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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Prema porijeklu spojeve u okolisu koji sadrze perkloratni anion (ClO4 ) mozemo podijeliti na
prirodne i antropogene. U susnim i polusu$nim podrucjima perklorati nastaju prirodnim
procesima u atmosferi. Zahvaljuju¢i Sirokoj primjeni ovih soli velike koli¢ine perklorata se
sintetiziraju. Perklorati se uvelike koriste u industriji i sastojak su umjetnih gnojiva. Nemarno
odlaganje industrijskog otpada te pretjerana primjena u poljoprivredne svrhe dovele su do
povecanog nakupljanja perklorata u prirodi.

Velike koncentracije perklorata u okoliSu uzrokovale su prilagodbu mikroorganizama
koji su razvili mehanizme za redukciju perklorata. Radi se o perklorat reducirajuéim
bakterijama (PRB). Mehanizam redukcije dogada se u prisustvu dva enzima: perklorat
reduktaze 1 klorit dismutaze. Njithovom se aktivnoS¢u Stetni perklorat razgraduje do kisika
(O2) 1 kloridnog aniona (Cl ). Rast i aktivnost PRB-a ovisi o uvjetima okoliSa u kojemu se
nalaze. Optimalna vrijednost temperature, pH 1 saliniteta nuZzne su za normalnu metabolicku
aktivnost PRB-a. Za aktivnost je bitna dovoljna dostupnost elektron donora (acetat, etanol,
vodik). U realnim uvjetima okoliSa za PRB glavnu prepreku u razgradnji perklorata
predstavlja prisutnost drugih elektron akceptora poput nitratnog aniona (NO; ), kisika (O,),
sulfatnog aniona (SO,”") i kloratnog aniona (ClO;). Oni mogu usporiti rad perklorat
reduktaze (poput NO;"), inaktivirati ju (O, SO4%) ili uzrokovati kompetitivnu inhibiciju
(ClO3).

Danas postoje metode kojima se nastoji smanjiti koncentracija perklorata u okoliSu.
Glavni medij rasprostranjivanja perklorata je voda, stoga su postoje¢e metode usmjerene na
smanjenje koncentracije perklorata u vodenim povr§inama. Metode za prociS¢avanje se mogu
podijeliti na fizikalno-kemijske metode i1 na bioloSke metode. Primjena PRB-a ubraja se u
bioloSke metode i zasniva se na sposobnosti PRB-a da reduciraju perkloratni anion do

kloridnog aniona.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Razvoj naprednijih analitickih metoda devedesetih godina proslog stolje¢a osvijestio je
problem povecane koncentracije perkloratnog aniona (ClOs ) u okoliSu. Povecane
koncentracije zamijeCene su u povrSinskim i podzemnim vodama, ali i1 u mnogim
prehrambenim proizvodima. Najveée koncentracije perklorata otkrivene su u tkivu voca i
povréa te u mlijeku i mlije¢nim proizvodima.'? Poveéani unos perklorata u ljudski organizam
utjece na unos joda putem Stitne Zlijezde remeteci rad natrij-jod simportera. Jod je bitan za
sintezu hormona Stitnja¢e te njegov manjak moZze dovesti do hipotireoze zbog Cega je
perklorat u povecanim koncentracijama posebno Stetan za novorodencad i djecu, ali i za
odrasle. Stoga su u pojedinim drzavama odredene maksimalne dozvoljene koli¢ine dnevnog
unosa perklorata. Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) odredila je maksimalni
preporuéeni dnevni unos od 0,3 pg kg™’ tjelesne mase” dok je u SAD-u agencija za zaititu
okolisa (US EPA) predlozila preporugenu dnevnu dozu do najvise 0,7 pg kg™’ tjelesne mase
$to odgovara koncentraciji od 15 pg cm ™ u vodi za pice."

Do danas je predlozeno vise metoda za uklanjanje perklorata iz okoliSa. One su
uglavnom usmjerene na smanjivanje koli¢ine perklorata u industrijskim otpadnim vodama te
prema smanjenju udjela perklorata u gnojivima i1 poljoprivrednim povrSinama. Metode se
dijele na fizikalno-kemijske medu koje spadaju specificna i nespecificna ionska izmjena,
membranska filtracija, adsorpcija aktivnim ugljenom 1 kataliticka redukcija, te bioloske
metode u koje se ubrajaju fitoremedijacija i bioloska redukcija.'

Prisutnost perklorata u okoliSu uzrokovala je prilagodbu mikroorganizama na
perklorat. S vremenom ti su mikroorganizmi razvili mehanizam pomoc¢u kojeg mogu
iskoristiti perklorat za stani¢nu respiraciju. Koji su to izvori i1 uzroci prisustva perklorata u tlu
1 vodama, na koji nacin ti mikroorganizmi razgraduju perklorat u okoliSu, te kako na koji
nacin uvjeti okoliSa u kojima se nalaze utje€u na njihov rast i aktivnost? Cilj ovoga rada je
dati odgovore na ta pitanja. U ovom radu bit ¢e predstavljena Monodova jednadzba,
matematicki model kojim je opisana kinetika rasta bakterijske biomase, kinetika redukcije
perkloratnog aniona te kompetitivna inhibicija kloratnog aniona. Na kraju ¢e biti izloZen osvrt
na primjenu perklorat reducirajucih bakterija (PRB) u svrhu uklanjanja perkloratnog aniona iz

