������	��
��� ������
��� ���	���	�	�

�� ������������� ������������
!�

• ����
F���O�2���
�� �������������!�

• ���O�2���������!�

• ��O��4 � ������������

�9��������������������

���������� ���+ ���<!�

• �K� �, ��������������� ����	���� 
���������������!�

• 	2F	� �2�������������
��	����!�

• �	�O������ 
����������������!�

• 	�F	��O�' ��+ ��������
��	����!�

• �/�O�/��
��� 	�����	�
� ��
����������������9�7F
<!�

• �8 �O���

����	���� 
���9�
<!�

• �"�O"���
���
����� 	��	� ������	�
� ��
���������������!�

• U �O�3 ���������� ���
��� !�

• , 2�O�, �������������	� ������� !�

• , 2' �O�, ���� ����� ����� ��� ���
!�

• , ' � �O�, ��� ��� 
�������	�
!��

• B� �* �

���� �����
��� ���� ���� ���������� ���� ��������!�

• B. � �O�B� ��������
����!�

• 
�O�� ���!�

• 
F��O�� ����� ��������!�

• 3 �O�&� 	��� �������	� ������� �9�F	<!�

• /�O���� ��!�

• ��O�/����!�

• �F
�O�/����
�� ���
����	!�

• * �O���%����	���

�����������9�
<!�



/�
�����������������
�

 268 

• ��O�* ����!�

• �F	�O�* ������ ���	�� !�

• �7F	�O�� 4 � ���������
�� ���	�� !�

• �CF	�O�2� ���������
�� ���	�� !�

• ���
��O�* ����
������������
��������!�

• ��
��O�* ����
�������
��� �	������!��

• �
F��O�* ����
���
�� ��������!�

• ����O�* ��� ��
!�

• ���O�* ���������!�

• ��F����O�* ����������� ������� ��!�

• ��F��� ��O�* ����������� ������ �!�

• �� F��O�* ���� � �����
�� ��������!�

• -�2��O�� �	�� ��2�����	�!�

• -�# ��O�� �	�� ��# ����	�!�

• -�8 2��O�� �	�� ��&� � ���������!�

• ���O�, ���������� ���
��� !�

• - -�O�-�� ���� -�� ������ ����!�

• 8 ��O�8 � ������	��
��� !�

• ' 21�O�' ��� ����
����������������!�

• ' 8 "�O�1�������!�

• ' ?�O�' �������� ��!��

• T �O�B��� ����!�

• 1� ��O�1����� ������� ��!����

• 1" ' 21�O�1��� �����' ��� ����
����������������!�

• � ' �O�� ����� ��������!�

• � 1# �O�� � �� ���� ��	� ���
���������!�

• "2, �O�"��������������!�

• "* � �O�"�����* �� ������� ��� � !��

• ��O�� ��� �	�������������� �� �	������� ����
��	�����9�F
<!�

• ?��O������
�	����������������� !�

• ���O������
������������������ !�

• �� O���
������ 9�<��������� �������� ��� ��������	��� ����� ��� � 	��������� 9	������������


��� �	����������<!�


