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1. UvOD

1.1. Fosfat-akumulirajuce bakterije

Uklanjanje fosfata iz otpadnih voda moze se vrsiti fizikalno-kemijskim i bioloSkim
postupcima. Fizikalno-kemijski postupci uklanjanja fosfata uklju¢uju adsorpciju, ionsku
izmjenu, percipitaciju teSkim metalima ili vapnom.

Posljednjih 40-ak godina prednost se daje bioloskom uklanjanju fosfata iz otpadnih voda.
Prednosti ove metode su manyji troskovi, visoka ucinkovitost te umjerena produkcija mulja
koji nije optere¢en metalima poput aluminija i Zeljeza ili vapnom.

Postupci temeljeni na bioloSkom mehanizmu uklanjanja fosfata poznati su pod nazivom
»poboljsano biolosko uklanjanje fosfora“ (eng. Enhanced Biological Phosphorus Removal
— EBPR). EBPR se temelji na sposobnosti nekih vrsta bakterija, tzv. fosfat-akumuliraju¢ih
bakterija, da u aerobnim ili ¢ak anoksi¢nim uvjetima iz otpadnih voda uzimaju vecée

koli¢ine fosfata od onih koje su im potrebne za normalan rast i metabolizam.

Fosfor je biogeni element koji direktno utjee na povecanu produkciju algi i biljaka. Fosfor
je neophodan za sva ziva bica, a Cesto je limitiraju¢i faktor za rast alga i biljaka.

Ispustanje otpadnih voda s fosfatima u prirodne vode ubrzava proces eutrofikacije vodenih
ekosustava (Slika 1). Eutrofikaciju vodenih sustava uzrokuju koncentracije fosfora koje
prelaze 0,1 mg L™ (Ivankovié¢ i Hrenovi¢, 2011.).

- s if' -_
Slika 1. Eutrofikacija vodenih tokova
(Izvor: http://www.chem.bg.ac.rs/primenjena/hemija_zivotne_sredine.html)



Glavni izvor fosfata u podzemnim i povrSinskim vodama su umjetna gnojiva. Daljnji izvori
fosfata su deterdzenti, kemikalije, ljudi i zivotinje, itd. Prosjecno po stanovniku ispusta se
2-3 grama fosfora.

U svrhu ocuvanja povrSinskih voda, sve se viSe paznje posvecuje uklanjanju fosfata iz

otpadnih voda do vrlo niskih koncentracija od 0,1 mg L™.

Kao $to je ve¢ spomenuto, za proces bioloSkog uklanjanja fosfata iz otpadnih voda
odgovorne su fosfat-akumuliraju¢e bakterije (PAB) koje u aerobnim uvjetima rasta
akumuliraju otopljene fosfate prisutne u otpadnoj vodi u obliku netopivih unutarstani¢nih
zrnaca polifosfata (Slika 2). PAB smatraju se oni sojevi koji mogu akumulirati vise od 10

12 mg fosfata po stanici (Hrenovi¢, 2011.).
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Slika 2. Fosfat-akumulirajuée bakterije s akumuliranim zrncima polifosfata (modro)
u aktivnom mulju, bojano po Neisseru

(Izvor: Ivankovi¢ i Hrenovi¢, 2009.)

Postoje dvije skupine PAB: klasi¢ne koje kao akceptor elektrona koriste kisik te
denitrificiraju¢e PAB koje koriste nitrat kao akceptor elektrona. Ako otpadna voda sadrzi
veéu koncentraciju nitrita dolazi do inhibitornog djelovanja na anaerobno otpustanje
fosfata i aerobno uzimanje fosfata (Meinhold i sur., 1999.). Koncentracije nitrata od 4-5
mg NO,-N L™ i niZe ne utjetu na uzimanje i otpustanje fosfata, dok one preko 8 mg NO,-
N L djeluju inhibitorno, stoga je kriti¢na granica izmedu 5 i 8 mg NO,-N L™ (Meinhold i
sur., 1999.).



Da bi PAB mogle akumulirati fosfate moraju se nalaziti u aerobnoj sredini s malo
organskih tvari. Za postizanje brojnosti bakterijske populacije koriste se naizmjeni¢no
aerobni 1 anaerobni uvjeti kako bi se bakterije izvrgnule stresu pri cemu akumuliraju vece
kolicine fosfata. Kod anaerobnih uvjeta u bakterijske stanice transportiraju se hlapljive
masne kiseline (npr. acetatna, butiratna, izobutiratna, propionatna) iz otpadnih voda te
skladiSte u obliku poli-hidroksialkanoata (PHA). Energija za taj transport i skladiStenje
dobiva se hidrolizom polifosfata do ortofosfata koji se ispustaju iz stanice u okoli$, zatim
razgradnjom glikogena i iz anaerobnog Krebsovog ciklusa (Slika 3A). U aerobnim
uvjetima kataboliziraju anaerobno dobiveni PHA pri ¢emu kisik ima vaznu ulogu kao
akceptor elektrona. Pri tom se generira energija potrebna za rast stanice, za sintezu i
koriStenje glikogena te sintezu polifosfata (Slika 3B). Rezultat toga je uzimanje veéih
koli¢ina fosfata nego $to ih je otpusteno u anaerobnoj fazi (Kortstee i sur., 2000., Mino,
2000.)

Za uspjesno provodenje EPBR potrebno je da otpadna voda u anaerobnoj fazi sadrzi
mnogo hlapljivih masnih kiselina te da u aerobnoj fazi nije prisutan izvor ugljika za

bakterije.
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Slika 3. Shematski prikaz metabolizma fosfat-akumulirajuéih bakterija
A) anaerobni uvjeti; B) aerobni ili anoksi¢ni uvjeti

(Izvor: Hrenovi¢, 2011.)



Jos uvijek nije jasno da li su polifosfatna zrnca smjeStena u citoplazmi bakterijskih stanica
u asocijaciji s unutarstani¢cnim membranama (Hill i sur., 1989., Mino i sur., 1985.) ili
dolaze u kompleksu s proteinima, DNA i RNA (Bond i sur., 1999., Kornberg i sur., 1999.).
Fosfat-akumulirajuc¢e bakterije su filogenetski i taksonomski razli¢ite grupe kultivabilnih i
nekultivabilnih bakterija (Mino, 2000.). Prosje¢no uklanjanje fosfata iz otpadne vode ovisi
o kapacitetu soja PAB da unutarstani¢no akumulira fosfate i o brojnosti tog soja u
aktivnom mulju (Hrenovi¢ i sur., 2010.).

U aktivnom mulju pronadene su razli¢ite grupe PAB. Muljevi sadrze a-, B- i y-subklase
koljena Proteobacteria i Actinobacteria - Gram-pozitivne bakterije s visokim udjelom C +
G DNA (Mino, 2000.). Kultivabilne PAB su Gram-negativni rodovi kao Sto su
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Enterobacter, Lampropedia, Moraxella,
Pseudomonas (Fuhs i Chen, 1975., Stante i sur., 1997., Sidat i sur., 1999.) te Gram-
pozitivni rodovi kao Sto su Bacillus, Micrococcus, Microlunatus, Staphylococcus,
Streprococcus (Nakamura i sur., 1995, Sidat i sur., 1999.).

1.1.1. Acinetobacter sp.

Bakterije roda Acinetobacter su Siroko rasprostranjene u prirodi. Acinetobacter sp. dolaze
u tlima, na suhim i vlaznim stanistima, u vodi, kanalizacijama, mogu se izolirati iz Zivih
bica te s ljudske koze (Warskow i Juni, 1972.). Bakterije roda Acinetobacter su
nepokretne, aerobne, katalaza pozitivne i oksalaza negativne (Henriksen, 1973., Juni,
1978.).

Acinetobacter sp. su Gram-negativne bakterije, Stapi¢aste koje su Cesto grupirane kao
diplokoki. Vecina vrsta ovog roda moze se uzgajati na relativno jednostavnim medijima.
Veli¢ina bakterija roda Acinetobacter varira izmedu 1-2,5 pm po duzini, a izmedu 1-1,5
pm po Sirini (Bouvet i Grimont, 1986.).

Opcenito se smatraju nepatogenim bakterijama, ali kod tezih bolesnika 1 bolesnika s
oslabljenim imunoloskim sustavom mogu izazvati infekcije koje mogu biti opasne po
zivot. Infekcije rodom Acinetobacter naj¢es¢e napadaju organske sustave kao §to su disni
sustav, urinarni sustav, itd. (Bergogne-Bérézin i Towner, 1996.). Acinetobacter sp.
naj¢esce su izolirane kod pacijenata s upalom pluc¢a, urinarnim infekcijama, sepsama,
meningitisom i endokarditisom. Infekcije se mogu javiti i kod zdravih ljudi. Danas je sve

veéi problem njihova Siroka rasprostranjenost u bolni¢kim ustanovama te rezistentnost na



brojne antibiotike. Medu ¢e$¢ih vrstama izoliranih u bolni¢kim ustanovama su A. baumanii
I A. lwoffii (Constantiniu i sur., 2004.).

PAB roda Acinetobacter su A. baumanii, A. baylyi, A. bouvetii, A. calcoaceticus, A.
gerneri, A. jonsonii, A. junii, A. lwoffi, A. tandoii, A. tjernbergiae, A. towneri (Carr i sur.,
2003.). Nijedna od ovih vrsta nema metabolizam tipi¢an za PAB.

Bakterije iz ovog roda mogu akumulirati do 100 mg fosfata po gramu suhe biomase u
aerobnim uvjetima (Timmerman, 1984., van Groenestijn i sur., 1989.) Vrste roda
Acinetobacter imaju najveci kapacitet za akumulaciju fosfata medu svim vrstama PAB.
Ove bakterije akumuliraju fosfate u obliku polifosfata (poli-P) i glikogen koji sluzi kao
izvor ugljika, a samim time i energije u bakterijskoj stanici.

Acinetobacter junii koristi se kao modelni organizam za EPBR (Slika 4).

Klasifikacija:

Carstvo: Bacteria

Koljeno: Proteobacteria
Razred: Gammaproteobacteria
Red: Pseudomonadales
Porodica: Moraxellaceae

Rod: Acinetobacter

Vrsta: Acinetobacter junii

Slika 4. Acinetobacter junii snimljena elektronskom mikroskopijom

(Izvor: Ivankovi¢ i Hrenovi¢, 2011.)



A. junii prvi put je izolirana iz ljudskog urina. Vrlo rijetko je patogena.

A. junii je kao i ostale bakterije ovog roda striktno aerobna, nepokretna, katalaza pozitivna
i oksidaza negativna bakterija. Boji se Gram-negativno. Ne formira spore. U logaritamskoj
fazi rasta je Stapicastog izgleda, a u stacionarnoj fazi sferi¢nog. Sirina bakterijske stanice je
od 0,9 do 1,6 pm, a duzina od 1,5 do 2,5 pm (Hrenovi¢, 2011.). Optimalno raste pri
temperaturama izmedu 25 i 41 °C, ali ne raste pri 44 °C (Bouvet i Grimont, 1986.)
Akumulacija fosfata dogada se u stacionarnoj fazi rasta. Koristi kisik kao terminalni

akceptor elektrona.

1.2. Elementarno Zeljezo i njegovi spojevi

Zeljezo je element 8. skupine u periodnom sustavu elemenata i ubraja se u prijelazne

elemente (Slika 5). Redni broj zeljeza je 26, a relativna atomska masa mu iznosi 55,845.

Potpuno ¢isto Zeljezo je metal srebrnkaste boje, mekan i kovak.

Slika 5. Elementarno Zeljezo (Fe)

(Izvor:http://www.chemistry-reference.com/pdictable/q_elements.asp?Symbol=Fe)

U prirodi je vrlo rasprostranjen, maseni udio zeljeza u Zemljinoj kori je 5%. Dolazi u
oksidnim, karbonatnim, sulfidnim i silikatnim rudama. Danas se za dobivanje Zeljeza
iskljuc¢ivo koriste karbonatne i oksidne rude. Najvaznije oksidne rude su magnetit (FezO,),
hematit (a-Fe,O3) i limonit (a- i y-FEOOH). Najvaznija karbonatna ruda je siderit
(FeCO3).



Zeljezo je tehni¢ki najvazniji metal, a dobiva se u visokim peéima. Visoke peéi
naizmjeni¢no se pune slojevima koksa i rude s dodacima. Rude osim Zeljeza sadrze i
jalovinu, uglavnom alumosilikate, koji se uklanjaju u obliku troske pomocu tvari bazi¢nog
karaktera kao Sto je vapnenac. Pri dnu peci koks izgara s pregrijanim zrakom 1 daje ugljik
(I1) oksid (CO). Oksidi zeljeza se reduciraju s CO. Pri vrhu peci oksidi Zeljeza se
vjerojatno reduciraju do Fe3Oy4, a u nizim slojevima do FeO. U joS nizim slojevima dobiva
se spuzvasto Zeljezo pri ¢emu se oslobada ugljikov dioksid (CO2) koji reagira s koksom i
daje CO. Ove reakcije odvijaju se u gornjoj polovici peéi i to u rasponu temperature od
300 do 800 °C.
U manje vrué¢im dijelovima peéi nastali ugljik (II) oksid raspada se na ugljik (IV) oksid 1
fino dispergirani ugljik koji se otapa u spuzvastom Zeljezu. Spuzvasto Zeljezo reducira
ugljik (11) oksid i pritom ovisno o temperaturi nastaje oksid Zeljeza FeO ili karbid Zeljeza
Fe3C. Ovako dobiveno zZeljezo oneciS¢eno je ugljikom i tali se pri 1 100 - 1 200 °C. U
rastaljenom stanju skuplja se na dnu pe¢i.
Paralelno s ovim reakcijama odvija se i disocijacija vapnenca na kalcijev (1) oksid (CaO) i
ugljik (1V) oksid (CO,). Nastali CO, reagira s koksom i opet daje CO koji reducira
zeljezne okside, a nastali CaO reagira s oksidima silicija i aluminija te daje lako taljivu
trosku, uglavnom kalcij-alumosilikat, koji se skuplja na dnu peci i pliva na rastaljenom
Zeljezu. Na taj nacin troska $titi rastaljeno Zeljezo od oksidacijskog djelovanja zraka koji se
upuhuje u pec.
Niz reakcija koji se odvijaju u visokim pe¢ima prilikom dobivanja sirovog zeljeza:

C) + O2(—COx)

COz) + C( > 2CO(q

Fe203¢) + COg) — 2Fe304) + COxg)

Fe304) + COg)— 3FeO) + COyg)

FeO) + COg— Feg) + COx)

Fe203(s) + 3CO(g) — Fe(s) + COx()

COz) + C( > 2CO(q

Fe + CO — FeOg) + Cyy)

3Fe() + 2C0O (g —Fe3Cs) + COxg

CaCOgz(s) «» CaOg) + COy(g

Ovako dobiveno sirovo Zeljezo sadrzi oko 4,5% ugljika te primjese silicija, mangana i

fosfora.



Najvece koli¢ine sirovog Zeljeza koriste se za dobivanje Celika koji se odlikuje velikom
¢vrstocom, tvrdocom, zilavoscéu, elasticnoscéu te dobrom mogucnosti lijevanja i mehanicke
obrade. Dobivanje ¢elika iz sirovog Zeljeza zapravo se svodi na oksidaciju svih neéistoca.
U Celiku maseni udio ugljika mora biti ispod 1,7%, a sve ostale neCistoe moraju se

potpuno ukloniti kako ne bi utjecale na svojstva Celika.

Zeljezo je vrlo vazan biogeni element jer je sastavni dio hemoglobina i kao takav ima
vaznu ulogu u prijenosu kisika. Manjak Zeljeza dovodi do anemije, stoga su preparati
zeljeza poznati od davnina kao lijek. Prevelike koli¢ine Zeljeza mogu oStetiti jetru i

bubrege. Takoder je cest kofaktor neophodan za normalno funkcioniranje enzima.

Zeljezo je neplemeniti metal. Otapa se u neoksidiraju¢im kiselinama.

U oksidiraju¢im kiselina (koncentrirana dusi¢na i sumporna kiselina) se ne otapa jer vrlo
brzo stvara zastitni sloj na povrsini te postaje pasivno. Nije stabilan na zraku i vrlo brzo ga
prekrije sloj hrde koji nema zaStitna svojstva pa se proces nastavlja dalje. Hrda je
najvjerojatnije hidratizirani oksid Zeljeza koja ne sadrzi uvijek istu koli¢inu vode. Ako

nema vode ili zraka proces hrdanja se zaustavlja (Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1995.).

Trijada zeljeza (Fe, Co i Ni) pokazuje svojstvo feromagnetizma tj. privla¢i ih magnetsko
polje, a magnetizam ostaje i kad prestane djelovanje magnetskog polja. Jedino ovi elementi
pokazuje feromagnetizam pri obi¢noj temperaturi. Uvjeti koje metali moraju imati kako bi
bili feromagneti¢ni su prisutnost nesparenih elektrona te udaljenost izmedu atoma i iona u
kristalnoj resetki metala mora biti takva da njihovim medusobnim djelovanjem moze doci
do istosmjerne orijentacije pojedinacnih magnetskih momenata u odredenom podrucju.
Djelovanjem magnetskog polja metali pokazuju magnetska svojstva jer se njihovi
pojedinacni magnetski momenti orijentiraju u istom smjeru, a prestankom njegovog
djelovanja momenti se orijentiraju bez ikakvog reda i metal gubi magneti¢nost. Kod
zeljeza, nikla i kobalta prestankom djelovanja magnetskog polja pojedina¢ni magnetski
momenti ostaju orijentirani u istom smjeru te i dalje zadrzavaju magnetska svojstva dok
nesto ne narusi njihovu usmjerenost.

TaliSte zeljeza je pri 1 535 °C, a vreliste pri 2 750 °C.

Gustoca Zeljeza je 7,9 g/cm?.

Elementarno Zeljezo se javlja u tri alotropske modifikacije — a, y i 6. a-Zeljezo je stabilno

do 907 °C i kristalizira se u prostorno centriranoj kocki. Pri 768 °C Zeljezo gubi



feromagneti¢na svojstva pa se temperaturno podrucje izmedu 768 i 907 °C oznacavalo kao
B-zeljezo. Danas se zna da pri toj temperaturi ne dolazi do promjene kristalne strukture, pa
se ta oznaka viSe ne koristi. Izmedu 907 i 1 400 °C javlja se y-Zeljezo sa strukturom plosno
centrirane kocke. Iznad 1400 °C pa do temperature taliSta stabilno je 6-Zeljezo koje opet
kristalizira u prostorno centriranoj kocki (Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1995.).

Zeljezo &ine spojevi stupnja oksidacije +2, +3 i +6. Najveéi broj njegovih spojeva pripada
oksidacijskim stupnjevima +2 i +3, pri ¢emu su spojevi oksidacijskog stupnja uglavnom

ionski, a spojevi oksidacijskog stupnja +3 kovalentni.

Zeljezo oksidacijskog stupnja +2 daje sva 4 dihalogenida (FeF,, FeCl,, FeBr,, Fel,).
FeBr, i Fel, dobivaju se direktnom sintezom odgovaraju¢ih elemenata. Kod dobivanja
FeBr; treba pripaziti jer se s viskim broma i uz jae zagrijavanje dobiva FeBrs. FeF; i
FeCl, ne mogu se dobiti direktno sintezom jer su fluor i klor dovoljno jaka oksidacijska
sredstva te oksidiraju Fe®* u Fe*".

FeO je oksid koji pripada ovom oksidacijskom stupnju. Ovaj oksid gotovo nikad nema
stehiometrijski sastav, te uvijek sadrzi ne$to Fe** - iona, vjerojatno zato $to lako oksidira.
U vrlo finom razdijeljenju spontano se zapali na zraku. Ima bazi¢ni karakter.

Hidroksid koji pripada stupnju oksidacije +2 je Fe(OH),. To je bijeli talog koji se dobiva
taloZenjem Fe®* - iona s luzinama, ali samo bez prisutnosti kisika. Ako je prisutan kisik
nastaje zelenkasti talog zbog prisutnosti +2 i +3 oksidacijskih stanja (Filipovi¢ i Lipanovic,
1995.).

Medu vaznijim spojevima Zeljeza (1) su Zeljezo (1) sulfid (FeS), Zeljezo (I1) disulfid
(FeS,) koji u prirodi dolazi kao mineral pirit, zatim Zeljezo (Il) sulfat (FeSO,) koji iz
vodene otopine kristalizira kao heptahidrat (FeSO4x7H,0) i joS se naziva zelena galica,
amonijev Zeljezo (I1) sulfat heksahidrat (Mohrova sol - (NH;4),Fe(SO4),%x6H,0) i drugi.
Zeljezo (1) nitrat (Fe(NO3),) koristi se u medicini protiv krvarenja u Zelucu i crijevima.

Kompleksni spojevi stupnja oksidacije +2 su uglavnom oktaedarske strukture.

Zeljezo oksidacijskog stupnja +3 &ini tri trihalogenida (FeFs, FeCls, FeBrs), dok Fels ne
postoji jer je Fe** dovoljno jako oksidacijsko sredstvo da oksidira jodid u elementarni jod.
Sva tri trihalogenida mogu se dobiti izravnom sintezom iz elemenata.

TaloZenjem Fe*" s luzinama dobiva se hidratizirani Zeljezo (111) oksid, Fe;03xH,0 koji

stajanjem pod vodom prelazi u nestabilni y-FEOOH (lepidokrokit) koji kasnije prelazi u



stabilniji a-FeOOH (getit). Hidratizirani Zeljezo (111) oksid, Fe,O3xH,0O ima amfoterna
svojstva i teSko se otapa u koncentriranim luzinama i to samo uz zagrijavanje.

v-Fe,03 i Fe3Oy4 su paramagneticni.

Fero-feri-oksid (Fe3O4%Fe,03), nastaje kao crveni prah kad se Zari Fe(OH)3, Fe(NO3), ili
Fe,(S04)s (Slika 6).

Slika 6. Fero-feri oksid (Fe3O4xFe,03)
(Izvor:http://rainbowpigment.en.made-in-china.com/offer/xeqQDtNUJHWI/Sell-
Superfine-Red-Iron-Oxide-Fe203-Pigment.html)

Medu vaznije spojeve ovog oksidacijskog stupnja spadaju zeljezo (III)-sulfid (Fe;S3),
Zeljezo (l)-sulfat (Fe»(SO4)3) koji iz vodenih otopina najéeSc¢e kristalizira sa 6 ili 12
molekula vode, Zeljezo (I11)-nitrat (Fe(NO3)3), itd.

Kompleksni spojevi +3 oksidacijskog stanja su ve¢inom oktaedarske strukture (Filipovi¢ 1

Lipanovi¢, 1995.).

Oksidacijskom stanju +6 pripada ferat - ion (FeO4*) koji je postojan samo u luZnatom
mediju, a u kiselom se raspada na Fe®" i kisik uz ne$to ozona. U kiselom mediju je vrlo
jako oksidacijsko sredstvo. FeO4* - ion ima tetraedarsku strukturu.
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1.3. Crvenica

Crvenica (crljenica) je naziv za crvena rezidualna tla, posebno raSirena u podrucju krsa
oko Mediterana (Slika 7). Smatra se da je crvenica tip reliktnog tla nastala u toplijim
Klimatskim uvjetima od danasnjih. U geoloSskom smislu crvenica je naziv za crvenkasta,
smede-crvena i Zuckasto-crvena glinovito-praSinasta tla koja pokrivaju vapnence i
dolomite. Karakteristicna crvenkasta boja potjeCe od amorfnih Zeljeznih hidroksida i

oksida. Mineralni sastav crvenice u mediteranskoj regiji moze biti vrlo raznolik.

Slika 7. Crvenica

(Izvor: http://www.panoramio.com/photo/19544628)

Nastanak crvenica je dugotrajan proces. Za nastanak 1 cm tla potrebno je otopiti 5 m
stijena Sto traje oko 10 000 godina. Crvenica se formirala kao rezultat dekalcifikacije,
rezidualne akumulacije netopljivog ostatka i rubifikacije te stvaranja glinenih minerala
karakteristi¢ne crvene boje. O postanku crvenice postoji viSe objasnjenja. Neki smatraju da
je nastala u procesu okrSavanja iz netopivog ostatka karbonatnih stijena, drugi da je nastala
iz materijala nanesenih na karbonatne stijene, a danas najveci broj znanstvenika smatra da

je poligenetske prirode (Durn, 2003.).

Crvenice su propusna i topla tla, stabilne poliedri¢ne strukture. Imaju visok stupanj
zasicenosti adsorpcijskog kompleksa tla bazama (70-96%). Sadrze vrlo male koli¢ine
humusa (1-3%), a one pod Sumama su nesto bogatije humusom (3-5%).

Crvenice su tla dobrih pedofizikalnih i slabijih pedokemijskih svojstava. Dobro su

opskrbljene dusikom (0,11-0,41) dok je fizioloski aktivan fosfor na minimumu (0,2-9,6 mg
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na 100 g tla). Koli¢ina kalija na 100 grama tla iznosi 15 mg. Za uzgoj poljoprivrednih
kultura potrebno je dodati fosfor i kalcij.

Crvenice su krska stjenovita tla s diskontinuiranim pokrovom.

Djelovanjem vjetra i vode na pojedinim mjestima talozila se veca koli¢ina crvenice, pa su
danas prisutna pli¢a i dublja tla te im dubina varira od nekoliko centimetara do nekoliko
metara. Cesto se dogada da se tlo zadrzi samo u pukotinama stijena tzv. ,,dZepovima*.
Plitka primorska crvenica je slabo kiselo do neutralno tlo (pH 5,6-7,7).

Crvenice su Cesto skeletna tla i to skeletno ilovaste gline do gline, a sadrzaj koloidne gline
povecava se s dubinom. Strukturu crvenice Cine glina (Cestice manje od 0,002 mm), sitni 1
krupni pijesci (od 0,002 do 2 mm) te Cestice praha koje su po veli¢ini izmedu Cestica gline
i pijeska. Takva struktura tla je lako obradiva.

Porozitet crvenica je visok, a kapacitet za zrak je zadovoljavajuci.

U Hrvatskoj crvenice pokrivaju 245 000 ha ili 4,4% povrsine. NajceS¢e su rasirene u
asocijaciji sa smedim tlima na vapnencima i dolomitima. NaSe crvenice su ¢esto crveno-

smede boje Sto moze stvarati problem pri razlikovanju crvenica i smedih tala.

Na crvenicama se moze uzgajati ve¢ina poljoprivrednih kultura, ali najceSce se sade
drvenaste vrste. Duboke crvenice su pogodne za uzgoj voc¢njaka i vinove loze, a srednje
duboke za uzgoj drvenastih i ratarskih kultura. Nedostaci crvenica su kamenitost,
skeletnost, geomorfoloSka pozicija, uslojenost, poloZaj slojeva vapnenca i dolomita,
dubina, itd. Zato su crvenice uglavnom Sumska tla

(http://www.medp.unist.hr/moduli/pedologija/predavanja/Klasa-Kambicna_tla.pdf).
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2. CILJ RADA

Iz literature vidljivo je da je za uspjeSan rast i metabolizam A. junii dovoljna prisutnost
Fe?* u tragovima (< 0,02 mg L™). U otpadnoj vodi, koncentracije Fe** - iona od 1,31 mg L’
! pokazuju negativan utjecaj na rast i metabolizam bakterija, a koncentracije vece od 24,16
mg L™ uzrokuju odumiranje bakterijske biomase. Postoji moguénost da povisene
koncentracije Fe?* djeluju toksi¢no prema PAB i drugim mikroorganizmima u aktivnom
mulju i tako dugorocno naruse sposobnost uredaja za tercijarno proc¢is¢avanje da uspjesno
uklanjaju fosfate iz otpadnih voda (Ivankovi¢ 1 Hrenovi¢, 2011.).

Danas se posebna paznja posveéuje imobilizaciji bakterija na pogodne nosace kako bi se
postigla Sto veca koncentracija pozeljnih stanica u bioreaktorima i time poboljSao proces
obrade otpadnih voda.

Cilj ovog rada je utvrditi kako Zeljezo iz zemlje crvenice utjeCe na kapacitet imobilizacije i
metabolizam PAB A. junii. Zbog toga smo uklonili povrSinsko Zeljezo iz originalnog
uzorka crvenice obradom s citratom i ditionatom, a oktaedarsko Zeljezo oksalathnom

metodom.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. Crvenica

Uzorci crvenice uzeti su u Savudriji (uzorak 3686), na dubini 10-30 cm. Ti uzorci su

sterilizirani u autoklavu 15 minuta pri 120 °C.

3.2. Acinetobacter junii

Kultura fosfat — akumulirajucih bakterija Acinetobacter junii soja DSM 1532 kupljena je
od banke mikroorganizama Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen
GmbH (Hrenovi¢ i sur., 2003.).

3.3. Sintetska otpadna voda

Kemijski dobivena vodena otopina koristi se kako bi simulirala stvarnu otpadnu vodu.
Koristeno je 300 mg natrijevog propinata. 100 mg peptona, 10 mg magnezijevog sulfata
(MgS0O,), 6 mg kalcijevog klorida (CaCl,), 30 mg kalijevog klorida (KCI), 10 mg
ekstrakta kvasca te 88 mg KH,PO, po litri destilirane vode.

pH vrijednost namjeStena je na 7,00 £ 0,04 prije autoklaviranja. Za podeSavanje pH
koriStene su 1M otopina natrijevog hidroksida (NaOH) i IM otopina klorovodi¢ne kiseline

(HCI).

3.4. Izvedba eksperimenta

Bakterija A. junii prvo je uzgajana na hranjivom agaru 16 sati pri 30 £ 0,1 °C. Zatim je
biomasa suspendirana u sterilnoj 0,05 M otopini natrijevog klorida (NaCl). Jedan mL
suspendirane biomase unesen je u Schottove boce koje su sadrzavale 100 mL sintetske
otpadne vode. U svaku bocu dodan je 1,0 g zemlje crvenice. Boce su zacepljene sterilnim
gumenim ¢epom i aerobno su inkubirane u vodenoj kupelji uz potresanje pri 30 £ 0,5 °C

tijekom 24 sata. Rata opskrbe filtriranim zrakom iznosila je 1 L/min.
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Na isti nacin je provoden postupak za odredivanje uklonjene koli¢ine fosfata iz zemlje

crvenice, ali bez dodatka bakterija.

3.5. Analiticke metode

3.5.1. Mjerenje pH vrijednosti i koncentracije fosfata

pH vrijednosti mjerene su WTW 330 pH-metrom.

Koncentracija fosfata u sintetskoj otpadnoj vodi mjerena je pomoc¢u DR/2500 Hach
spektrofotometra koji se koristi molibdovanadat metodom (metoda 8114).

Uzeto je 10 mL sintetske vode iz svake Schottove boce te 1 mL reagensa uz nadopunu do
25 mL destilirane vode u svakoj kiveti spektrofotometra. Prije mjerenja koncentracije
fosfata uzorci su filtrirani preko Sartoriusovih nitroceluloznih filtara s porama promjera
0,2 pum. Prva proba je slijepa i sadrzi samo destiliranu vodu. Nakon dodatka
molibdovanadatnog reagensa razvija se zuta boja koja je proporcionalna koncentraciji

fosfata. Na spektrofotometru smo ocitavali koncentraciju fosfata u mg P-PO,* L™,

3.5.2. Mjerenje broja slobodnih i imobiliziranih bakterija

Nakon inkubacije odreden je broj slobodnih i imobiliziranih bakterija. Za odredivanje
slobodnih bakterija 1 mL supernatanta serijski je razrijeden od 10" do 10°. Zatim su
volumeni od 0,1 mL naneseni na hranjivi agar. Nakon inkubacije pri 30 £ 0,1 °C tijekom
24 sata izbrojene su bakterijske kolonije. Za brojanje bakterijskih kolonija koristili smo

brojag kolonija Stuart Colony Counter SC6. Broj kolonija preracunat je kao CFU L™.

Za odredivanje broja imobiliziranih stanica pojedini nosaci (uzorci crvenica) uzeti su iz
boca i isprani tri puta sa sterilnom 0,05 M otopinom natrijevog klorida (NaCl) i preneseni u
epruvetu koja sadrzi 9 mL 0,05 M otopine natrijevog klorida (NaCl). Uzorci su smrvljeni

sterilnim staklenim Stapi¢em 1 snazno protreseni u mehanic¢koj mijesalici (40 Hz/3 min.,
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Kartell TK3S homogenizator). Ovim postupkom odvajaju se imobilizirane stanice s nosaca
odnosno crvenice. Od ove suspenzije napravljena su serijska razrjedenja od 10™ do 107
Metodom Sirenja razmaza inokulirani smo 0,1 mL na hranjivi agar. Nakon inkubacije koja
je trajala 24 sata pri 30 = 0,1 °C kolonije su prebrojene, a uzorci crvenice su prethodno
osuseni u suSioniku tijekom 2 sata pri 105 °C i izvagani. Broj stanica oznacen je kao

imobilizirani CFU po jednom gramu suhog nosac¢a 0odnosno crvenice.

3.6. Postupak uklanjanja zeljeznih oksida iz crvenice

Zeljezni oksidi iz crvenice uklanjani su ditionat-citrat metodom uz koristenje sode

bikarbone (DCB analiza) te oksalathnom metodom.

Uzorak zemlje crvenice (uzorak 3686) podijeljen je na dva dijela.

Prvi dio uzorka (uzorak A) stavljen je u plasticnu kivetu i tretiran s 0,3 molarnom
otopinom tri-natrijevog citrata dihidrata (CgHsNaz;O; x 2H,0) i 1 molarnom otopinom
natrijevog hidrogenkarbonata (NaHCO3). Zatim se postepeno dodaje 1 g natrijevog
ditionata (Na,S,04) uz zagrijavanje pri 80 °C u vodenoj kupelji.

Djelovanjem natrijevog ditionata (Na,S,04) na uzorak zemlje crvenice dolazi do redukcije
Fe** - iona u Fe*" - ione koji su topljivi. Naknadnim ispiranjem topivi Zeljezni oksidi se

uklanjaju iz crvenice. Postupak se ponavlja tako dugo dok se odvija reakcija redukcije.
Reakcija redukcije: Fe** (i) + &— Fe %" (o)

Ditionat i produkti reakcije ispiru se destiliranom vodom.

Nakon zavrSetka reakcije uzorak se centrifugira 10 minuta pri 3 800 okretaja/min. Za

ubrzanu sedimentaciju Cestica dodaje se nekoliko kapi magnezijevog klorida (MgCl,).

Prisutnost SO4> - iona u supernatantu provjerava se pomocu barijevog klorida (BaCl,).

Ispiranje se ponavlja sve dok se reakcija na sulfate ne pokaze negativnom.

Reakcija za dokazivanje sulfata: Ba ** (5g) + SO4° (ag) — BaSOys)
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Rezultat je pokazao da je bilo prisutno 87,66% netopivog ostatka te 12,34% topivog
ostatka iz ¢ega mozemo zakljuciti da su Zeljezni oksidi sacinjavali 12,34% mase uzorka A.

Uzorak sadrzi vrlo fine Cestice koje usporavaju sedimentaciju tijekom centrifugiranja. Zato
se uzorak tretira sa $to manjom koli¢inom koagulacijskog sredstva odnosno magnezijevog

klorida (MgCl,) koji je zbog toga prisutan i u finalnom uzorku.

Uzorak crvenice A u radu oznacava crvenicu kojoj je uklonjeno povrsSinsko zeljezo.

Drugi dio uzorka 3686 (uzorak B) raspodijeljen je u tri tamne LDPE bocice namijenjene
za fotosenzitivne kemikalije te je tretiran s 250 mL smjese koja se sastoji od 0,13 M
otopine amonijevog oksalata (NH4C,04) i 0,12 M otopine oksalne kiseline (H,C,0,).
Otopina je dodana uzorku u tamnoj prostoriji. Djelovanjem smjese amonijevog oksalata i
oksalne kiseline na uzorak zemlje crvenice dolazi do aktivacije povrSine minerala (H") i
dolazi do nastanka koordinatne veze izmedu oksalatnog liganda i iona Zeljeza. Bez
svjetlosti onemogucena je foto-elektrokemijska kataliza te oksalat reagira sa slabo
Kristaliziranim oblicima oksida Zeljeza. Kompleks je desorbiran iz povrSine minerala te su

otopljeni slabo kristalizirani Zeljezni oksidi ispiranjem uklonjeni iz uzorka.

Zatvoreni spremnici mijeSani su dva sata na planetarnoj mijeSalici. Zatim su filtrirani kroz
filtar plave vrpce u tamnoj prostoriji. Uzorci se ispiru tri puta s destiliranom vodom. Prvo
ispiranje se vrsi u tamnoj komori, a drugo i tre¢e uz prirodnu svjetlost. Nakon treceg
ispiranja uzorak se prebaci u kivetu i centrifugira. Za brzu sedimentaciju dodaje se
nekoliko kapi 1 M otopine magnezijevog klorida (MgCl,) koji je prisutan i u kona¢nom

uzorku. Ne moze se odrediti postotak topivog i netopivog ostatka.

Udio amorfnih Zeljeznih oksida nije moguce utvrditi jer je tijekom filtracije u tamnoj
komori doslo do vidljivog gubitka sitne frakcije koja prolazi kroz filtar.
Uzorak sadrzi vrlo fine Cestice koje prolaze kroz filtar plave vrpce. Ispiranje je otezano

zbog zacepljivanja filtar papira te stvaranja fine suspenzije.

Uzorak crvenice B u radu oznacava crvenicu kojoj je uklonjeno povrSinsko i oktaedarsko

Zeljezo.
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4. REZULTATI

4.1. Uklanjanje fosfata s crvenicom u abiotskom pokusu

Pocetna koncentracija fosfata iznosila je 21,6 + 0,3 mg L™ (Tablica 1). Nakon 24 sata
inkubacije koncentracija fosfata bila je niza jer je crvenica uklonila dio fosfata. U reaktoru
s originalnom crvenicom iznosila je 14,6 mg L™, u reaktoru s crvenicom A 16,0 mg L™, au
reaktoru s crvenicom B 17,4 mg L™ (Tablica 1). Ovi podaci pokazuju da je originalna
crvenica uklonila najvise fosfata, zatim crvenica A te naposljetku crvenica B (Slika 8).

Originalna crvenica ukupno je uklonila 7,0 mg L™ fosfata, crvenica A 5,6 mg L™ fosfata, a
crvenica B 4,2 mg L fosfata. Iz ovih rezultata takoder vidimo da je originalna crvenica

uklonila najviSe fosfata, zatim crvenica A te crvenica B (Tablica 1).

Postotak uklonjenih fosfata nakon 24 sata inkubacije u reaktoru iznosio je 32,4%, u
reaktoru s crvenicom A 25,9% te u reaktoru s crvenicom B 19,4% (Tablica 1). Vidimo da
je najveci postotak fosfata uklonila originalna crvenica $to je u skladu s prethodnim

rezultatima (Slika 9).

Tablica 1. Uklanjanje P iz sintetske otpadne vode u reaktorima s crvenicom bez bakterija.

Parametri Crvenica original | Crvenica A | Crvenica B
start

pH 7,0 7,0 7!0
P-PO4 (mg L™ 21,6 21,6 21,6
nakon 24h inkubacije

pH 7,86 6,23 7,22
P-PO, (mg L™ 14,6 16,0 17,4
ukupno uklonjeni P (mg L™) 7,0 5,6 4,2
uklonjeni P (%) 32,4 25,9 19,4
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Slika 8. Promjena koncentracije fosfata u pojedinim reaktorima nakon 24 sata
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Slika 9. Postotak uklanjanja fosfata u reaktorima nakon 24 sata inkubacije.
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Pocetni pH namjeSten je na 7,00 £ 0,04. Nakon 24 sata inkubacije, u reaktoru s
originalnom crvenicom pH je iznosio 7,86, u reaktoru s crvenicom A 6,23 te u reaktoru s
crvenicom B 7,22 (Tablica 1, Slika 10).
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Slika 10. Promjena pH vrijednosti u reaktorima nakon 24 sata inkubacije.
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4.2. Uklanjanje fosfata s crvenicom i A. junii

Podetna vrijednost broja bakterija iznosila je co (10° CFU mL™) =7,99 + 2,10 (Tablica 2).
Nakon 24-satne inkubacije uzoraka broj bakterijskih stanica se znatno povecao u odnosu

na pocetne vrijednosti.

Najveéi broj slobodnih bakterijskih stanica nalazio se u reaktoru s crvenicom A (9,2x10°
CFU mL™) te u reaktoru s originalnom crvenicom (8,8x10® CFU mL™).

Najveéi broj bakterijskih stanica imobilizirao se na crvenicu A i iznosi 1,45x10** CFU po
1g crvenice, nakon ¢ega su slijedili reaktori s originalnom crvenicom i crvenicom B s
vrijednoséu od 2,8x10* CFU/g crvenice (Tablica 2). Postoji znadajna razlika u broju
imobiliziranih bakterija kod crvenice A u odnosu na originalnu crvenicu i crvenicu B
(Slika 11).

Tablica 2. Uklanjanje P iz sintetske otpadne vode i broj bakterija A. junii u reaktorima s

crvenicom i PAB A. junii.

Parametar kontrola | crvenica original | crvenica A | crvenica B
(A. junii)

start

pH 7,0 7,0 7,0 7,0

P-PO4 (mg L™ 22,2 21,6 21,6 21,6

10° CFU mL™ 8,0 2,4 2,1 2,5

nakon 24h inkubacije

pH 6,79 8,17 8,12 8,36

P-PO4 (mg L™) 17,4 10,4 11,3 13,0

ukupno uklonjeni P (mg L™) 48 11,2 10,3 8,6

bakterijama uklonjeni P 4,8 4,2 4,7 4,4

(mg L)

slobodne bakterije 6,2 88,0 2,0 92,0

(10’ CFU mL™)

imobilizirane bakterije - 2,8 14,5 2,8

(10" CFU/1g crvenice)

ukupne bakterije 6,2 120,0 150,0 120,0

(10°CFU mL™)

stopa uklanjanja P 7,74 36,0 32,0 37,0

(10 mg P CFU™)

CFU 24h/CFU start 1,75 485 702 481

uklonjeni P (%) 21,6 51,9 47,7 39,8

CFU imobilizirane/ - 32 7658 31

CFU slobodne
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Slika 11. Broj imobiliziranih bakterija po gramu crvenice u pojedinim reaktorima
nakon 24 sata inkubacije.

Najveci ukupan broj bakterija bio je u reaktoru s crvenicom A.

U kontrolnom reaktoru iznosio je 6,2x10” CFU mL™, u reaktoru s originalnom crvenicom i
A. junii 1,2x10° CFU mL™, u reaktoru s crvenicom A 1,5x10° CFU mL™ te u reaktoru s
crvenicom B 1,2x10° CFU mL™ (Tablica 2). Vidimo da ne postoji znagajna razlika u broju
bakterija u reaktorima s crvenicom, dok je kontrolni uzorak imao znatno manji broj
ukupnih bakterija (Slika 12).
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Slika 12. Ukupan broj bakterija u reaktorima nakon 24-satne inkubacije.
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Slika 13 prikazuje omjer izmedu pocetnih vrijednosti CFU i onih nakon 24-satne
inkubacije uzoraka. Najveci omjer pocetnih i kona¢nih vrijednosti CFU bio je u reaktoru s
crvenicom A te je iznosio 702, zatim u reaktoru s originalnom crvenicom gdje je iznosio
485 te u uzorku crvenice B gdje je bio 481. U kontrolnom uzorku taj omjer je iznosio 7,75
(Tablica 2). Ovi podaci su u skladu s prethodno ve¢ navedenim podacima te i iz njih

takoder vidimo da se najveci broj bakterija razvio u uzorku crvenice A.
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Slika 13. Omjer CFU vrijednosti nakon i prije inkubacije u pojedinim reaktorima.
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Najve¢i omjer imobiliziranih i slobodnih bakterija takoder se nalazio u reaktoru s

crvenicom A i iznosio je 7 658, dok je taj omjer za originalnu crvenicu i crvenicu B bio

gotovo identican, te je iznosio 32 odnosno 31 (Tablica 2, Slika 14).
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Slika 14. Omjer broja imobiliziranih i slobodnih bakterija nakon 24 sata inkubacije.
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Pocetni pH (prije inkubacije) namjesten je na 7,00 + 0,04 (Tablica 2).

Vecina uzoraka nakon 24-satne inkubacije uzoraka imala je pH vrijednost u luZznatom
podrucju §to odgovara A. junii.

U reaktoru s originalnom crvenicom i A. junii pH je iznosio 8,17, u reaktoru s crvenicom A
i A.junii 8,12 te u reaktoru s crvenicom B i A. junii 8,36.

Kontrolni uzorak koji sadrzi samo A. junii imao je blago kiseli pH i iznosio je 6,79
(Tablica 2, Slika 15).
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Slika 15. Promjene pH vrijednosti nakon 24-satne inkubacije unutar pojedinih
reaktora.

25



Podetna koncentracija fosfata, prije 24-satne inkubacije, iznosila je 21,6mg L™ + 0,3
(Tablica 2). Nakon 24 sata inkubacije uzoraka koncentracija fosfata je padala, $to smo i
ocekivali, jer je doSlo do uklanjanja fosfata.

U kontrolnom reaktoru s A. junii koncentracija fosfata iznosila je 17,4 mg L™, u reaktoru s
originalnom crvenicom 10,4 mg L™, u reaktoru s crvenicom A 11,3 mg L™ te u reaktoru s
crvenicom B 13,0 mg L™ (Tablica 2). Najniza koncentracija fosfata bila je u reaktoru s
originalnom crvenicom i A. junii, te u reaktoru crvenice A i A. junii (Tablica 2). Na temelju

toga mozemo pretpostaviti da je u tim uzorcima dosSlo do najveceg ukupnog uklanjanja
fosfata (Slika 16).
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Slika 16. Promjena koncentracije fosfata u reaktorima nakon 24-satne inkubacije.
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Stopa uklanjanja fosfata bila je najveéa u reaktoru s crvenicom B i iznosi 3,7x10%* mg P
CFU™, ali vrlo sli¢an rezultat bio je i u reaktoru s crvenicom A gdje je ta stopa iznosila
3,6x10™> mg P CFU™. U reaktoru s originalnom crvenicom i bakterijom stopa uklanjanja
fosfata iznosila je 3,2x10™2 mg P CFU™, a kod kontrolnog uzorka iznosila je 7,74x10™*
mg P CFU™ (Tablica 2, Slika 17). Ovi podaci ukazuju da nema znatne razlike u stopi
uklanjanja fosfata izmedu uzoraka u kojima je iz crvenice uklonjeno zeljezo i onih u
kojima nije. Na temelju toga mozemo zakljuciti da Zeljezo prisutno u crvenici nema

utjecaja na bakterijsko uklanjanje fosfata.

stopa uklanjanja fosfata (10''mg P
CFUY)
[
o

6,2 120 150 120
ukupan broj bakterija {107 CFU mL1)

Slika 17. Ovisnost stope uklanjanja fosfata bakterijama o ukupnom broju bakterija.
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U reaktoru originalne crvenice s A. junii bio je najveci postotak uklonjenih fosfata i to ¢ak
51,9%, a vrlo blizu tome je i rezultat u reaktoru s crvenicom A i A. junii koji je iznosio
47,7%. U reaktoru s crvenicom B i A. junii uklonjeno je 39,8%, a u kontrolnom reaktoru
21,6% (Tablica 2). 1z navedenog vidimo da crvenica ima velik kapacitet uklanjanja fosfata

koji se znacajno povecava dodatkom fosfat-akumulirajuée bakterije (Slika 18).
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Slika 18. Postotak uklonjenih fosfata unutar pojedinih reaktora nakon 24
inkubacije.
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5. RASPRAVA

Rezultati ukazuju da je crvenica dobar nosa¢ za PAB A. junii te da sama po sebi ima dobru
sposobnost uklanjanja fosfata, koja se znatno poveéava dodatkom bakterije, a to mozemo

potvrditi i usporedbom rezultata s drugim istrazivanjima.

Hrenovic¢ 1 sur. (2010.) istrazivali su sepiolit kao nosac¢ A. junii. Koristili su originalni i
procisceni sepiolit. Pokazalo se da je sepiolit dobar nosa¢ za PAB A. junii. Bakterije koje
su se imobilizirale bile su metaboli¢ki aktivne i uklanjale su fosfate iz otpadne vode.
Sepiolit je bogat Mg?* - ionima te je dobar izvor tih iona za A. junii koji doprinose
povecanju bakterijske biomase.

Broj imobiliziranih bakterija kod originalnog sepiolita iznosio je 5,57x10° CFU/g nosaca,
a kod pro¢iéenog sepiolita 8,12x10? CFU/g nosaca (Hrenovi¢ i sur., 2010.). Na originalnoj
crvenici broj imobiliziranih bakterija iznosio je 2,8x10' CFU/g nosaca, na crvenici A
14,5x10™ CFU/g nosaca te na crvenici B 2,8x10™° CFU/g nosaca.

Omjer izmedu broja imobiliziranih i slobodnih bakterija kod originalnog sepiolita iznosio
je 318, kod prociséenog sepiolita 532 (Hrenovic i sur., 2010.), kod originalne crvenice 32,
kod crvenice A 7658, a kod crvenice B 31.

Omjer pocetnih i konacnih vrijednosti broja bakterija kod originalnog sepiolita iznosio je
6,37, a kod proc¢is¢enog 7,91 (Hrenovi¢ i sur., 2010.). Kod originalne crvenice taj omjer je
iznosio 485, kod crvenice A 702 te kod crvenice B 481.

Postotak uklonjenih fosfata kod originalnog sepiolita iznosio je 28,41%, a kod proc¢is¢enog
34,59% (Hrenovi¢ i sur., 2010.). Postotak uklanjanja fosfata s crvenicom varirao je od
19,4% do 32,4% za samu crvenicu, te od 39,8 do 51,9% za crvenicu s imobiliziranim
bakterijama. Stopa uklanjanja fosfata iznosila je 5,84x10™* mg P CFU™ za originalni
sepiolit, 5,87x10™ mg P CFU™ za prociséeni sepiolit (Hrenovié i sur., 2010.), dok je za
originalnu crvenicu ta stopa iznosila 36x10™* mg P CFU™, za crvenicu A 32x10™ mg P
CFU™, te za crvenicu B 37x10* mg P CFU™,

Usporedbom ovih podataka za sepiolit i crvenicu (Tablica 3) mozemo zakljuditi da je broj
imobiliziranih bakterija daleko veci kod crvenice nego kod obje forme sepiolita. Takoder
se vidi da je stopa uklanjanja fosfata veca kod crvenice, kao 1 postotak ukupno uklonjenih

fosfata u odnosu na sepiolit.
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Tablica 3. Usporedba podataka dobivenih za sepiolit (Hrenovi¢ i sur., 2010.) i crvenicu kao

nosaca A. junii.

Parametri Originalni | Pro¢iséeni | crvenica | crvenica | crvenica
sepiolit sepiolit original A B

Imobilizirane 5,57 8,12 28,0 145,0 28,0

bakterije(10°CFU/q)

CFU imobilizirane/ 318 532 32 7658 31

CFU slobodne

CFU 24h/ 6,37 7,91 485 702 481

CFU start

stopa uklanjanja P 5,84 5,87 36,0 32,0 37,0

(10" mg P CFU™)

uklonjeni P (%) 28,41 34,59 51,9 47,7 39,8

U istrazivanju Hrenovi¢ i sur. (2011.) proucavan je klinoptilolit kao prirodni nosac za A.
junii. Koristili su Zn - klinoptilolit (Zn - CLI) i ZnO - klinoptilolit (ZnO - CLI).

Broj imobiliziranih bakterija na Zn - CLI iznosio je 0,39x10° CFU/g nosaca, a kod ZnO -
CLI 61,4x10° CFU/g nosaca, §to je vrlo malo u usporedbi s Mg - izmijenjenim
klinoptilolitom gdje se imobiliziralo 9,5x10° CFU/g nosaga, povrsinski izmijenjenim
klinoptilolitom s 5,3x10° CFU/g nosaga te prirodnim klinoptilolitom 2,3x10° CFU/g
nosaca. Omjer CFU 24 h/CFU start bio je znatno veé¢i u kontrolnom uzorku i iznosio je
4,85 nego kod Zn - CLI gdje je iznosio 0,0 i Zn - CLI gdje je bio 0,01 (Hrenovi¢ i sur.,
2011.). Ovi podaci sugeriraju da Zn - CLI i ZnO - CLI imaju snazno antibakterijsko
djelovanje s vrlo visokim postotkom inhibicije A. junii od ¢ak 99%. Unato¢ vrlo niskom
broju imobiliziranih bakterija postotak uklonjenih fosfata bio je mnogo veéi nego u
kontrolnom reaktoru. Nakon 24 sata inkubacije pocetna koncentracija fosfata smanjila se
za 80% kod ZnO - CLI te 50% za Zn - CLI. Utjecaj bakterija pri uklanjanju fosfata bio je
zanemariv i iznosio je manje od 0,06% (Hrenovi¢ i sur., 2011.).

Usporedba podataka za klinoptilolit i crvenicu (Tablica 4) pokazuje kako je crvenica
daleko bolji nosa¢ za A. junii od Klinoptilolita. ZnO - klinoptilolit mnogo ucinkovitije
uklanja fosfate (80,89%) od originalne crvenice (51,9%), crvenice A (47,7%) te crvenice B
(39,8%). Zn - klinoptilolit uklonio je nesto manje fosfata (50,12%) od originalne crvenice

(51,9%), ali viSe od crvenice Ai B.
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Tablica 4. Usporedba podataka o broju imobiliziranih bakterija i postotku uklanjanja

fosfata kod klinoptilolita sa sadrzajem cinka (Hrenovi¢ i sur., 2011.) i crvenice kao nosaca

A. junii.

Parametri Zn - Zn0 - crvenica | crvenica | crvenica
klinoptilolit | Klinoptilolit original A B

imobilizirane 0,39 61,4 28000 145000 28000
bakterije(10°
CFU/qg)
CFU 24h/CFU start 0,0 0,01 485 702 481
uklonjeni P (%) 50,12 80,89 51,9 47,7 39,8

Bentonit je takoder istrazivan kao nosa¢ za A. junii (Hrenovi¢ i sur., 2009.). U tom
istrazivanju koristen je prirodni bentonit te bentonit modificiran s kvarternom amonijevom
soli odnosno cetiltrimetilamonijevim bromidom (CTAB).

CTA - bentonit 1 sadrZzavao je 0,063 mmol/g CTA, a CTA - bentonit 2 sadrzavao je 0,500
mmol/g CTA.