vodenih povrSina.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Porijeklo perklorata u okoliSu
Izvore perklorata u okoliSu mozemo podijeliti na prirodne i antropogene. Perklorat nastao
prirodnim putem u okolisu akumulira se uglavnom u su$nim i polususnim podruc¢jima koja ne
podrzavaju ili u manjoj mjeri podrzavaju biolosku aktivnost mikroorganizama i biljaka koje
imaju moguénost bioredukcije tj. fitoremedijacije perklorata. Vece su koncentracije perklorata
pronadene u podruéju Cilea, Velike nizine u SAD-u, Boliviji, Antarktici, juznoj Africi, Kini,
Ujedinjenim Arapskim Emiratima i Kanadi.'” Perklorat se uglavnom moZe pronaéi uz
prirodne depozite minerala nitrata, tu se istiu depoziti na podruéju Cileanske pustinje
Atacama, te uz depozite potase (kalijev karbonat, K,COs) i minerala koji sadrze fosfor.'”
Ispitivanja koliine perkloratnog aniona u uzorcima tla s podruc¢ja Atacame pokazala su
prisustvo perklorata u rasponu od 0 do 5,7 g perkloratnog aniona po kg uzorka tla. Uzorci tla s
podrugja Novog Meksika pokazali su udio perklorata u rasponu od 0,025 do 3,7 g kg', a
uzorci tla s podrugja Bolivije udio perkloratnog aniona u rasponu od 0,5 do 1,7 g kg !
Prirodni procesi koji vode nastanku perklorata odvijaju se u stratosferi reakcijama
oksidacije kloro-oksoaniona ozonom i reakcijom foto-oksidacije djelovanjem UV zraenja.
Tako nastali perklorat iz atmosfere dolazi na povrSinu tla suhim taloZenjem (atmosferskim
aerosolima 1 plinovima te eolskim procesima) 1 mokrim taloZenjem (otopljen u kapljicama
vlage). Zahvaljujuci tim procesima perklorat se moze pronaci u razli¢itim okoliSima barem u
tragovima. Njegov maseni udio u tlu i podzemnim vodama varira na razli¢itim lokacijama od
107" do 10° pg kg ™' Laboratorijskim eksperimentima uspjesno su izvedene kemijske reakcije
za koje je bilo pretpostavljeno da vode do nastanka perkloratnog aniona u stratosferi.
Oksidacija kloridnog aniona (Cl ) 1 kloro-oksoaniona ozonom, uz iznimku kloratnog aniona
(ClO3 ) koji ne ulazi u reakciju s ozonom, te foto-oksidacija hipokloritnog aniona (OCI ) i
kloritnog aniona (CIO; ). Perklorat je takoder dobiven reakcijom radikala CIO- sa sumpornom
kiselinom (H,SO4). Pokazalo se da je kolicina dobivenog perkloratnog povezana s
oksidacijskim brojem klorova atoma. Vrste s viSim oksidacijskim brojem klorova atoma imale
su vece iskoriStenje. Tako je dobiveno iskoristenje od 2,7% do 0,5% =za oksidaciju
CIO, /Cl0O,, dok je oksidacijom OCI /HOCI dobiveno iskoristenje od 0,02 do 0,005%.4

Reakcija kloridnog aniona i ozona, ¢ak i kada su u reakciji prisutni u ve¢im koncentracijama,
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

vrlo je spora (v = 20 - 10 mM min ")* §to se pozitivno odraZava na ouvanje ozonskog
omotada Zemlje s obzirom na prisutnost ozona i kloridnog aniona u atmosferi.’

Soli perklorata imaju Siroku primjenu u ljudskim djelatnostima. Primjenjuju se
sinteti¢ki dobivene soli od kojih je najée$¢a amonijev perklorat (NH;C104).° Amonijev se
perklorat u velikoj mjeri primjenjuje kao oksidacijsko sredstvo u industriji oruzja te je jedan
od glavnih sastojaka u proizvodni raketa i projektila s ¢vrstim pogonom. Osim toga, perklorat
se koristi u proizvodnji baterija, vatrometa, eksploziva, farmaceutskih proizvoda, §ibica itd.*’
Takva Siroka primjena u industriji pridonijela je rasprostranjivanju perklorata u okolis.
Nemarno odlaganje tvorni¢kog otpada i otpadnih voda, osobito u proslosti dok nisu postojale
odgovarajuc¢e mjere regulacije, dovele su do povecanja koncentracije ClO4 u tlu, a osobito u
podzemnim vodama. Poseban problem predstavlja prisustvo perklorata u dusi¢énim gnojivima
koja se koriste u poljoprivredne svrhe. Tu se obiéno isti¢e proizvodnja gnojiva u Cileu koja je
aktivna jo$ od 19. stoljeca zbog bogatih depozita nitrata uz koji se pojavljuje i perklorat.
Postojale su poveznice izmedu povecane koncentracije perklorata u SAD-u s uvezenim
gnojivom iz Cilea, no one su osporene u danasnje vrijeme s obzirom da ¢ileanska gnojiva &ine
manji dio na trZiStu gnojiva u SAD-u. Maseni udio perklorata pronaden u gnojivima koja se
koriste u Europskoj uniji, a &ije porijeklo nije &ileansko iznosi do 2,3 g kg '.! Bez obzira na

porijeklo, dusi¢na gnojiva zna€ajan su izvor perklorata.

