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Naslov doktorske disertacije: Antimikrobno dejstvo povrsinski aktiviranih sorbenata

modifikovanih jonima metala

Rezime: Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je povrSinska modifikacija materijala
koji se koriste u antimikrobnom preci$¢avanju vode. Promena povrSine materijala i prisustvo
razli¢itih funkcionalnih grupa vazna je sa analitickog aspekta i omogucava unapredenu
primenu materijala. Materijali presvuceni filmom jona metala pokazuju dobro dezinfekciono
svojstvo. U ovom radu, testirani su sorbenti razli¢itog porekla (5 prirodnih, 3 modifikovana i
3 sinteti¢ka) i aktivirani sa Ag*-, Cu®*- i Zn**- jonima, primenom procesa sorpcije u Sarznom
sistemu. Ispitane su strukturne i povrSinske karakteristike prirodnih i modifikovanih
materijala, odredena je kinetika i mehanizam procesa sorpcije i desorpcije. Karakterizacija
prirodnih i modifikovanih sorbenata izvrSena je koris¢enjem rendgenske difrakcione tehnike
(XRD), rendgenske fotoelektronske spektroskopije (XPS) i skenirajuceg elektronskog
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sorbenata optimizovan je broj sorbenata za dalje antimikrobne testove. Inhibitorno dejstvo
metalom aktiviranih sorbenata testirano je na razli¢itim kulturama: Gram-negativnoj bakteriji
Escherichia coli (E. Coli), Gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococcus aureus (S. Aureus) i
plesni Candida albicans (C. Albicans). Analizirana je zavisnost aktiviranih materijala i
odredenih funkcionalnih grupa u odnosu na specificne mikrobne zajednice. Cilj ove
doktorske disertacije je bio ispitivanje mehanizma antimikrobnog dejstva metalom
aktiviranih sorbenata. Polazna pretpostavka u istrazivanju bila je da je antimikrobno dejstvo
posledica istovremene aktivnosti jona metala imobilisanih na povrSini nosaca i jona koji su

otpusteni sa nosaca U vodenu sredinu. Kako bi se ispitao pojedinacni doprinos slobodnih i



imobilisanih jona na ukupno antimikrobno dejstvo aktiviranih sorbenata, posebno su

analizirani mikrobioloski testovi sa jonima prisutnim u ¢vrstoj, kao i u te¢noj fazi.

Mehanizam antimikrobnog dejstva srebrom aktiviranih sorbenata ispitan je primenom
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vreme aktiviranog sorbenta i mikrobne kulture bilo je 15 min u cilju minimiziranja stepena
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Inaktivacija éelija plesni bila je nezadovoljavajuéa za sve Ag -aktivirane sorbente. Nizak
stepen desorpcije bakrom i cinkom aktiviranih sorbenata ukazuje da je ukupna antimikrobna
aktivnost rezultat dejstva jona imobilisanih na aktivnoj povrSini. Efekat antimikrobne
aktivnosti hidratisanih jona desorbovanih sa povrsine sorbenta mogu se zanemariti. Najveci
stepen uklanjanja mikroorganizama zabelezen je primenom zeolita i aktivnog uglja
modifikovanih Cu®*- jonima za ¢éelije E. coli i iznosio je: 100,0 and 98,24 %, respektivno,
nakon 15 min kontakta metalom aktiviranog sorbenta sa mikrobnom kulturom. Inaktivacija
¢elija S. aureus i plesni C. albicans bila je nedovoljno efikasna kod svih sorbenata aktiviranih

sa Cu**- i Zn®*- jonima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je dezinfekciono svojstvo sorbenata
modifikovanih jonima metala uslovljeno dejstvom jona sa aktivne povrSine sorbenta.
Efikasnost antimikrobnog dejstva metalom aktiviranih materijala zavisi od prirode i
povrSinskih svojstava materijala, $to direktno utice na distribuciju i (bio)dostupnost

aktivirajuc¢eg agensa.
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Title: The Antimicrobial Activity of Activated Sorbents Modified by Metal lons

Abstract: The research topic of this doctoral thesis is focused on the surface modifications of
materials used in antimicrobial water treatment. The surface change of the material and the
presence of varying functional groups are of particular importance in an analytical aspect
which allows for an improved application of the material, impregnated by a film of
disinfecting metal ions. In this study, sorbents of a selected range of origin (5 natural, 3
modified and 3 synthetic) have been tested and activated by Ag*-, Cu**- and Zn**- ions, in a
single batch sorption mode. The structural and surface characteristics of natural and modified
materials have alsobeen investigated, followed by the kinetics and mechanisms of the
sorption and the desorption processes. The characterization of native and modified sorbents
was performed byX-ray diffraction technique (XRD), an X-ray photo electron spectroscopy
(XPS) and a scanning electron microscope (SEM). The concentration of adsorbed and
released ions was determined by an inductively coupled plasma optical emission
spectroscopy (ICP-OES) and mass spectrometry (ICP-MS). Prior and subsequent to the
modification process, a defined range of parameters were analyzed, including: pH value,
conductivity, the effect of contact time, the presence of functional groups, and diversified
ionic species. According to the preliminary results of the sorption and desorption capacities
of the tested sorbents, a selection of sorbents for further antimicrobial tests was optimized.
The inhibitory effect of metal-activated sorbents were tested against Gram-negative bacteria,
Escherichia coli (E. coli), Gram-positive bacteria, Staphylococcusaureus (S. aureus), and
yeast, Candidaalbicans (C. albicans). The aim of this doctoral thesis has been to examine the
mechanism of antimicrobial activity of metal-activated sorbents. The initial assumption of the
study had been that antimicrobial activity is the result of a simultaneous effect of ions
immobilized on the surface of the carrier that are released from the carrier in an aquatic
environment. Separate antimicrobial tests of ions present in a solid and liquid phase have
been closely examined as to distinguish their respective, individual contributions in the total

ion antimicrobial effect. The antimicrobial activities of the activated materials werefound to



primarilybe the result of metal ions incorporated onto the active sites of the surface of the

sorbent and subject to the nature and surface properties of the material.

The antimicrobial pathway of the activated sorbents has been examined by two
separate tests: 1. Ag’- ions desorbed from the activated surface to the aqueous phase
(hydrated ions) and 1. Ag’- ions from the solid phase (crystalline ions on the activated
surface sites). The contact time between the activated sorbents and the microbial culture was
limited to 15 min as to ensure a low desorption rate. Antimicrobial assays of the activated
sorbents demonstrated that the influence of crystalline ions on activated surface sites was the
dominant antimicrobial activity of the modified sorbentat weakly expressed desorption. The
chemical form of the activating component (Ag, Ag.O iliAgO) and the oxidation state of the
activating agent (Ag®/Ag") had a crucial impact to the inhibition rate of the Ag*-activated
sorbents. After the exposure period, the highest cell removal was obtained using Ag/Z against
S. aureus and E. coli, 988 % and 935 %, respectively. Yeast cell
inactivationyieldedunsatisfactory results for all Ag*-activated sorbents. The low desorption
rate of Cu®*- and Zn**-activated sorbents indicate that the overall antimicrobial activity of the
metal-modified sorbents is a result of metal ions immobilized on surface sites. The effect of
antimicrobial activity of hydrated ions desorbed from the metal-activated surface may
therefore be disregarded. After 15 min of exposure time, the highest cell removal was
obtained using Cu/Z and Cu/GAC against E. coli, 100.0 % and 98.24 %, respectively. S.
aureus and yeast cell inactivation also yielded unsatisfactory results for all Cu?*- and Zn*-
activated sorbents.

The results of this study show that the disinfecting property of sorbents modified by
metal ions is determined by their influence on an activated surface, in which the antimicrobial
efficacy of metal-activated sorbents relates to the surface characteristics of the material

affecting the distribution and the (bio)accessibility of the activating agent.

Key words: Sorption, Desorption, Surface functionalization, Activated sorbents,
Antimicrobial activity

Scientific Field: Applied Science

Scientific Discipline: Environmental Engineering
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SK
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SPISAK OZNAKA | SKRACENICA

Angstrem (jedinica za duzinu, ekvivalentna 0,1 nm)

Atomska apsorpciona spektroskopija (eng. atomic absorption
spectrometry)

Antibiotski rezistentne bakterije (eng. antibiotic resistant bacteria)
Candida albicans

Kontinualna provera kalibracije (eng. continuing calibration
verification)

Sertifikovani referentni material (eng. certified reference material)
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Elektronska disperzivna tehnika (eng. electron dispersive technique)
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Escherishia coli

Elektronska spektroskopska hemijska analiza (eng. electron
spectroscopy chemical analysis)

Fiksni analizator prenosa (eng. fixed analyzer transmission)
Skenirajuca elektronska mikroskopija emisijom elektrona/primenom
polja (eng. scanning electron microscopy field emission)
Granulisani aktivni ugalj (eng. granulated activated carbon)
Grani¢na vrednost emisije

Opticka emisiona spektroskopija sa indukovano spregnutom plazmom
Indukovano spregnuta plazma u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom
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I UVOD
Predmet i cilj istraZivanja

U postupcima hemijskog i mikrobioloSkog pre¢iS¢avanja voda, koriste se
sorpcioni procesi koji podrazumevaju primenu razliitih separacionih medijuma, u
zavisnosti od vrste i prirode zagadujuée materije. Uklanjanje zagadujucih supstancija iz
vode: toksi¢nih metala, organskih jedinjenja, kao i mikroorganizama, postize se
sorpcijom uz modifikovanje sopcionog materijala. Tendencija u savremenim
postupcima prec¢i$¢avanja je sinteza viSefunkcionalnih sorbenata za uklanjanje razli¢itih
tipova zagaduju¢ih materija iz odredenog medijuma. Impregnacija adsorpcionih
materijala antimikrobnim agensom - filmom metala, razli¢itog hemijskog oblika: jona,
oksida i/ili hidroksida, jedan je najcesce koris¢enih postupaka za aktivnu filtraciju i/ili
antimikrobno preciS¢avanje vode. Joni metala, kao Sto su: Ag+, Cu2+, Zn2+, Sn2+, Pb2+,
Ti*" i Cd®*, poznati su kao dobri antimikrobni agensi. Proces aktivacije zavisi od prirode
materijala i prirode hemijskog agensa koji se koristi u procesu impregnacije.
Impregnacija razliitih materijala jonima metala, odnosno koriS¢enje aktiviranih

sorbenata u procesu filtracije unapreduje hemijsko i mikrobiolosko prec¢is¢avanje vode.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je aktivacija prirodnih,
modifikovanih i sinteti¢kih materijala jonima metala srebra, bakra i cinka i ispitivanje
njihovog antimikrobnog dejstva. Poznato je i detaljno ispitano dezinfekciono dejstvo
slobodnih jona metala u vodenom rastvoru. Poseban akcenat u ovom istraZivanju je
stavljen na antimikrobno dejstvo jona na aktivnoj povrsini sorbenta (jona u ¢vrstoj fazi).
Pregled literature je pokazao da nije dovoljno ispitan mehanizam antimikrobnog dejstva
jona imobilisanih na aktivnoj povrsini. Ovo istrazivanje obuhvatilo je pojedinacne
antimikrobne testove jona desorbovanih sa povrSine sorbenta i jona imobilisanih na
aktivnom nosacu, odnosno njihov pojedinacni doprinos u ukupnom antimikrobnom

dejstvu metalom aktiviranih sorbenata.
Hipoteze koje su prethodile ovom istrazivanju i koje su dokazane ovom disertacijom:

1) Antimikrobno dejstvo je posledica dejstva jona imobilisanih na aktivnoj povrSini

sorbenta (ne samo slobodnih jona koji desorbuju sa aktivne povrsine nosaca);



2) Pored strukturnih svojstava sorbenta, hemijski oblik i distribucija antimikrobnog

agensa uticu na efikasnost inhibitornog delovanja aktiviranog materijala.

Detaljan pregled literature potvrduje da su prikazane polazne hipoteze iz ove
doktorske disertacije aktuelne i znacajne u oblasti povrSinske modifikacije materijala 1
njihove upotrebe u antimikrobnom preciS¢avanju voda. Cilj ovog istrazivanja je
ispitivanje mehanizma antimikrobnog dejsta sorbenata (prirodnih, modifikovanih i
sinteti¢kih) aktiviranih jonima metala (Ag*, Cu®* i Zn?*). Materijal koji je prethodno
koris¢en u analiticke svrhe (kao sorbent za uklanjanje jona teskih metala iz vodenih
rastvora) dalje se koristi kao aktivirani nosa¢ u procesima dezinfekcije vode. Na ovaj
nacin, postize se ponovna i/ili produzena upotreba jednog istog materijala Sto je u

skladu sa principima zastite zivotne sredine i njenog odrzivog razvoja.

Istrazivanja u okviru ove disertacije usko povezuju oblast opSte i analiticke
hemije sa fizickom hemijom, kroz analizu materijala primenom razli¢itih
instrumentalnih tehnika za ispitivanje strukturnih svojstava materijala, kao i sa
biohemijom, odnosno mikrobiologijom, sa aspekta primene materijala (antimikrobnog
dejstva metalom aktiviranin sorbenata) u funkciji zaStite zivotne sredine
(mikrobioloskog precis¢avanja vode). Strukturna analiza prirodnih i modifikovanih
materijala izvrSena je pomocu rendgenske difrakcione analize (eng. X-ray diffraction,
XRD), rendgenske fotoelektronske spektroskopije (eng. X-ray photoelectron
spectroscopy, XPS) i skenirajuce elektronske mikroskopije (eng. scanning electron
microscopy, SEM). Za proveru sadrzaja prirodnih radionuklida u testiranim uzorcima
koriS¢ena je metoda gama (y) spektrometrije. Za odredivanje koncentracije jona metala
koris¢en je sistem indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom
spektroskopijom (eng. inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy, ICP-
OES) i masenom spektrometrijom (eng. inductively coupled plasma mass spectrometry,
ICP-MS). Antimikrobna aktivnost modifikovanih sorbenata proverena je primenom
standardnog testa razblaZenja, na Gram-negativnu bakteriju Escherichia coli (E. coli),
Gram-pozitivnu bakteriju Staphylococcus aureus (S. aureus) i plesan Candida albicans
(C. albicans).



Struktura rada

Ova doktorska disertacija sadrzi 145 strana u okviru kojih se nalazi 7 poglavlja,
sa ukupno 40 slika, 13 tabela i 157 literaturna navoda. Doktorska disertacija sadrzi:
Uvod, Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultate i diskusiju, Zakljucak, Literaturu i
Priloge. Na pocetku disertacije dati su izvodi na srpskom i engleskom jeziku. U Uvodu
(poglavlje 1) su obrazlozeni predmet i cilj istrazivanja, kao i nau¢ni doprinos doktorske
teze. U Teorijskom delu disertacije (poglavlje I1) dat je literaturni pregled predmetne
oblasti i koris¢enih analiti¢kih tehnika, izlozen kroz sedam potpoglavlja. U poglavlju Il1
(3.1-3.6) su opisani materijali i metode dobijanja metalom aktiviranih sorbenata,
karakterizacija prirodnih i modifikovanih materijala, eksperimentalni postupci
adsorpcionog i desorpcionog procesa, kao i mikrobioloskih testova. Rezultati i diskusija
svih eksperimentalnih rezultata prikazani su u poglavlju IV (4.1-4.5 1 5.1-5.8). U okviru
ovog dela, na osnovu ostvarenih rezultata i kriti¢kim osvrtom na prethodna istrazivanja,
obrazloZzen je mehanizam antimikrobnog delovanja aktivne povrSine nosaca. U
Zakljucku (poglavlje V) su sumirani ostvareni rezultati i predstavljeni pravci daljeg

istrazivanja. Rad obuhvata sledece celine:

e opis problematike vezane za antimikrobno zagadenje vode za pice, posledice po
ljudsko zdravlje i aktuelne zakonske regulative;

e prikaz postojecih tehnika i materijala koji se koriste u procesima dezinfekcije
vode, sa naglaskom na metodi adsorpcije i najéeSée koris¢enim sorbentima;

e dosadasnji rezultati ostvareni primenom aktivne filtracije, odnosno sorbenata
aktiviranih jonima metala, uz detaljan literaturni pregled;

e opis primenjenih procesa aktivacije (sorpcije), desorpcije i antimikrobnih testova
dobijenih povrsinski modifikovanih adsorpcionih materijala;

e uticaj pojedinih jonskih vrsta, kao i prirode materijala (povrsinska i strukturna
karakterizacija) na ukupno antimikrobno dejstvo aktiviranih sorbenata;

e razjaSnjenje mehanizma antimikrobnog dejstva na aktivnoj povrSini nosaca.



Nau¢ni doprinos doktorske teze

Iz ove doktorske disertacije proistekla su dva (2) rada u medunarodnom ¢asopisu
izuzetnih vrednosti, kategorije M2la (fotokopije prilozene). U toku je objavljivanje
jednog (1) rada u vrhunskom medunarodnom c¢asopisu. Doprinos ovog istrazivanja

ogleda se u sledec¢em:

e jednostavna aktivacija razli¢itih materijala jonima metala srebra, bakra i cinka;
e ispitivanje kinetike sorpcionog i desorpcionog procesa;

e analiza strukturnih i povrSinskih svojstava prirodnih i modifikovanih materijala;
e testiranje dobijenih aktiviranih sorbenata u procesima dezinfekcije;

e uticaj pojedinac¢nih oksidacionih stanja jona metala na antimikrobno dejstvo;

e razjasnjenje mehanizma antimikrobnog procesa na aktivnoj povrsini sorbenta.

Istrazivanje antimikrobnog dejstva metalom aktiviranih sorbenata obuhvatilo je
odvojene antimikrobne testove jona desorbovanih sa povrSine sorbenta (u kontaktu sa
mikrobnom kulturom) i jona imobilisanih na aktivnom nosacu, odnosno njihov
pojedina¢ni doprinos u ukupnom inhibitornom delovanju. Razjasnjenje mehanizma
antimikrobnog dejstva povrsinski aktiviranih sorbenata modifikovanih jonima metala

predstavlja klju¢ni doprinos ove doktorske disertacije.
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Il TEORIJSKI DEO

2.1 Kvalitet vode — fizi¢ko-hemijski i mikrobioloski aspekt

Sve intenzivnije demografske promene na zemlji uslovljavaju rast nivoa
zagadenja, odnosno povecanje obima vremenskog i prostornog oneciS¢enja svih
ekoloskih medijuma. Naucna saznanja iz oblasti prirodnih i tehnickih nauka i njihova
primena u direktnoj su vezi sa multidisciplinarnim reSavanjem globalnog ekoloskog
problema danasnjice. Voda pokriva oko 70 % Zemljine povrSine i predstavlja
univerzalan rastvara¢ za mnoge supstancije. Zbog toga, voda se u prirodi nikada ne
nalazi u potpuno ¢istom obliku i, Sire posmatrano, svaka supstancija koja dospeva u
vodu predstavlja potencijalno fizicko, hemijsko ili biolo§ko zagadenje [1]. Ukupna
koli¢ina vode na Zemlji danas je ista kao i1 pri nastanku Zemlje zahvaljujuci
hidroloskom ciklusu kroz koji voda menja agregatna stanja i istovremeno se
samopreciscava [2]. Preko 96 % ukupne koli¢ine predstavlja slana voda, a od ukupne
koli¢ine slatke vode preko 68 % je zarobljeno u ledu i1 glecerima, oko 30 % cine
podzemne vode, a svega 0,03 % povrSinske slatke vode [3]. Danas se trosi vise vode
nego §to se prirodno obnavlja. U prethodnom veku, potrosnja vode se udvostrucila u
odnosu na broj stanovnika, dok se u poslednjih 50 godina potroSnja vode u svetu
utrostrucila. Paralelno sa ovim fenomenom, potreba za higijenski ispravnom vodom je
sve veca. TreCina svetske populacije 1 dalje nema pristup dovoljnim koli¢inama

kvalitetne vode, $to uzrokuje oko 2,5 miliona smrtnih slucajeva godisnje [4].

Kvalitet vode Kkarakterisu fizicke, hemijske, radioloske i mikrobioloske
karakteristike. Poznavanje §to veceg broja parametara kvaliteta vode i njihovih promena
tokom vremena preduslov je za pravilan izbor tehnologije koja ¢e se primeniti za njeno
preciscavanjen [5]. Fizi¢ke karakteristike su: estetske osobine vode (bistrina, prozirnost
| boja), sadrzaj suspendovanih ¢estica, miris, temperatura, gustina, viskoznost i napon
pare. Hemijske karakteristike podrazumevaju sadrzaj nutritijenata (jedinjenja azota i
fosfora), rastvorenih gasova, sadrzaj organskih jedinjenja i toksi¢nih materija. Prirodna
voda je uravnotezen sistem mnogih sastojaka: karbonata, bikarbonata, ugljene kiseline,
gasova 1 dr. Prirodni sastojci vode mogu postati zagadujuce suspstancije ukoliko se

nadu u vodi u koncentraciji vecoj od dozvoljene. Nespecifi¢ne zagadujuce supstancije u
5



vodi, poput zive, arsena, olova, kadmijuma, cijanida i dr. su retke, ali izuzetno toksi¢ne
pri veoma niskim koncentracijama [6,7] i izazivaju dugotrajna Stetna dejstva na zdravlje
ljudi i Zivotnu sredinu. Mikrobioloske karakteristike vode su: sadrzaj patogenih
organizama, odnosno sadrzaj bakterija, gljivica, protozoa, virusa, algi itd.
Mikroorganizmi su grupa najsitnijih i najjednostavnijih zivih bi¢a na nasoj planeti [8].
Na Slici 1 prikazan je spektar veli¢ina razli¢itih ¢estica koje se javljaju u vodama kao

potencijalne zagadujuce materije [2].

Danas se zna da gotovo nema mesta na Zemlji na kojoj se ne mogu naci
predmetima koji nas okruzuju. Pronadeni su ¢ak i u vodama za koje se dugo verovalo da
u njima ziva bi¢a ne mogu da opstanu, kao §to su gejziri, termalne vode, slana jezera i
Mrtvo more. Voda ima znacajnu ulogu u nastajanju i Sirenju zaraznih bolesti usled
prisustva razli¢itih patogenih organizama. Mikroorganizmi koji se mogu naci u
otpadnim vodama su bakterije, virusi i protozoe, koje izlucuju oboleli ljudi ili Zivotinje.
Pri ispustanju otpadnih voda u povrsinske vode moze do¢i do mikrobioloskog zagadenja
S§to ¢ini vodu nebezbednom za ribolov, kupanje i naroCito za pi¢e. Kolera i tifusna
groznica su endemske bolesti koje se Sire konzumiranjem zagadene vode. Oko 200 000
ljudi svake godine zarazi se kolerom, dok je priblizan broj smrtnih ishoda posledica

oboljenja tifusnom i paratifusnom groznicom na godisnjem nivou [4].
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Slika 1. Spektar veli¢ina ¢estica koje se javljaju u vodama kao zagadujuce materije [2]



Pri razmatranju kvaliteta voda za ljudsku upotrebu, sa mikrobiolo§kog aspekta,
uspostavljena su dva osnovna kriterijuma za identiifikaciju mikroorganizama u
razli¢itim akvati¢nim sistemima [9]. Prvi se odnosi na patogene mikroorganizme, a
drugi na koliformne fekalne bakterije. Broj mikroba koji uzrokuju patogene bolesti je
relativno mali u odnosu na broj ukupno prisutnin mikroba u vodi. Voda za ljudsku
upotrebu, bilo da je za pice ili rekreaciju, pored hemijske ispravnosti, ne sme da sadrzi
patogene mikroorganizme i uzro¢nike zaraznih bolesti [10,11]. Preporuka Svetske
zdravstvene organizacije (eng. World Health Organisation, WHO) jeste da voda za pice
ne sme da sadrzi fekalne bakterije [12]. Higijenska ispravnost vode za pi¢e na osnovu
evropskih standarda (EU Directive 98/93/EC) [13] usaglasena je zakonom Republike
Srbije u okviru Pravilnika o higijenskoj ispravnosti vode za pice (SI. list SRJ, 42/1998,
44/1999) [14]. U Tabeli 1 prikazani su osnovni fizi¢ko-hemijski, radioloski i
mikrobioloski parametri koje treba da zadovolji kvalitet vode za pice, prema
preporukama WHO [12] i Pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e Republike
Srbije [14]. Zakonskom regulativom odredene su maksimalno dozvoljene koncentracije
(MDK vrednosti) pojedinih elemenata i jedinjenja koje se smatraju potencijalno
opasnim u vodi za pi¢e. Mikrobioloska ispavnost rekreacionih voda, prema preporuci
Evropske Komisije (EU Directive 2006/7/EC) [11], predstavlja jednu od vaznih

odrednica za praéenje i upravljanje kvalitetom voda za kupanje.

UsaglaSavanje zakona, propisa 1 dogovora kojima se utvrduju kriterijumi o
potrebnoj Cisto¢i vode za razliCite namene je imperativ savremenog drustva.
MikrobioloSka analitika zauzima sve znacajnije mesto u donoSenju zakona i pravilnika
0 bezbednosti vode za ljudsku upotrebu. Mikrobiolosko zagadenje vode zauzima sve
vecu paznju upravo zbog velikog broja bakterija i sve vece rezistentnosti koju pokazuju.
Nauc¢na javnost se poslednjih deceniju susreCe sa novim temama iz oblasti
mikrobiolo§kog zagadenja vode - ispitivanjem antibiotski rezinstentnih bakterija (eng.
antibiotic resistence bacteria, ARB) [15] i moguénosti njihovog uklanjanja [16,17].
Hemijski i mikrobioloski ¢ista voda je nuzna potreba svakodnevnog Zivota i predstavlja
stalan izazov naucnicima i inZenjerima u nalaZzenju novih tehnoloskih reSenja za

preciS¢avanje vode.



Tabela 1. Fizicko-hemijske karakteristike, radioloski i mikrobioloski parametri vode za

pice i njihove maksimalno dozvoljene koncentracije [12,14]

Sadrzaj prisutnih

Maksimalno dozvljena

Jedinice koncentracija
materija u vodi
WHO RS
Opsi parametri
pH pH jedinice 7-85 6,8—-8,5
Provodljivost mS cm™ 1500 1000
Mutnoc¢a NTU 4 1
Tvrdoca mg CaCO, L™
Boja Platino-kobaltna skala 5 5
UKis i miris Deskriptivno prihvatljiv bez
Suspendovane .
- mg L 500 100
materije
Nutrijenti
Amonijum jon (NH,")
Nitrati (NOy) 5,0 50,0
Nitriti (NO,) mg L™* 0,1 0,03
Slobodan amonijak
0,10
(NH3)
Salinitet
Hloridi (CI") 200 200
Fluoridi (F) . 1,50 1,20
. s mg L’
Sulfati (SO,%) 200 250
Cijanidi (CN) 0,20 0,05
Metali
Aluminijum (Al) 0,20
Antimon (Sb) 0,003
Arsen (As) mg L™ 0,01 0,01
Bakar (Cu) 1,00 2,00'
Zink (Zn) 5,00 3,00
Gvozde (Fe) 0,30 0,30




Sadrzaj prisutnih

Maksimalno dozvljena

Jedinice koncentracija
materija u vodi

WHO RS
Metali
Kalcijum (Ca) 200
Kadmijum (Cd) 0,002 0,003
Kalijum (K) 75 12,0
Kobalt (Co)
Magnezijum (Mg) 50,0 50,0
Mangan (Mn) mg L™ 0,10 0,05
Natrijum (Na) 150
Nikl (Ni) 0,05 0,02
Olovo 0,01
Selen (Se) 0,01 0,01
Hrom (Cr) 0,05 0,05
Ziva (Hg) 0,0001 0,001
Organska jedinjenja
Policikli¢ni
aromaticni 0,001 0,001
ugljovodonici (PAH) mg L™
Fenoli 0,001 0,001
Pesticidi 0,5 0,5
Radioaktivnost
Ukupna a 1 0,5 0,1
Ukupna f sat 1,0 1,0
Mikrobioloski parametri
E. Coli 0 0
Fekalne Streptococci 0 0
Koliformne bakterije |  Croi ¢elija CFU 0 0
Crevne protozoe (100 mL)* 0 0
Sulfitoredukujuce 0 0
klostridije




2.2 Dezinfekcija vode

Dezinfekcija vode predstavlja osnovni proces prerade vode pri kojem se
uni$tavaju ili inaktiviraju patogeni mikroorganizmi [9]. Dezinfekcijom se nazivaju
postupci pomocu kojih se moze smanjiti broj mikroorganizama, ali se nikada ne mogu
potpuno ukloniti sve vrste mikroorganizama [8]. U Sirem smislu, dezinfekcija se moze
definisati kao uniStavanje ili inaktiviranje odredene vrste mikroorganizama, u
odredenom stepenu njihovog razvoja. Proces sterilizacije podrazumeva potpuno
unistavanje ili inaktivacija svih mikroorganizama u jednoj sredini. UspesSna dezinfekcija
vode moze se izvrsiti samo u bistroj vodi. Neznatno zamucena voda ometa proces
dezinfekcije i ne garantuje dobijanje bakterioloski ispravne vode. Stoga se procesom
dezinfekcije Cesto tretira voda kojoj su prethodile ostale faze precis¢avanja - talozenje,
koagulacija i filtracija, jer u izbristrenoj vodi nema cCestica lebde¢ih materija koje bi
mogle zastititi bakterije od dezinfekcionog sredstva [18]. Efikasno talozenje i

koagulacija mogu da redukuju 90 do 95 % od ukupnog broja mikrobnih ¢elija iz vode.

Bakterijska éelija

Mehanizam inaktivacije mikroorganizama zavisi pre svega od vrste i prirode
dezinfekcionog sredstva i mikrobnih ¢elija na koje se deluje. Dezinfekcioni procesi se
zasnivaju na naruSavanju proteinske stukture bakterijske celije, koja je prikazana na
Slici 2. Po hemijskom sastavu, ¢elije mikroorganizama se ne razlikuju od celijskog
sastava ostalih zivih organizama [8]. Najveci deo ¢elije ¢ini voda, u proseku od 65 do
75 % S§to zavisi od starosti ¢elije. Jedan deo vode u €eliji je slobodan, dok je drugi vezan
za pojedine makromolekule (proteini, lipidi i polisaharidi) koji ulaze u sastav celije.
Makromolekuli ¢ine oko 87 % suve materije Celije, gde je od 40 do 80 % proteina.
Ostatak suve materije obuhvataju neorganske materije. Celija bakterije, kao i ¢elije svih
drugih mikroorganizama, ima jezgro koje se sastoji od hromozoma, medusobno
povezanih u hromatinu [8,9]. Cinilac hromozoma je deoksiribonukleinska (DNK)
kiselina. Tako je sadrzaj DNK u celiji svega od 2 do 3 %, molekuli DNK su nosioci
geneticke formacije i preko njih se odvijaju brojni procesi unutar ¢elije. Jezgro je
nosilac reproduktivnih spososobnosti i obezbeduje prenos naslednih osobina. Za
odvijaje ovih procesa znacajnu ulogu ima ribonukleinska (RNK) kiselina. Jezgro takode

vr§i proizvodnju proteina i enzima u ¢iji sadrZaj ulaze raznovrsni €inioci sastavljeni od
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elemenata RNK, kao $to su: ribozomi, lizozomi, mitohondrije itd. Celija je okruZena
¢vrstom opnom (kapsula ili sluzavi omotac) koja bakteriji daje oblik. Odnos povrsine
¢elije prema zapremini je ve¢i nego u slucaju drugih organizama [8]. Intenzitet
metabolickih procesa raste sa ovim odnosom i zbog toga je aktivnost bakterija veca u

odnosu na razvijenije organizme.

Slika 2. Struktura bakterijske Celije [19]

Mehanizam dezinfekcije vode

Mehanizam dezinfekcije koji se sastoji iz dve faze: prodiranja dezinfekcionog
sredstva kroz zid ¢elije i reakcije dezinfektanta sa enzimima unutar ¢elija (intercelularni
enzimi). Prodiranje dezinfektanta kroz zid ¢elije zavisi od hemijskog oblika koris¢enog
agensa, kao i prirode bakterijske ¢elije. Neutralni molekuli su efikasniji baktericidi od
jona, najverovatnije zbog negativnog naelektrisanja zida bakterijske ¢celije. Neutralni
molekuli dezinfektanata (npr. molekul hipohloraste kiseline, HOCI) mogu slobodno da
difunduju kroz celijsku opnu, dok je prolazak anjona kroz membranu otezan
elektrostatickim odbijanjem (npr. hipohloritni anjon, OCI") [18]. Ovu hipotezu
potvrduje i Cinjenica da na spoljnoj strani bakterijske opne dolazi do adsorpcije katjona.
Adsorpciona teorija razgradnje mikroorganizama pod dejstvom katjona (koji se
adsorpbuju na spoljnoj bakterijskoj opni) pretpostavlja sledeca delovanja: a)

bakteristatsko — katjoni se adsorbuju na ¢elijskoj membrani i inaktiviraju je (Celija

11



ostaje ziva, ali prestaje razmnozavanje) i b) baktericidno - katjoni prodiru dublje u
unutra$njost c¢elije kroz membranu i inhibiraju enzime lanca disanja i procese

oksidacije, zbog ¢ega ¢elija umire [20,21].

2.2.1 Konvencionalni postupci dezinfekcije

Za inaktivaciju mikroorganizama u vodi primenjuju se razli¢iti konvencionalni
postupci dezinfekcije. Dezinfekcioni procesi se ostvaruju direknom primenom: i)
toplote (termicka dezinfekcija); ii) zracenja (ultraljubicasto, UV i jonizujuce, X i y
zracenje); iii) ultrazvuka; iv) filtracije i iv) hemijskih agenasa (hemijska dezinfekcija).
Hemijske metode dezinfekcije obuhvataju primenu velikog broja agenasa kao Sto su
mineralne kiseline 1 baze, halogeni elementi (naj¢es¢e korisceni hlor), ozon, peroksidi i
dr. [18]. Sva fizicka i hemijska sredstva koja spreCavaju rast mikroorganizama
(inhibicija ¢elija) ili dovode do njihove smrti (inaktivacija celija), poznata su kao

antimikrobna sredstva [8].

2.2.1.1 Fizi¢ke metode dezinfekcije vode

Sve fizicke metode dezinfekcije vode se zasnivaju na jedinstvenom principu —
delovanju razlicitih spoljasnjih mehanickih uticaja (toplote i/ili talasa odredene talasne
duzine i frekfencije) na strukturu bakterijske ¢elije, odnosno na intercelularne enzime

unutar celije.

Postupak primene visoke temperature ubraja se u najstarije fizicke metode
dezinfekcije [8]. Povisena temperatura se moze koristiti kao suva ili vlazna toplota.
Vlazna toplota primenjuje su u obliku vruce i/ili kljucale vode i vodene pare. U
zavisnosti od oblika termickog tretmana, temperatura se moZze kretati od 60 do 135 °C.
Kod suve toplote primenjuje se vru¢ vazduh, koji sadrzi mali procenat vlage.
Zagrevanje vazduha moze se vrsiti plamenom ili kori¢enjem elektricne energije, pri
¢emu se postize temperatura od 160 °C pa do nekoliko hiljada stepeni, u zavisnosti od
izvora energije koji se tom prilikom koristi. Metode vlazne toplote pokazale su se kao
efikasnije 1 brZze od metoda suve toplote u kontroli rasta mikroorganizama. Suva i vlazna
toplota na razli¢iti na¢in narusavaju strukturu mikrobne ¢elije. Vlazna toplota dovodi do
nepovratne denaturacije stukturnih i funkcionalnih proteina (enzima) u ¢eliji, a suva

toplota uzrokuje oksidaciju i dehidrataciju strukturnih delova celije, koji se na visokim
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temperaturama pretvaraju u pepeo [8]. Medutim, danas je poznat veliki broj
mikroorganizama u vodi, na prvom mestu bakterija, koje odlikuje sve veca
prilagodljivost na temperaturne uslove povriinskih i podzemnih voda. Zivotna potreba
za opstankom 1 razmnozavanjem je toliko izrazena da prevazilazi ranije poznata
ogranicenja, poput temperature, pritiska, pH vrednosti i saliniteta. Nedavno je otkrivena
bakterija koja zivi na dnu okeana i opstaje uprkos temperaturi od 250 °C i visokom
pritisku [9].

Dezinfekcija vode pomocu UV zracenja je efikasan metod za inaktivaciju
Sirokog spektra mikroorganizama (bakterija, virusa i protozoa). Pri dejstvu UV zracCenja
u opsegu talasnih duzina izmedu 200 i 300 nm, dolazi do inaktivacije mikroorganizama,
odnosno denaturacije proteinske strukture. Ako je doza UV radijacije kojoj su izlozeni
mikroorganizmi dovoljna, promene u genetskom materijalu su nepovratne i
mikroorganizmi gube sposobnost da se reprodukuju. Za razliku od UV zraka, jonizujuéi
zraci (X i y zraci, snop elektrona) su prodorniji jer poseduju veliku energiju, usled
talasne tuzine koja je manja od 1 nm [2]. Pod dejstvom jonizujuéih zraka dolazi do
jonizacije vode i obrazovanja veoma aktivnih hidroksilnih radikala, koji reaguju sa

organskim jedinjenjima prisutnim u ¢eliji, posebno sa molekulom DNK.

Ultrazvuéni talasi od 9000 do 200 000 Hz poseduju veliku mehani¢ku energiju i
prolaze kroz Cvrste, te¢ne i gasovite sredine, dovode¢i do niza fizickih, hemijskih i
bioloSkih promena. Kod ¢elija dovode do strukturnih promena, prouzrokuju¢i pucanje
¢elijskog zida, a kod visih organizama mogu dovesti do potpunog raspadanja celija [8].
Efekat dejstva zvuka na ¢elije mikroorganizama zavise od duzine delovanja, hemijskog
sastava, agregatnog stanja sredine u kojoj se nalaze mikroorganizmi, uslova spoljne
sredine (pH i temperature) i od vrste, starosti i ukupnog broja mikroorganizama. Zbog
efekta koje ultrazvuk ima na mikroorganizme, sve ¢eSc¢e se koristi u sterilizaciji vode,

te¢nih prehrambenih proizvoda, kao i u pripremi farmaceutskih proizvoda.

Filtracija je efikasan nacin za uklanjanje mikroorganizama iz vodene sredine.
Tokom filtriranja ne dolazi do direktnog uniStavanja populacije mikroorganizma, ve¢
samo do njihovog potpunog ili delimi¢nog uklanjanja iz tec¢nosti [8]. Filtracija nije
sterilizacija u pravom smislu reci, a efikasnost samog procesa zavisi od poroznosti

filtracionog medijuma. Obi¢no su pore filtracionih ispuna dovoljno velike da kroz njih
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moze da prode teCnost, a dovoljno male da zadrze Ccelije mikroorganizama |
suspendovane materije. Najpoznatiji tipovi filtera su porcelanski, dijatomejski, stakleni i
membranski ili koloidni filteri. Za filtriranje te¢nosti dugo su se koristile azbestne ploce,

koje su imale sposobnost da zadrze ¢elije kvasca, plesni pa Cak i1 bakterija.

2.2.1.2 Hemijske metode dezinfekcije vode

Hemijska supstancija koja sprecava rast i razmnozavanje patogenih bakterija i
drugih mikroorganizama u organizmu coveka, a pri tom ne osteCuje sam organizam,
naziva se antimikrobna supstancija ili antimikrobni agens [20]. Ukoliko je neka
hemijska supstancija suvisSe toksi¢na da bi mogla da se primenjuje na tkiva, naziva se
dezificijens 1 koristi se za ubijanje mikroorganizama na povrSinama i predmetima iz
okoline. Hemijska dezinfekciona sredstva deluju razorno na c¢elijsku protoplazmu,
odnosno vrs$i se inaktiviranje kritiénih enzimskih sistema, koji su bitni za odvijanje
mikrobioloskih Zivotnih procesa [21]. Najéesc¢e koriséeni procesi hemijske dezinfekcije

vode su hlorisanje i ozonizacija.

Hlorisanje vode, metoda dezinfekcije koja se danas najvise koristi, primenju se
zbog rezidualnog dejstva i spreCavanja naknadnog razvijanja mikroorganizama u
cevima za snabdevanje vodom. Medutim, u prisustvu prirodnih organskih materija i
viska hlora stvaraju se sporedni proizvodi dezinfekcije, najces¢e jedinjenja
trihalometana, koja su $tetna po ljudsko zdravlje [22]. Spre¢avanje nastanka sporednih
nusproizvoda zasniva se na izbegavanju dodavanja hemijskih dezinfekcionih sredstava
pre filtracije vode i doziranja potrebne koli¢ine hemijskog agensa za postizanje

adekvatne dezinfekcije.

Ozonizacija vode je efikasan postupak dezinfekcije koji se primenjuje pre
(predozonizacija) i nakon procesa bistrenja (glavna ozonizacija) [2]. U toku
predozonizacije ozon primarno ima ulogu oksidacionog sredstva i oksiduje redukovane
oblike gvozda (Fe?*), mangana (Mn®") i sulfida (S%) do njihovih oksida i hidroksida,
koji se uklanjaju iz vode tokom procesa bistrenja i filtracije. Takode, postize se
razgradnja jedinjenja koja uticu na boju, ukus 1 miris vode, kao i postojanjih organskih
molekula (fenola, pesticida i dr). Predozonizacijom se, usled biocidnog dejstva ozona,
spreCava 1 rast algi i biofilma u postrojenjima za pripremu vode. Procesom glavne

ozonizacije, koji se primenjuje nakon bistrenja 1 pre filtracije vode, vrsi se oksidacija
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neorganskih i organskih jedinjenja koja nisu oksidisana u predozonizaciji. Ozon
rastvoren u vodi izaziva fizicko-hemijsko oste¢enje genetskog materijala patogenih

mikroorganizama.

2.2.2 Savremeni postupak dezinfekcije - aktivna filtracija

Prirodna voda sadrzi mnoge zagadujuce materije i pri izboru postupaka za njeno
preciS¢avanje, uvek se vodi racuna o svakoj zagadujucoj supstanciji pojedinacno, ili se
biraju postupci univerzalne efikasnosti. Za uklanjanje neorganskih 1 organskih
polutanata iz vode koriste se razli¢iti tehnoloski postupci i metode kao $to su hemijsko
taloZenje, ultrafiltracija, adsorpcija i jonska izmena [23,24,25]. U postupcima
pre¢iS¢avanja voda, najceSce se koriste sorpcioni procesi koji podrazumevaju primenu
razli¢itih separacionih medijuma, u zavisnosti od vrste i prirode oneciS¢enja
[26,27,28,29]. Lako dostupni i jeftini sorbenti, u osnovnom, prirodnom obliku ili
aktivirani nekim hemijskim agensom, posebno su interesantni za uklanjanje teskih
metala [30,31]. Adsorpcija organskih jedinjenja iz vode postize se modifikacijom
povrsinskih osobina sorbenta, primenom surfaktanata. Pored uklanjanja teskih metala i
organskih polutanata [32], impregnacijom adsorpcionih materijala filmom metala (jona,
oksida ili hidroksida) omoguéava se primena sorbenata za aktivnu filtraciju i/ili
antibakterijsko pre¢is¢avanje vode [33]. Savremeni postupci preéiS¢avanja usmereni su
ka sintezi viSefunkcionalnih sorbenata za uklanjanje razlicitih tipova zagadujucih
supstancija iz odredenog medijuma. Smanjenja mikrobna aktivnost ili potpuna
inaktivacija mikroorganizama moguca je primenom sorbenata impregniranih filmom
metala koji se nazivaju metalom aktivirani sorbenti. Impregnacija adsorpcionih
materijala antimikrobnim agensom, odnosno filmom metala razli¢itog hemijskog
oblika: jona, oksida i/ili hidroksida, jedan je naj¢eSc¢e koriS¢enih postupaka za aktivnu
filtraciju i/ili antimikrobno pre¢iic¢avanje vode. Joni metala, kao §to su: Ag'-, Cu®*-,

Zn?*-, Sn?*-, Pb¥-, Ti**- i Cd**-, su najéesée koriséeni antimikrobni agensi [34,35].

Impregnacija razli¢itih materijala jonima metala, odnosno kori§¢enje aktiviranih
sorbenata u procesu filtracije dalo je znacajne rezultate, kako u hemijskom, tako i u
mikrobioloSkom preci$¢avanju vode. Neorganski materijali imaju nekoliko prednosti u
odnosu na tradicionalno koriS¢ene organske nosace: hemijsku stabilnost, termicku
otpornost, dugotrajnost, itd [36,37]. Medu njima, alumosilikati i gline su najcesce
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koris¢eni sorbenti u antimikrobnim aktivnostima, zbog velike specifi¢ne povrsine i
sorpcionog kapaciteta, negativnog povrsinskog naelektrisanja, niske ili nulte toksi¢nosti
[36]. Zeoliti, razli¢itog mineralnog porekla i sastava, aktivirani sa: Ag’-, Cu**-, Zn**-,
Ni?*-, Sn®*-, Pb**-, Bi**-, Cd*-, Cr¥*-, Fe**- i Ti*'- jonima, predstavljaju neorganske
materijale sa najve¢om primenom U antibakterijskim testovima [33,35,38,39,40,41].
Montmorilonit impregniran jonima srebra, bakra i cinka potvrden je kao efikasan nosac¢
za uklanjanje razli¢itih mikrobnih kultura iz vodene sredine [42,43]. Klinoptilolit,
prethodno koriséen za sorciju Zn**- jona iz vodenog rastvora, pokazao se kao odli¢an
sorbent za simultano uklanjanje fosfata i inaktivaciju mikroorganizama iz vode [44].
Esteban-Cubillo sa saradnicima utvrdio je da je antibakterijsko dejstvo Cu®'-
aktiviranog sepiolita prema ¢elijama E. coli i S. Aureus rezultovalo efikasnos¢u od 99,9
% [45].

Aktivni ugalj je najviSe koriS¢eni materijal u procesima precis¢avanja otpadnih
voda, prvenstveno zbog velike specifi¢ne povrsine. Ag'-modifikovani aktivni ugalj
pokazao je veoma dobru antibakterijsku aktivnost prema ¢elijama E. coli, kao i efikasno
uklanjanje As(V) [46]. Aktivni ugalj modifikovan sa Cu®*-, Zn?*- i Fe*- jonima
uspesno je testiran za uklanjanje E. coli iz kiSnog oticaja [33]. Titan-dioksid je materijal
koji se sve GeSée primenjuje u fotokatalickim i antimikrobnim procesima [47]. Ag’-
aktivirani titanijum-dioksid testiran je za uklanjanje razli¢itih organskih polutanata iz
vode [48,49], kao i za inaktivaciju mikrobnih i virusnih ¢elija iz vodene sredine [50,51].
Metalom aktivirani materijali ne koriste se samo kao dezinfekcioni nosaci u procesima
preCiS¢avanja voda. Aktivirani sorbenti sve ceS¢e nalaze primenu u razli¢itim
segmentima ljudske aktivnosti. Zeoliti, aktivni ugalj i titan-dioksid, aktivirani Ag*-,
Cu**- and Zn**- jonima, koriste se u konzervisanju hrane [52], dok se TiO, impregniran
jonima srebra koristi i u prozvodnji tkanine [47]. Hidroksiapatit impregniran jonima

srebra i bakra uspesno je testiran kao materijal koji se koristi za dentalne implante [53].

Aktivna filtracija kao savremeni postupak mikrobioloskog preci§¢avanja vode
zahteva poznavanje prirode materijala i antimikrobnih agenasa, kao i hemijskih procesa
i parametara koji se koriste i uti¢u na ukupnu efikasnost antimikrobnog dejstva metalom

aktiviranihsorbenata.
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2.3 Procesi koji se koriste kod aktivne filtracije
2.3.1 Sorpcija

Sorpcija je proces koji obuhvata dva procesa: adsorpciju 1 apsorpciju. Adsorpcija
je proces povecanja koncentracije stranih molekula, atoma ili jona na ¢vrstoj povrSini
nastao kao rezultat teznje ¢vrste supstance da zadovolji privlacne sile koje se javljaju po
njenoj povrSini. Adsorbatom se naziva supstanca koja je vezana za povrSinu druge
supstance, a ona supstanca za koju se vezuje adsorbat naziva se adsorbent. Apsorpcija je
proces pri kojem se atomi, molekuli ili joni ulaze u odredeni gas, te¢nu ili ¢vrstu
supstancu, odnosno upijaju se. U slucaju apsorpcije cela koli¢ina apsorbovane supstance
ravnomerno je rasporedena u ¢vrstoj ili te¢noj fazi koja sluzi kao rastvarag. Cesto se
zbog lakSe primene i jednostavnosti, umesto adsoprcije ili apsorpcije, koristi samo

termin sorpcija.

Adsorpcija ukljucuje separaciju supstance iz jedne faze zajedno sa njenom
akumulacijom ili koncentrisanjem na povrsini druge, i u skladu sa tim najvaznija
svojstva adsorbenta su specifi¢na povrsina i polarnost. Do pojave adsorpcije dolazi
spontano, $to znaci da se u medufaznoj oblasti adsorbuju one komponente sistema ¢ijim
prisustvom se smanjuje specificna povrSinska energija sistema. U zavisnosti od
karaktera veza koje se uspostavljaju izmedu adsorbenta i adsorbata, adsorpcija moze biti
fizicka, hemijska ili elektrostati¢ka. Fizicka adsorpcija je najceS¢e uzrokovana slabim
medumolekulskim Van der Valsovim (Van der Waals) silama izmedu molekula
adsorbata i atoma na povrsini adsorbenta. Hemisorpcija je tip adsorpcije gde se molekul
vezuje za povrSinu adsorbata formiranjem hemijskih veza kovalentnog, jonskog ili
koordinacionog tipa. Hemisorbovane Cestice su vezane za reaktivna mesta na povrsini
adsorbenta pretezno u monosloju, dok su kod fizicke adsorpcije prisutne u vise
adsorpcionih slojeva. Jonska izmena se bazira na elektrostatickim interakcijama izmedu
naelektrisane povrSine adsorbenta i jona iz rastvora [54]. Koja vrsta adsorpcije ¢e

preovladati, zavisi od prirode adsorbata, prirode adsorbensa i temperature sistema.

Adsorpcioni procesi imaju odredene prednosti i mane. Prednosti su velika
efikasnost uklanjanja zagaduju¢ih supstanci (naroCito organskih), moguénost

regeneracije adsorbovane materije (najéeS¢e primenom neorganskih kiselina),
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dostupnost velikog broja materijala koji se mogu koristiti kao adsorbenti, automatsko
upravljanje procesom, kao i jednostavno upravljanje i odrzavanje. Glavni nedostatak
ovog procesa jeste Sto adsorbenti vremenom gube svoj adsorpcioni kapacitet 1 pri tom
zahtevaju regeneraciju koja je skupa ili pak odlaganje, $to stvara ¢vrsti otpad. Jednu od
mana takode predstavljaju i visoka materijalna ulaganja koja su potrebna za postrojenja

koja se oslanjaju na adsorpcione procese [55].

2.3.1.1 Mehanizam procesa sorpcije jona tesSkih metala iz vodenih rastvora
Proces adsorpcija jona teskih metala iz vodenih rastvora je sloZen proces koji se

odvija unutar jednog ili viSe slojeva, u nekoliko stupnjeva koji podrazumevaju:

1. Transport molekula adsorbata iz te¢ne faze kroz povrSinski film do spoljne
povrsine adsorbenta (difuzija u grani¢nom sloju);

2. Difuziju molekula adsorbata u unutrasnji prostor adsorbenta (difuzija kroz pore);

3. Adsorpciju adsorbata na povrsini pora adsorbenta (povrsinska difuzija).

Ovaj proces se odvija dok se ne uspostavi dinamicka ravnoteza izmedu preostale
koli¢ine adsorbata (jona teskih metala) u rastvoru i njegove koli¢ine na povrsini ¢vrste
faze. Ova raspodela se predstavlja krivom koja se naziva adsorpciona izoterma i koja
daje zavisnost koli¢ine adsorbovane supstance po jedinici mase ili po jedinici povrSine
adsorbenta (ova vrednost se oznadava sa e, i izrazava u mol/g, mg/g ili mol/m?) od
koncentracije adsorbata (ova vrednsot se oznacava Ce i izrazava u mg/L) preostalog u
rastvoru u stanju ravnoteze. Koli¢ina adsorbata po jedinici mase adsorbenta raste sa

porastom koncentracije, ali ta zavisnost nije linearna.

Na mehanizam process sorpcije utiCe niz faktora: razvijenost povrSine
adsorbenta, priroda adsorbenta, struktura i oblik molekula adsorbata, veli¢ina molekula
adsorbata, priroda adsorbata, polarnost adsorbata, sposobnost disocijacije, pH-vrednost
rastvora i temperatura. Mehanizam procesa adsorpcije i transporta molekula iz te¢ne
faze do povrsine Cvrste faze analizira se primenom posebnih modela transfera mase i
difuzije unutar adsorbenta (unutrasnja difuzija), a na osnovu eksperimentalno dobijenih

podataka jednog sorpcionog procesa.
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2.3.1.2 Odredivanie efikasnosti sorpcionog procesa u Sarinom sistemu

U sarznom sistemu procesa adsorpcije, adsorbent je u kontatu sa tecnom fazom
u odgovaraju¢em reaktoru odredeni vremenski period. Adsorbent se odvaja iz fluida
odlivanjem, filtracijom ili centrifugiranjem. VVreme potrebno da se dostignu ravnotezni
uslovi zavisi od koncentracije rastvora, koli¢ine adsorbenta i njegovih fizicko-hemijskih
svojstava. U prakti¢noj primeni se koristi jednostepeni ili viSestepeni Sarzni sistemi, sa

ili bez meSanja. Na Slici 3 prikazan je blok dijagram jednostepenog $arznog reaktora.

c
9

Co C

Slika 3. Blok dijagram jednostepenog $arznog reaktora

aq, q

Masa adsorbenta, m je u kontaktu sa zapreminom fluida, V. Koncentracija
rastvora ¢e u toku vremena opadati od pocetne vrednosti C, do ravnotezne vrednosti Cj.
Vreme potrebno za uspostavljanje ravnoteze zavisi od puno faktora: fizi¢ko-hemijskih
osobina adsorbenta, pocetne koncentracije rastvora, pH vrednosti, temperature itd. U
zavisnosti od navedenih faktora, vreme kontakta do uspostavljanja ravnoteze moze

trajati od nekoliko minuta do nekoliko dana.

Kada se postigne ravnoteza i te¢na i ¢vrsta faza se razdvajaju. Materijalni bilans

ovog procesa definisan je jednac¢inom (1):
V(cu - '55] = m(Q1 - ql}:] (1)

gde je: V- zapremina rastvora (L), Co,- koncentracija pocetnog rastvora (mg/L), Cs-
koncentracija rastvora posle procesa adsorpcije (mg/L), m- masa adsorbenta (kg), qo —
masa adsorbata po jedinici mase adsorbenta, gi;- masa adsorbata po jedinici mase

adsorbenta nakon izvrSene adsorpcije (mg/g).
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2.3.1.3 Sorpcioni kapacitet
Sorpcioni kapacitet (SK) aktiviranih materijala, izrazen u mg adsorbovanog
metala po g sorbenta, izracunat je prema jednacin (2):

(cp — ¢5)

m )

SK =

gde su: ¢, (mg/L) pocetna koncentracija rastvora jona metala (standardni rastvori), Cs
(mg/L) je koncentracija rastvora jona metala nakon 24 h procesa aktivacije, V (L) je
kontaktna zapremina rastvora (standardnog rastvora) i m (g) je masa ispitivanog
sorbenta. SK je karakteristika svakog sorbenta i zavisi od prirode materijala, kao i
prirode hemijskog agensa.

2.3.2 Desorpcija

Desorpcija je proces suprotan procesu sorpcije. Joni adsorbovani ili imobilisani
na nekom materijalu (sorbentu) otpustaju se u vodenu sredinu kada dodju u kontakt sa
nekim rastvaraéem. Desorpcija je dva do tri reda veli¢ine manje izrazena od procesa
sorpcije [56]. Najvazniji eksperimentalni parametar za efikasan proces desorpcije jeste
pH vrednost rastvora u kome se vr$i izluzivanje jona sa Cvrste povrSine. Desorpcija
dvovalentnih katjona (Pb?*, Cd**, Cu**, Zn*"i dr.) je izrazenija u kiselim i blago kiselim
sredinama. U mnogim sorpcionim istrazivanjima, desorpcija se pominje kroz testove
izluzivanja (eng. leaching tests), odnosno proces regeneracije. Detaljnije razumevanje
0VOg procesa je vazno za razvoj novih analitickih procedura. Ispiranje sorbenata, poput
gline i zeolita, u cilju uklanjanja Cestica prasine i necisto¢e koris¢enjem kiselina: HCI,
HNO; i H,SO, smatra se standardnim predtpretmanom ovih materijala [57,58].
Upotrebom mineralnih kiselina postize se i aktivacija materijala, odnosno poboljsanje
njihovih sorpcionih karakteristika [59,60,61]. Direktna primena procesa desorpcije
ogleda se u oblasti povrsinske funkcionalizacije sorpcionih materijala. Razli¢iti hemijski
reagensi (NaCl, KCI, HCI, NaNO3;, NaCO3 i NaOH) kori$c¢eni su za ekstrakciju teskih
metala iz prirodnih minerala [58,62,63,64,65]. Procesi pre¢iS¢avanja i regeneracije
omogucavaju visestruku upotrebu istog materijala. Uklanjanje teSkih metala znacajno je
1 sa aspekta zastite zivotne sredine zbog sprecavanja migracije jona metala u prirodu i

nalazenja tehnoloskih reSenja za njihovu imobilizaciju.
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Desorpcioni kapacitet

Desopcioni kapaitet (DK) za analizirane materijale, izrazen u mg desorbovanog

metala po g sorbenta, racunat je prema jednacini (3):

c
DE=-2vy

!

m @)

gde su: ¢q (mg/L) ukupna desorbovana koncentracija jona metala nakon 24 h, V (L)
kontaktna zapremina (destilovana voda) i m’ (g) je masa aktiviranog materijala, nakon

procesa sorpcije.

2.4 Materijali i hemijski agensi izabrani za proces aktivacije

Proces aktivacije zavisi od prirode materijala (sorbenta) i prirode hemijskog
agensa (jona teskih metala) koji se koristi u procesu impregnacije ili ,,presvlac¢enja”.
Efikasno uklanjanje mikroorganizama kori§¢enjem povrSinski aktiviranih sorbenata
posledica je dva istovremena dejstva: desorbovanih jona metala prisutnihn u malim
koncentracijama u rastvoru i jona metala koji se nalaze na aktivnoj povrsini sorbenta
[38,66]. U ovom radu analizirani su razli¢iti aspekti primene metala srebra, bakra i
cinka kao hemijski aktivnih agenasa i kriterijumi za izbor odgovarajuc¢ih nosaca, kako

prirodnih, modifikovanih, tako i vestackih.

2.4.1 Sorpcioni materijali

Predmet ispitivanja ove doktorske disertacije je antimikrobno dejstvo materijala
aktiviranih jonima metala. U preliminarnim istraZivanjima, testirano je viSe materijala iz
grupe prirodnih (zeolit, bentonit, sepiolit, kalcit i kvarcni pesak), modifikovanih
(praskasti aktivni ugalj, granulisani aktivni ugalj i aktivna alumina) 1 sintetickih
materijala (vesStacki zeolit, titan-dioksid i jonoizmenjivatka smola). Na osnovu
vrednosti sorpcionih i desorpcionih kapaciteta iz svake grupe je odabran po jedan
reprezentativni materijal (zeolit, aktivni ugalj i titan-dioksid, respektivno) koji je dalje
antimikrobno testiran. U sledeCem tekstu bi¢e podobnije predstavljeni samo

reprezentativni materijali iz svake navedene grupe.
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2.4.1.1 Prirodni materijal - zeolit

Zeoliti su neorganske, mineralne sirovine, Siroko rasprostranjene u prirodi i
predstavljaju jedan od najéesce koris¢enih prirodnih (eng. low cost) sorbenata. Zeoliti je
pronaden u alkalnim zemljiStima, okeanskim sedimentima, alkalnim jezerima i morskim
naslagama. U prirodi postoji vise od 200 vrsta zeolita sa razlicitim fizickim 1 hemijskim
svojstvima. Zeoliti se nalaze u prirodi kao hemijski neaktivni. Mehanickom obradom
(usitnjavanjem) se aktiviraju, ¢ime se povecava njihova aktivna povrSina, sorpcioni
kapacitet, kao i1 kapacitet jonske izmene. U svetu se godiSnje proizvede oko 4 miliona
tona zeolita. Najupotrebljiviji je klinoptilolit koji se koristi za ljudsku upotrebu.
Klinoptilolit je prirodni zeolit (hidratisani alumosilikatni mineral) bele, ruzicaste, zute,
crvenkaste ili bledo braon boje. Tvrdo¢a klinoptilolita je 3,5-4 po Mosovoj skali

tvrdoce, a gustina 2,1-2,2 glcm3.

U strukturi zeolita postoje aktivna mesta za koja mogu da se adsorbuju razlicite
(Stetne ili korisne) komponente. Upravo adsorpcijom novih komponenti $iri se primena
zeolita 1 uvecava njihova funkcionalnost. Za zeolite je karakteristicno postojanje
Supljina i kanala. Skelet zeolita je izgraden od tetraedarskih jedinica (SiO4) u (AlOy)
[54]. One su medusobno povezane pri ¢emu dele jedan ili vise uglova formirajuci prsten
preko Kiseonikovih atoma (prikazano na Slici 4). Alumosilikate odlikuje velika
unutra$nja i spoljasnja specifi¢na povrsina koja doprinosi efikasnosti procesa adsorpcije
I jonske izmene. Ovaj mineral ima veliki afinitet i visoku selektivnost prema
dvovalentnim jonima metala, $to mu daje mogucnost primene u oblasti sorpcije teskih
metala. Sorpcija se odvija kako na spoljnim kristalografskim ravnima, tako i u
kanalima, ukoliko su dimenzije molekula koji treba da se adsorbuje manje od dimenzija

kanala, ¢ime zeolit dobija ulogu molekulskog sita.

Pored procesa adsorpcije, jonska izmena je karakteristicna za zeolite, jer je
moguénost izmene katjona (na primer: K*-, Na'-, Ca’-, Mg*- i NH;" - jona) od velikog
znaCaja za uklanjanje zagadujucih materija iz vazduha, vode i zemljiSta. Zeoliti
adsorbuje teske metale, radionuklide, mikotoksine, a veoma je mocan detoksikans i
antioksidans jer deaktivira slobodne radikale. Koriste se i kao selektivni adsorbensi za
razdvajanje 1 preciS¢avanje supstanci. Zeoliti se najviSe koriste u tretmanu voda, u

poljoprivredi (za alkalizaciju zemljista), u oblasti zastite Zivotne sredine, i dr.
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Slika 4. Struktura (SiOg4)4- 1 (AlO4)s- tetraedra i njihovo povezivanje u trodimenzionalnu
strukturu [67]

2.4.1.2 Modifikovani materijal - aktivni ugalj

Aktivni ugalj obuhvata grupu amorfnih ugljeni¢nih materijala koji imaju visok
stepen poroznosti, veliku specifiénu povrs§inu i sposobnost neselektivnog uklanjanja
velikog broja zagadujudih supstanci. Zbog velike poroznosti i velike slobodne povrsine,
aktivni ugalj je jedan od najboljih sorpcionih materijala [68]. Aktivni ugljevi se dobijaju
termickim razlaganjem u Inertnoj atmosferi raznih ¢vrstih sirovina koje imaju visok
sadrzaj ugljenika. Od sirovina se koriste: drvo, treset, kameni ugalj, kokosova ljuska,
lignocelulozna biomasa, lignit, itd. Pri proizvodnji aktivnog uglja procesi koji
obuhvataju kompletan tehnoloski postupak su: ispiranje sirovine vodom ili rastvorima
kiselina za ukljanjanje neorganskih materija (njihovo prisustvo smanjuje adsorpcioni
kapacitet), usitnjavanje sirovina u elektri¢nim mlinovima, sejanje za dobijanje Cestica u
odgovaraju¢em opsegu dimenzija, procesi karbonizacije i aktivacije (parcijalna
oksidacija proizvoda karbonizacije). Osnovna podela ugljeva je prema njihovoj
granulaciji pa se razlikuju praskati i granulisani aktivni ugljevi. Najc¢eS¢e se prave U

vlaknastom 1 sferi¢nom obliku.

Praskasti aktivni ugljevi (eng. powder activated carbon, PAC) imaju veli¢inu
Cestica od 0,015—0,1 mm, velike su gustine, tvrdo¢e i abrazionog indeksa. Oni se
upotrebljavaju u reaktorima velikih zapremina gde postoji mehanicko meSanje. Primena
praskastih aktivnih ugljeva je tipi¢na i kod prciS¢avanja industrijskih 1 komunalnih

voda, u industriji Sefera za obezbojavanje, u industriji hrane i lekova, kao i1 za
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uklanjanje zive i dioksina iz struje gasa u dimnjacima. Najvece prednosti PAC su niski
investicioni troSkovi i moguc¢nost menjanja doze u zavisnosti od polaznog kvalieta
sirove vode Sto je posebno znacajno za postrojenja kojima nije potreban tokom cele
godine. Nedostaci su neisplativa regeneracija i teskoce pri odlaganju nakon upotrebe,
kao 1 teskoce pri njegovom potpunom uklanjanju iz precis¢ene vode. Prema zvani¢nim
podacima, polovina od ukupne svetske proizvodnje aktivnih ugljeva koristi se za

proizvodnju praskastih aktivnih ugljeva.

Granulisani aktivni ugalj (eng. granulated activated carbon, GAC) imaju
dimenzije Cestice od 1-5 mm. Koriste se za preciS¢avanje te¢nosti i gasova. Jedna od
osnovnih primena je za izradu gas maski. GAC adsorbuje pare amonijaka ili hlora i
sprecava da ovi gasovi dopru do organa za disanje osobe koja nosi masku. Za razliku od
praskastih, granulisani aktivni ugljevi se mogu regenerisati i reaktivirati. GAC imaju

veliku gustinu, visoku tvrdo¢u 1 nizak abrazivni indeks.

2.4.1.3 Sinteti¢ki materijal - titan-dioksid

Titan je deseti element po svojoj rasprostranjenosti u Zemljinoj kori (0,6 %).
Nalazi se u silikatnim mineralima i rasprostranjen u skoro svim tipovima zemljista. Bele
je boje, visoke ¢vrstoce i sa relativno visokim tackama topljenja i kljucanja (1725 1 3260
°C, respektivno). Zbog svoje otpornosti na atmosfersku koroziju, veoma &esto se koristi
kao dodatak u proizvodnji Celika. Titan-dioksid ili titan (IV) oksid je prirodni oksid
titana, ¢ija je formula TiO,. Cesto se upotrebljava kao pigment i naziva se titansko belo
ili beli pigment. Titan-dioksid ima veoma Siroku upotrebu, izmedu ostalog kao sastojak
boja, krema za suncanje ili za bojenje hrane. Kao dodatak hrani ima oznaku E171.
Titan-dioksid se u prirodi nalazi u obliku minerala rutila, anatasa i brukita. Narocito u
formi anatasa, titanijum dioksid je fotokatalizator pod ultraljubiastim svetlom.
Nedavno je pronadeno da se fotokataliza pojavljuje 1 pod uticajem vidljivog svetla,
ukoliko se titanijum dioksidu dodaju joni azota ili metalni oksidi poput volfram
trioksida. Zbog svojih sterilizirajuc¢ih, deodorizirajuéih i drugih osobina, titan-dioksid se

dodaje u boje, cemente, prozore i sli¢ne proizvode.
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2.4.2 Hemijski agensi

U ovom istrazivanju, kao hemijski aktivne supstance (hemijski agensi) izabrani
su joni metala srebra, bakra i cinka. Osnovne fizicko-hemijske osobine i dezinfekciona
svojstva odabranih metala doprinela su objasnjenju mehanizma antimikrobnog dejstva

modifikovanih sorbenata.

2.4.2.1 Srebro

Srebro se u prirodi javlja u elementarnom stanju i u vidu jedinjenja. Bele je boje
I izrazito mekano i savitljivo, pa se Koristi za proizvodnju nakita i novca. Od svih
metala, smatra se najboljim provodnikom toplote i elektriciteta. Usled specifi¢nih
fizi¢kih i hemijskih osobina, jedinjenja srebra se koristi u industriji i elektrotehnici [69].
Srebro pripada slabo aktivnim metalima. Ne oksiduje se stajanjem na vazduhu
(kiseonikom) jer je proizvod oksidacije srebro-oksid nepostojan [70]. Srebro se koristi
za preciS¢avanje voda - sprecava nagomilavanje bakterija 1 algi u filterima. Kataliticka
reakcija srebra sa vodom omogucava izostavljanje hlora pri prec¢iS¢avanju vode. Joni
srebra se dodaju sistemima za precis§¢avanje vode u bolnicama, komunalnim sistemima

za vodosnabdevanje i bazenima, zamenjujuci hlor.

Dezinfekciono delovanje teskih metala prvi put je uo¢eno kod srebra, a ono je
istovremeno i dezinfekciono najefikasniji teski metal [18]. Prvi ozbiljniji rad o
dezinfekcionom delovanju srebra objavio je Svajcarski boranicar Nageli 1893. god, koji
je germicidno delovanje nazvao oligodinamickim delovanjem (delovanje u malim
koli¢inama, odnosno niskim koncentracijama). Najniza koncentracija srebra za koju je
utvrdeni da ubija mnoge bakterije je koli¢ina od 0,016 mg/L za kontaktno vreme od 2 h.
[18]. U praksi se koriste vece koncentracije hemijskog agensa i krace vreme kontakta sa

mikrobnom kulturom.

Na osnovu Pravilnika o higijenskoj ispravnosti vode za pi¢e (SI. list SRJ
42/1998), maksimalno dozvoljena koncentracija srebra u vodi za pice iznosi 10 pg/L
[14]. Srebrni joni u oblasti koncentracije pg/L ne daje vodi nikakav ukus i nije toksic¢an
za ¢oveka. Joni srebra ne deluju razarajuce na ¢elije makroorganizama. DZejms Kolins,
biomedicinski inZenjer sa Boston Univerziteta u Masacusetsu, u nau¢nom radu

objavljenom 2013. godine u ,,Translational Medicine" pokazao je da srebro pojacava
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dejstvo antibiotika od 10 do 1000 puta [71]. Ovo istrazivanje potvrduje sve ¢eS¢u

primenu koloidnog srebra u medicinske svrhe.

2.4.2.2 Bakar

Bakar je esencijalni bioloski element. U prirodi je najviSe zastupljen u vidu
legure bronze (crvenkasto-braon boje i male tvrdoce). Javlja se u zemljinoj kori u obliku
minerala: halkopirita, halkozina i drugih. Posle srebra bakar je najbolji provodnik
elektricne 1 toplotne energije. Masovno se upotrebljava za proizvodnju elektri¢nih
provodnika i uopste u elektrotehnici. Bakar se dodaje u razne legure. Mesa se sa zlatom
I srebrom ¢ime se znatno poboljSavaju njihove mehanicke osobine. U gradevinarstvu se
bakar koristi kao krovni pokriva¢ i za izradu oluka, a od skora i kao material za
oblaganje fasada. Ima izvanredna svojstva, ali je ekonoski posmatrano skup gradevinski
material. Posebna specificnost atoma bakra je elektronska konfiguracija sa potpuno
popunjenim 3d-podnivoom i jednim elektronom u 4s-orbitali: 3d'°4s’. Ona objasnjava
zapazena fizicka i hemijska svojstva ovog metala [70]. Tako bakar, osim osnovnog i
najstabilnijeg oksidacionog stanja +2, u mnogim jedinjenjima ima i manje stabilno

stanje +1.

Bakar je biostatican material, sto zna¢i da se bakterije na njemu ne mogu
razvijati. Legure bakra na povrSini imaju prirodna svojstva koja uniStavaju
mikroorganizme. Dokazano je da legure bakra ubijaju ¢ak 99,9 % patogenih bakterija za
samo dva sata preciSCavanja [72]. Antibakterijske legure bakra se Koriste u
zdravstvenim institucijama Sirom sveta. Pri akutnoj izloZenost vi§im koncentracijama
veoma je toksic¢an i kancerogen. Mnoge studije pokazale su visi nivo Cu kod pacijenata
obolelih od raka dojke, materice, jajnika, pluca, prostate, raka Zeluca, ili leukemije.
Zbog velike primene u industriji i antibakterijskog dejstva, kao i zbog Cinjenice da u
velikim koli¢inama moze izazvati zdravstvene probleme kod ljudi, ispitivanje bakra i
njegovih svojstava i dalje predstavljaju stalan izazov za istrazivace. Prema Uredbi o
graniénim vrednostima emisije (GVE) zagaduju¢ih materija u vode i rokovima za
njihovo postizanje (SI. glasnik RS”, broj 67/2011 i 48/2012), grani¢ne vrednosti za
ispustanje bakra su 0,05 mg/L [73].
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2.4.2.3 Cink

Cink je esencijalni element i pojavljuje se u skoro svim magmatskim stenama, a
najcesce je zastupljen u obliku minerala: zink-sulfida, zink-oksida i smitsonita. Prirodni
sadrzaj cinka u zemljistu je od 1 do 300 mg/kg. Cink je blestavo bele boje i izdvaja se
visokom hemijskom aktivnos¢u kao jako redukciono sredstvo [70]. Ima samo jedno
stabilno oksidaciono stanje +2. Ovaj element ima vaznu ulogu u razvoju i odrzavanju
imunog sistema kod ljudi. Nedostatak Zn moze dovesti do koznih oboljenja (akne,
ekcemi, psorijaza, opadanje kose i dr.), slabljenja ¢ula ukusa, mirisa i vida, oslabljene
reprodukcije, slabog razvoja umnih sposobnosti, sporo zarastanje rana i drugo [74].
Cink se nalazi u mnogim enzimima. U kompeticiji sa drugim katjonima, cink ometa
njihovu sorpciju, $to posebno dovodi do nedostatka mangana i gvozda u organizmu.
Povecanje koncentracije cinka kod coveka moze izazvati anemiju, gréeve, vrtoglavicu,
povracanje, smanjenje funkcje imunog sistema i bolesti srca. Cink se izbacuje putem
urina i fecesa, ali 90 % ostaje u organizmu gde se ukumulira u misi¢ima i kostima. U
odredenoj meri cink se bioakumulira i u ribama. Toksi¢ni efekti na rast ili opstanak riba

nisu utvrdeni.

Na povrsini cinka na vazduhu stvara se zastitni sloj ZnO. Ovaj fenomen se
koristi kod izrade savremenih automobila, za zastitu lima od korozije [70]. Koristi se i
za elektri¢ne peéi, kao legura i za zaprasivanje biljnih kultura jer ima i insekticidno
dejstvo. Cink predstavlja jedan od najmobilijnijih elemenata u prirodi §to znaci da lako
prelazi iz jednog medijuma u drugi. U kiseloj sredini i u oksiduju¢im uslovima
povecava se sadrzaj rastvornih oblika cinka. Najve¢i sadrZzaj rastvornih oblika cinka
javlja se u opsegu pH vrednosti od 5 do 6,5. U prirodnim povrSinskim vodama
koncentracija cinka je obi¢no ispod 10 pg/L, dok je u podzemnim vodama od 10 do 40
ng/L. U vodi za pi¢e koncentracija cinka moZe biti znatno viSa usled izdvajanja cinka iz
cevnog materijala i cevne armature. Prema pravilniku o higijenskoj ispravnosti vode za
pice (SI. list SRJ, br. 42/98 1 44/99) maksimalna dozvoljena koncntracija cinka u vodi za
pic¢e je 3 mg/L [14]. Prema GVE zagadujucih supstancija u vode (Sl. glasnik RS, broj
67/2011 i 48/2012), koncentracija cinka za ispustanje u recipijent iznosi 1,0 mg/L [73].
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2.5 Analiticke metode za odredivanje koncentracije jona

Analiza vodenih uzoraka, pored nekih fizicko-hemijskih parametara (pH,
provodljivost, mutnoca i boja), obi¢no podrazumeva i odredivanje sadrzaja jonskih
vrsta. Koncentracije prisutnih jona izrazena je kao masena koncentracija (u mg/L) ili u
milionitim delovima celine (eng. part per million, ppm). Veoma niske koncentracije
elemenata, prisutnih u tragovima, izrazene su u Ug/L ili kao milijarditi delovi celine
(eng. part per billion, ppb). Numeri¢ke vrednosti jedinica: mg/L, odnosno ppm, ili
pg/L,odnosno ppb, se smatraju ekvivalentnim za veoma razblazene vodene rastvore,
gustine priblizno jednake ¢istoj vodi na 4 °C, iako definicija ovih jedinica nije identi¢na
[54]. Definisanjem strogih kriterijuma za kontrolu kvaliteta vode, postavlja se i stalan
zahtev analitiCarima za razvoj i unapredenje metoda i analitickih postupaka za

odredivanje sadrzaja vode [75,76].

2.5.1 Opti¢ka emisiona spektroskopija sa indukovano spregnutom plazmom

Opticka emisiona spektroskopija sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-
OES) je jedna od najsavremenijih analitickih tehnika za odredivanje sadrzaja razli¢itih
jonskih vrsta. Ova tehnika zahteva male koli¢ine uzorka i moguce je detektovati veoma
niske koncentracije jednog ili vise elemenata istovremeno (najéeSce izraZzene u ppm).
Zbog visoke osetljivosti i moguénosti odredivanja tragova metala u realnim uzorcima,
ova analiti¢ka tehnika se koristi u analitickoj hemiji, ekotoksiologiji i toksikologiji
Zivotnih namirnica [77]. Osnovni princip rada ICP-OES uredaja zasniva se na merenju
intenziteta emitovane svetlosti, odnosno elektromagnetnog zracenja koje emituju
pobudeni elektroni iz uzorka. Metoda se zasniva na tome da atomi uzorka (analita koji
se odreduje) primaju energiju od izvora zraCenja - plazme plamenika i prelaze u
pobudeno stanje. Povratkom u osnovno stanje, elektroni emituju elektromagnetno
zraCenje tacno odredene talasne duzine, karakteristicne za svaki element. Intenzitet
emitovane svetlosti je proporcionalan broju pobudenih elektrona odnosno koncentraciji

elementa u posmatranom uzorku.

Ukoliko su uzorci u ¢vrstoj fazi primenjuje se mikrotalasna mokra digestija u
zatvorenom sistemu. Mikrotalasna energija sluzi za zagrevanje rastvaraca koji je u
kontaktu sa uzorkom i prevodi ga u tecno stanje (princip ekstrakcije). Mokra digestija

koristi hemijske reagense, odnosno mineralne kiseline. Izbor kiseline zavisi od matriksa
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uzorka, a najce$¢e se u analitickoj praksi koristi azotna kiselina. Ukoliko se radi o
veoma ¢vrstom i postojanom uzorku (silikati, alumosilikati i sl), digestija se radi

carskom vodom (mesavinom azotne i hlorovodoni¢ne kiseline) [77].

Izvor zraCenja je plazma plamenik [78]. Plazma plamenik se sastoji od tri
koncentri¢ne kvacne cevi. Kroz unutras$nju cev curi nebulajzer gas, struja argona (Ar)
koja ima laminarni protok i koja ima injektuje uzorak u plazmu. Plazma je ¢vrsto
agregatno stanje, stanje visokojonizovanog gasa. Argon plazma je elektroprovodljiv,
visokojonizovan gas koji sadrzi veliku koli¢inu jona i elektrona argona. Argon je
prirodni, plemeniti, hemijski inertan gas koji ne reaguje sa jonima iz uzorka, ima visoku
energiju jonizacije, emituje jednostavne spektre i moze da ekscitira veéinu elemenata
periodnog sistema. Kroz srednju cev struji pomoc¢ni gas, struja argona Kkoja ima
tangencijalni protok i sluzi za hladenje te cevi. Kroz spoljaSnju cev struji gas za
hladenje, tangecijalna struja argona koja hladi zidove kvarcne cevi, stabilizuje i centrira
plazmu. Na vrhu sevi nalazi se vodom hladeni indukcioni kalem koji napaja

radiofrekventni generator. Na Slici 5 prikazan je plazma plamenik.

Tecni uzorak se pomocu peristalticke pumpe upumpava u nebulajzer koji rastvor
pretvara u aerosol. Sprej komora uklanja velike kapi, a male kapi, koje ¢ine svega 1-5
% od ukupnog rastvora, bivaju no$ene strujom nebulajzer gasa u ICP baklju, odnosno
plazmu plamenika (tzv. baklja plamenika). Atomi i elektroni iz uzorka u sudaru sa
jonima i elektronima iz plazme primaju energiju i prelaze u pobudeno stanje. Vraéanjem
u osnovno stanje emituju energiju u obliku karakteristiénog linijskog spectra.
Temperatura plazme varira od 58000 K pa se zbog visokih temperatura u ICP izvorima

dobijaju veoma sloZeni spektri koji se potom analiziraju pomocu spektrometra.

Spektrometar je opticki sistem visoke rezolucije koji pomocu disperzionog
elementa (difrakcione reSetke 1 kvarcne prizme) propusta svetlosni zrak na nekoliko
talasnih duZina istovremeno. Kako se sastoji od velikom broja izlaznih razreza ovaj
sistem ima veliku mo¢ rezolucije, §to je posebna prednost u odnosu na atomsku
apsorpcionu spektroskopiju (eng. atomic absorption spectrometry, AAS), gde se Kkoriste
izvori zraCenja specifi¢ni za dati element i gde se Sirina razreza monohromatora

podesava da propusti sam jednu, rezonantnu talasnu duzinu.
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Slika 5. Plazma plamenik ICP-OES istrumenta [79]

Kvantitativna analiza se vr$i pomocu metode kalibracione krive gde se
nepoznata koncentracija elemenata izraCunava poredenjem intenziteta emisije
ispitivanog uzorka sa standardima [77]. Izbor radne talasne duzine zavisi od prirode
matriksa uzorka i mogucih interefrencija na izabranim talasnim duzinama. Zbog
smanjenja uticaja matriksa i vece osetljivosti metode kada je o re¢ o uzorcima koji
sadrze jako niske koncentracije elemenata koje su ispod limita kvantifikacije metode
kalibracione krive, koristi se metoda dodatog standarda (tzv. metoda standardnog
dodatka). Druga moguénost za prevazilazenje ovakvih problema jeste koriS¢enje uredaja
sa ve¢om rezolucjom, odnosno niZom granicom detekcije, gde je indukovano spregnuta

plazma kuplovana sa masenim detektorom.
2.5.2 Indukovano spregnuta plazma sa masenom spektrometrijom

Indukovano spregnuta plazma u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (ICP-
MS) predstavlja pouzdanu analiticku tehniku za odredivanje niskih koncentracija jona
(izrazenih u pg/L, odnosno ppb), do nivoa njihovih tragova. Prednosti ove tehnike su u
brzoj multielementarnoj analizi sa veoma niskim nivoima detekcije (granica detekcije je
reda veli¢ine ng/L, odnosno ppt). Pomocu ICP-MS istrumenta moguce je merenje preko
90 elemenata periodnog sistema, kako metala, tako i nemetala, odredivanje njihovih

izotopa kao i izotopskih odnosa pojedinih elemenata. Ova tehnika zasniva se na
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zajedniCckom delovanju indukovano spregnute plazme (za jonizaciju) i masenog
detektora (za razdvajanje i detekciju). Osnovni delovi ICP-MS instrumenta su prikazani

na Slici 6.
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Slika 6. Osnovni delovi ICP-MS instrumenta

Sistem za unosenje uzorka Se sastoji od peristaticke pumpe i rasprsivaca uzorka.
Da bi te¢ni uzorak bio u obliku aerosoli, uvodi se u rasprSiva¢ sa unakrsnim
raspr§ivanjem. Rasprsivac¢ produvava gas pod pravim uglom u odnosu na cev za unos
teCnosti 1 razbija te¢nost u veoma male kapi formirajuci aerosol. Dobijene kapljice se
razdvajaju u komori za rasprsivanje, pri ¢emu se krupnije kapi (kapi dimenzija veéih od
10 um) izdvajaju i napustaju komoru preko drenaznog sistema, a fine kapi (dimenzija
5-10 pum) se unose u injektor [80]. Aerosol prolazi kroz komoru za rasprSivanje koja
propusta samo one kapi koje imaju odgovarajucu veli¢inu i brzinu za uvodenje u

plazmu.

ICP baklja proizvodi plazmu, odnosno predstavlja izvor jona, prelaskom atoma
u jone. Plazma koju generise ICP baklja je gas sa dovoljnom koli¢inom jona i elektrona
koji ga Cine provodljivim. Plazme koje se koriste u spektrohemijskim analizama su
zbirno elektroneutralne, tj. svako pozitivno naelektrisanje jona u ravnotezi je sa
slobodnim elektronima. Vecéina pozitivnih jona je jedininog naelektrisanja i1 sa
nekoliko negativnih jona i elektrona daje elektroneutralnu plazmu u svakoj jedinici
njene zapremine. ICP baklja se sastoji od niza koncentri¢nih kvarcnih cevi koje su na

jednom kraju obavijene radiofrekventnim kalemom kroz koji prolazi Cist argon (inertan
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gas) [78]. Stvaranje jona iz aerosola odigrava se postupno tako §to se kapljice te¢nosti
koje sadrze matricu uzorka i ispitivane elemente suSe do ¢vrstog stanje a zatim se
zagrevaju do isparavanja, atomi putuju kroz plazmu apsorbuju¢i energiju, pri ¢emu

dolazi do cepanja atoma na jedan elektron i jedini¢no pozitivan jon.

Jonska optika grupise, odnosno fokusira jone u snop za transport u kvadropol.
Smestena je odmah iznad interfejsa. Posto su joni nastali u plazmi pretezno pozitivnog
naelektrisanja, sa tendecijom medusobnog odbijanja, neophodno je spreciti Sirenje
snopa jona. Ovo se postize provodenjem jona kroz naelektrisani jonski cilindar koji se
ponasa kao fokusirajuée socivo. Cilindar je istoimenog naelektrisanja kao 1 joni, koji se
zbog odbojnih elektrostatickih sila odbijaju od metalnih zidova i formiraju snop,

odnosno, maseni spektrometar fokusira jonski zrak pomocu elektri¢nog snopa.

Kvadropol ima ulogu masenog filtra koji razdvaja jone na osnovu razli¢itih
odnosa mase i naelektrisanja (m/z) [78]. Kvadropol je sastavljen od 4 Sipke, duzine oko
20 cm i pre¢nika oko 1 cm. Kroz ovaj deo uredaja prolaze samo joni odredene mase u
odredeno vreme, odnosno vr$i se sortiranje jona na osnovu razli¢itih odnosa mase i
naelektrisanja. Odgovarajuom kombinacijom napona i radifrekfencije joni sa
odgovaraju¢im odnosom m/z prolaze izmedu Sipki kvadropola i bivaju izbaceni iz njih.
Specificnost masenog spektrometra je u tome $to se pomocu njega moze podesiti bilo
koji odnos m/z radi merenja trazenog elementa iz analiziranog uzorka. lako kvadropol
omogucava prolazak samo jedne vrste jona, promena napona na Sipkama moze da se
izvrsi jako brzo (od m/z = 1 do m/z = 240 za manje od 0,1 s). Iz tog razloga se kaze za
ICP-MS da je uredaj koji za vrlo kratko vreme moze da odredi Citav spektar elemenata

uzorka.

Detektor broji pojedina¢ne jone koji produ kroz kvadropol [78]. Joni napustaju
maseni spektrometar i udaraju o povrSinu detektora, uzrokujuéi merljivi elektri¢ni
signal. Aktivna povrSina detektora, dinoda, otpusta elektron pri svakom udaru jona, a
zatim se vr$i pojaCavanje procesa. Elektroni otpusteni sa prve dinode pogadaju drugu,
koja otpusta jo§ vise elektrona a potom se proces nastavlja po kaskadnom principu
umnozavajuci broj otpustenih elektrona i na taj nacin pojacava signal. Ovo pojacavanje
se vr8i sve dok se ne dobije merljiv puls. Brojanje ovih pulseva detektora u stvari

predstavlja brojanje jona koji su udarili o povrSinu prve dinode.
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Vakuum sistem obezbeduje visoki vakum za opticki jon, kvadropol i detektor.
Rastojanje izmedu interfejsa i detektora ICP-MS uredaja je obi¢no manje od 1 m i da bi
joni presli ovaj put ne smeju se sudarati medusobno, a ni sa bilo kojim molekulima
gasa. U ovome se ogleda neophodnost vakuuma u ovom delu uredaja i potreba
uklanjanja skoro svih molekula gasova, $to se postize kombinacijom turbomolekularne i

proste mehanicke pumpe, koje zajedno ¢ine vakuum sistem.

Softverski sistem omogucava kontrolu svih delova instrumenata tokom rada, kao
i obradu dobijenih rezultata. Upotrebom racunarskih sistema za optimizaciju analitickih

procedura postize se jednostavno rukovanje instrumentom.
2.6. Metode karakterizacije sorpcionog materijala

Karakterizacijom materijala utvrduju se kvalitativna i kvantitativha svojstva
ispitivanog uzorka. Za ispitivanje morfoloskih i strukturnih karakteristika materijala
moze se koristiti veliki broj tehnika. Da bi se potvrdilo prisustvo funkcionalnih grupa, u
cilju potpune karakterizacije, koristi se vise tehnika na individualnom nivou. Strukturna
i fazna analiza adsorpcionih materijala vrsi se merenjem difrakcije X zraka (eng. X-ray
diffraction, XRD). Primenom rendgenske fotoelektronske spektroskopije (eng. X-ray
photoelectron spectroscopy, XPS) odreduju se hemijski oblik aktiviraju¢e komponente
(metala, oksida, hidroksida.) na povrSini uzorka i oksidaciono stanje metala u
povrsinskim slojevima adsorpcionih materijala. Morfoloska svojstva prirodnih i
modifikovanih materijala ispituju se primenom skenirajuce elektronske mikroskopije
(eng. scanning electron microscopy, SEM). Gama spektrometrijskom metodom

proverava se sadrzaj prirodnih radionuklida u ispitivanom uzorku.

2.6.1 Rendgenska difrakciona analiza

Rendgenska difrakciona analiza (XRD) se koristi u identifikaciji materijala i
pomocu nje se moze izvrsiti kvalitativna i Kvantitativna analiza. Ova nedestruktivna
analiticka metoda sluZi za odredivanje kristalne strukture, hemijskog sastava 1 fizickih
osobina materijala [81]. Osnovni princip analize zasniva se na prodiranju rendgenskih
zraka kroz kristalnu materiju i sposobnosti difrakcije zra¢enja od strukturnih jedinica
kristala (atomi, joni i molekuli). Rendgenski zraci su vrsta elektromagnetnog zracenja

talasne duzine od 0,01-10 nm i energije od 120—120 keV. Njihova talasna duzina je
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manja od talasne duzine UV zraka, a veéa nego kod gama zraka. U nekim jezicima
rendgenski zraci se nazivaju X-zracima, kako ih je nazvao nauénik koji ih je otkrio i u
C¢iju cast su kasnije dobili ime (Wilhelm Conrad Rontgen). Rendgenski zraci talasne
duzine u opsegu od 10,0-0,10 nm zovu se “meki”, a od 0,10—0,01 nm “tvrdi” zbog

sposobnosti prodiranja.

Prilikom prolaska fotona rendgenskog zraka kroz uzorak dolazi do njegovog
sudara sa atomima ili jonima koji postaju izvor novog rendgenskog zracenja
(sekundarni izvor). Novo rendgensko zracenje koje poti¢e od pobudenih atoma ili jona
(talasi skrecu sa prvobitnog pravca kretanja) rasprostire se od strukturnih jedinki
radijalno u svim pravcima. Usled prisustva velikog broja izvora rendgenskog zracenja,
dolazi do interferencije pojedinih talasa, pri ¢emu se neki talasi poniStavaju dok se neki
pojacavaju u zavisnosti od medusobnog polozaja samih izvora zracenja [82]. Ovi zraci
se mere u difrakcionim ekperimentima jer nose informaciju o raspodeli elektrona u

ispitivanom materijalu.

Uzorak supstance c¢ije se kristalografske karakteristike odreduju primenom
difrakcije rendgenskih zraka moze se snimati u obliku praha a ne samo monokristala.

Metoda difrakcije rendgenskog zracenja na prahu uspesno se koristi za [83]:

¢ identifikaciju monofaznih i viSefaznih kristalnih jedinjenja;

o identifikaciju smese kristalnih jedinjenja;

e odredivanje kristalne strukture prethodno identifikovanih materijala;
e odredivanje stepena kristalnosti u nepotpuno amorfnim materijalima;
e odredivanje prisutnih faza na osnovu odnosa intenziteta pikova;

e odredivanje veli¢ine kristala na osnovu Sirenja pikova;

e odredivanje oblika kristalita prouavanjem simetrije pikova.

Difraktogram monokristala sadrZi pravilno rasporedene tacke na osnovu kojih se
odreduju karakteristi¢ni parametri kristala, a kod polikristala difraktogram se sastoji od
karakteristi¢nih difrakcionih linija. Sto su kristali koji se ispituju sitniji, tako su i
difrakcione linije difuznije ili manje ostre [82]. XRD metodu karakteriSe: pouzdanost i
brza identifikacija materijala, jednostavna priprema uzorka, dostupnost uredaja i

relativno neposredna interpretacija podataka [83].
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2.6.2 Fotoelektronska spektroskopija rendgenskih zraka

Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS) je kvantitativna tehnika koja
sluzi za odredivanje atomskog sastava, empirijske formule, hemijskog i elektronskog
stanja elemenata koji se nalaze unutar ispitivanog materijala [84]. XPS se srece i pod
nazivom ESCA (eng. electron spectroscopy chemical analysis), §to je skraéenica za
elektronsku spektroskopsku hemijsku analizu koju je prvi put uveo u literaturu Svedski
fizi¢ar Kai Sigban (Kai Siegbahn), dobitnik Nobelove nagrade za fiziku 1981. godine.
XPS je tehnika povrSinske hemijske analize, koja se koristi u analizi hemije povrSine
materijala [85]. Koristi za odredivanje: i) atomskog sastava povrSine (gornji deo
debljine od 1-10 nm), ii) empirijske formule ¢istih materijala, iii) elemenata koji su
kontaminirali povrSinu, iv) hemijskog ili elektronskog stanja svakog elementa na
povrsini, v) uniformnosti elementalnog sastava gornje povrSine (metodom profilisanja
linije ili mapiranjem), vi) uniformnosti elementalnog sastava u funkciji jonskog snopa
za nagrizanje (profilisanje po dubini) [85]. XPS spektri se dobijaju ozraCivanjem
materijala sa snopom rendgenskog zracenja, uz istovremeno merenje kineticke energije
i broja elektrona koji se emituju iz pripovrsinskog sloja materijala koji se analizira.
Osnovni delovi XPS instrumenta prikazani su na Slici 7.

L Analizator energije
. Sakwligjpce  perirona (0-1.5kV)
Fotoemitovani SOCIVO
elelctroni (<15 kKV) \ Detektor
; elektrona

Falcusrfan Ugao
snop X-zraka otkidanja
elektrona [[E==——r
Si02/51% L0
Uzorak !

Si (2p) XPS signali
Slika 7. Osnovni delovi monohromatskog XPS instrumenta [86]

XPS tehnika detektuje sve elemente sa rednim brojem (Z) ve¢im od 3 (litijum).
Ne moze da se koristi za detekciju vodonika (Z=1) ili helijuma (Z=2) ¢&iji je preénik
orbitala toliko mali da je i verovatnoc¢a interakcije zracenja sa elektronima iz orbitala

minimalna. Granice detekcije za veéinu elemenata su reda ppm. Da bi se postigao takav
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nivo detekcije, neophodno je ispuniti odredene uslove, kao npr. da je dati element
koncentrisan na gornjoj povrsini ili da je na raspolaganju tokom duzeg vremena
prikupljanja signala. XPS zahteva uslove izuzetno visokog vakuuma (eng. ultra high
vacuum, UHV) [84]. Tipi¢an XPS spektar predstavlja se kao dijagram broja
detektovanih elektrona (ponekad po jedinici vremena) (y-osa, ordinata) u odnosu na
energiju vezivanja registrovanih elektrona (x-osa, apscisa). Zbog veze izmedu energije
rendgenskog zracenja i talasne duZzine, elektronska energija veze svakog od emitovanih
elektrona moze se odrediti pomocu jednaCine koja je zasnovana na Radefordovoj

formuli (Ernest Rutherford, 1914) [85]:

Eere = Etorona — (E +9) (4)

gde je Eyeze energija vezivanja elektrona, Eryona €nergija fotona rendgenskog
zraCenja, Ex kineticka energija elektrona merena instrumentom i ¢ radna funkcija
spektrometra. Svaki element proizvodi karakteristican skup pikova kojima odgovaraju
karakteristine vrednosti energija vezivanja, koje direktno identifikuju svaki element
koji postoji na povrSini materijala koji se analizira. Ovi karakteristicni pikovi
odgovaraju elektronskoj konfiguraciji elektrona unutar atoma, npr. 1s, 2s, 2p, 3s itd.
Broj registrovanih elektrona u svakom od karakteristi¢nih pikova direktno je povezan sa
koli¢inom elementa u oblasti (zapremini), koja je ozracena. Da bi se dobile atomske
vrednosti izrazene u procentima, svaki izvorni XPS signal mora biti ispravljen, tako Sto
se intenzitet datog signala (broj detektovanih elektrona) deli sa faktorom ,relativne
osetljivosti” (eng. relative sensitive factor, RSF) i normalizuje u odnosu na sve elemente
koji su registrovani [85]. Prebrojavanje broja elektrona kod XPS za svaku vrednost
kineti¢ke energije, uz minimalnu gresku, izvodi se U uslovima ultra visokog vakuuma,
jer je detektor za brojanje elektrona obi¢no udaljen oko jedan metar od materijala, koji
je izloZzen rendgenskim zracima. XPS otkriva samo one elektrone koji su ,,izbegli”
vakuum instrumenta. Foto-emitovani elektroni koji su ,,izbegli” vakuum instrumenta su
elektroni koje poticu iz prvih 10—-12 nm materijala. Svi dublje foto-emitovani elektroni,
koji su generisani prodorom rendgenskog zracenja na dubinu materijala od 1-5 um,
bivaju ponovo zahvaceni ili zarobljeni u razli¢itim pobudenim stanjima unutar datog

materijala [84].
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2.6.3 Skenirajuca elektronska mikroskopija

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) je moderna instrumentalna tehnika
koja se koristi za ispitivanje mikroskopskih karakteristika uzoraka razli¢itog porekla.
SEM koristi usmereni snop elektrona sa visokim sadrzajem energije da bi proizveo niz
signala sa povrSine Cvrstih uzoraka. Izvor elektrona je spirala od volframa, a
zahvaljujué¢i naponu anode koji je za 40—100 kV veci od napona volframove spirale,
elektroni bivaju ubrzani prema anodi jakom silom. Deo elektrona prolazi velikom
brzinom kroz otvor na anodi i nastavlja put ka objektu snimanja i elektromagnetskim
so¢ivima gde se fokusira po potrebi. Objekat snimanja se postavlja u fokusnu ravan
objektiva a njegova slika se dalje uvelicava u jo$ nekoliko stupnjeva. Da se kretanje
elektrona ne bi ogranicilo, u koloni mikroskopa je neophodno obezbediti visok vakuum.
Zizna daljina elektromagnetskog sodiva je promenljiva i smanjuje se poveéanjem
napona magnetnog polja. Objekat koji se snima mora biti potpuno suv a zivi objekti se

ne mogu snimati [87].

Kod skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa slika objekta se dobija
registrovanjem elektrona koji se rasipaju od uzorka i na taj nacin daju informacije o
morfologiji, hemijskom sastavu, kristalnoj strukturi, orijentaciji i elektri¢noj
provodljivosti ispitivanog uzorka. Signali koji se detektuju (rasuti elektroni) se prema
nadinu emisije mogu podeliti na: sekundarne (SE), povratno rasute elektrone (BSE),
karakteristiéne X zrake, vidljiva svetlost (katodna luminiscencija) i toplotno zracenje
[84]. Primarni elektroni prodiru u uzorak i podlezu elasti¢cnom i neelastiénom rasipanju.
Sekundarni elektroni se uglavnom emituju od strane tankog povrsinskog sloja debljine
1-10 nm i daju informaciju o morfologiji i topografiji uzorka. BSE elektroni poti¢u pre
svega od refleksije u dubljim slojevima uzorka i ilustruju kontraste u sastavu kod
visefaznih uzoraka. X-zraci daju informaciju o hemijskom sastavu uzorka i
rasprostranjenosti razli¢itih elemenata u uzorku (eng. electron dispersive technique,
EDS). Zahvaljuju¢i katodnoj luminiscenciji moguce je mapiranje sadrzaja retkih zemnih

I prelaznih metala u uzorku.

SEM metoda pruza znacajne prednosti u odnosu na konvencionalne tehnike 1
karakteriSe se relativno lakom pripremom uzorka, moguénoS¢u neposrednog

posmatranja strukture uzorka u tri dimenzije i neuporedivo ve¢im uvecanjem.
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Savremeni elektronski mikroskopi dostizu uvecanje oko 500 000 puta. Priprema uzorka
za SEM nije zahtevna obzirom da se ovom metodom dobijaju informacije o strukturi
povrsine. Ukoliko materijal ima dovoljno veliku elektricnu provodljivost da spreci
naelektrisavanje prouzrokovano bombardovanjem elektrona, uzorci debljine do
nekoliko milimetara se mogu direktno ispitivati. Ukoliko ovo nije slu¢aj, uzorak se
prevlaci tankim slojem elektroprovodnog materijala tako Sto se u visokovakuumskoj
komori vertikalno ili pod uglom od 60° naparava ugljenikom ili metalima zlata, srebra,
platine i dr. Spricanje se sve vi$e koristi kao metoda metalizacije jer se smatra relativno
jeftinom, brzom i efikasnom. SEM analiza je nedestruktivha metoda jer prilikom
emitovanja rendgenskog zraenja ne dolazi do gubljenja mase uzorka, tako da je

moguée ponoviti analizu istog materijala vise puta [87].
2.6.4 Gama spektrometrija

Gama spektrometrija ima veliki zna¢aj u fundamentalnim istrazivanjima, kako u
astrofizici tako 1 u nuklearnoj fizici 1 fizici Cestica. Ova razvijena metoda fizicko-
hemijske analize koristi se za identifikaciju prisutnih jezgara u ispitivanim uzorcima.
Osnovni princip rada gama spektrometrije jeste da se ispitivani uzorak izlozi delovanju
vy zracenja (odredene energije) pri ¢emu dolazi do emitovanja fotona. Spektar
emitovanih fotona pri raspadu jezgra zavisi od prirode ozra¢enog jezgra. Odredivanjem
broja emitovanih gama fotona u jedinici vremena iz nekog izvora u funkciji energije

moze se dobiti informacija o ispitivanom uzorku.

Detektorski sistemi, ¢ija je radna supstanca poluprovodnik - germanijum,
najCes¢e se koriste u praksi. Germanijumski detektori imaju najbolju rezoluciju za
detekciju energije gama kvanata u intervalu energija od nekoliko eV do 10 MeV.
Veoma vazna karakteristika detektora je vreme odziva. To je vreme potrebno da se

generiSe signal nakon pristizanja zracenja u detektor 1 pozeljno je da bude Sto krace.

Odredivanje koncentracije aktivnosti ispitivanog uzorka moguce je kompletnom
obradom spektra, §to se ¢ini uz pomoc¢ softvera za gama spektrometriju. Uz prethodno
izvrSenu energetsku kalibraciju spektrometra, softver moze automatski da identifikuje

prisutna jezgra u uzorku koji se analizira.
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2.7. Antimikrobni testovi

Antimikrobni testovi aktiviranih sorbenata modifikovnih jonima metala izvrseni
su na slede¢im mikrobioloskim kulturama: Gram-negativnoj bakteriji Escherichia coli
(E. coli), Gram- pozitivnoj bakteriji Staphyloccocus aureus (S. aureus) i plesni Candida
albicans (C. albicans). Ovi mikrobi su odabrani jer pripadaju razliCitim vrstama
mikroorganizama i Cesto se javljaju kao indikatorski organizmi u mikrobioloskom

ispitivanju vode.
2.7.1 Odredivanje broja mikroorganizama

Rast i razmnozavanje mikroorganizama su osnovne osobine pracene povecanjem
broja i mase mikrobnih ¢elija. Taj porast moze da se prati kvalitativno i kvantitativno.
Pokazatelji kvalitativne promene u te¢nim podlogama mogu biti zamucenja podloge,
stvaranje taloga ili pojava navlake. Na ¢vrstim podlogama se posmatraju kolonije,
njihova veli¢ina i broj. Sam naziv kolonija potice od latinske re¢i colonia, $to znaci
naseobina [8]. Kolonije se mogu nalaziti na samoj povrsini ¢vrste hranljive podloge ili u
njenoj dubini. Odredivanje morfoloskih osobina kolonije jedan je od parametara koji se
uzima u obzir pri identifikaciji odredene grupe mikroorganizama, jer su oblik, spoljasnji
izgled kolonije i njena veli¢ina tipi¢ni za svaku vrstu mikroorganizama. Kvantitativno
pracenje porasta mikroorganizama moze se izvesti raznim metodama za brojanje celija.
Ove metode mogu biti direktne i indirektne. U ovom istraZivanju koriS¢ena je indirektna

metoda brojanja, poznatija kao Kohova metoda agarne ploce [20].

2.7.2 Kohova metoda agarne ploce (Pour plate)

Kohova metoda agarne ploCe je indirektna metoda odredivanja broja
mikroorganizama. Osnovni princip metode zasniva se na brojanju izraslih kolonija
nakon inkubiranja na ¢vrstoj podlozi (u Petrijevoj Solji). Rad na izvodenju ove metode
se moze podeliti u nekoliko koraka (prikazanih na Slici 8): priprema uzorka, priprema

razblazenja, zasejavanje i inkubacija i brojanje izraslih ¢elija [20].
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Slika 8. Analiticka postupci kod primene Kohove metode [20]

Priprema uzorka

Da bi se metoda izvela Sto preciznije, neophodna je dobra homogenizacija
uzorka. Ukoliko je uzorak u te¢nom stanju i ako je boca u kojoj se nalazi uzorak
delimi¢no puna, boca se mucka 25 puta. Ako je boca sa uzorkom puna, potrebno je brzo
okrenuti bocu 25 puta da bi se sadrZzaj izmeSao, zatim jednu Cetvrtinu uzorka proliti, a
preostalu koli¢inu uzorka promucékati 25 puta. Ako je materijal koji se ispituje u
¢vrstom stanju, potrebno je da se izvrsi njegova homogenizacija u avanu ili u rastvoru
za razblaZivanje sa staklenim kuglicama ili u homogenizatoru kako bi se dobila sterilna
suspenzija. Cvrsti materijali koji su rastvorljivi u vodi ili daju fine vodene suspenzije
(na primer: zemlja, brasno, mleko u prahu 1 sl), mogu se direktno meSati u odredenoj

koli€ini u sterilnom rastvoru za razblazivanje (fizioloSkog rastvora). Iz dobro izmeSanog
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uzorka se priprema serija razblazenja, u kojoj je svako novo razblazenje 10 puta vece od

prethodnog.

Priprema razblaZenja

Metoda decimalnog razblazivanja je jedna od najstarijih metoda koriS¢enih u
mikrobioloSkoj analitici. Sastoji se u tome da se u tecnoj sredini vrSi PoOStupno
razredivanje Kulture ili suspenzije, sve dok se ne postigne zeljeno razblazenje. Ovaj
naCin se kombinuje sa koris¢enjem Cvrstih hranljviih podloga. Serije decimalnih
razblazenja iz tenog uzorka se pripremaju tako §to se 1 mL homogenata (pripremljene
suspenzije mikroorganizama sa uzorkom) doda u 9 mL sterilnog fizioloSkog rastvora
kako bi se napravilo 10 razblazenje. Iz ove epruvete se dalje prenosi 1 mL u drugu
epruvetu fiziolo§kog rastvora (9 mL) gde se dobija razblaZenje 107, iz koga se na isti
nacin prave sledeCa razblazenja do Zeljenog krajnjeg razblazenja (iz druge u trec¢u
epruvetu sa razblazenjem 1073 iz treée u Setvrtu — 10™). Ta&nost merenja zapremine
mora biti u opsegu od +2%, a ta¢nost merenja homogenata uzorka u granicama do +5%.
Za postizanje tacnosti u pripremi rastvaraca preporucuje Se koriS¢enje automatskih
pipetora, a za pravljenje homogenata automatske pipete sa sterilnim nastavcima za

jednokratnu upotrebu.

Zasejavanje i inkubacija
Iz svake epruvete, odnosno dobijenog razblazenja, prenosi se 1 mL suspenzije u
Petrijevu Solju u koju se razliva rastopljena ¢vrsta podloga (ohladena). UspeSnost
1izvodenja Kohove metode zavisi od pravilnog temperiranja istopljenog agara. Boce sa
otopljenim agarom treba drzati u vodenom kupatilu na temperaturi od 44-47 °C. Po
pravilu, otopljeni agar treba iskoristiti maksimalno u toku 8 h, a poZeljno za 3 sata i ne
treba ga ponovo topiti nakon ocvrS$¢ivanja. Nakon razlivanja prohladenog agara,
Petrijeva Solja se pomera u razli¢itim pravcima po ravnoj povrsini stola sve dok se
kultura i podloga ne pomesaju ravnomerno i ne razliju po celoj povrsini $olje. Petrijeva
Solja se jo§ neko vreme ostavi na stolu sve dok se podloga u njoj sasvim ne stegne.
Inokulisane agarne ploce treba staviti u inkubator odmah nakon oc¢vr$¢ivanja agara.

Nakon inkubacije, vrsi se brojanje izraslih mikroorganizama unutar agara.
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Brojanje izraslih Celija

Za brojanje se uzimaju u obzir one Petrijeve Solje u kojima su kolonije
pojedinacne i ravnomerno rasporedene. U Petrijevim $oljama sa 30 do 300 kolonija (u
slu¢aju standardne ploce pre¢nika 8—9 cm), broje se sve kolonije. Brojanje se vrsi golim
okom 1ili lupom. Prilikom brojanja Petrijeva Solja se postavlja tako da je poklopac sa
donje strane, a dno Solje sa donje, pa se spolja po staklu svaka izbrojana kolonija
obelezi tusem ili flomasterom za staklo. Radi lakSeg brojanja, dno Petrijeve Solje se
moze podeliti na jednake sektore, pri ¢emu se izbroje kolonije u nekoliko sektora, nade
se srednja vrednost i pomnoZzi ukupnim brojem sektora na Petrijevoj Solji. Broj izraslih
kolonija pomnozen sa razblaZzenjem uzorka koji na napravljen i nanet na Petrijevu Solju,
predstavlja broj obrazovanih kolonija ili CFU/mL (eng. colony forming units, CFU). Na
Slici 11 prikazane su izrasle ¢elije odabranih mikrobnih kultura: E. coli, S. aureus i C.

albicans.

Escherichia coli Staphyloccocus aureus Candida albicans

Slika 9. Celije odabranih mikrobnih kultura: E. coli, S. aureus i C. albicans
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111 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Koris¢eni materijali

Za eksperimente obuhvadene ovim istrazivanjem koriS¢eno je jedanaest

razli¢itih materijala koji su podeljeni u tri osnovne grupe prema svom poreklu:

a) prirodni-sirovi sorbenti (obelezeni kao grupa A, u Tabeli 1): zeolit, Z (poreklom iz
Mare Baia, Rumunija, (Nags2K244Ca148)(Alss9Sizg41072)(H20)2864); bentonit, B
(poreklom iz Bira¢, Zvornik, Bosna i Hercegovina, Nag,Cag1Al>Si4010(OH)2(H20)10);
sepiolit, S (poreklom iz Anti¢i, Cacak, Srbija, (Si12030Mgs(OH)4(H20)4-8(H20)); kalcit,
K (poreklom iz centralne Bosne i Hercegovine, (Mgo.03Cap.97)(CO3)) 1 kvarcni pesak,
KP (sa obale reke Save, Beograd, Srbija, a-SiOy);

b) prirodni-modifikovani sorbenti (obelezeni kao grupa B, u Tabeli 1): praskasti aktivni
ugalj, PAC (Kemika, Zagreb, Hrvatska); granularni aktivni ugalj, GAC (Karbozjak,
Krusevac, Srbija) i aktivna alumina, AL (Fisher Scientific, St. Louis, SAD) i

C) sinteticki sorbenti (obelezeni kao grupa C u Tabeli 1): vestacki zeolit, VZ (Hopkin
and Williams, London, Velika Britanija); titan-dioksid, T (Adsorbsia AS500, Dow,
France) i jonoizmenjivacka smola, JIS (Amberlit Resin IR-120H, BDH Engleska).

U Tabeli 2 prikazan je izgled razli¢itih tipova materijala koji su kori$¢eni u
preliminarnim adsorpcionim i desorpcionim testovima. Osnovne komponente i njihov
sadrzaj (izraZen u %), BET specifi¢na povriina (izrazena u m?/g) i raspodela veli¢ine
Cestica (izrazena u mm) prikazani su u Tabeli 3. Ovi podaci daju informaciju o
adsorpcionim svojstvima testiranih materijala. Pre upotrebe, materijali su isprani
destilovanom vodom, suseni 2 h na 105 °C i odlozeni u eksikator. Uzorci su potom
usitnjeni i homogenizovani u avanu sa tu¢kom. IzvrSen je minimalan broj tretmana za
eksperimentalnu pripremu materijala, uzimaju¢i u obzir njihovu buduéu prakti¢nu

namenu.
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Tabela 2. Razli¢iti tipovi materijala koji su koris¢eni u preliminarnim sorpcionim i

desorpcionim testovima

Sorbent

Izgled materijala

PRIRODNI MATERIJALI

A.SIROVI

Zeolit (2)

Bentonit (B)

Sepiolit (S)

“N——

Kalcit (C)

Kvarcni pesak (KP)
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Sorbent

Izgled materijala

PRIRODNI MATERIJALI

B. MODIFIKOVANI

Praskasti aktivni
ugalj (PAC)

Granulisani aktivni
ugalj (GAC)

Aktivna alumina
(AL)

W

SINTETICKI MATERIJALI

Vestadki zeolit (VZ)

Titan-dioksid (T)

Jonoizmenjivacka
smola (JIS)
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Tabela 3. Osnovne komponente i njihov sadrzaj (izrazen u %), BET specificna povrsina

(m?/g) i raspodela veliGine Eestica (mm) testiranih materijala

BET Veli¢ina
Sorbent Komponenta, speciftna Cestica Referenca
% povrsina, ’
2 mm
m°‘/g
Zeolit (2) K"”ggt(')'o"t' 457 0,40-0,80 [88]
C;) Bentonit (B) ALO., 16,8 59,3 , [30]
J|g Sepiolit (S) |\S/||g%’ o 268 <0,074 [30]
U) 1 1
S| g ] Ovo
% Kalcit (K) CaCQO; 85 9,80 0,001 istrazivanje
|_
< Kvarcni pesak (KP) Si0,, 76,0 2,60 0,20-0,55 | . QYO .
b istraZivanje
Z | = e
alZ PrasSkasti aktivni —
S < Lgalj (PAC) Ugljenik, 91,9 1014 0,023 [89]
=10
x| ¥ o
o | = | Granulisani aktivni L
LL -
L Lgal] (GAC) Ugljenik, 63,3 1436 0,355-1,600 [90]
©)]
= Aktivna alumina Ovo
o (AL) Al,Os, 90,0 230 0,50-2,00 istrazivanje
2 J | Vestatki zeolit (V2) / 280 0,45-1,50 istrag;/\?anje
LS . —
S | Titan-dioksid (T) T'ta”ég'gks'd’ 250 0.25-1.25 [91]
= - !
Z < Jonoizmenjivacka Ovo
_ Q—
= smola (JIS) / 300 0,354-0,841 istrazivanje

3.2 Proces aktivacije

U preliminarnim istrazivanjima izvrSeno je testiranje svih odabranih materijala,

prikazanih u Tabeli 3, za adsorpciju Ag*-, Cu?*- i Zn*- jona iz njihovih standardnih

rastvora. Na osnovu dobijenih sorpcionih i desorpcionih kapaciteta, uzimanjuci u obzir

prirodu materijala, kao i njihovu buduéu namenu, izvrSen je izbor materijala za dalja

antimikrobna testiranja. Aktivacija materijala je izvrSena prema ekperimentalnoj

proceduri koja je opisana u daljem tekstu.
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3.2.1 Reagensi

Tokom izrade eksperimentalnog dela ovog istrazivanja koris¢ene su hemikalije
visoke Cisto¢e: Merck, Darmstadt, Nemacka (Ag,SO,4, CuSO4-5H,0, ZnSO4-7H,0) i
Sigma-Aldrich, SAD (HNO3). Ispriranje uzoraka i pravljenje rastvora, za sve sorpcione
I desorpcione eksperimente, vrSeno je dejonizovanom vodom otpornosti 18 MQ cm.
Pocetni aktivacioni rastvori (standardni rastvori) Ag*-, Cu**- i Zn?*- jona, dobijeni su
rastvaranjem 1,0 soli g Ag,SO4, CuSO4-5H,0 i ZnSO4-7H,0 u 1 L dejonizovane MiliQ
vode. Dobijene su koncentracije odgovarajuéih soli od 3,2, 4,0 i 3,5 mmol/dm?

respektivno.

3.2.2 Sorpcioni eksperiment

Serija eksperimenata, izvrSenih u Sarznom procesu sorpcije, izvedena je kako bi
se uporedili sorpcioni kapaciteti 11 razligitih sorbenata za Ag™-, Cu**- i Zn?*- jone.
Eksperimenti se radeni prema slede¢oj proceduri: od 1,0 do 4,0 g ¢vrstog uzorka je
dodato u 100 mL standardnog rastvora metala. Proces sorpcije je bio stimulisan
orbitalnim $ejkerom, mesanjem na 170 obrtaja min™, na sobnoj temperaturi od 21+1 °C,
u vremenskom intervalu od 3 min do 24 h. Na Slici 12 prikazan je orbitalni Sejker, tipa
uredaja: Heidolph ROTAMAX 120, koji je koris¢en u eksperimentalnoj proceduri.
Alikvoti od 1 mL su uzorkovani na 3, 5, 10, 15 i 30 min od pocetka procesa, kao i
nakon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12 i 24 h. Sorbenti i rastvori su dalje razdvojeni filtracijom
preko standardnog laboratorijskog filter papira (MF-Millipore membranski filter,
promera 0.45 pum). Nakon razdvajanja faza, sorbenti su bili izloZeni na ambijentalnom
vazduhu tokom 24 h, a zatim suSeni 2 h na 105 °C. Aktivirani materijali su potom
mereni na analitickoj vagi (tip uredaja: Radwag model mza5.3y, Radom, Poland) i
koriséeni u desorpcionom eksperiment. Koncentracija metala u sakupljenim alikvotima i

filtratima odredena je koris¢enjem ICP-OES tehnike.

3.3 Desorpcioni eksperiment

Desorpcije Ag*-, Cu?*- i Zn?*- jona sa aktiviranih sorbenata ispitana je u
Sarznom procesu. Aktvirani sorbenti, prethodno osuSeni i izmereni nakon procesa
aktivacije (sorpcije), potopljeni su u 100 mL dejonizovane vode, na temperaturi od 20 +
1 °C. Uzorci su mesani na orbitalnom $ejkeru, na 50 obrtaja min™. Alikvoti od 1 mL su
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uzorkovani na 3, 5, 10, 15 1 30 min od pocetka procesa desorpcije; kao i nakon 1, 2, 3,
4,5,6,8, 12124 h. Po zavrSetku desorpcije, sorbenti i rastvori su razdvojeni, filtrirani i
suSeni prema istom postupku primenjenom nakon aktivacionog procesa. Alikvoti su
uzokovani u 14 mernih tacaka i sakupljani u mikrotubama od 1,5 mL. Razdvajanje faza
(¢vrstih Cestica i1 teCne faze u alikvotima) postignuto je koris¢enjem ultra centrifuge (tip
uredaja: Heraeus Sepatech Biofuge 13) na 12 000 obrtaja min™, u trajanju od 5 min.

Koncentracija jona metala u supernatantu odredena je koris¢enjem ICP-MS tehnike.

Slika 10. Orbitalni Sejker Heidolph ROTAMAX 120
3.4 Odredivanje koncentracije jona
3.4.1 Koncentracija jona nakon procesa sorpcije

Koncentracija jona metala nakon procesa sorpcije, odredena je koris¢enjem ICP-
OES tehnike (tip uredaja: Thermo iCAP 6500 system, opremljen sa Thermo iTEVA
softverom, koncentri¢nim nebulajzerom i Cyclonic komorom za rasprSivanje uzorka).
Eksterna kalibracija je izvrSena sa Certipur Merck standardima od 1000 mg/L.
Pripremani su standarni rastvori za svaki element pojedina¢no. Kalibracioni blenk,
kalibracioni standardi i uzorci kondicionirani su sa 65 % HNO3 (Trace Select, Sigma-
Aldrich). Detekcioni limit za Ag*- jone je bio 0,02 mg/L, na talasnoj duzini od 328,068
nm. Uzorci u kojima je odredivan sadrzaj Ag'- jona ¢uvani su u tamnim vijalicama
(kako bi se sprecila redukcija Ag’- jona na svetlosti). Ovi rastvori su kondicionirani,
centifugirani i potom je vrSeno odredivanje koncentracije Ag'- jona. Ta¢nost i

preciznost merenja proverena je koris¢enjem LGC ERM-CAOQ11 referentnog materijala.
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Detekcioni limit za Cu?*- jone bio je 0,02 mg/L i za Zn**- jone 0,05 mg/L, na talasnim
duzinama od 324,754 i 206,200 nm, respektivno. Odredivanje koncentracije Cu?*- i
Zn**- jona vrieno je u roku od 3 dana od zavrSetka eksperimenta. Ukoliko je merenje
radeno kasnije, uzorci su kondicionirani dodatkom 10 puL 65 % HNO; kako bi se

sprecila potencijalna hidroliza soli Cu®*- i Zn?*- jona.

3.4.2 Koncentracija jona nakon procesa desorpcije

Koncentracija jona metala nakon procesa desorpcije odredena je pomocu
Thermo ICAP Qc ICP-MS instrumenta. Eksterna kalibracija izvrSena je sa standardima
od 1000 mg/L, Certipur Merck, pojedina¢no za svaki analizirani jon. Kalibracioni
standardi su rastvarani u 1 % HNOg3 (Fluka Analytical Trace Select HNO3). Kao interni
standard za odredivanje Ag'- jona koris¢en je indijum, dok je za Cu®- i Zn**- jone
koriséen itrijum. Nakon svakih 10 merenja, vrSena je kontinualna kalibraciona provera
(eng. continuing calibration verification, CCV) kako bi se obezbedila pouzdanost
instrumentalne kalibracije. Za pripremu CCV koris¢eni su Accu standardi, ICP
multielementarni standardi MES 21-1. Sertifikovani referentni materijal (eng. certified
reference material, CRM) ERM CAO011lb je meren nerazblazen kako bi se izvrsila
verifikacija ukupnog mernog postupka i ove vrednosti su bile u opsegu od 85-115 %

§to je prihvatljivo prema standardu EPA 200.

3.5 Karakterizacija aktiviranih sorbenata
3.5.1 Rendgenska difrakciona analiza

Strukturna i fazna analiza adsorpcionih materijala izvrSena je merenjem
difrakcije X zraka na ENRAF NONIUS FR590 (Bruker AXS, MA, USA) XRD
instrumentu sa Vario 1 monohromatorom (Cukal radiation, A=1,54059 A). Podaci su
prikupljeni u rasponu od 10 do 80° (20 ugla), sa korakom od 0,05° i vremenskom
pauzom od 8 s. Difraktogram prirodnih uzoraka poreden je sa standardima uzoraka u
obliku praha (PDF2), gde su kori§¢ene referentne kartice za: aktivni ugalj (89-7213),
klinoptilolit ((89-7539) i titan-dioksid (86-1157).
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3.5.2 Fotoelektronska spektroskopija rendgenskih zraka

XPS tehnika koriS¢ena za povrSinsku analizu sirovih i aktiviranih sorbenata
izvedena je na tipu uredaja SPECS System sa XP50M X-izvorom zraka za Focus 500 i
PHOIBOS 100/150 analajzerom. lzvor AlKo. (1486,74 eV) na 12,5 kV i 32 mA koris¢en
je za ovo istrazivanje. XPS spektri su dobijeni na radnim pritiscima u opsegu od 3-10°
do 2:10"° mbar. Siroki spektri su snimani od 1100 do -5 eV, sa energetskim korakom od
0,5 eV, vremenom od 0,2 s i energijom prolaza od 40 eV u rezimu stalnog analizatora
prenosa (eng. fixed analyzer transmission, FAT). Spektar visoke rezolucije za svaki
uzorak sniman je od 360 do 380 eV, sto ukljucuje Ag 3d fotoelektronske linije, odnosno
u opsegu od 930-960 i 1020—-1050 eV, za Cu 2d i Zn 2p fotoelektronske linije,
respektivno. Visokorezolucioni spektar je sniman sa energetskim korakom od 0,1 eV,
vremenom od 1 s i energijom prolaza od 20 eV u FAT rezimu. Za Ag/Z , Ag/T, Cu/Z i
Zn/Z uzorke koris¢en je gumeni nastavak kako bi se podesila C 1s energija od 284,8 eV.
Spektri su sakupljani u SpecsLab sistemu za obradu podataka i analizirani sa CasaXxPS

softverskim paketom, istog proizvodaca.

3.5.3 Skenirajuca elektronska mikroskopija

Morfoloska svojstva prirodnih i Ag*-, Cu?*- i Zn?*-modifikovanih sorbenata
ispitana su primenom skeniraju¢e elektronske mikroskopije emisijom elektrona-
primenom polja (FE-SEM) na TESCAN MIRA3 elektronskom mikroskopu. Nakon
nano$enja tankog filma zlata na prirodne i modifikovane sorbente, uzorci su snimani na
20 keV. Pre¢nik nanocestica jona metala odreden je primenom MIRA TESCAN in-situ

softvera.
3.6 Antimikrobni testovi

3.6.1 Reagensi i mikrobne kulture

Antimikrobna aktivnost metalom aktiviranih sorbenata testirana je za sledece
mikrobne kulture: Gram-negativnu bakteriju, E. coli (ATCC 25922, Microbiologics,
USA), Gram-pozitivnu bakteriju, S. aureus (ATCC 25923, Microbiologics, USA) i
plesan C. albicans (ATCC 24433, Microbiologics, USA). Cvrsti supstrati E. coli i S.

aureus pripremani su sa Agarom za ukupni broj mikroorganizama (Plate count agar,
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Torlak, Serbia), dok je Saburo maltozni agar (Sabouraud malotose agar, Torlak, Serbia)
koriséen za rast C. albicans. Za pripremu fizioloskg ratvora 0,9 %, korisc¢en je NaCl

analitike Cistoce, proizvodac¢a Merck (Darmstadt, Germany).
Rastvaranje suvih podloga izvr§eno je prema proceduri:

e tatno odmerena koli¢ina praha suve podloge (23,5 praha Agara za ukupni
broj mikroorganizama i 65,0 g Saburo maltoznog agara) sipa se u 1 L hladne
destilovane vode (pH 5,5 —6,5) i ostavi da odstoji 15 min;

« podloga se zagreva do kljucanja, uz mesanje na grejnoj plo¢i ili u vodenom

kupatilu;

e podloga se zagreva dok se suvi prah u potpunosti ne rastvori, potom se
steriliSe u autklavu na 121 °C, ohladi na 50 °C i sterilno razlije u Petrijeve

Solje.
Ovako pripremljene podloge za Agar za ukupni broj mikroorganizama i Saburo
maltozni agar imale su sledece pH vrednosti (na 25 °C): 7,0 £ 0,2 i 56 = 0,2,

respektivno.

3.6.2 Antimikrobni testovi metalom aktiviranih sorbenata

Antimikrobna aktivnost metalom aktiviranh sorbenata testirana je na kulturama
E. coli, S. aureus i C. albicans, koriste¢i standardni test razblazenja. (eng. standard
dilution method). Masa od 0,1 g svakog metalom aktiviranog sorbenta (uzorci obelezeni
sa: Ag/GAC, Ag/Z, Ag/T, Cu/GAC, Cu/Z, Zn/GAC i Zn/Z) dodata je u epruvetu sa 9,9
mL sterilnog 0,9 % NaCl rastvora, pH 6,2. Fizioloski rastvor je inokuliran sa 0,1 mL
mikrobne Kkulture, koja je sveze uzgajana preko noci. Epruvete su potom inkubirane u
vodenom kupatilu na 150 obrtaja min™, u intervalu od 15 do 20 min, na temperaturi od
37 °C. Alikvot od 0,1 mL homogene smese (fizioloskog rastvora, aktiviranog sorbenta i
inokuluma) razblaZen je u 9,9 mL fizioloSkog rastvora. Po istom postupku, pripremljena
su i ostala razblazenja. Na Slici 11 prikazana je priprema serije decimalnih razblazenja

od osnovnih suspenzija mikroorganizama sa uzorkom.
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Slika 11. Suspenzija mikroorganizama sa uzorkom (levo) i priprema razblazenja (desno)

Od svakog razblazenja, alikvot od 0,1 mL je prenet u Petrijevu Solju i preliven sa
odgovaraju¢im agarom. Boce sa otopljenim agarom kondicionirane su u vodenom
kupatilu na temperaturi od 44—47 °C. (tip uredaja: Memmert, Germany). Nakon 15 min
perioda inkubacije zasejanih podloga na 37 °C, izbrojan je ukupan broj prezivelih
kolonija mikroorganizama. Epruveta sa fizioloskim rastvorom i sirovim prirodnim
sorbentom kori§¢ena je kao kontrolni uzorak. Na Slici 12 prikazani su analiticki
postupci: temperiranja agara (a), zasejavanja podloge (b) i inkubacije agarnih ploca (c),

sa leva na desno.

Slika 12. Analiticki postupci: temperiranja agara (a), zasejavanja podloge (b) i

inkubacije agarnih plo¢a (c), sa leva na desno

3.6.3 Antimiktrobni testovi desorbovanih jona metala

Inaktivacija ¢elija E. coli, S. aureus i C. albicans sa desorbovanim Ag’- jonima
u vodenoj sredini je odvojeno testirana. Antimikrobni testovi su izvedeni za razli¢ite

koncentracije Ag*-jona, oslobodenih nakon 15 min desorpcije za Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T
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sorbente. Test epruvete su bile inokulirane 0,1 mL mikrobnom kulturom, uzgajanom
preko no¢i. Nakon inkubacionog perioda na 37 °C, alikvoti od 0,1 mL razblazeni su u
9,9 mL fizioloskog rastvora. Prema prethodno opisanom postupku (standardnog testa
razblazenja), pripremana su ostala razblazenja. Kontrolni uzorak, bez prisustva Ag'-

jona, pripreman je u ¢istom fizioloskom rastvoru.
3.6.4 Procena antimikrobne aktivnosti
Stepen redukcije broja mikrobnih ¢elija (R, %), racunat je prema jednacini 5:

CFUcont

gde je CFUcon: broj kolonija mikroorganizama u kontrolnom uzorku (sa sirovim
sorbentom ili samo sa fiziloskim rastvorom), i CFUy, je broj kolonija mikroorganizama
u epruvetama sa Ag’-aktiviranim sorbentima (Ag/GAC, Ag/Z, Ag/T) ili Ag*- jonima
desorbovanim sa aktivne povrSine. Svi antimikrobni testovi su radeni u triplikatu.
Srednja vrednost i standardna devijacija racunata je sa Origin Pro softverom

(proizvoda¢ OriginLab Corporation).
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IV REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 Preliminarni testovi — sorpcioni i desorpcioni kapaciteti ispitivanih
materijala

Sorpcioni i desorpcioni kapaciteti izabranih sorbenata, aktiviranih sa Ag*-, Cu*-
i Zn**- jonima, nakon 24 h, prikazani su u Tabeli 4. Ukupno je ispitano jedanaest
sorbenata. Preliminarnim testovima obuhvacene su 33 kombinacije metalom aktiviranih
sorbenata. U okviru preliminarnih ispitivanja, odabrano je pet prirodnih-sirovih
sorbenata zbog njihove Siroke dostupnosti u prirodi i jednostavnije primene (ne
zahtevaju poseban predtretman). Analiza je pokazala da prirodni-modifikovani i
sinteti¢ki materijali imaju veci afinitet prema jonima metala u odnosu na sirove prirodne
sorbente. Sorpcioni kapacitet (SK) za modifikovane materijale bio je u opsegu: za Ag'*-
jone od 3,28-42,06 mg/g; za Cu*- jone od 1,70-15,90 mg/g i za Zn*- jone od
2,46—13,62 mg/g. Analizirani materijali pokazali su veéi afinitet prema Ag’- jonima u
odnosu na Cu®- i Zn**- jone, §to je uslovljeno vrednos¢u hidratisanog jonskog
poluprecnika ovih jona [40]. Vrednosti kristalnih i hidratisanih polupre¢nika odabranih
jona prikazani su u Tabeli 5. S obzirom da je hidratisani polupre¢nik jona obrnuto
srazmeran polupreéniku jona u &vrstoj fazi (u kristalima), hidratisani radijus Ag*- jona
manji je u odnosu na radijuse Cu?*- i Zn?*- jona [92]. Poredenjem SK i desorpcionih
kapaciteta (DK) utvrden je sledeéi trend sorpcionih afiniteta: Ag* > Zn** > Cu?*, §to je u
saglasnosti sa drugim istrazivanjima [42]. Afiniteti testiranih materijala za odredeni jon
prikazani su u donjem delu Tabele 5. Sadrzaj slobodnih jona u vodenom rastvoru
odreden je promenom koncentracije jona metala sa vremenom. Kinetika desorpcije
znacajan je parametar u ovom istrazivanju zato §to je sporo otpustanje jona metala sa
aktivne povrSine praceno antimikrobnim efektom. Desorpcioni kapaciteti, imali su
sledece vrednosti: za Ag'- jone, opseg je bio od 0,009-1,05 mg/g; za Cu®*- jone opseg
je bio od 0,003-0,553 mg/g i za Zn**- jone opseg je bio od 0,007—1,04 mg/g. Ovi
rezultati ukazuju da je DK za nekoliko reda veli¢ine manji u odnosu na SK istog
materijala. Nizak stepen desorpcije teSkih metala uofen je i u ranijim istrazivanjima
[56]. U okviru preliminarnih ispitivanja DK analiziranih jona pokazali su isti trend kao i

u procesu aktivacije: Ag* > Zn** > Cu?*.
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Tabela 4. SK i DK sorbenata za Ag*-, Cu**- i Zn*- jone, nakon 24 h

Aktivacioni jon
Sorbent Ag’ cu® zZn?*
SK, DK, SK, DK, SK, DK,
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
Zeolit (2) 1351 0,085 3,60 0,006 472 0,013
S Bentonit (B) 3,28 0,30 1,70 0,125 2.86 0,198
o
=& Sepiolit (S) 15,29 0,03 451 0,005 6,90 0,007
(7))
S & Kalcit (K) 7.15 0,04 3,76 0,012 4.26 0,025
hd
L Kvarcni pesak (KP) 423 0,68 1,95 0,36 5,29 0,87
<
s [ _ -
=z Pragkasti aktivniugalj | 1515 g 4,80 0,02 1280 0,04
Z g (PAC)
8 @)
z | < | Oranulisaniakiivni | . 0,32 15,9 0,06 13,62 0,20
& | & ugalj (GAC) ’ ’ ’ : ’ ’
S
Aktivna alumina
= AL 6,52 0,011 1,56 0,553 2.46 0,475
5D | Vestckizeolit(VZ) | 1588 0,008 5,54 0,006 9,25 0,005
)Q_)é
= Titan- dioksid(T) 17,53 1,05 5.88 0,090 8,85 1,04
il >
Z < . S
»s J"“;’gg;:‘gf;;c“a 2118 0043  7.37 0004 1252 0,003
Jon
metala SK (mg/g) DK (mg/g)

Ag’ GAC>JIS>T>PAC>VZ>S>Z>K>ALKP>>B  T>KP>GAC>B>Z>JIS>K~PAC>S>AL~VZ
cu® GAC>JIS>T>VZ>PAC>S>Z>K>KP>B>AL AL>KP>B>T>GAC>PAC>K>Z~AZ>S>]JIS
Zn** GAC>PAC>JIS>VZ>T>S>Z>KP>K>B>AL T>KP>AL>GAC>B>Z>PAC>K>S>AZ>]IS

Poredenjem vrednosti SK i DK dobijenih za Ag*-, Cu?*- i Zn?*- jone, za dalja
antimikrobna ispitivanja izabrani su slede¢i materijali: Z (veli¢ina Cestica 0,4—0,8 mm),
iz grupe prirodnih-sirovih materijala, GAC (veli¢ina Cestica 2,0—4,0 mm), iz grupe
prirodnih-modifikovanih sorbenata i T (veli¢ina ¢estica 0,25-1,20 mm), iz grupe
sintetickih materijala. Pored analize antimikrobne efikasnosti, na izbor materijala uticale

su i stabilnost i vek trajanja odabranih materijala [33].
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4.2 Pregled dosadas$njih istrazivanja u oblasti antimikrobnih sorbenata

Efikasnost antimikrobnih sorbenata zavisi od prirode materijala i od hemijskog
agensa koji se koristi u procesu impregnacije. Optimalna kombinacija sorbenta i

aktivacionog hemijskog agensa zavisi od vise parametara:

1) SK (koli¢ine aktivacionog agensa adsorbovanog na povrSini sorbenta)
[34,40,93];

2) hemijskog oblika (oksid, hidroksid ili so metala) aktivacione komponente
[94,95];

3) Kinetike procesa desorpcije [35,41,42,96];

4) oksidacionog stanja aktivacionog agensa (Ag° vs. Ag") [36,72,97,98];

5) kontaktnog vremena izmedu mikrobne kulture i aktiviranog sorbenta
[34,99,100];

6) strukturnih svojstava materijala [36,38,97,98];

7) veliCine Cestica (distribucije) aktivacionog agensa [101];

8) rastvorljivosti aktivacionog agensa [102,103] i

9) stabilnosti sorbenta [103].

Modifikacija sorbenata u cilju antimikrobnog dejstva je kompleksan proces. U

narednom delu dat je osvrt na dosada$nje rezulatate u oblasti antimikrobnih istrazivanja.
Sorpcioni kapacitet

Uspesan proces aktivacije (efikasna sorpcija) je primarni korak u pripremi i
modifikaciji metalom aktiviranih sorbenata. U ranijim istrazivanjima pokazano je da
efikasnost antimikrobnog dejstva zavisi i od koli¢ine adsorbovanog hemijskog agensa
[40,53]. Suprotno oéekivanjima, nekada materijali sa ve¢im sadrzajem metala, odnosno
veéim SK, ne pokazuju vece inhibitorno dejstvo [36,93]. Ovo je posledica manje
poroznosti materijala zbog velikog broja adsorbovanih jona metala [40]. Pretpostavka je
da je na ovaj nadin onemogucen pristup bakterije slobodnom prostoru na nosacu.
Kineski nau¢nik, Zhao i saradnici, potvrdio je da relativno nizak sadrzaj jona srebra (0,6
masenih %) ili bakra (0,57 masenih%) adsorbovanih na mineralnoj povrsini ispoljava

izrazena dezinfekciona svojstva [96]. Utvrdeno je da ne postoji ni znacajna razlika u
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stepenu desorpcije jona metala sa materijala sa veéim ili manjim sadrzajem

adsorbovanih jona [53].
Hemijski oblik aktivacione komponente

Pri aktivaciji materijala, izbor hemijskog oblika odredenog metala kojim se ta
aktivacija vr$i veoma je vazan. Pokazano je da se kod metala srebra, upotrebom
razli¢itih soli srebra, efikasnost procesa impregnacije aktivhog uglja smanjuje u
slede¢em nizu: nitrati > sulfati > citrati > acetati > oksalati, gde su vrednosti sorpcionih
kapaciteta: 77,4; 76.,4; 66,2; 65,4; 6,63 mg/g, respektivno [94]. Sorcija metala srebra je
veoma brz proces. U prvih nekoliko sekundi aktivacije ugljeni¢nog materijala, ostvari se
oko 10 % ukupne sorpcije, dok se u periodu od 5 min realizuje 40 % ukupne aktivacije
[94]. Analizom desorpcije srebrom aktiviranih materijala odreden je nizak stepen
desorpcije. Nakon rastvaranja (prethodno aktiviranog) ugljenicnog materijala u
destilovanoj vodi, u trajanju od 24 h, izmereno je oko 2 % od ukupne koncentracije jona

srebra kori§¢ene u procesu impregnacije [95].
Desorpcija jona metala

Joni metala u okviru ovih istrazivanja (Ag*-, Cu**- i Zn*- joni) ispoljavaju
efikasnu antimikrobnu aktivnost [41,42]. U literaturi, navode se razli€ita, ¢esto oprecna,
objasnjenja o njihovoj antimikrobnoj aktivnosti. Redukcija mikrobnih ¢elija dejstvom
jona metala objasnjava se preko konvencionalnog pristupa gde slobodni joni metala
inaktiviraju rast mikrobnih ¢elija [41,104,105]. Sporo i kontrolisano otpustanje
slobodnih jona metala odredeno je procesom desorpcije. U okviru novijih istrazivanja
pokazano je da je znacajan i uticaj ¢vrste faze, odnosno jona metala imobilisanih na
povrsini sorbenta u ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti metalom modifikovanih
materijala [33,38]. Utvrdeno je da ukupna antimikrobna aktivnost zavisi od procesa
sorpcije i desorcije [66,106]. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitani su sledeci uticaji jona
metala: redukcija Celija mikroorganizama kao posledica dejstva slobodnih jona u
rastvoru [41,42] i antimikrobni efekat jona adsorbovanih na povrsini sorbenta [36,98].
Ispitani uticaji ne isklju¢uju jedan drugog, oni su komplementarni. Antimikrobno
delovanje jona imobilisanih na aktivnoj povrsini nosaca je bio jedan od ciljeva

istrazivanja u ovoj disertaciji.
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Oksidaciono stanje hemijskog agensa

U okviru prethodnih istrazivanja, ispitivan je uticaj oksidacionog stanja
hemijskog agensa [36,72,97,98,107]. Naucnik, Inoue i grupa saradnika, izucavao je
antimikrobnu aktivnost zeolita aktiviranog jonima srebra. Utvrdeno je da je baktericidna
aktivnost bila veoma slabo izrazena kada je oksidaciono stanje srebra bilo nula (Ago)
[107]. Ferreira je sa koautorima pokazao da odnos jona srebra i elementarnog srebra
(Ag'/Ag®) na aktivnoj povriini sorbenta odreduje efikasnost antimikrobnog efekta.
Metalne nanocestice bakra su potvrdene kao efikasni antimikrobni agensi za uklanjanje
E. coli i S. aureus koris¢enjem Cu®*-modifikovanog sepiolita [45]. Toksi¢nost jona
bakra zavisi od oksidacionog stanja metala [72]. Prisustvo bakra u oba jonska oblika,

Cu*- i Cu**-, uslovljava efikasniju antimikrobnu aktivnost [72,96].
Strukturna svojstva materijala

Povrsinske i strukturne karakteristike materijala koji se koriste kao sorbenti ili
antimikrobni nosa¢i od velike su vaznosti za modifikaciju metalom, odnosno
inhibitorno delovanje [38,43,44,108]. Vec¢a poroznost uti¢a na ravnomerniju raspodelu
jona metala na aktivnoj povrSini i biodostupnost aktivacionog agensa. Magana i
saradnici su se bavili izuCavanjem uticaja poroznosti na antimikrobni efekat
montmorilonita (kalcinisanog i mlevenog) [36]. Pokazano je da je veci stepen inhibicije
dobijen kori¢éenjem kalcinisane gline gde je odnos Ag*/Ag® bio niZi, §to se moze
tumaciti kao posledica prisustva Ag'- jona koji su inkorporirani unutar slojeva

kalcinisanog uzorka i nehomogene raspodele profila aktivacionog agensa.
Velic¢ina jona hemijskog agensa

Veli¢ina Cestica hemijskog agensa i raspodela na povrsini materijala odreduje
efikasnost antimikrobnog dejstva metalom aktiviranog sorbenta [101]. Veli¢ina jona,
odnosno polupreénik hidratisanih jona metala uti¢e na efikasnost sorpcionog procesa i
na aktivaciju materijala. Joni metala manjih jonskih poluprec¢nika u kristalu imaju vecée
hidratisane precnike i teze Se adsorbuju na povrsinu materijala [109]. Tako dvovalentni
katjoni Ca®*- i Mg*- joni imaju veée hidratisane polupre¢nike od jednovalentnih
katjona Na" i K* pa se teze uklanjaju iz vodenog rastvora [40]. Joni metala koji su veéih

Kristalnih pre¢nika, u vodenim rastvorima imaju manje hidratisane polupreénike pa je
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njihove uklanjanje iz vodenog medijuma efikasnije [110]. Tako npr. Ag*- jon ima veéi
kristalni polupreénik od Cu®*- i Zn**- jona, ali manji hidratisani poluprenik §to
omogucava efikasnije vezivanje za povrSinu sorbenta. Mala veliCina hidratisanih jona
srebra uti¢e na njihovu bolju adsorpciju iz rastvora, odnosno na efikasniju aktivaciju
materijala. U Tabeli 5 prikazani su kristalni i hidratisani polupre¢nici pojedinih jona
metala [92]. Duzine jonskih polupre¢nika izraZene su u angstremima (1A= 1x10™° m =
0,1 nm) [111].

Cestice manjih dimenzija (nano&estice) imaju intenzivniji kontakt sa mikrobnim
¢elijama 1 efikasniji su antimikrobni agensi [112]. Gajjar je izuCavao efekat veli¢ine
ZnO nanodestica i zakljucio da agregacija moze dovesti do smanjenja antimikrobne
aktivnosti [101]. Vecina i oblik Cestica aktivnhe komponente mogu se kontrolisati

dodatkom razli¢itih surfaktanata [113].

Tabela 5. Kristalni i hidratisani poluprecnici jona metala [92, 110]

Jon Kristalni jonski polupre¢nik (A ) Hidratisani jonski polupreénik (A )
Li* 0,60 3,82
Na® 0,98 3,58
K* 1,33 3,31
NH," 1,48 3,31
Ca** 0,94 4,20
Mg”* 0,65 4,40
cu™ 0,69 4,20
Zn* 0,70 4,30
Ni** 0,70 4,04
Ag’ 1,13 3,41

Stabilnost materijala

Jedan od kriterijuma za izbor odgovarajuceg sorbenta za antimikrobno dejstvo je
stabilnost i vek trajanja materijala [102]. Pored postupka aktivacije jonom metala
[33,38,42,44], impregnacija materijala filmom oksida ili hidroksida metala
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[33,100,102,114] je Cesto koris¢ena procedura modifikacije sorbenata. Kvarcni pesak
modifikovan magnezijum-oksidom i gvozde-hidroksidom, kao dvojna filterska ispuna
za simultano uklanjanje teSkih metala 1 ukupnih koliformnih ¢elija, pokazao je
efikasnost uklanjanja od 99 i 96 %, respektivno [114]. Pal i saradnici izvrSili su
modifikaciju aktivnog uglja sa Al,O3; and Zn(OH), za efikasnije uklanjanje Escherichia
coli ¢elija [102]. Rastvorljivost oksida ili hidroksida metala je jedan od osnovnih uslova
kod ispitivanja toksi¢nosti nanocestica metala [103]. Impregnacija materijala filmom
oksida ili hidroksida metala omogucava vecu stabilnost modifikovanog sorbenta u vodi
zbog niske konstante rastvorljivosti oksida ili hidroksida metala [92]. Sporo otpustanje
jona metala sa aktivne povrSine sorbenta moze dovesti do dugotrajnog uklanjanja
bakterija i produzene upotrebe materijala [102]. Dokazano je da je sorpcioni kapacitet i
antimikrobno dejstvo sorbenata modifikovanih oksidom ili hidroksidom metala nizi u

odnosu na metalom aktivirane sorbente [33,43,44].

Izbor aktivacionog medijuma jedan je od kljuénih faktora za proces aktivacije
[102,114]. Potrebno je odabrati najpogodniji hemijski agens, kao i odrediti najmanju
koncentraciju agensa za koju se postizu zadovoljavajuéi efekti aktivacije. Bitan zahtev
pri tome je da se u najkratem vremenu (od nekoliko minuta) sa rastvorom najnize
koncentracije ostvari maksimalno vezivanje metala za raspoloZivu povr§inu materijala.
U literaturi je pokazano da je proces aktivacije materijala efikasniji za soli u odnosu na
okside istog metala [33,100]. Vrednosti sorpcionih kapaciteta za Cu?*- i Zn?*- jone, u
ovom istrazivanju, pri koris¢enju GAC aktiviranog sorbenta bili su u skladu sa
vrednostima dobijenim u prethodnim studijama, dok su kapaciteti za Z bili znacajno
nizi, kao §to je prikazano u Tabeli 2. Koli¢ina modifikovanih materijala koja je
koris¢ena u mikrobnim rastvorima u ovoj studiji, bila je u skladu sa dozama hemijskih
agenasa (10 mg/mL) primenjenim u prethodnim studijama [38,44,100]. Vreme kontakta
antimikrobnih sredstava i mikrobnih kultura moze da varira od 1-24 c¢asa
[38,42,44,96,99,100], dok je u ovom istrazivanju ograni¢ena na 15 minuta kako bi se
smanjio uticaj procesa desorpcije.  Mikroorganizmi koji se ispituju u bioloski
kontaminiranim otpadnim vodama, ¢elije E coli i S. aureus, predstavljaju jedne od
najc¢eS¢e testiranih bakterija usled izrazene rezistentnosti i rasprostranujenosti u

akvati¢cnom medijumu [33,38,46,99,100].
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Prikaz razli¢itih materijala, aktivacionih komponenti, sorpcionih kapaciteta
modifikovanih sorbenata, minimalnih inhibitornih koncentracija (eng. minimum
inhibitory concentration, MIC) za specificne patogene organizme, koriS¢enih u

prethodnim istrazivanjima dat je u Tabeli 6.
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Tabela 6. Sorpcioni kapaciteti modifikovanih sorbenata za razliite aktivacione

komponente i njihova MIC vrednost za specificne mikrobne kulture

L . Sorpcioni Period .
. Aktivaciona Hemijsko . MIC Mikrobna
Materijal o kapacitet izloZenosti, Ref.
komponenta jedinjenje (mg/mL) kultura
(mg/g) h
015: E. coli;
Zeolit X Ag* / 20,0 R 1;1;1 P. [41]
0,15; 0,15 aeruginosa;
S. eureus.
E. coli;
0,3;0,3; 24: 24; L
Zeolit X Ag" 98,0 B. subtilis;  [9g]
1,0;1,0 48; 48 S. cerevisiae;
C. albicans.
P Caa. E. coli;
- . 0202, 2424 B. subtilis;
ZeolitY Ag / 97,0 1S, [98]
1,0;1,0 48; 48 S. cerevisiae;
C. albicans.
Klinoptilolit cu?* CuCl, 26,0 10,0;100  24;24 E. coli; [38]
S. aureus;
Klinoptilolit cu’ Cu,0 26,0 10,0; 10,0 11 E. coli; [100]
S. aureus;
Klinoptilolit NiZ* / 5,20 10,0; 10,0 24; 24 E. coli; [38]
S. eureus;
Klinoptilolit Zn** / 13,0 10,0 24 A. junii [44]
Sepiolit cu® Cu(NO3),.6H,0 12,0 / 24 SE- coli [45]
. aureus
Montmorilonit Ag* / 33,6 2,5 24 E. coli [36]
Montmorilonit cu® CuSO, 34,0 / 24 E. coli [106]
Montmorilonit cu™ CuOo / 01x10° 24 E_ coli [43]
Pycnoporus
o - 0,5;0,5; 24: 24; cinnabarinus
Montmorilonit Zn ZnS0,4.7H,0 / 05 Y Pleurotus [42]
' ostreatus
E. coli
Palgorski cu? Cu(NOy), 5,7 0,1;0,1 12;12 E. coli [96]
mineral S. aureus
GAC Ag* / 24,7 0,5 0.17 E. coli [115]
GAC Ag’ / 16,5 0,02 24 E. coli [116]
GAC cu* Cu(OH), 16,0 / 16" E. coli [33]
GAC Cu', Cu” Cu,0, CuO / 0,5 8 E. coli [99]
GAC zn? Zn(OH), 37 / 16 E. coli [33]
TiO,/citozan Ag’ / 50,0 0,00038 24 E. coli [52]
Tio A ) ) 10,0; 24, E. coli, [47]
|
2 g 100;100  24;24 S. aureus,
C. albicans
TiO, Ag’ / 10,0 0,001 24 E coli [117]

*Vrednost je izrazena u nedeljama
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4.3 Sorbenti aktivirani Ag*- jonima

4.3.1 Kinetika procesa sorpcije Ag*- jona

Aktivacija izabranih GAC, Z and T materijala sa Ag’- jonima kao hemijskim
agensom, izvrSena je u Sarznom sistemu jednokomponentnog procesa adsorpcije.
Promena sorpcionih kapaciteta modifikovanih materijala Ag/GAC, Ag/Z i Ag/Z, u
trajanju od 24 h prikazana je na Slici 13. Kinetika procesa adsorpcije Ag*- jona ispitana
je u blago kiselim uslovima (pH 5,5). Na ovaj nacin spreceno je nastajanje crnog taloga
Ag,0, koji se stvara kao rezultat reakcije katjona srebra (Ag") sa formiranim

hidroksidnim anjonom (AgQO~) u baznoj sredini, prema reakcijama (6, 7):
Ag’+OH — AgOH (1)
2 AgOH — H,0 + Ag0 (crni talog) (2

Umereno kisela sredina omoguéava da se Ag’- joni uklone iz vodenog rastvora

primenom procesa adsorpcije ¢ime se smanjuje efekat precipitacije [118].
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Slika 13. Kinetika procesa aktivacije GAC, Z i T sorbenata sa Ag*- jonima

Vrednosti sorpcionih kapaciteta GAC, Z i T sorbenata za Ag'- jone, bile su:
42,06, 13,51 i 17,53 mg/g, respektivno. Kada se uporede vrednosti SK, primenjeni
proces aktivacije je bio veoma efikasan za AgQ/GAC modifikovani sorbent i
zadovoljavauéi za Ag/T i Ag/Z. Nakon 24 h, 65 % inicijalnih Ag*- jona se adsorbovalo
na GAC, dok je efikasnost procesa sorpcije za T i Z sorbente bila 27 i 21 %,

respektivno. Promena sorpcionih kapaciteta tokom vremena moze se prikazati
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kinetickim modelima pseudo-prvog i pseudo-drugog reda. Oba modela pokazujuju
slican trend procesa sorpcije. Koris¢enjem GAC sorbenta, za svega 45 min uklanja se
50 % AQ'- jona prisutnih u pocetnom rastvoru, dok je kinetika sorpcije kod Z i T

sorbenata znatno sporija - 50 % Ag’- jona je uklonjeno nakon 3 i 2 h, respektivno.

4.3.2 Kinetika procesa desorpcije Ag*- jona

Kinetika desorpcije prati promenu koncentracije oslobodenih Ag*- jona tokom
vremena. Sporo otpuStanje jona metala omoguéava stabilnost i duzu upotrebu
aktiviranog sorbenta. Otpustanje slobodnih Ag’- jona izvrieno je u dejonizovanoj vodi,
pH 5,5 u trajanju od 24 h. Kinetika procesa desorpcije Ag*-jona sa sorbenata Ag/GAC,
Ag/Z i Ag/T prikazana je na Slici 14.
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Slika 14. Kinetika procesa desorpcije Ag'- jona sa Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T sorbenata

Kada se uporede sorpcioni kapaciteti modifikovanih Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T sorbenata,
izrazenih u mg/g, dobijene su slede¢e vrednosti: 0,32, 0,008 i 7,41, respektivno. Stepen
desorpcije kod Ag/Z sorbenta bio je nizak, Ag/GAC je pokazao umereno izrazenu
desorpciju, dok je kod Ag/T sorbenta stepen desorpcije bio visok. Razlike u stepenu
desorpcije Ag'- jona sa povrsine modifikovanih materijala od izuzetne je vaznosti za
analizu i objasnjenje mehanizma antimikrobnog dejstva u ovom istraZivanju. Pra¢enjem
razli¢itih stepena desorpcije, odnosno koncentracije Ag*- jona u mikrobnom rastvoru i
izvodenjem odvojenih antimikrobnih testova, moze se posmatrati udeo aktivne povrsine
sorbenta (jona sa Cvrste faze) u ukupnom antimikrobnom dejstvu. Strukturne i

povrsinske analize Ag'-aktiviranih sorbenata omoguéile su poznavanje fizicko-
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hemijskih svojstava osnovnih i modifikovanih oblika materijala (njihove prirode),
odnosno bolje razumevanje mehanizma antimikrobnog dejstva povrsinski aktiviranih

sorbenata.

4.3.3 Rendgenska difrakciona analiza Ag*-aktiviranih sorbenata

Rezultati XRD analize prirodnog, GAC i modifikovanog, Ag/GAC sorbenta
prikazani su na Slici 15. Analiza je pokazala da je doslo do strukturnih promena kod
srebrom modifikovanog materijala, u poredenju sa njegovim prirodnim oblikom.
Prisustvo elementarnog srebra (AgP) je zabeleZeno na karakteristi¢nim pikovima: 26 =
38,10, 44,25 i 64,40° [115,116]. Ostri pikovi koji se javljaju kod Ag/GAC oblika,
upucuju na istovremeno prisustvo razli¢itih oksidacionih stanja srebra, elementarnog
(Ag°) i jonskog (Ag") oblika [46]. Joni srebra (Ag") poreklom iz aktivacionog
medijuma, adsorbovani su na povrSinu GAC uzorka i istovremeno redukovani
ugljenikom (koji je poznat kao snazan redukcioni agens) do elementarnog srebra (Ag°)
[119]. Ova reakcija objasnjava oksidaciono stanje aktivacione komponente koja je
adsorbovana kao metalno srebro na Ag/GAC aktivnoj povrSini. Prisustvo dva nova pika,
na 26 = 20,95° ((Na,K),S,03) i 20 = 23,30° (S), su takose posledica procesa redukcije

sulfatne grupe (SO4%) iz aktivacionog medijuma (Ag,SO, rastvora).

Rezultati XRD analize prirodnog, Z i modifikovanog, Ag/Z sorbenta prikazani
su na Slici 16. Difraktogrami su pokazali da ne postoje znacajne strukturne promene
izmedu prirodnog i aktiviranog sorbenta. Difrakciona Sema modifikovanog sorbenta ima
pikove (26 = 10,00 i 22,55°) koji su manje intenzivni od pikova prirodnog sorbenta.
Ovo je posledica prisustva srebra u razlicitim okidacionim stanjima, odnosno
elementarnom (Ag®) i jonskom (Ag") obliku [98]. Veoma nizak intenzitet elementarnog
srebra, sa karakteristicnim pikom na 26 = 38,10°, ukazuje da je manja koli¢ina srebra
prisutna u zeolitnoj strukturi, a moguce je i da je doslo do vece disperzije metala unutar
zeolitnih Supljina §to utiCe na smanjenu koncentrisanost metala [98]. Srebro u jonskom
obliku nije zabelezeno XRD analizom, ali je njegovo prisustvo potvrdeno

komplementarnom XPS tehnikom.

Rezultati XRD analize prirodnog, T i modifikovanog, Ag/T sorbenta prikazani

su na Slici 17. Analiza je pokazala da doslo do strukturnih promena kod modifikovanog
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materijala, u poredenju sa njegovim prirodnim oblikom. Karakteristicni pikovi titan-
dioksida snimljeni su na 26 = 25,30°. Difrakciona Sema modifikovanog Ag/T sorbenta
ukazuje da je srebro prisutno u jonskom obliku, kao hemijsko jedinjenje srebro (I, 111)
oksid, sa molekulskom formulom AgO, shimljenom na 260 = 32,50° [120]. lako
empirijska formula, AgO, navodi na zakljucak da je srebro prisutno u ovoj komponenti
u oksidacionom stanju +2, srebro (I, III) oksid je meSavina dva oksida srebra i prikazuje
se formulom Ag'Ag"'0, ili Ag,0-Ag,05 [121] Prisustvo jona srebra u modifikovanom

Ag/T sorbentu takode je potvrdeno XPS analizom.
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Slika 15. XRD analiza GAC (isprekidna linija) i Ag/GAC sorbenta (puna linija)
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Slika 17. XRD analiza T (isprekidana linija) i Ag/T sorbenta (puna linija)

4.3.4 Rendgenska fotoelektronska spektroskopija Ag*-aktiviranih sorbenata

XPS spektar aktiviranog Ag/GAC sorbenta prikazan je na Slici 18. Siroki
spektar sa pozicijom i atomskim procentom (At %) osnovnih komponenti (kiseonik,
ugljenik i srebro) prikazan je na Slici 18a. Analizirani uzorak sastoji se uglavnom od
ugljenika sa 93,3 At %. lako je udeo atoma Kiseonika i srebra svega 4,5 i 2,2 At %,
respektivno, na osnovu pozicije Ag 3ds,, fotoelektron linije na 368,14 eV i Ag 3ds;, na
374,17 eV (prikazano na Slici 18b), potvrdeno je da se srebro nalazi u svom
elementarnom obliku [122,123].

XPS spektar aktiviranog Ag/Z sorbenta prikazan je na Slici 19. Siroki spektar sa
pozicijom osnovnih komponenti i njihovim atomskim procentom (At %) prikazan je na
Slici 19a. Atomski procenat srebra je 0,7 % i na spektru visoke rezolucije (prikazan na
Slici 19b) snimljene su Ag 3d orbitale sa odgovaraju¢im energijama veze. Ag 3d linije
su fitovane na dva pika s§to ukazuje na istovremeno prisustvo razli¢itih oblika jona
srebra. Pozicija Ag 3ds linije na 371,1 i 368,0 eV mogu se tumaciti prisustvom
metalnog srebra (Ag®) i srebro (1, 111) oksida, u obliku AgO, respektivno [124]. Srebro u
elementarnom obliku je takode snimljeno sa XRD analizom, dok se prisustvo Ag’-
signala moze pripisati jonima srebra koji su se inkorporirali u Supljinama Ag/Z
strukture. Sli¢no prethodnom, Ag 3ds, orbitale su fitovane na dva dela prema
pozicijama linija na 376,9 i 374,3 eV, §to odgovara elementarnom (Ag°) i jonskom
(AgO) srebru, respektivno [124].
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XPS spektar aktiviranog Ag/T sorbenta prikazan je na Slici 20. Siroki spektar
(prikazan na Slici 20a) odgovara pozicijama atoma kiseonika, titana, srebra i ugljenika.
Atomski procenat svake komponente dat je u umetnutoj tabeli. Pozicija Ti 2p pika
zabeleZena na 457,5 eV, blizu odgovarajuce linije za Ti 2pz;, na 458,0 eV, odgovara +4
oksidacionom stanju titan-dioksida, TiO, [49,125]. Ovo odstupanje je razumljivo s
obzirom da je atomski procenat kiseonika vise od dva puta veci u odnosu na atomski
udeo titana, u analiziranom uzorku. Usled prisustva kiseonika dolazi do oksidacije
srebra koje je snimljeno u obliku oksida srebra, AgO. XPS spektar Ag 3d linije visoke
rezolucije prikazan je na Slici 20b. Ag 3ds/, fotoelektron linija na poziciji 367,3 eV, sa
simetricnim oblikom pre i nakon procesa aktivacije (prirodni i modifikovni oblik
sorbenta), odgovara srebru u jonskom obliku, prisutnom kao AgO [48]. Spektri dobijeni
XPS analizom podudaraju se sa XRD strukturnom analizom srebrom aktiviranih

sorbenata.
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Slika 18. XPS spektar Ag/GAC sorbenta: a) Siroki spektar sa pozicijom i atomskim

procentom (At %) osnovnih komponenti; b) spektar visoke rezolucije Ag 3d orbitale sa

odgovaraju¢im energijama veze
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4.3.5 Skenirajuéa elektronska mikroskopija Ag*-aktiviranih sorbenata

Povrsinska morfologija prirodnog, GAC i modifikovanog, Ag/GAC sorbenta
snimljena je pomoéu FE-SEM tehnike. Reprezentativni FE-SEM snimci GAC i
AgQ/GAC sorbenta prikazani su na Slici 21. Morfologija GAC uzorka sastoji se od
brojnih ¢estica razli¢itih oblika i veli¢ina [46]. Nakon procesa aktivacije Ag'- jonima,
FE-SEM slike pokazuju prisustvo belih nanocestica na povrsini Ag/GAC, pre¢nika
manjih od 200 nm. Raspodela Gestica je u velikoj meri homogena. Cestice srebra,
grupisane u agregate pravilnog: Cetvrtastog, trouglastog i kruznog oblika, ukazuju da je
elementarno srebro formiralo kristalite na povrSini sorbenta [36]. Rezultati ova analize
su u saglasnosti sa XRD i XPS tehnikama, koje potvrduju prisustvo metalnog srebra

(Ag®) na povrini modifikovanog Ag/GAC sorbenta.

Reprezentativni FE-SEM snimci prirodnog, Z i modifikovanog zeolita, Ag/Z
prikazani su na Slici 22. Povrsinska morfologija zeolita potvrduje prisustvo Cestica
razli¢itih oblika i veli¢ina koje se uobicajeno javljaju u kompleksnim neorganskim
kristalnim strukturama, kao $to su klinoptilolit [34]. Razlike u mikrografu prirodnog, Z i
aktiviranog Ag/Z sorbenta, posledica su adsorpcije Ag*- jona, koji su prethodno
potvrdeni pomoc¢u XRD i1 XPS analiza. Prisustvo metalnog srebra snimljeno je u vidu
belih Cestica, nepravilno rasprostranjenih na povrSini Ag/Z sorbenta. Sli¢ni zakljucci
povrsinskih analiza srebrom aktiviranih zeolita objavljeni su u prethodnim

istrazivanjima [36].

Reprezentativni FE-SEM snimci prirodnog, T i modifikovanog, Ag/T sorbenta
prikazani su na Slici 23. Uocava se da su cestice prirodnog i aktiviranog titan-dioksida
imale sli¢ne dimenzije i pravilan oblik [52]. Nakon procesa aktivacije, na mikrografima
AgQ/T povrsine zabelezeno je neznatno povecanje broja belih Cestica, koje upucuju na
prisustvo jona srebra u modifikovanom uzorku. lako FE-SEM slike nisu jasno pokazale
prisustvo jona srebra na Ag/T povrsini, XRD i XPS rezultati su potvrdili prisustvo
jonskog srebra na aktiviranom sorbentu. XPS analiza je dala i informaciju o atomskom
procentu srebra (1,8 At %) adsorbovanog na Ag/T povrsini, (Slika 20a, umetnuta
tabela).
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Slika 21. FE- SEM snimak GAC (levo) i Ag/GAC (desno) sorbenta sa uvecanjem od 10
000 i 70 000 (umetnuta slika)
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Slika 22. FE- SEM snimak Z (levo) i Ag/Z (desno) sorbenta sa uvecanjem od 10 000 i
70 000 (umetnuta slika)

Slika 23. FE-SEM snimak T (levo) i Ag/T (desno) sorbenta sa uvec¢anjem od 10 000 i
70 000 (umetnuta slika)
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4.4 Sorbenti aktivirani Cu®*- i Zn*- jonima
4.4.1 Kinetika procesa sorpcije Cu*- i Zn**- jona

Aktivacija izabranih GAC i Z materijala sa Cu®*- i Zn**- jonima kao hemijskim
agensima, izvrSena je u Sarznom Sistemu jednokomponentnog procesa adsorpcije.
Promena sorpcionih kapaciteta Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i1 Zn/Z modifikovanih
sorbenata, tokom 24 h, prikazana je na Slici 24. Aktivacija je izvrSena u blago kiselim
uslovima (pH=5,5), ¢ime je proces adsorpcije ograni¢en na uklanjanje dvovalentnih
jona teskih metala [126, 127]. Sa povecanjem pH vrednosti iznad 5,5 nisu zabelezene

znacajne promene sorpcionih kapaciteta [128].
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Slika 24. Kinetika procesa aktivacije GAC i Z sorbenata sa Cu®*- i Zn?*- jonima

Sorpcioni kapaciteti GAC i Z sorbenata modifikovanih sa Cu?*- i Zn**- jonima,
imali su sledece vrednosti za Cu®*- jone: 15,90 i 3,60 mg/g, respektivno, odnosno za
Zn?*- jone: 13,62 i 4,72 mg/g, respektivno. Za oba katjona proces aktivacije pokazao se
kao efikasan za GAC i zadovoljavajuci za Z sorbent. Nakon 24 h, 71 % od pocetnih
Cu?*- jona se adsorbovalo na GAC sorbentu i oko 65 % na Z sorbentu. Afinitet GAC i Z
sorbenata prema Zn**- jonima je bio znatno niZi, 39 i 52 %, respektivno. Koriste¢i GAC
i Z sorbent, 50 % pocetnih Cu®*- jona su uklonjeni iz vodenog rastvora nakon 4 i 7 h,

respektivno, dok je uklanjanje Zn**- jona bilo manje efikasno.
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4.4.2 Kinetika procesa desorpcije Cu**- i Zn**- jona

Pored vrednosti sorpcionih kapaciteta, analiza desorpcije Cu?*- i Zn**- jona sa
je vazna kako bi se opravdao izbor ovih jona kao hemijski aktivacionih agenasa.
Kinetika procesa desorpcije zashiva se na promeni koncentracije Cu**- i Zn**- jona,
oslobodenih sa povrSine modifikovanih sorbenata tokom vremena. Sporo otpustanje
jona metala je vazan preduslov za stabilnost sorbenta i duzi radni vek. Proces desorpcije
Cu?*- and Zn**- jona je simuliran u dejonizovanoj vodi, na pH 5,5, tokom 24 h. Kinetika
procesa desorpcije Cu®*™ i Zn**- jona sa Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z sorbenata

prikazana je na Slici 25.
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Slika 25. Kinetika procesa desorpcije Cu**- i Zn**- jona sa Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i
Zn/Z sorbenata

Kada se uporede desorpcioni kapaciteti modifikovanin Cu/GAC i Zn/GAC
sorbenata, dobijene su slede¢e vrednosti: 0,06 i 0,20 mg/g, respektivno. Modifikovani
Cu/Z i Zn/Z imao je nizi stepen desorpcije od modifikovanog GAC, sa slede¢im
vrednostima: 0,006 i 0,013 mg/g, respektivno. Prema navedenim rezultatima, tendencija
ka otpustanju Cu?*- i Zn?*- jona bila je ista kod oba odabrana materijala (Zn** > Cu®").
Cu/Z sorbent je pokazao najnizi stepen desorpcije, dok je Zn/GAC sorbent sa najve¢om
tendencijom ka otpustanju jona metala. U ovom istrazivanju, nizak stepen desorpcije
Cu**- i Zn**- jona za odabrane materijale je vazan zbog daljih mikrobioloski analiza. Na
osnovu zanemarljivo male desorpcije jona metala, ukupno antimikrobno dejstvo
modifikovanih sorbenata moze se prepisati delovanju onih jona koji su imobilisani na

aktivnom nosacu.
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4.4.3 Rendgenska difrakciona analiza Cu?*- i Zn**-aktiviranih sorbenata

Rezultati XRD analize prirodnog, GAC i modifikovanih, Cu/GAC i Zn/GAC
sorbenata prikazani su na Slici 26 i 27. Siroki pikovi snimljeni na 20 = 24,00 i 43,15°
dokaz su amorfne strukture GAC uzorka [99,46]. Difraktogrami su pokazali da je doslo
do strukturnih primena kod Cu?*- i Zn?*- aktiviranih sorbenata. Prisustvo elementranog
bakra (Cu’) u Cu/GAC zabeleZeno je na karakteristi¢nim pikovima 260 = 43,20 i 50,40°
(Slika 26) [45]. Cu®*- joni iz aktivacionog medijuma, rastvora Cu,SO4-5H-0,
adsorbovani su na GAC sorbentu i redukovani usled prisustva atoma ugljenika, koji su
poznati kao snazni redukcioni agensi [119]. Ova reakcija objasnjava oksidaciono stanje
aktivacionog agensa (Cu?*- jona) koji je adsorbovan i inkorporiran na GAC povrsini kao
elementarni bakar. Dva stabilna oksidaciona stanja bakra su +2 (kupri jon) i +1 (kupro
jon). Kupro jon je jace oksidaciono sredstvo od kupri jona §to znaci da je nepostojan i
da se redukuje do elementarnog bakra. Medutim, na osnovu vrednosti oksido-
redukcionih potencijala (Cu*+ e = Cu, E° = +0,521 V; Cu®* + 2¢" = Cu, E° = +0,337 V;
Cu? +e = Cu*, E° = +0,153 V), bakar ¢e se iz +2 oksidacionog stanja lakse redukovati
direktno do elementarnog bakra nego postupno (do +1 oksidacionog stanja, a potom do
Cu) [129]. Drugim re¢ima, kada se Cu® oksiduje, nastaje Cu®* - jon, zato §to prelaz Cu®

— Cu®" zahteva manje energije od reakcije oksidacije Cu® — Cu*.

Difrakciona Sema Cu/GAC zabelezila je pikove na 26 = 24,00 i 43,15°, koji su
Siri od onih koji se pojavljuju kod prirodnog GAC sorbenta. Ovo je posledica
istovremenog prisustva razli¢itih oksidacionih stanja bakra, elementarnog (Cu°) i
jonskog (Cu®") oblika [98]. Takode, ovo moze da ukaZe da su Cestice bakra bile
dispergovane na GAC povrsini bez formiranja krupnijih agregata [130]. XRD analiza
zabeleZila je prisustvo bakra u jonskom obliku na karakteristi¢énim pikovima 26 = 35,40
I 38,70° [99], ali sa niskim intenzitetima (usled male vrednosti sorpcionog kapaciteta).
Komplementarna XPS tehnika nedvosmisleno je potvrdila prisustvo Cu?- jona na
Cu/GAC aktiviranoj povrsini. Difraktogram Zn?*-aktiviranog GAC sorbenta pokazao je
prisustvo Zn?*- jona u hemijskom obliku zink-oksida (ZnO) i zink-sulfat-hidroksid-
hidrata (Zn4SO4(0OH).0.5H,0/ZnS04-3Zn(0OH),-0.5H,0) (Slika 27).

XRD analiza prirodnog, Z i modifikovanih, Cu/Z i Zn/Z sorbenata prikazani su

na Slici 28 i 29. Difraktogrami pokazuju da nisu zabelezene znacajne strukturne
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promene kod modifikovanih materijala, u odnosu na prirodni zeolit. Niski intenziteti
karakteristi¢nih pikova bakra (26 = 35,55 i 38,90°) na Slici 28 ukazuju na nizak sadrzaj
jona metala u strukturi klinoptilolita i visok stepen disperzije unutar Suplina i1 kanala
karakteristi¢nih za ove neorganske strukture [131]. Difakciona Sema Zn/Z uzorka nije
pokazala nikakve promena u odnosu na prirodan sorbent (Slika 29). Sli¢na zapazanja o
promeni strukture prikazana su u analizama Cu®- i Zn?*- modifikovanih neorganskih
materijala [132].
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Slika 26. XRD analiza GAC (isprekidana linija) i Cu/GAC sorbenta (puna linija)
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Slika 27. XRD analiza GAC (isprekidana linija) i Zn/GAC sorbenta (puna linija)
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Slika 28. XRD analiza Z (isprekidana linija) i Cu/Z sorbenta (puna linija)
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Slika 29. XRD analiza Z (isprekidana linija) i Zn/Z sorbenta (puna linija)
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4.4.4 Rendgenska fotoelektronska spektroskopija Cu?*- i Zn*- aktiviranih
sorbenata

XPS spektar Cu/GAC uzorka prikazan je na Slici 30. Siroki spektar sa pikovima
osnovnih komponenti od kojih se uzorak sastoji (kiseonik, bakar i ugljenik) prikazan je
na Slici 30a. Atomski procenat svake pojedinaéne komponente dat je u umetnutoj tabeli,
na Slici 30a. Uzorak se sastoji uglavnom od ugljenika sa 95,6 At %, od kiseonika sa 4,1
At % i bakra sa svega 0,1 At %. Uprkos maloj koli¢ini bakra prisutnog u uzorku, XPS
spektar visoke rezolucije Cu 2p orbitale, prikazan na Slici 30b, jasno razlikuje Cu 2p
fotoelektronske linije. Cu 2ps;, fotoelektronske linije na 935,5 eV odgovaraju
hemijskom obliku CuSO,4 [96], ili CuO [133], dok Cu 2psps: linija na 943,1 eV
potvrduje prisustvu CuO [133]. Cu 2py, fotoelektronska linija na 953,7 eV dodatno
potvrduje prisustvo CuO u uzorku [134].

XPS spektar Zn/GAC uzorka prikazan je na Slici 31. Siroki spektar prikazan na
Slici 31a pokazuje pozicije kiseonika, zinka i ugljenika. Uzorak se uglavnom sastoji od
ugljenika sa atomskim procentom 95,99 i 3,95 At % kiseonika (umetnuta tabela). lako
uzorak sadrzi svega 0,06 At % zinka, pozicija Zn 2p fotoelektronske linije se moze
jasno utvrditi sa visokorezolucijskog spektra koji je prikazan na Slici 31b. Prema
literaturnim podacima [133,135], obe Zn 2ps;, i 2py linije, na 1022,7 i 1045,8 eV,

respektivno, ukazuju da je zink bio prisutan u oksidacionom stanju Zn?*.

XPS spektar Cu/Z uzorka prikazan je na Slici 32. Siroki spektar na Slici 32a
pokazuje fotoelektronske linije osnovnih elemenata: Al, Si, O, C, Cu, i njihovih
atomskih procenata u umetnutoj tabeli. Atomski procenat bakra iznosio je 0,14 % i
spektar visoke rezolucije Cu 2p linije dat je na Slici 32b. Cu 2p linije su fitovane sa dva
pika koji odgovaraju hemijskom obliku CuO, sa Cu 2ps, linijom pozicioniranom na
933,7 eV [133] i Cu 2py2 na 953,6 eV [134].

XPS spektar Zn/Z uzorka prikazan je na Slici 33. Siroki spektar sa pozicijom
osnovnih elemenata i njihovim atomskim procentima dat je na Slici 33a (umetnuta
tabela). Spektar visoke rezolucije Zn 2p fotoelektronske linije, prikazane na Slici 33b,
ukazuje na prisustvo Zn?*- jona u Zn/Z uzorku sa Zn 2psp i 2py» linijama
pozicioniranim na 1022,8 i 1046,0 eV, respektivno [133,135].
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Slika 30. XPS spektar Cu/GAC sorbenta: a) Siroki spektar sa pozicijom i atomskim
procentom (At %) osnovnih komponenti; b) spektar visoke rezolucije Cu 2p orbitale sa

odgovaraju¢im energijama veze
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odgovaraju¢im energijama veze
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Slika 32. XPS spektar Cu/Z sorbenta: a) Siroki spektar sa pozicijom i atomskim

procentom (At %) osnovnih komponenti; b) spektar visoke rezolucije Cu 2p orbitale sa

odgovaraju¢im energijama veze
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Slika 33. XPS spektar Zn/Z sorbenta: a) Siroki spektar sa pozicijom i atomskim

procentom (At %) osnovnih komponenti; b) spektar visoke rezolucije Zn 2p orbitale sa

odgovaraju¢im energijama veze
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4.4.5 Skenirajuéa elektronska mikroskopija Cu”*- i Zn?*-aktiviranih sorbenata

Povrsinska morfologija prirodnih i metalom aktiviranih sorbenata ispitana je
primenom FE-SEM tehnike. Reprezentativni FE-SEM snimci prirodnih oblika GAC i Z
sorbenata prikazani su na Slici 34 (levo i desno, respektivno). Pokazano je da se GAC
uzorak sastoji od Cestica raznovrnih oblika i veli¢ina [46]. Morfologija klinoptilolita
takode se sastoji od Cestica razli¢itih oblika i veli¢ina, §to je uslovljeno postojanjem
brojnih Supljina i kanala karakeristi¢nih za neorgansku strukturu prirodnih zeolita [131].
Nakon Cu®*-aktivacije, FE-SEM slike su pokazale prisustvo belih nanoCestica na
povrsini Cu/GAC uzorka, sa homogenom raspodelom i pre¢nikom ¢estica manjim od
500 nm (Slika 35, levo). Na povrsini aktiviranog Zn/GAC sorbenta takode su snimljene
promene uzorka u odnosu na prirodan materijal, usled prisustva Cestica metala (Slika
36, levo). Morfoloske promene Cu/GAC i Zn/GAC modifikovanih sorbenata bile su
predmet istrazivanja u nekim od prethodnih studija [99,135]. Reprezentativne FE-SEM
slike Cu®*- i Zn**- modifikovanog Z sorbenta prikazane su na Slici 35 (desno) i 36
(desno). Razlike u povrSinskim snimcima prirodnog, Z i aktiviranih, Cu/Z i Zn/Z
sorbenata, nisu toliko ocigledne kao S§to su pokazali FE-SEM snimci GAC
modifikovanih sorbenata. Ovo se moze objasniti prirodom materijala (prisustvom
Supljina unutar zeolitne strukture) koja uslovljava veci stepen disperzije metalnih Cestica

. . v . + - + . . e .
1 manje zadrZavanje Cu®-i zn*- Jjona na samoj povrsini.
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Slika 34. FE-SEM snimak GAC (levo) i Z (desno) sorbenata sa uvecanjem od 10 000 i
70 000 (umetnuta slika)

Slika 35. FE- SEM snimak Cu/GAC (levo) i Cu/Z (desno) sa uvecanjem od 10 000 i 70
000 (umetnuta slika)

Slika 36. FE-SEM snimak Zn/GAC (levo) i Zn/Z (desno) sa uvecanjem od 10 000 i 70
000 (umetnuta slika)
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4.5 Antimikrobni testovi

4.5.1. Antimikrobna aktivnost Ag*-aktiviranih sorbenata

Antimikrobna aktivnost sorbenata aktiviranin Ag*- jonima posmatrana je preko:
reakcije jona metala adsorbovanih na povrsini sorbenta i reakcije slobodnih jona metala
desorbovanih sa aktivne povrsine. Slobodni Ag*- joni ispoljavaju antimikrobno dejstvo
[42,105]. Istovremeno, metalom aktivirani sorbenti privlace negativno naelektrisane
¢elijske membrane na povrSinu materijala [33,35,38]. U okviru ovog istrazivanja
objasnjena je razlika u doprinosu Ag’- jona iz vodene faze i Ag'- jona sa aktivne
povrsine sorbenta u ukupnom antimikrobnom dejstvu metalom aktiviranog sorbenta.
Ukupna antimikrobna aktivnost aktiviranin sorbenata moze da se posmatra kao
sinergetsko dejstvo ova dva efekta. Posebni mikrobioloski testovi su izvedeni kako bi se
dokazala polazna hipoteza ovog istrazivanja: antimikrobno dejstvo metalom aktiviranih
sorbenata posledica je dejstva jona imobilisanih na aktivnoj povrsini sorbenta (ne samo

slobodnih jona koji desorbuju sa aktivne povrsine nosaca).

4.5.1.1 Antimikrobni testovi Ag*- jona na povrsini sorbenta

Antimikrobno dejstvo Ag*-aktiviranih sorbenata ispitano je u tri razlicite faze
aktivacije. Sorbenti su podeljeni prema koli¢ini preostalog adsorbata na povrsini
sorbenta. Aktivirani Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T sorbenti testirani su nakon: 24 h procesa
sorpcije (uzorak obelezen kao 24S, u Tabeli 7), 6 h procesa desorpcije (uzorak obelezen
kao 06D, u Tabeli 7) i 24 h procesa desorpcije (uzorak obelezen kao 24D, u Tabeli 7).
Kako bi se obezbedili §to pouzdaniji mikrobioloski uslovi za Ag*-aktivirane sorbente i
sprecila redukcija jona srebra pod dejstvom svetlosti, svi eksperimenti su izvedeni u
mraku. Vreme kontakta aktiviranih materijala i mikrobnih kultura bilo je ograniceno na
15 min, kako bi se smanjio uticaj desorpcije Ag*- jona u rastvoru, odnosno minimizirao
efekat slobodnih Ag*- jona na ukupno antimikrobno dejstvo. Za nizak stepen desorpcije
Ag’- jona, moze se ocekivati da je ukupan antimikrobni efekat metalom aktiviranog
sorbenta posledica dejstva Ag*- jona sa povrsine. Aktivna mesta na povrsini sorbenta su
mesta gde dolazi do reakcije jona sa mikrobnim celijama i do njihove inaktivacije. Za
sorbente sa visokim stepenom desorpcije Ag’- jona, inaktivacija mikrobnih éelija je

posledica dominantnog dejstva slobodnih jona metala u mikrobnom rastvoru.
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Prema rezultatima prikazanim u Tabeli 7, redukcija mikrobnih celija je bila
najefikasnija u testovima sa Ag/Z sorbentom. Za E. Coli, smanjenje broja
mikroorganizama je dostiglo 90,7, 92,2 i 93,5 %, za uzorke 24S, 06D i 24D, respektivno
(prikazano u Tabeli 7). Stepen inhibicije za S. aureus, u tri razli¢ite faze adsorbovanog
srebra za Ag/Z sorbent, bio je: 99,1, 99,6 i 99,8 %. Antimikrobno dejstvo prema C.
albicans se pokazalo kao nedovoljno efikasno kada je testiran Ag/Z, gde je za 24S, 06D
i 24D uzorke inaktivacija celija iznosila: 19,1, 20,9 i 24,5 %, respektivno. Sorpcioni
kapacitet kod Z sorbenta imao je najnizu vrednost za Ag'- jone, u poredenju sa GACi T
sorbentima (kao Sto je prikazano u Tabeli 6), ali je Ag/Z aktivirani sorbent pokazao
najefikasnije inhibitorno dejstvo. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da
koncentracija aktivacionog agensa na povrSini materijala nije odlucujuc¢i faktor za
efikasnu antimikrobnu aktivnost. Dostupnost i raspodela hemijskog agensa uticali su na
efikasnost antimikrobnog dejstva metalom aktiviranog materijala [44]. Ovakvi
antimikrobni  rezultati uslovljeni su prirodom samog materijala, odnosno
biodostupnoséu aktivacionog agensa. Ag’- joni kod klinoptilolita dispergovani su na
povrSini materijala i inkorporirani unutar strukture zeolita §to je uslovilo efikasnu

antimikrobnu aktivnost.

Inhibitorno dejstvo Ag/T aktiviranog sorbenta prema svim testiranim mikrobnim
kultarama imalo je prosec¢nu efikasnost uklanjanja oko 80 %. lako je vrednost SK, kao
Sto je prikazano u Tabeli 6, bila ve¢a za Ag/T sorbent u poredenju sa Ag/Z uzorkom,
dezinfekcija je bila manje izrazena kod Ag/T aktiviranog sorbenta. Stepen inhibicije
mikrobnih ¢elija za Ag/T sorbent, upotrebljen u razli¢itim fazama aktivacije materijala
(uzorci obelezeni sa: 24S, 06D i 24D, u Tabeli 7), imao je sledece vrednosti: 78,4, 82,0 i
86,8 %, respektivno. Inaktivacija S. aureus ¢elija, u pomenutom poretku Ag/T uzoraka
(24S, 06D i 24D), iznosila je: 79,0, 85,1 i 89,6 %. Kada se porede sva tri Ag'-
aktivirana sorbenta, najefikasnije uklanjanje celija plesni C. albicans postignuto je sa
Ag/T uzorkom. Interesantna je ¢injenica da je antimikrobna aktivnost Ag*- aktiviranog
T sorbenata rasla sa smanjenjem sadrzaja aktivirajuce supstance (hemijskog agensa) na
aktivnoj povrsini. Tako je za Ag/T uzorke: 24S, 06D i 24D, efikasnost uklanjanja celija
C. albicans imala sledece vrednosti: 33,3, 40,7 i 48,1 %, respektivno. Strukturna analiza
Ag/T uzorka pokazala je da je srebro adsorbovano na povriinu sorbenta u vidu Ag’-

jona (u hemijskom obliku AgO). Medutim, pretpostavlja se da je heterogena distribucija
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Ag’- jona, kao i redukcija AgO na povriini materijala [136], dovela do smanjene
antimikrobne aktivnosti Ag/T sorbenta u poredenju sa Ag/Z sorbentom. Analiza i
tumacenje rezultata stepena inhibicije mikroorganizama, narocito je znaCajna i
interesantna sa aspekta procesa desorpcije. lako je Ag/T sorbent imao 10 puta izrazeniju
desorpciju u odnosu na Ag/Z, antimikrobna aktivnost Ag/T nije presla 90 %. Ovo
navodi na zakljuéak da je inhibitorno dejstvo Ag/T aktiviranog sorbenta posledica
simultanog dejstva - kontakta izmedu mikrobnih éelija i Ag*- jona sa aktivne povrsine

(jona u &vrstoj fazi), kao i Ag'- jona desorbovanih sa povr$ine materijala.

Antimikrobno dejstvo Ag/GAC aktiviranog sorbenta pokazalo se kao najmanje
efikasno za sve tri mikrobne kulture: E. coli, S aureus i C. Albicans (kao §to je
prikazano u Tabeli 7), u poredenju sa Ag/Z i Ag/T sorbentima. Stepen inhibicije E. coli,
za AQ/IGAC uzorke 24S, 06D i 24D imao je slede¢e vrednosti: 47,2, 49,7 i 51,8 %,
respektivno. Prema navedenom redosledu Ag/GAC uzoraka (uzorci obeleZeni sa: 24S,
06D i 24D, u Tabeli 7), redukcija ¢elija S. aureus je bila slicna kao za E. coli, sa
slede¢im vrednostima: 45,0, 48,3, i 50,0 %, dok je za C. albicans uklanjanje ¢elija bilo
slabije izrazeno, sa vrednostima: 34,1, 36,4 i 43,2 %. Ovi rezultati su ocekivani s
obzirom na ¢injenicu da se joni srebra iz aktivacionog medijuma redukuju na GAC
povrsini i Ag/GAC aktivirani sorbent sadrzi, u najvec¢oj meri, srebro u elementarnom
obliku. Poznato je da je metalno srebro manje efikasan inhibitor u odnosu na jone srebra
[107], ali i da ukupni antibakterijski efekat zavisi od njegove biodostupnosti [97]. Ova
¢injenica ukazuje da je redukcija mikrobnih ¢elija koriste¢i Ag/GAC sorbent posledica
oslobadanja Ag’- jona u mikrobni rastvor sa Ag/GAC povriine, tokom 15 min
kontaktnog perioda. Ovo zapazanje je potvrdeno i u antimikrobnim testovima Ag*- jona
oslobodenih sa aktivne povrSine sorbenta, analizirajuéi aspekt desorpcije u
antimikrobnim testovima. Ukoliko bi stepen inhibicije zavisio samo od desorbovanih
Ag’- jona, isti stepen desorpcije GAC i Z sorbenata rezultovao bi sli¢nom
antimikrobnom efikasnos¢éu ova dva materijala. Suprotno tome, Ag/Z sorbent je
pokazao duplo vec¢u efikasnost inhibicije kao rezultat povrSinskih svojstava ispitanog

materijala.

Kada se analizira antimikrobna aktivnost Ag*- aktiviranih sorbenata (prikazano

u Tabeli 7), redukcija mikrobnih ¢elija raste od C. albicans, preko S. aureaus do E. coli,
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dok se kod Ag/Z i Ag/T sorbenata uocava blaga prednost za S. aureus ¢elije u odnosu
na E. coli. Za sva tri Ag’- aktivirana sorbenta, C. albicans se pokazala kao najotpornija
kultura za inhibiciju srebrom. Razli¢ite mikrobne ¢elije imaju specificne mehanizme
zaStite kada su izloZene dejstvu hemijskog agensa [47]. Medu testiranim organizmima,
E. coli i S. aureus su pokazale visoku osetljivost prema srebru (naro€ito u jonskom
obliku, koje je prisutno na aktivnim mestima Ag/Z i Ag/T sorbenata). Sposobnost C.
albicans da proizvede antioksidativni enzim - katalazu, objasnjava otpornost ¢elije da se

zastiti od destruktivnog dejstva hemijskog agensa [122].

Kod analize antimikrobnog dejstva sorbenata aktiviranih jonima metala, prema
koli¢ini preostalog adsorbata na povrsini sorbenta, primeceno je da su uzorci sa ve¢om
koli¢inom hemijskog agensa (uzorci obelezeni sa 06D i 24D, u Tabeli 7) pokazali
neznatno vecu antimikrobnu efikasnot, u poredenju sa sveze aktiviranim materijalom
(24S). Ovo zavisi od broja Ag*- aktivnih mesta i njihove (bio)dostupnosti mikrobnim
¢elijama. U prethodnim istrazivanjima dokazano je da visoke vrednosti sorpcionih
kapaciteta Ag*- jona rezultuju smanjenom antimikrobnom aktivno$éu Ag’- aktiviranog
sorbenta [34,40]. Sorbenti nakon 6 i 24 h procesa desorpcije (uzorci obelezeni sa 06D i
24D, u Tabeli 7), pokazali su se kao efikasniji inhibitori u poredenju sa uzorkom sa
maksimalnim stepenom aktivacije (uzorak obelezen sa 24S, u Tabeli 7). Postoje dva
moguca objasnjenja smanjene antimikrobne aktivnosti sorbenata sa ve¢im sadrzajem
srebra: i) ovo je posledica redukcije jona srebra do elementarnog oblika srebra na
aktivnoj povrsini sorbenta (od Ag* do Ag®) [40] i ii) oslobadanje adsorbovanih Ag'-
jona sa povrsine sorbenta vodi do povecanje stepena poroznosti materijala [36]. Veci
Ag*/Ag® odnos u metalom aktiviranom sorbentu rezultuje efikasnijim antimikrobnim
dejstvom materijala [98]. Otpustanjem Ag’- jona sa povrsine sorbenta (nakon 6 i 24 h
procesa desorpcije), ostaje znatno vise slobodnog prostora koji omogucéava
mikroorganizmima da se ,,zakace” na povrSinu sorbenta kao preduslov za antimikrobni
efekat. Slicna zapazanja su vec objavljena kao rezultat predhodnih antimikrobnih

istrazivanja [40].

4.5.1.2 Antimikrobni testovi Ag*- jona u vodenoj sredini
Analiza procesa desorpcije Ag™- jona za testirane Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T

sorbente (kao Sto je prikazano u potpoglavlju 4.3.2), pokazala je razliCite afinitete
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aktiviranih materijala za otpustanje Ag’- jona. Slabo izrazena desorpcija karakteristi¢na
je za zeolit, umerena za aktivni ugalj, dok je izrazena desorpcija zabelezena kod titan-
dioksida. Selekcija sorbenata sa razli¢itim stepenima desorpcije izvrSena je kako bi se
pratila koncentracija slobodnih Ag*- jona u vodenom rastvoru. Na osnovu koncentracije
Ag’- jona oslobodenih u vodenu sredinu tokom desorpcionog eksperimenta moze da se
odredi doprinos ovih jona u ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti Ag’- aktiviranog
sorbenta. Odvojeni antimikrobni testovi Ag*- jona u vodenoj sredini (desobovanih sa
aktivne povrsine nosaca) doprineli Su razjasnjenju mehanizma antimikrobnog dejstva

metalom aktiviranih sorbenata.

Mikrobiolosko ispitivanje izvedeno je u kontrolisanim antimikrobnim uslovima,
gde su Ag’- joni desorbovani sa povrsine Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T sorbenata koris¢eni
kao hemijski agensi. Sorbenti su testirani u razli¢itim fazama desorpcije. Testirani
uzorci obelezeni su na sledeéi na¢in: 24S-a (koncentracija Ag'- jona koju desorbuje
uzorak 24S, u Tabeli 8), 06D-a (koncentracija Ag*- jona koju desorbuje uzorak 06D, u
Tabeli 8) i 24D-a (koncentracija Ag’- jona koju desorbuje uzorak 24D, u Tabeli 8).
Oznaka ‘a’ ukazuje na koncentraciju Ag’- jona u vodenom rastvoru. Vreme trajanja
procesa desorpcije za sve posmatrane uzorke bilo je ograni¢eno na 15 min. Ovo
kontaktno vreme je ekvivalentno trajanju inkubacije kod antimikrobnih testova Ag'-
jona na povrsini sorbenta. Na ovaj na¢in, omoguéeno je razdvajanje uticaja Ag'- jona iz
rastvora i Ag’- jona iz &vrste faze u ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti metalom
aktiviranog sorbenta. Rezultati antimikrobne aktivnosti desorbovanih Ag’- jona sa

povrsine aktiviranog materijala prikazani su u Tabeli 8.