Podaci iz tablice 5 ukazuju da je crvenica bolji nosa¢ za A. junii od prirodnog i
modificiranog bentonita. Na prirodnom bentonitu imobiliziralo se 4,79x10° CFU/g nosaca,
na CTA - bentonit 1 2,95x10° CFU/g nosaca te na CTA - bentonit 2 7,78x10° CFU/qg
nosaca (Hrenovi¢ i sur., 2009.). Te vrijednosti su bile znatno veée kod originalne crvenice
(28,0x10° CFU/g nosaca) te crvenice A (145,0x10° CFU/g nosaca) i B (28,0x10° CFU/g
nosaca). Stopa uklanjanja fosfata kod prirodnog bentonita iznosila je 0,75%10'® mg P CFU’
! kod CTA - bentonita 1 1,54x10™ mg P CFU™ te kod CTA - bentonita 2 1,48x10™ mg P
CFU™ (Hrenovi¢ i sur., 2009.). Kod originalne crvenice stopa uklanjanja fosfata iznosila je
3,6x10* mg P CFU™, kod crvenice A 3,2x10% mg P CFU™ te crvenice B 3,7x10'° mg P
CFU™. O¢ito je da crvenica ima bolju stopu uklanjanja fosfata od bentonita. Medutim, kod
postotka uklonjenih fosfata situacija je druk¢ija. Crvenica je imala veci postotak uklonjenih
fosfata od prirodnog bentonita, ali daleko manji od modificiranih bentonita. CTA - bentonit
1 imao je vrlo visok postotak uklonjenih fosfata od ¢ak 92,23%, a slijedio ga CTA -
bentonit 2 s 81,98%. Prirodni bentonit imao je mnogo nizi postotak uklonjenih fosfata i
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iznosio je 30,77%. Postoci uklanjanja fosfata kod originalne crvenice, crvenice A i B
redom su iznosili 51,9%, 47,7% te 39,8%.

Tablica 5. Usporedba podataka o broju imobiliziranih bakterija, stopi i postotku uklanjanja

fosfata kod bentonita (Hrenovi¢ i sur., 2009.) i crvenice.

Parametri prirodni CTA- CTA- | Originalna | Crvenica | Crvenica

bentonit | bentonit | bentonit | crvenica A B
1 2

Broj 4,79 2,95 7,78 28,0 145,0 28,0

imobiliziranih

bakterija  (10°

CFU/qg)

Stopa uklanjanja 0,75 1,54 1,48 3,6 3,2 3,7

fosfata (10™° mg

P CFUY)

Uklonjeni P (%) 30,77 92,23 81,98 51,9 47,7 39,8

Usporedbom podataka za razlicite vrste nosata mozemo vidjeti da se na crvenici
imobiliziralo vise bakterija nego kod originalnog i procis¢enog sepiolita, Zn- i ZnO-
klinoptilolita, prirodnog bentonita te CTA-bentonita 1 i 2. Zbog toga mozemo zakljuciti da
je crvenica vrlo dobar nosac za A. junii.

Crvenica je imala veéu stopu i postotak uklanjanja fosfata od originalnog i procis¢enog
sepiolita te prirodnog bentonita. Zn-klinoptilolit i originalna crvenica imali su sli¢an
postotak uklanjanja fosfata. ZnO-klinoptilolit, CTA-bentonit 1 i 2 imali su dosta veci
postotak uklanjanja fosfata od crvenice. To pokazuju da crvenica u kombinaciji s A. junii
ima dobar postotak uklanjanja fosfata, ali postoje zeoliti s boljom sposobnos¢u uklanjanja

fosfata.
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pH vrijednosti tijekom eksperimenta bile su uglavnom u luznatom podrucju $to odgovara
A. junii koja optimalno zivi u neutralnom do blago luznatom mediju (Garrity i sur., 2003.).
Kiseli medij im ne odgovara te pri takvom pH pokazuju slab rast i odumiranje biomase.

Bakterije odumiru ako pH vrijednosti padnu ispod 6 ( Ivankovi¢ i Hrenovi¢, 2011.).

Medutim, A. junii imobilizirane na prirodni zeolit mogu prezivjeti ekstremne vrijednosti
pH

otpadnom vodom KkoriStene su vrijednosti pH od 2, 3, 4 i 5 tijekom 24 sata. Pri pH 4

§to su pokazali Ivankovi¢ i Hrenovi¢ (2011.) u svom istrazivanju. U reaktorima s

prezivjelo je 82% bakterija, dok u kontrolnom reaktoru taj postotak je iznosio 0,0%. Pri pH
3 prezivjelo je 38% bakterija, a pri pH 2 nije bilo zivih bakterija nakon inkubacije. Ovi
rezultati pokazuju da bakterija moze preZivjeti ekstremne vrijednosti pH ako je

imobilizirana na prirodni nosac¢, dok slobodne bakterije ne mogu opstati pri takvom pH.

Usporedujuci pH vrijednosti kod razli¢itih nosaca vidimo da se one nalaze uglavnom u
blago luznatom podruc¢ju u kojem A. junii optimalno Zivi. Originalni sepiolit imao je pH
vrijednost 7,82, a pro¢is¢eni 7,86 (Hrenovi¢ i sur., 2010.). Zn- Klinoptilolit imao je pH
5,99, Sto ne odgovara A. junii, dok je pH kod ZnO-klinoptilolita bio u blago luznatom
podrudju i iznosio je 7,19 (Hrenovic i sur., 2011.). Kod originalne crvenice, crvenice A i B
pH nakon inkubacije bili su u luznatom podrucju i iznosili su 8,17, 8,12 te 8,36. Vidimo da
se pH vrijednosti dobivene tijekom eksperimenta slazu s podacima dobivenim za druge

nosace.

Tablica 6. Usporedba pH vrijednosti nakon 24 h inkubacije kod uporabe razli¢itih nosaca

A. junii.
Originalni | Proci$éeni Zn- Zn0O- Crvenica | Crvenica | Crvenica
sepiolit sepiolit klinoptilolit | klinoptilolit | original A B
pH 7,82 7,86 5,99 7,19 8,17 8,12 8,36

Negativni utjecaj Zeljeznih iona pripisuje se smanjenju pH vrijednosti jer Fe®*-ioni u

otpadnoj vodi stupaju u reakciju hidrolize, smanjuju alkalnost medija i snizavaju ukupan
pH (de Haas i sur., 2000.).
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Drugi moguéi negativan ucinak zeljeznih iona je nastanak Cestica P-Fe precipitata u
aktivnom mulju koje se najvjerojatnije vezu u mrezu ekstracelularnih tvari nastalih
bakterijskom aktivno$cu ili izravno na bakterijsku stanicu. Vezivanje P-Fe precipitata na
bakterijsku stanicu dovodi do odumiranja bakterija. Cestice vezanog Fe ili P-Fe mogu
sprijeiti normalnu izmjenu nutrijenata bakterije s okolnim medijem ili djelovati

inhibitorno na enzimske reakcije u bakterijskoj stanici.

Usporedbom rezultata u reaktorima u kojima je uklonjeno povrsinsko te povrsinsko i
oktaedarsko zeljezo tretmanom s citratom odnosno ditionatom i onima u kojima nije
uklonjeno nema znacajnijih razlika u ukupnom broju bakterija i ratama uklanjanja fosfata
te mozemo zakljuéiti da zeljezo sadrzano u crvenici nije utjecalo na metabolizam i

umnozavanje A. junii.
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6. ZAKLJUCAK

Crvenica se pokazala kao vrlo dobar nosa¢ za A. junii te i sama ima veliku sposobnost
uklanjanja fosfata koja se jo§ znacajnije povecava dodatkom bakterije.

Stoga nas je zanimalo kako ¢e Zeljezo, koje je prisutno u crvenici u obliku razliitih
Zeljeznih oksida i hidroksida, utjecati na metabolizam fosfat-akumuliraju¢ih bakterija.
Zbog toga smo crvenicu tretirali citrat-ditionat metodom pomocu koje smo uklonili
povrsinsko Zzeljezo te oksalatnom metodom kojom smo uklonili i oktaedarsko zeljezo.
Usporedbom svih rezultata mozemo vidjeti da su rezultati bili sli¢ni u reaktorima gdje je
bilo prisutno Zeljezo i tamo gdje je ono uklonjeno te mozemo zakljuéiti da sadrzaj Zeljeza

koji je prisutan u zemlji crvenici nema znacajniji utjecaj na metabolizam A. junii.
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