Uz upotrebu voda kontaminiranih perkloratom za navodnjavanje poljoprivrednih
povrsina ili za stoCarstvo, duSiCna su gnojiva prva poveznica s njegovim prisustvom u
prehrambenim proizvodima. Voce i povrée te mlijeko 1 mlije¢ni proizvodi navode se kao
namirnice u kojima su zabiljeZene znacajne koncentracije perklorata. Perklorat se u biljkama
akumulira u korijenju i listovima, stoga su najvece koncentracije zabiljeZene u biljkama poput
salate, rotkvice, repe itd. Prisutan je, u neSto manjoj mjeri, u plodovima biljaka. Tako se moze
na¢i u vocu poput marelica, malina, grozda i grejpa pa je prisustvo perkloratnog aniona
pronadeno i u pi¢ima. Cajevi i drugo osuseno bilje kao i zagini takoder su istaknuti po udjelu
perkloratnog aniona u njima. Uz to treba spomenuti i prisustvo perklorata u mlijeku i
mlije¢nim proizvodima te u mlije¢nim formulama za djecu.'* Gore navedene kategorije hrane
1 pi¢a smatraju se glavnim poveznicama s prisustvom perklorata u ljudskom organizmu.
Perklorat se spremno apsorbira iz probavnog trakta i prenosi u ostale dijelove organizma, a
osobito se akumulira u Stitnjaci. Ve¢ kratkorocna izloZenost prehrambenim proizvodima s

ve¢im udjelom perklorata moze rezultirati dnevnim unosom od 0,40 — 2,3 pg perklorata po
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

kilogramu tjelesne mase za pripadnike mlade populacije (novorodencad i djecu) te dnevnim
unosom od 0,26 — 1,3 pg perklorata po kilogramu tjelesne mase za pripadnike starije
populacije.” Kao §to je ve¢ spomenuto, perkloratni anion negativno utjete na funkciju
Stitnjace. Perklorat remeti normalan unos joda i normalnu proizvodnju hormona Stitnjace
trijodtironina (T3), tiroksina (T4) i tireotropina (TSH)." Normalna funkcija §titnjade posebno
je bitna za novorodencad, jer u suprotnom moze doé¢i do nepotpunog neuroloskog razvoja
djeteta, mentalnih bolesti ili problema sa sluhom. Kod odraslih se kao posljedica nepravilnog
rada Stitne Zlijezde, kao ozbiljnija posljedica na zdravlje istie hipotireoza. No, poremecéeni
unos joda u organizam i u manjoj mjeri mozda dovesti do razvoja multinodularne toksi¢ne

v eqe . . . 2
guse ili do razvoja hipertireoze.

U kolikoj je mjeri perklorat rasprostranjen u okoliSu posljedica prirodnih procesa, a
koliko ljudske aktivnosti moze se razluciti izotopnom analizom. Usporedujuéi udjele izotopa
klora *°Cl i *"Cl, kao i izotopa kisika '°O i 7O moze se zaklju¢iti o porijeklu perklorata.' Pri
tome treba imati na umu ¢imbenike poput starosti tla, prisustva izvora perklorata u blizini
mjesta uzorkovanja te ljudske aktivnosti na podru¢ju uzorkovanja. Usporedbom izotopnog
sastava prirodnog perklorata dobivenog iz uzoraka tla i/ili vode s izotopnim sastavom
sintetiziranog perklorata pokazalo se kako je udio izotopa *’Cl znatno veéi u uzorku
sintetiziranog perklorata, dok je udio izotopa *°Cl i izotopa '"O vise prisutan u prirodnom
perkloratu. S obzirom na to da su izotopi %Cl i70u velikoj mjeri prisutni u atmosferi, to je
potvrda prirodnog porijekla perklorata u atmosferskim reakcijama. S druge strane, izotopni
sastav klora u uzorku tla mozZe neSto reci 1 o starosti ispitivanog tla. Tla velike starosti, od
nekoliko milijuna godina, imat ¢e malen udio 1 izotopa C1 i izotopa L. Objasnjenje toga je

$to je tako velik vremenski period nekoliko puta veéi od vremena poluraspada *°Cl."

Na temelju gore iznesenih podataka o perkloratu se moze zakljuciti da je stabilan
kemijski spoj koji opstaje na tlu kao i u vodi. Perkloratni anion sastoji se od klorova atoma
tetraedarski koordinirana s Cetiri atoma kisika. Njegova veli¢ina i mali naboj rezultiraju malim
afinitetom za katione stoga njegove soli lako disociraju u vodi. To rezultira velikom
mobilnoS¢u perklorata u vodenim medijima. Perklorat je prilicno stabilan zahvaljujuci
tetraedarskom rasporedu kisikovih atoma u prostoru koji otezavaju direktni napad na klorov
atom. Stoga, iako je jako oksidacijsko sredstvo, perklorat ¢e u vecini okoli$nih uvjeta ostati

nepromijenjen. Ta stabilnost posljedica je visoke energije aktivacije (120 kJ mol™"). Koliko ¢e
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

se zadrzati na tlu ili drugim povrSinama ovisi o prisustvu vode ili oborina na tom podrucju s

obzirom na manju sposobnost adsorpcije perklorata.

2.2. Porijeklo perklorat reducirajucih bakterija

Rasprostranjenost perklorata u okoliSu, osobito u podru¢jima gdje je perklorat prisutan u
veéim koncentracijama, dovela su do prirodnog razvoja mikroorganizama koji ga mogu
reducirati metabolickim procesima. Prva otkri¢a takvih organizama dogodila su se jo$
pocetkom 20. stolje¢a. Tada je redukcija perklorata pripisana mikroorganizmima koji
reduciraju nitrat s obzirom na to da mnoge takve bakterije mogu reducirati i perklorat. S
vremenom je ta ideja odbacena te je potvrdeno postojanje zasebnog bakterijskog roda koji

reducira perklorat prilikom stani¢ne respiracije.

2.2.1. Filogeneticka pozadina perklorat reducirajucih bakterija

Moguénost redukcije perkloratnog aniona povezana je s bakterijskim rodom Proteobakterija.
Tako se perklorat reduciraju¢e bakterije mogu pronaci rasporedene po gotovo svim razredima
Proteobakterija Sto ukazuje na njihovu raznolikost. NajvisSe PRB-a koje se mogu pronaci u
prirodi pripada razredu B-proteobakterija gdje se istiu vrste Dechloromonas 1 Azospira.
Raznolikost PRB-a istaknuta je na fenotipskoj i na genotipskoj razini. Pojedine bakterijske
vrste razlikuju se prema organizaciji 1 transkripcijskom smjeru gena ukljucenih u redukciju
perkloratnog aniona. Osobito je promjenjiv, medu razliitim bakterijskim vrstama,
organizacijski smjestaj gena cld koji kodira klorit dismutazu.® Klorit dismutaza vrlo je vazan
enzim u ukupnom mehanizmu redukcije perkloratnog aniona. Vise o enzimu klorit dismutazi
nalazi se nize u tekstu.

Unutar pojedinih razreda postoji daljnja podjela prema specificnom slijedu nukleotida
unutar male podjedinice ribosomske RNA (16S rRNA). Tako se vrsta Dechloromonas dijeli
na CKB- tip i RCB-tip, a Azospira na PS-tip. Slika 1. prikazuje genetsko stablo
Proteobakterija s istaknutim razredima koji ukljucuju perklorat reducirajuc¢e bakterije i
podjelu prema slijedu nukleotida unutar pojedinog razreda. Mogucénost razlikovanja
specificnog slijeda nukleotida na 16S rRNA omogucuje raspoznavanje pojedine bakterijske
vrste u analiziranim uzorcima. To je bitno u slucajevima gdje je potrebno poznavati koli¢inu i

vitalnost PRB-a. U bioreaktorima koji se primjenjuju za uklanjanje visokih koncentracija
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

perklorata u povrsinskim vodama ili u poljoprivredi, gdje je bitno ispitati prisutnost i zdravlje
PRB-a kako bi se regulirala prisutnost perklorata u poljoprivrednim proizvodima.
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_|:Gili symbiont of Thyasira flexuosa
Dechlotomarinus soj NSS
Escherichia colf
Pseudomonas stutzeri
— Pseudomonas soj PK > y-Proteobakterije
Soj CFFBD
Pseudomonas chleritidismutans
Soj PDA
Soj PDB =

Wolinella succinogenes soj HAP-1 y N
{ H - i P :
Helicobacter pylori 7 e-Proteobakterije

PS-tip

e

Slika 1. Genetsko stablo Proteobakterija s podjelom na razrede koje ukljucuju
perklorat reducirajuce bakterije (ispisane crvenim slovima na slici) te prikazom podjele
razreda a-Proteobakterija i -Proteobakterija prema slijedu nukleotida na 16S rRNA. Preuzeto

1 prilagodeno prema ref.6

2.2.2. Svojstva perklorat reducirajucih bakterija

Perklorat reducirajuce bakterije Siroko su rasprostranjene vrste prisutne u razli¢itim okoliSima
koje se gotovo uvijek mogu naci u uzorcima tla ili vode koriStenima za analizu na prisustvo
perklorata. Organizmi su koji ne zahtijevaju mnogo, no molibden je klju¢an element u
metaboli¢kom putu za redukciju perklorata. Osim njega, za rast PRB-a i redukciju perklorata
bitni su i zeljezo te selenij. PRB su anaerobni organizmi, uz iznimku malog broja
mikroaerobnih vrsta (W. succinogenes HAP-1).” Pokazuju metabolicku aktivnost u medijima

u kojima je pH-vrijednost u rasponu od 5,0 do 9,0 pri ¢emu je znacajnija aktivnost pri pH od
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6,0 do 8,0, a najveéa brzina redukcije pri pH 7,0.%° Sto se ti¢e temperature, aktivnost PRB-a
poveéava se s njenim porastom te je najvec¢a u temperaturnom rasponu od 28° do 37°C.® Veée
temperature vode do smanjenja aktivnosti. Salinitet takoder utjece na aktivnost PRB-a.
Umjereno smanjenje metabolicke aktivnosti uzrokuje salinitet manji od 1%. Salinitet ve¢i od
4% potpuno inhibira aktivnost PRB-a. U morskim sredinama mogu se na¢i mikroorganizmi
koji, prilagodeni na vece koncentracije soli, i dalje imaju sposobnost reducirati perklorat.
Primjer toga su mikrobni konzorciji koji su u uzorcima u kojima je salinitet 7,5% zadrzali
perklorat reducirajuéu aktivnost.' Kao donor elektrona PRB obi&no koriste organske spojeve
poput acetata, alkohola ili karboksilnih kiselina, a neke imaju moguénost upotrebe vodika.
Koji ¢e elektron donor biti koristen ovisi o soju PRB-a i1 svojstvima okolisa u kojima se

nalazi.

2.2.3. Mehanizam redukcije perklorata

Redukcija perklorata u PRB-a odvija se uz djelovanje dva enzima smjeStena u
periplazmatskom prostoru PRB-a. Periplazmatski prostor karakteristican je za Gram-
negativne bakterije i predstavlja prostor izmedu vanjske i unutarnje stani¢ne membrane. Prvi
enzim je perklorat reduktaza. To je molekula obi¢no heterodimerne ili heterotrimerne
konfiguracije a,p 1/ili y podjedinica, ovisno o pojedinoj vrsti bakterija. U svojoj strukturi
sadrzi kofaktore zeljezo, selenij te molibden. Najvazniji od njih je molibden bez kojega

perklorat reduktaza ne bi mogla biti aktivna.*'"

Perklorat reduktaza katalizira redukciju
perkloratnog aniona ClO4 do kloritnog aniona ClO, u dva koraka (slika 2.). Prvim korakom
ClO4 se reducira do kloratnog aniona ClO; nakon cega slijedi drugi korak kojim se prevodi
do kloritnog aniona ClO, . Svaki korak se odvija uz utrosak dva elektrona i oslobadanje jedne
molekule vode.

4H*+ de

2H*+2e” H,0 2H*+2e" H,0 02 - ZHZO

Toksitan

clo, J Cloy U— Clo, A cl-

I I

Perklorat reduktaza Klorit dismutaza
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Slika 2. Reakcijski put redukcije perkloratnog aniona u perklorat reduciraju¢im bakterijama
preko dva enzima, perklorat reduktaze i klorit dismutaze, do nastanka kloridnog iona i kisika.
Ilustracija je preuzeta i1 prilagodena prema ref. 1
Redukcija se zatim nastavlja pomocu drugog enzima Kklorit dismutaze To je takoder
periplazmatski enzim, homotetramerne konfiguracije, molekulske mase 120 Da. Aktivno
mjesto klorit dismutaze predstavlja Supljina s prostetickom skupinom hema b. Van prstena sa
skupinom hema b nalazi se molekula arginina ¢iji pozitivno nabijeni bo¢ni ogranak igra bitnu

ulogu u kataliti¢kom procesu.®'

Klorit dismutaza katalizira pretvorbu kloritnog aniona ClO,
do kloridnog aniona Cl i molekule kisika O, (slika 3.). Mogucénost stvaranja dvostruke
kovalentne veze u molekuli kisika istice klorit dismutazu kao jedan od rijetkih sustava sa

sposobnosc¢u provedbe takve reakcije.

Fe (Il

Slika 3. Pretpostavljeni mehanizam prevodenja kloritnog aniona CIO3 do kloridnog aniona
CI 1 kisika O, djelovanjem enzima klorit dismutaze. Ilustracija je preuzeta i prilagodena

prema ref. 10

2.3. Kinetika redukcije perklorata kod perklorat reducirajucih bakterija

Rast perklorat reducirajucih bakterija, kako je ranije spomenuto, ovisi o okruzenju u kojem se
nalaze. U prirodi, svojstva medija u kojem se PRB nalaze, dostupnost elektron donora i1
prisustvo razlicitih elektron akceptora, odreduju ucinkovitost i opstanak tih mikroorganizama.
U realnim uvjetima gdje PRB opstaju glavnu zapreku u njihovoj ucinkovitosti predstavljaju
drugi elektron akceptori. Naj¢esce su to nitratni anion NO3 , molekularni kisik O, ili sulfatni
anion SO,”", s obzirom da se u prirodi uglavnom nalaze zajedno s perkloratnim anionom.
Osim navedenog, meduprodukt redukcije perklorata, kloratni anion, moZe dovesti do
kompetitivne inhibicije kod nekih PRB. Postoje vrste PRB koje mogu koristiti i mangan (IV)

kao akceptor elektrona, no to su iznimni sluéajevi.” Procesi perkloratnog aniona kao i ostalih
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elektron akceptora energetski su povoljne reakcije’ te je medu njima dokazana kompetitivna

inhibicija kod odredenih PRB-a.

2.3.1. Rast PRB-a i kinetika redukcije perkloratnog aniona

Mikrobna biorazgradnja slozen je katalitiCki proces koji ovisi o fizikalnim, kemijskim i
bioloskim ¢imbenicima okolisa u kojemu je smjesStena promatrana mikrobna populacija. Opis
tih procesa nije jednostavan te se pojednostavljuje opisivanjem pojedinih dijelova ukupnog
procesa matematickim modelima. Monodova jednadzba jedan je od takvih matematickih
modela koji opisuje rast mikroorganizama povezujuci specificnu brzinu rasta biomase s

.. s 11
koncentracijom grani¢nog supstrata  :

Vs

— #(1)
Ys + Ks

U = Umax

gdje je u specifi¢na brzina rasta biomase (h™') , umsx maksimalna specifi¢na brzina rasta
biomase (h™'), ys masena koncentracija grani¢nog supstrata (mg L") i Ks konstanta zasi¢enja
grani¢nim supstratom (mg L™'). Konstanta zasiéenja grani¢nim supstratom definirana je kao
koncentracija grani¢nog supstrata pri polovini maksimalne specifi¢ne brzine rasta biomase.
Istrazivanja heterotrofnih 1 mijeSanih PRB-a pokazala su kako se rast bakterija odvija
istovremeno s razgradnjom perklorata. Laboratorijski eksperimenti u kojima su osigurane
optimalne koli¢ine acetata kao elektron donora 1 perkloratnog aniona kao elektron akceptora
(perkloratni anion je ujedno i granicni supstrat) pokazala su da se brzina rasta PRB-a moze

opisati Monodovom jednadzbom” :

Ux = % = Hmax [ﬁl Yx — byx#(2)

gdje yx predstavlja masenu koncentraciju PRB-a (mg L™, ¢ vrijeme (h), a y¢p; masenu
koncentraciju perkloratnog aniona (mg L™"). Umnozak b - yx predstavlja brzinu odumiranja
bakterija, gdje je b konstanta odumiranja bakterija (h™'). Na slici 4. moZe se vidjeti kako

eksperimentalni podaci za rast bakterijske vrste A. suillum JPLRND slijede krivulju odredenu

Monodovom jednadzbom.
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Slika 4. Prikaz eksperimentalno dobivenih vrijednosti maksimalne specifi¢ne brzine rasta
bakterijske vrste A. suillum JPLRND u ovisnosti o pocetnoj koncentraciji perklorata i krivulje

odredene Monodovom jednadzbom. Preuzeto 1 prilagodeno prema ref. 12

Rast PRB-a povezan je s potroSnjom tj. redukcijom perkloratnog aniona, brzinu redukcije

perklorata opisuje slijede¢a jednadzba’ :

ch1o; _ Yciog

- = = — —— lyy #(3
UC104 dt dmax L/CIOZ + KSI ¥Yx ( )

negativni predznak ukazuje na smanjenje koncentracije perkloratnog aniona (slika 5. a), a

oblik krivulje ovisnosti v¢jo; 0 Ycio; govori o povezanosti s Monodovom jednadzbom (slika
5. b). Veli¢ina gna.x maksimalna je specifi¢na brzina potroSnje supstrata (h_l) te je povezana s
maksimalnom specificnom brzinom rasta biomase (tmax) preko izraza’ :

Hmax = dmax¥Ymax + b
Maksimalna koli¢ina bakterija dobivena rastom uz perklorat kao supstrat (Ym.x) biti ¢e
konstantna vrijednost dobivena uz pretpostavku znatno veée koncentracije supstrata

(perkloratnog aniona) od vrijednosti konstante zasi¢enja Ks’ :

Hmax b
Y= ( ) (1 _ ) #(4)
fmax qmaX Mmax
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Opcenito, vrijednost Y ovisi o koncentraciji biomase i o koncentraciji supstrata. 1z tog odnosa,

uzimaju¢i vrijednost Y kao konstantnu (Ymax), moze se dobiti matematicki izraz koji opisuje

ovisnost koncentracije biomase o koncentraciji dostupnog perklorata’

Yx = ¥xo0 T Yc07,0max —

Yimax Yciog # (5)

gdje je yxo pocetna vrijednost masene koncentracije PRB-a, a ycip;,0 pocetna vrijednost

masene koncentracije perkloratnog aniona.
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Slika 5. Ovisnost masene koncentracije perklorata o vremenu redukcije za razliite pocetne

koncentracije perklorata (a), eksperimentalne vrijednosti brzine potro$nje perklorata u

ovisnosti o pocetnoj koncentraciji perklorata i usporedba s Monodovim modelom (b) Preuzeto

1 prilagodeno prema ref. 8

Kristina Guncevic¢

Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 12

Slika 6. prikazuje kako eksperimentalno dobivene vrijednosti koncentracije biomase u
ovisnosti o pocetnoj koncentraciji perkloratnog aniona slijede pravac opisan jednadzbom (5).
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Slika 6. Ovisnost masene koncentracije biomase o po¢etnoj masenoj koncentraciji perklorata.

Preuzeto 1 prilagodeno iz ref. 9

2.3.2. Utjecaj nitratnog aniona na redukciju ClO4

Prva istraZzivanja redukcije perklorata povezana su s redukcijom nitrata. Postojale su
pretpostavke o zajedniC¢kom enzimu, nitrat reduktazi, koji sudjeluje i u redukciji nitratnog
aniona 1 u redukciji perkloratnog aniona. U prilog tome iSlo je opaZzanje da je u smjesi ta dva
elektron akceptora nitratni anion uzrokovao smanjenje brzine redukcije perklorata. Danas je
znanje o utjecaju nitratnog aniona na PRB proSireno. Kako ¢e nitratni anion utjecati na
redukciju perkloratnog aniona ovisi o pojedinoj bakterijskoj vrsti. Vefina PRB-a ima
sposobnost djelomi¢ne ili potpune denitrifikacije nitratnog aniona. Kod bakterija iz
bakterijskog soja Dechloromonas agitata djelomicno se reducira nitratni anion do nitritnog
aniona NO, ™ i to djelovanjem perklorat reduktaze.® Neke bakterije poput onih iz soja perclace
imaju razvijene odvojene metabolicke puteve za reakcije redukcije perkloratnog aniona i

denitrifikaciju.® Inhibicija nitratnim ionom nije pravilo, postoje bakterije koje mogu
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istovremeno reducirati i jedan i drugi elektron akceptor. Inhibicija se ocituje usporavanjem
aktivnosti perklorat reduktaze dok koncentracije nitratnog aniona ne postanu dovoljno niske
da bi se mogla aktivirati. Istrazivanjima na skupu mijeSanih perklorat reducirajuc¢ih
bakterija je to i zamije¢eno.® U oba slucaja nitratni anion reduciran je prije perkloratnog iz
¢ega bi se moglo zakljuciti da je on preferirani elektron akceptor. Vrijeme zaustavljanja
perklorat reduktaze ovisi o koli¢ini dodanog nitratnog iona i odvija se unutar 28 sati od
dodatka nitrata,® kao §to je prikazano na slici 7. Na slici 7. moZe se uotiti kako koncentracija
nitratnog aniona upola manja od one prisutnog perkloratnog aniona (ycj0,—=1300 mg L)
moze usporiti njegovu razgradnju i do 50%.® Uzrok smanjenoj aktivnosti perklorat reduktaze,
osobito uz velike koncentracije nitratnog aniona, moze biti posljedica i potroSnje prisutnog

elektron donora.
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Slika 7. Promjena prosjecne masene koncentracije perkloratnog aniona u vremenu s obzirom

na dodanu koli¢inu nitratnog aniona. Preuzeto 1 prilagodeno prema ref. 8

2.3.3. Utjecaj kisika na redukciju ClIO;

Perklorat reduciraju¢e bakterije u pravilu su anaerobni organizmi. Kisik ima inhibicijsko
djelovanje na aktivnost perklorat reduktaze te ometa djelovanje klorit dismutaze.'* S
energetskog stajalista kisik je najpozeljniji elektron akceptor za bakterije s obzirom na to da je
energetski povoljniji 1 od nitratnog 1 od perkloratnog aniona. Koriste¢i kisik kao elektron

akceptor PRB mogu posti¢i povecanje biomase u rasponu 0,27 — 0,46 mg suhe biomase po
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mg konzumiranog elektron donora, rastom na perkloratnom anionu 0,24 — 0,50 mg po mg
konzumiranog elektron donora.'? Inhibicijsko djelovanje na PRB ne ogituje se trenutno.
Dovoljno velike koncentracije kisika ¢e postupno, kroz period od nekoliko sati inhibirati
redukciju perklorata (slika 8.). ToCan razlog tomu jo$ nije poznat, no ponudeno je objasnjenje
prema kojima je postupna inhibicija ocekivana. Bududi da je jedan od produkata redukcije
perkloratnog aniona molekularni kisik, odredena otpornost na njega je ocekivana. Takoder,
vece koliCine kisika uzrokovat ¢e pojacani rast bakterija ¢ime ¢e se pojaCano iskoriStavati

dostupni elektron akceptori pa tako i prisutan perklorat.
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Slika 8.: Promjena koncentracije perklorata tijekom redukcije u smjesi PRB-a prije dodatka
kisika (prvih osam sati) i nakon dodatka kisika (nakon osmog sata). Preuzeto i prilagodeno

prema ref. 14

2.3.4. Utjecaj sulfatnog aniona na redukciju CIO,4

Za razliku od nitratnog aniona i kisika, redukcija sulfatnog aniona manje je energetski
povoljna od redukcije perkloratnog aniona, stoga sulfatni anion nije pozeljniji izbor elektron
donora za PRB. Sli¢no kao 1 za kisik, inhibiciju perkloratnog aniona uzrokovat ¢e tek
koncentracije sulfatnog aniona nekoliko puta vece od koncentracije prisutnog perklorata. Na
slici 9. moze se vidjeti kako je redukcija perkloratnog aniona znacajnije inhibirana tek

dodatkom 1,3 g L' sulfatnog aniona, a potpuna inhibicija je postignuta dodatkom sulfatnog
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aniona dvostruko vece koncentracije. To¢an mehanizam redukcije nije u potpunosti poznat,
no zna se da nije nalik inhibiciji nitratnim anionom jer nema ponovnog pokretanja perklorat
reduktaze nakon §to je jednom inhibirana. Jedno od objasnjenja je smanjenje metabolicke
aktivnosti PRB-a u sredinama s visokim koncentracijama sulfatnog aniona s obzirom da su

visoke koncentracije sulfatnog aniona povezane s povecanim salinitetom tih sredina.
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Slika 9. Prosjec¢na koncentracija perkloratnog aniona tijekom redukcije PR bakterijama uz

razli¢ite koncentracije sulfatnog aniona. Preuzeto i prilagodeno prema ref. 8

2.3.5. Utjecaj kloratnog aniona na redukciju ClO4

Postoje vrste PRB-a kod kojih je zamije¢ena akumulacija kloratnog aniona. Do akumulacije
dolazi tijekom prvog koraka u redukciji perkloratnog aniona kojeg katalizira enzim perklorat
reduktaza. S obzirom da je utvrdeno kako sve PRB mogu reducirati i kloratni anion, njegova
akumulacija moze dovesti do kompetitivne inhibicije za aktivno mjesto perklorat
reduktaze.”"> Vec¢ina PRB-a akumulira klorat u nekoj mjeri. Znadajnija akumulacija
zabiljeZena je za mijeSane bakterijske kulture uzgojene na nitratnom i perkloratnom anionu'
te za bakterijske kulture Dechloromonas sp. PC1' i Dechlorosoma sp. HCAP-C". Jedno od
mogucih objaSnjenja ove pojave je genetska modifikacija na genu perklorat reduktaze

odgovornom za kodiranje aktivnog mjesta za redukciju perklorata i klorata.'
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Maksimalna koli¢ina kloratnog aniona akumulirana u PRB-a iznosi oko 20 — 24%
pocetne koli¢ine perkloratnog aniona. Uzimajuéi u obzir kompetitivnu inhibiciju, brzina
potro$nje perklorata dana je jednadzbom' :

dycios- q Ycloa-
= — : ] —
dt max,Cl04 Ycio04— + Kcioa—(1 + (Ycio3-/Kcios—)

gdje je Yclosa— masena koncentracija perklorata (mg L"), ¥cios— koncentracija kloratnog

Yx #(4)

aniona (mg L"), 7 je vrijeme (dan), yx je koncentracija biomase (mg L), Qmax,Cl04—
maksimalna brzina potro$nje perklorata (dan™"), Kcjoa- je konstanta zasi¢enja perkloratom
(mg L™, Kcios— je konstanta zasi¢enja kloratom (mg L™"). Na slici 10. prikazano je kako
dodatak kloratnog aniona usporava redukciju perkloratnog aniona i kako ta inhibicija traje sve
dok koncentracija perklorata ne dosegne malu vrijednost (oko 1 mg L™")."

160

140

120

100

80

¥ /mg L™}

60
i

40

0 [}:1 [}:2 [}:3 0:4 [}li5 0,6
t/d
Slika 10. Redukcija perklorata prije dodatka kloratnog aniona 1 inhibirana redukcija perklorata
nakon dodatka kloratnog aniona uz prikaz ovisnosti koncentracije biomase (X) o vremenu.

Preuzeto i prilagodeno prema ref. 15

2.4. Primjena perklorat reducirajucih bakterija za prociS¢avanje vode

Perklorat je, kako je ve¢ spomenuto u radu, rasprostranjen u ljudskom okruzenju od
podzemnih do otpadnih voda, od poljoprivrednih povrSina do prehrambenih proizvoda.
Njegova prisutnost problem je za ljudsko zdravlje, ali i za zdravlje drugih zivih organizama.

Stjecanje novih saznanja o svojstvima perklorata omogucilo je razvoj metoda kojima bi se
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mogla regulirati njegova koncentracija u okoliSu. Glavni je medij prijenosa perkloratnog
aniona u okoli§ voda, stoga se koncentracija perklorata u okoliSu pokuSava regulirati
metodama za procCiS¢avanje vode. Metode se mogu podijeliti na fizikalno-kemijske
(specificna 1 nespecificna ionska izmjena, membranska filtracija, adsorpcija aktivnim
ugljenom i katalitika redukcija) i na biologke metode (fitoremedijacija i bioloska redukcija).!
Vecina se navedenih metoda temelji na sakupljanju ciljanog spoja iz medija koji se obraduje.
Kod tih metoda nuzan je dodatan korak u procesu procis¢avanja vode kojim ¢e se skupljeni
kemijskoj redukciji kojom se ciljani spoj prevodi do oblika koji nije Stetan za okolis.
Kataliticka redukcija i bioloska redukcija pripadaju drugoj skupini.

Bioloska redukcija ukljucuje ex situ bioremedijaciju, in situ bioremedijaciju i prirodnu
bioredukciju perkloratnog aniona. Ex situ i in situ bioremedijacija provode se upotrebom
reaktora s nepomi¢nim slojem biofilma, upotrebom reaktora s pomi¢nim slojem biofilma i
reaktora s membranskim biofilmom.’ Pro¢i¢avanje voda od perklorata podrazumijeva
upotrebu biofilma od PRB-a. Kako bi PRB mogle reducirati perkloratni anion potreban je
dodatak dovoljne koli¢ine elektron donora i nutrijenata za rast. UnutraS$njost reaktora potrebno
je odrzavati u anaerobnoj atmosferi kako bi PRB mogle provoditi kemijsku redukciju
perklorata. Nakon redukcije, slijedi filtracija vode kroz filter od aktivnog ugljena ili pijeska
kako bi se uklonio prisutan organski materijal. Konac¢ni je korak prozracivanje procis¢ene

vode radi ponovnog uvodenja kisika.'® Slika 11. shematski prikazuje opisani proces.

elektron
donorii
nutrijenti

)

VODA l

BIOREAKTOR —_— FILTRACIIA ——( PROZRACIVANJE

Sl
o5
B
3 2
= -
Lific
i)
D @
53
= o
=

PRIPRAVA VODE

Slika 11. Shematski prikaz procesa uklanjanja perklorata iz vode koji ukljucuje prolazak vode

kroz bioreaktor u anaerobnoj atmosferi, filtraciju te prozracivanje.

Glavni problem u izvodenju metoda bioloske redukcije je prisustvo drugih elektron
akceptora u procesuiranoj vodi. Problem obi¢no predstavlja prisustvo nitratnog aniona ili
otopljenog kisika. Sto je vise elektron akceptora s kojima se susreéu PRB, time se znatno

povecava potreba za elektron donorima. Negativan utjecaj na okolis, to¢nije emisija ugljikova
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dioksida i1 povecani rizik od nastanka karcinoma zbog uporabe teskih metala povezani su s
proizvodnjom elektron donora koriStenih u bioreaktorima.'® Od trenutno koristenih elektron
donora najmanji ucinak na zdravlje 1 okoli§ ima vodik. BioloSka redukcija upotrebom
autotrofnih bakterija uz vodik kao elektron donor pokazala se ekoloski najodrzivijom
metodom. Drugi bitan problem povezan s povecanom potroSnjom elektron akceptora i
elektron donora je poveéani rast biomase u bioreaktorima.” Povecani rast biomase stvara
problem jer vodi do zaclepljivanja filtera ¢ime se smanjuje ucinkovitost pri uklanjanju
perkloratnog aniona. Time je povecana potreba za CiS€enjem filtera, Sto ujedno povecava
ukupni troSak za odrzavanje normalne funkcije bioreaktora.

Metode bioloske redukcije pokazale su se ucinkovitima u tretiranju oneciS¢enja
perkloratnim anionom u vodenim povrSinama na vecoj razini poput industrijski otpadnih
voda. Za primjenu na vodenim povrSinama dubine manje od 15 m pokazala se pogodnom
primjena in situ bioremedijacije.’” Opéenito se metode bioloske redukcije smatraju
najpogodnijima s ekoloSkog stajaliSta. UnatoC tome, postoji strah javnosti od primjene
mikroorganizama za prociS¢avanje vode zbog potencijalnog uvodenja patogena. Niti jedna od
postoje¢ih metoda za prociS¢avanje vodenih povr§ina ne moZe posti¢i potpuno uklanjanje
perkloratnog aniona. Nova rjeSenja za poboljSanjem postoje¢ih metoda se kontinuirano
ispituju. Kombiniranje razli¢itth metoda, poput metoda ionske izmjene s metodama bioloske
redukcije, pokazalo se ucinkovitijim. Problem metoda ionske izmjene je potreba za
odlaganjem 1/ili obradom punila koriStenih u ionskim izmjenjivacima, §to povecava ukupan
troSak. Kombiniranjem s metodama bioloSke redukcije, taj se korak moZe ubrzati, a time se

ujedno smanjuje ukupni trosak provedbe i to do 20%.>"'
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