Cvrsti uzorci u razli¢itih fazama aktivacije (obelezeni sa 24S, 06D, 24D, u
Tabeli 7) desorbovali su niske koncentracije Ag’- jona u vodenoj fazi (obelezeni sa
24S-a, 06D-a, 24D-a, u Tabeli 8). Dobijene su sledeée vrednosti koncentracija Ag’-
jona desorbovanih sa Ag/Z sorbenta, prema redosledu navedenih vodenih uzoraka,
izrazene u mg/L: 0,080, 0,030 i 0,020, respektivno. Koncentracija Ag’- jona
desorbovanih sa Ag/GAC sorbenta su bile 10 puta vece od onih za Ag/Z, desorbovanih
za isto vreme. Vrednosti izmerenih koncentracija Ag*- jona za Ag/GAC sorbent,
odnosno za uzorke 24S-a, 06D-a, 24D-a bile su: 0,500, 0,200 and 0,035 mg/L,

respektivno. Ag/T sorbent je pokazao izuzetno visoko otpustanje Ag’- jona, sa

90



vrednostima: 5,00, 0,400 i 0,170 mg/L nakon 15 min desorpcije, za ispitivane uzorke:
24S-3, 06D-a i 24D-a, respektivno.

Rezultati prikazani u Tabeli 8 ukazuju da, slicno kao kod ispitivanja ukupne
antimikrobne aktivnosti Ag*- aktiviranih sorbenata, éelije S. aureaus i E. coli su bile
najosetljivije na prisustvo Ag*- jona [104]. C. albicans bila je najotpornija na desjtvo
svih aktiviranih materijala. Redukcija mikrobnih ¢elija Ag’- jonima iz vodene faze
(prikazano u Tabeli 8) izvedena je u odvojenim antimikrobnim eksperimentima, koji se
odnose samo na prisustvo Ag*- jona desorbovanih sa povriine metalom aktiviranih
sorbenata. Uklanjanje ¢elija opada sa smanjenjem koncentracije Ag'- jona, za
analizirane uzorke: 24S-a, 06D-a i 24D-a. Najefikasnije uklanjanje mikrobnih celija
dobijeno je za Ag/T vodene uzorke, zbog najizrazenijeg stepena desorpcije Ag’- jona.
Generalno, antimikrobna aktivnost Ag*- jona desorbovanih sa Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T
aktiviranih sorbenata je neznatna usled kratkog vremena kontakta (15 min)

upotrebljenog hemijskog agensa sa mikrobnim rastvorom (prikazano u Tabeli 8).

4.5.1.3 Mehanizam antimikrobnog dejstva Ag*-aktiviranih sorbenata

Ukupna antimikrobna aktivnost Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T aktiviranih sorbenata
moze se objasniti preko odvojenih antimikrobnih testova Ag*- jona sa ¢vrste i Ag*- jona
iz vodene faze. Najvazniji aspekt ovog istrazivanja vezan je za proces desorpcije,
odnosno za razli¢ite stepene desorpcije Ag’- jona za testirane materijale. Na taj nagin,
omogucéeno je pracenje interakcija mikrobnih ¢elija sa Ag'- jonima iz vodene i &vrste
faze. Posmatraju¢i AQ/Z sorbent, sa niskim stepenom desorpcije i neznacajnim
antimikrobnim dejstvom oslobodenih Ag*- jona (prikazano u Tabeli 8), zakljuéuje se da
je ukupna redukcija mikrobnih ¢elija posledica dejstva Ag*- aktivnih mesta na povrsini
sorbenta. Uprkos tome, izrazena desorpcija kod Ag/T aktiviranog sorbenta rezultovala
je sa znacajnim udelom Ag’- jona desorbovanih sa aktivne povrsine na ukupno
inhibitorno dejstvo. Kada se uporede vrednosti stepena redukcije mikrobnih celija
koriste¢i Ag/T, odnosno 24S ¢vrsti uzorak (prikazan u Tabeli 7) i 24S-a vodeni uzorak
(prikazan u Tabeli 8), skoro 50 % od ukupnog antimikrobnog dejstva posledica je
prisustva Ag’- jona u vodenoj fazi. Ispitivanje procesa desorpcije Ag’- jona sa Ag/T
aktivne povrsine u trajanju od 15 min, bilo je znacajno u potvrdi ovakvog rezultata.

Sli¢no kao kod Ag/T sorbenta, antimikrobni rezultati su pokazali znacajan uticaj Ag'-
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jona iz vodene faze kod Ag/GAC sorbenta. Srebro je adsorbovano kao elementarno
srebro (Ag®) na Ag/GAC aktiviranom materijalu, §to dodatno potvrduje antimikrobno
dejstvo Ag*- jona koji desorbuju sa povriine (Ag° je slabije antimikrobno sredstvo od
Ag’- jona). Medutim, vazno je ista¢i da je uticaj Ag’- jona iz vodene faze
najdominantniji za sveze aktivirane sorbente, sa najve¢im sorpcionim kapacitetom
(uzorak obelezen sa 24S, u Tabeli 7), gde je i najveCa promena koncentracije
desorbovanih Ag*- jona tokom vremena (uzorak obeleZen sa 24S-a, u Tabeli 8). Uzorci
testirani sa smanjenim sadrzajem adsorbata na povrSini sorbenta (obelezeni kao 06D i
24D u Tabeli 7), imaju sporiju kinetiku desorpcije i, samim tim, otpustanje Ag'- jona je
slabije izrazeno. Za ove uzorke, uticaj Ag*- jona iz vodene faze (prikazano u Tabeli 8)
na ukupnu antimikrobnu aktivnost aktiviranog sorbenta je manje znacajan. Dakle, za
sorbente koji su upotrebljeni u odredenoj fazi aktivacije, dominantan je uticaj aktivnih
mesta na povrsini sorbenta u ukupnom antimikrobnom dejstvu. Ovaj zakljuéak je od
izuzetnog znazaja za prakticnu primenu povrSinski modifikovanih materijala U

mikrobioloSkom preci§¢avanju voda.

Na osnovu rezultata dobijenih iz posebnih antimikrobnih testova Ag*- jona iz
¢vrste i vodene faze, ukupno antimikrobno dejstvo metalom aktiviranih sorbenata zavisi
od povrsinskih svojstava ispitivanog materijala, kao i od hemijskog oblika i

oksidacionog stanje antimikrobnog agensa.
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Tabela 7. Antimikrobna aktivnost Ag*- jona na ¢vrstoj fazi (Ag/GAC, Ag/Z i Ag/T aktivirani sorbenti u razligitim fazama aktivacije), nakon

15 min kontakta sa mikrobnom kulturom

E. coli S. aureus C. albicans
Uzorak CFU/mL R (%) CFU/mL R (%) CFU/mL R (%)
243 06D 24D 24 06D 24D 243 06D 24D 24 06D 24D 243 06D 24D 24S 06D 24D
K‘gf{g‘”i 398x10° 398x10° 3,98 x 10° 6,00x10°  6,00x10° 6,00 x10° 220x10°  2,20x10° 2,20 x10°
AgIGAC 210x10° 200x10° 1,92x10° 472 497 518 330x10° 3,10x10° 300x10° 450 483 50,0 145x10° 140x10° 125x10° 341 364 432
KO”th'”i 383x10° 383x10° 3,83x10° 540x10° 540x10° 540 x 10° 2,78x10°  278x10° 2,78 x10°
AglZ 356x10*  3,00x10* 250x10* 90,7 922 935 510x10° 220x10° 1,10x10° 99,1 99,6 99,8 225x10° 220x10° 210x10° 19,1 209 245
KO”?““ 345x10° 345x10°  345x10° 500x10° 500x10° 500 x 10° 270x10°  2,70x10° 2,70 x 10°
AgiT  745x10° 590x10° 4,10x10° 784 820 868 105x10° 745x10° 520x10° 790 851 896 180x10° 160x10° 140x10° 333 40,7 481

Tabela 8. Antimikrobna aktivnost desorbovanih Ag*- jona u vodenoj fazi (sa aktivne povrsine sorbenta u razli¢itim fazama aktivacije),

nakon 15 min kontakta sa mikrobnom kulturom

E. coli S. aureus C. albicans
Uzorak CFU/mL R (%) CFU/mL R (%) CFU/mL R (%)
24S 06D 24D 24S 06D 24D 24S 06D 24D 24S 06D 24D 24S 06D 24D 24S 06D 24D
a a a a a a a a a a a a a a a a a a
Kontrola
fizioloski 2,12x10° 212x10° 2.12x10° 135x10° 1,35x10° 1,35x10° 1,43x10° 143x10°  1,43x10°
rastvor
Ag/IGAC 165x10° 1,78x10° 1,95x10° 222 16,0 8,0 1,07x10° 1,10x10° 121x10° 20,7 185 104 122x10° 1,37x10° 141x10° 147 42 1,4
AglZ 1,98x10° 2,00x10° 205x10° 6,6 57 33 125x10° 1,30x10° 1,32x10° 74 37 2,2 1,38x10° 1,40x10° 1,39x10° 35 2,1 238
AgiT 135x10° 165x10° 175x10° 363 222 175 800x10° 102x10° 118x10° 40,7 244 126 1,05x10° 120x10° 1,35x10° 266 162 56
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4.5.2 Antimikrobna aktivnost Cu?*- i Zn?"-aktiviranih sorbenata

Antimikrobnom testiranju Cu?*- i Zn® — aktiviranih sorbenata prethodilo je ispitivanje
kinetike desorpcije Cu®*- i Zn? - jona u vodenom rastvoru (prikazano u potpoglavlju 4.4.2). Na
osnovu prethodno dobijenih rezultata mikrobiologkih analiza za Ag’- aktivirane sorbente,
zakljuCeno je da nizak stepen desorpcije jona metala ne doprinosi ukupnom antimikrobnom
dejstvu metalom aktiviranih sorbenata. Upravo iz tog razloga (slabo izrazene desorpcije), kod
CUu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z aktiviranih sorbenata nisu radene odvojene mikrobioloske
analize za Cu®*- i Zn’- jone u vodenoj fazi. Ukupno antimikrobno desjtvo Cu®*- i zZn® -
aktiviranih sorbenata, sa zanemaljivo izrazenom desorpcijom, posmatra se kao aktivnost jona
metala imobilisanih na aktivnoj povrSini sorbenta (jona u ¢vrstoj fazi). Rezultati antimikrobne
aktivnosti Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z aktiviranih sorbenata, nakon 15 min kontakta sa

mikrobnom kulturom prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Antimikrobna aktivnost Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z aktiviranih sorbenata, nakon

15 min kontakta sa mikrobnom kulturom

E. coli S. aureus C. albicans
Uzorak
CFU/mL R (%) CFU/mL R (%) CFU/mL R (%)

Kontrolni 3,98 x 10° 6,00 x 10° 2,20 x10°

GAC
Cu/GAC  7,00x10° 9824+0,2 3,00x10° 50,00+0,3 1,48 x 10° 32,73+0,3
Zn/GAC  450x10* 8869+0,1 5,80 x10° 3,33+04 1,34 x 10° 39,09 + 0,2
Kontrolni 3,83 x 10° 5,40 x 10° 2,78 x 10°

CLI

Cu/z 0,00 100,00+ 0,2 2,20x10° 59,26 +0,2 1,55 x 10° 4424 + 0,4

ZnlZ 9,10 x 10* 76,24+0,3 5,10 x 10° 5,56 + 0,5 1,84 x 10° 33,81+0,3

Antimikrobna aktivnost Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z sorbenata testirana je na
uzorcima nakon 24 h procesa aktivacije, sa najve¢om koli¢inom adsorbovanih Cu®*- i Zn**- jona
na testiranim materijalima. VVreme kontakta mikroorganizama sa metal-aktiviranim sorbentima

bilo je 15 min kako bi se minimizirao uticaj desorpcije Cu?*- i Zn**- jona u rastvoru mikrobne
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kulture. U cilju stimulisanja maksimalnog inhibitornog dejstva aktiviranih sorbenata na bakterije
i plesan, eksperimenti su izvedeni na dnevnoj svetlosti. U prethodnim istrazivanjima dokazano je
da kod antimikrobnih testova Cu?*- i Zn*- aktiviranih sorbenata dolazi do poveéavanja

uklanjanja mikrobnih ¢elija usled prisustva svetlosti [93].

Kada se analiziraju antimikrobni rezultati aktiviranih sorbenata, prikazanih u Tabeli 9,
redukcija mikrobnih ¢elija za Cu®*'- aktivirane sorbente imala je slede¢i rastuéi poredak: C.
albicans, S. aureus i E. coli, dok su za Zn**- aktivirane uzorke, najotpornije ¢elije S. aureus, C.
albicans 1 najposle E. coli. Najveéi stepen uklanjanja nakon 15 min kontakta sa
mikroorganizmima dobijen je za Cu/Z i Cu/GAC sorbente prema ¢elijama E. coli, u vrednostima
100,0 i 98,24 %, respektivno, dok je za Zn/GAC i Zn/Z, uklanjanje Celija dostiglo vrednosti od
88,69 i 76,24 %, respektivno. Kada su Cu/GAC i Cu/Z sorbenti bili u kontaktu sa S. aureus,
rezultati su pokazali umerenu inhibiciju (50,0 i 59,26 %, respektivno), dok je za Zn/GAC i Zn/Z,
redukcija celija bila minimalna (3,33 i 556 %, respektivno). Najravnomernije uklanjanje
mikrobnih ¢éelija postignuto je za plesan C. albicans, sa vrednostima u opsegu od 32,73 do 44,24
% za Cu/GAC i Cu/Z sorbente, respektivno.

Kada se uporede rezultati antimikrobnih testova Cu®*- i Zn**- modifikovanih materijala,
najefikasnije uklanjanje mikrobnih éelija dobijeno je za Cu®*- aktivirane sorbente (sa izuzetkom
Cu/GAC dejstva na C. albicans). Ovo je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima gde su celije
E. coli i S. aureus pokazale vec¢u osetljivost prema bakru, u poredenju sa cinkom, naro€ito prema
Cu®*- jonima [33,38,42,38,93]. Santo je sa saradnicima ispitao antimikrobnu aktivnost
elementarnog bakra [72]. U ovom istrazivanju, Cu/GAC modifikovani materijal sa elementarnim
bakrom (Cu®) adsorbovanim na povrsini sorbenta i malom koli¢inom bakra u jonskom obliku
(Cu?"), pokazao se kao veoma dobar nosa¢ za uklanjanje bakterije E. coli. Hu i koautori pokazali
su da je antimikrobno dejstvo bakrom modifikovanog montmorilonita u vecoj meri zavisilo od
prisustva Cu?*- jona u &vrstoj fazi, nego od desorbovanih Cu®*- jona. Objasnjenje antimikrobne
aktivnosti je usko vezano za povriinska svojstva ispitivanog materijala gde je gustina Cu®*- jona
rasporedenih na mineralnoj povrsini bila mnogo veca nego koncentracija Cu?*- jona oslobodenih

u mikrobnom rastvoru [106].
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Nizak stepen inhibicije Zn/GAC i Zn/Z sorbenata prema ¢elijama S. aureus moze se
objasniti malim sorpcionim kapacitetima testiranih materijala prema Zn®*- jonima adsorbovanim
na povrsini sorbenta. Pretpostavlja se da zink, kao esencijalni element, kada je prisutan u niskim
koncentracijama moze da stimuliSe rast bakterijskih éelija [42]. Celije mikroorganizama imaju
specificne mehanizme zaStite kada su izlozene dejstvu hemijskog agensa. Osetljivost razlicitih
bakteriija prema Cu®*- i Zn®*- jonima je ispitana u ranijim studijama [137]. U ovom istraZivanju,
inhibitorno dejstvo svih aktiviranih Cu/GAC, Zn/GAC, Cu/Z i Zn/Z sorbenata prema ¢elijama C.
albicans pokazalo se kao nedovoljno efikasno. Sli¢ni rezutati antimikrobnih testova prema

éelijama plesni dobijeni su za GAC i Z sorbente aktivirane sa Ag'- jonima [66].

Kada se analizira inhibitorno dejstvo GAC i Z sorbenata aktiviranih sa Cu®*- i Zn*'-
jonima, zakljuCuje se da je klinoptilolit najefikasniji antimikrobni materijal. Najveéi stepen
inhibicije, za sve testirane mikrobne kulture, dobijen je za Cu/Z aktivirani sorbent. Kao $to je
dokazano i kod mikrobioloskih analiza Ag’- aktiviraninh sorbenata, razlog -efikasnog
antimikrobnog dejstva ne lezi u sorpcionom kapacitetu materijala prema izabranom jonu metala
(klinoptilolit je imao najmanju vrednost sorpcionog kapaciteta za Cu®* - jone, u poredenju sa
svim drugim metal-sorbent kombinacijama, pokazanim u Tabeli 6). Priroda materijala, odnosno
povriinska svojstva u velikoj meri su uticala na raspodelu Cu?*- jona po povrsini Cu/Z sorbenta i
njihovu biodostupnost ¢elijama mikrobnih kultura. U prethodnim studijama, pokazano je da
povecanje koli¢ine adsorbovanog bakra na povrSini zeolita nije rezultovalo znacajnom
promenom u antimikrobnoj aktivnosti modifikovanog materijala [93]. Antimikrobna aktivnost
Cu/Z sorbenta uslovljena je prisustvom Cu?*- jona koji su inkorporirani unutar zeolitne strukture
i dispegovani na povr$ini materijala. Ova cinjenica dokazuje da strukturne karakteristike

metalom aktiviranih sorbenata imaju veliki uticaj na njihovu antimikrobnu aktivnost.

Na osnovu rezultata mikrobioloskih testova dobijenih u ovom istrazivanju, zakljucuje se
da ukupno antimikrobno dejstvo metalom aktiviranih sorbenata ne zavisi samo od prisustva i
koli¢ine metalnih jona (jona u ¢vrstoj fazi) kao hemijskih agenasa, ve¢ i od povrSinskih svojstava

ispitivanog uzorka.
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5. Testiranje mineralne sirovine za antimikrobnu aktivnost

5.1 Mineralne sirovine kao sorpcioni materijali

Mineralne sirovine mogu da se koriste kao sorpcioni materijali, u prirodnom ili u
modifikovanom obliku. Sadrzaj teSkih metala u mineralima predstavlja najée$¢e ogranicenje
0voj primeni. PreciS¢avanje minerala pre prakti¢ne upotrebe zahteva poznavanje prirode
materijala, kao i primenu odgovarajuc¢ih analiti¢kih postupaka. Cilj ovog dela istrazivanja bio je
upravo preciS¢avanje heterogenog mineralnog uzorka sa povecanim sadrzajem olova, a
ispitivana je moguénost primene u sorpcionim eksperimentima. U eksperimentalnom delu od
posebne vaznosti je analiza procesa desorpcije i tumacenje mehanizma otpustanja jona metala.
Prec¢iS¢eni materijal, sa smanjenim sadrzajem olova i drugih teSkih metala, antimikrobno je

testiran na E. coli, S. aureus i C. albicans.

5.2 Priprema materijala i karakterizacija

Prirodni, sirovi mineralni uzorak, poreklom iz Centralne Bosne i Hercegovine, svetlo sive
boje, Sljunkovit i delimi¢no peskovit, sa veli¢inom cestica od 0,5-2,0 mm, moze se opisati kao
heterogeni uzorak. lzgled ispitivanog materijala prikazan je na Slici 37. Materijal je
homogenizovan pomocu avana i tucka, ispran dejonizovanom vodom, susen 2 h na 105 °C, a

potom odlozen u deksikator do dalje analiticke upotrebe.

Slika 37. 1zgled heterogenog mineralnog uzorka

97



Strukturna svojstva realnog uzorka heterogene mineralne smese ispitana su pomo¢u XRD
tehnike i y- spektrometrije. XRD analiza omogu¢ila je utvrdivanje kristalne strukture uzorka
(sadrzaja pojedinacnih komponenti), dok je y- spektrometrijom proveren sadrzaj prirodnih
radionuklida. Uzorak je iskopan na lokalitetu u blizini nalazista uglja, gde je poznato da se javlja
poviSen sadrzaj prirodnih radionuklida. Elementarnom hemijskom analizom odreden je sadrzaj

mikro (izrazen u mg/kg) i makro (izrazen u %) elemenata u prirodnom mineralu.

Strukturna analiza mineralne smese izvrSena je merenjem difrakcije X zraka na ENRAF
NONIUS FR590 (Bruker AXS, MA, USA) XRD instrumentu sa Vario 1 monohromatorom
(Cukal radiation, A=1,54059 A). Podaci su prikupljeni u rasponu 26 ugla od 5 do 50°, sa
korakom od 0,05°. Difraktogram prirodnih uzoraka poreden je sa standardima u prahu (PDF2),
gde su koris¢ene referentne kartice za silikate (70-1859, 72-1386, 78-1254, 82-1572, 80-2157) i
kalcit (89-1305).

Merenje radioaktivnosti izvrSeno je na ORTEC-AMETEK (PA, USA) HPGe v-
rendgenskom spektrometru (relativne efikasnoti 49 % i 1, 85 keV FWHM za ®°Co na 1,33 MeV,
8192 kanala) sa olovnim S$titom debljine 10 cm i unutraSnjom bakarnom folijom debljine 2 mm.
Aktivnost svakog uzorka merena je na 60 000 s. Aktivnost *°Ra procenjena je sa 609,3 keV y-
rendgenskim pikom ?**Bi i 351,9 keV y- rendgenskim pikom #*Pb. Za odredivanje aktivnosti
232Th koriséene su 911,2 i 969,1 keV y-linije emitovane od *Ac i 238,6 keV pikovi emitovani
od *?Pb. Aktivnost “°K odredena je preko 1460,8 keV y- rendgenske linije. Spektralne linije su

obradene u Gamma Vision 32 softveru.

Za odredivanje sadrzaja elemenata iz prirodnog uzorka, odnosno za pripremu ¢vrstih
uzoraka za spektroskopsku analizu, koris¢en je postupak mikrotalasne digestije (tip uredaja: MW
CEM MARS 5 system). Cvrsti uzorak mase 0,5 g razoren je koristeéi ekstrakcioni rastvor: 6,0 mL
HNO3, 4,0 mL HCI i 2,0 mL HF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Mikrotalasno zagrevanje
uspostavljeno je na sledeé¢i nacin: 15 min podizanjem pritiska do 250 psi, a potom 15 min
odrzavanjem postignutih radnih uslova. Nakon postupka digestije, te¢nost (meSavina koriS¢enih
kiselina i izluzenih jona metala) je dekantovana od ostatka ¢vrstog uzorka u centrifugalne kivete.

Centrifugiranjem na 1200 obrtaja min™ (tip uredaja: IE Centra C13, Thermo Scientific) u trajanju
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od 5 min postignuto je razdvajanje faza. Koncentracija jona metala u supernatantu odredena je
koris¢enjen ICP-OES tehnike.

5.3. Sekvencijalna ekstrakcija
5.3.1 Ekstrakcioni rastvori

U postupku sekvencijalne ekstrakcije koris¢eni su slede¢i 0,1 M rastvori:

1. Siréetne kiseline, CH;COOH (HOAC),
2. Etildiaminotetrasir¢etne kiseline (EDTA) i
3. EDTA sa acetatnim puferom (NaOAc—HOACc), EDTA/NaOAc—HOAC.

U svim eksperimentima kori$¢ena je je dejonizovana voda otpornosti ispod 18 MQ cm.
(Millipore Milli-Q system). Trokomponentni ekstrakcioni rastvor 0,1 M EDTA/NaOAc-HOAc
(pH 3,5) prepremljen je tako $to je 0,2 M EDTA pomesan sa 0,01 M NaOAc—HOAc (pH 3,0) u

zapreminskom odnosu 1:1.

EDTA ili komplekson II1 (KI1II) je aminopolikarboksilna kiselina i predstavlja jedan od
najéeS¢e koriS¢enih reagenasa u analitickoj hemiji. Oznacava se hemijskom formulom
C10H1608N; i predstavlja slabu cetvorobaznu kiselinu. Naziv EDTA se koristi i za slobodnu
kiselinu i za njene soli, odnosno za anjonske oblike kiseline. Struktura molekula EDTA
prikazana je na Slici 38. Iz strukture se uofava da protoni na atomima azota poticu iz
karboksilnih grupa. Prilikom prve i druge disocijacije dolazi do otpuStanja protona sa preostale
dve karboksilne grupe, a prilikom trece i Cetvrte disocijacije dolazi do otpuStanja protona sa
atoma azota. Usled niske rastvorljivosti u ¢istoj vodi, dinatrijum oblik soli EDTA

(NazH,Y-2H,0) se najéesce koristi u analitickim procedurama.
Reakcija metal-EDTA kompleksiranja moze se prikazati slede¢om reakcijom (3):
M?* + H,YE & MY? + 2H* (3)

gde M?* simbolizuje jone teskog metala (u ovom sludaju olova), a H,Y? predstavlja
helatni agens [138]. Potpuno deprotonovani oblik EDTA (diacetatni oblik anjona) vezuje jon

metala u kompleks M—EDTA. Ovaj oblik je dominantan u opsegu pH vrednosti od 3,0 do 6,0.
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Vrednosti pK konstante za M—EDTA komplekse (ha temperaturi od 20 °C, za 0,1 M EDTA) su
sledeée: 13,80, 14,30, 16,30, 16,50, 16,70, 18,00, 18,60, 18,80 i 25,1 za Mn**-, Fe**-, AI**-,
Co?*-, Zn*-, Pb*-, Ni*-, Cu**- i Fe*- jone, respektivno [139,140]. Formiranje Pb—EDTA
kompleksa je favorizovano u odnosu na druge katjone, izuzev u konkurenciji sa Ni**-, Cu®*- i
Fe**- jonima. Optimalna pH vrednost za EDTA kompleksiranje olova je u opsegu 3,0 < pH <
6,0, $to je vazno S obzirom da se Fe~EDTA formira u opsegu 6,5 < pH < 8,0. Medutim, ukoliko
su prisutni Ni%*- i Cu®**- joni, obrazuju se veoma stabilni M—EDTA kompleksi ovih jona unutar
svih pH vrednosti.

Vazni analiticki uslovi za formiranje stabilnih M—EDTA kompleksa su: i) dovoljna
koli¢ina reagensa (da bi se osigurala nepovratnost reakcije kompleksiranja), ii) precizno
odredena stehiometrija (jedan EDTA molekul vezuje jedan jon metala), i iii) selektivnost
reakcije u kontrolisanim pH uslovima (kako bi se izbegle sporedne reakcije). Kod procesa
desorpcije, bilo kakvo povecéanje koncentracije H'- jona moZe uzrokovati razgradnju M—EDTA
kompleksa. U kiselim uslovima, M—EDTA kompleks tezi razgradnji povecavajuci koncentraciju
katjona (posledica povratne desorpcije). Na pH vrednostima iznad 7,5 veliki procenat jona olova
(oko 80%) tezi precipitaciji, odnosno formiraju se hidroksidni oblici olova. Precipitacijom,
odnosno smanjenjem koncentracije Pb?*- jona u rastvoru, smanjuje se i moguénost formiranja
Pb—EDTA kompleksa [62].
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Slika 38. Struktura molekula EDTA
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5.3.2 Eksperimentalna procedura

Za smanjenje sadrzaja olova u ispitivanom uzorku koris¢en je postupak sekvencijalne
ekstrakcije (SE), odnosno vrSeno je izluzivanje olova primenom ekstrakcije u vise koraka.
Postupak ekstrakcije ispitan je u Sarznom sistemu u staklenim peharima od 100 mL. Pre
upotrebe, uzorci su isprani dejonizovanom vodom kako bi se uklonile ¢estice prasine, a potom
suseni 2 h na 105 °C. Masa sirovog uzorka koriS¢enog za analizu bila je 2,5 g. Odnos mase
uzorka i zapremine ekstrakcionog rastvora iznosio je 1:10 i 1:20. Proces ekstrakcije je stimulisan
magnetnim meSanjem na 170—-200 obrtaja min™ (tip uredaja: MTS basicC, Ika, Chelmsford, UK)
na sobnoj temperaturi od 22+1 °C, u trajanju od 2 h. Nakon zavrSene ekstrakcije, ¢vrsti uzorak i
rastvor su razdvojeni filtracijom preko standardnog laboratorijskog filter papira (MF-Millipore
membranski filter, promera 0.45 pm). Filtratni depoziti su suseni 2 h na 105 °C. Sadrzaj

ekstrahovanog olova odreden je u:

a) osuSenim filtratnim depozitima (nakon primene postupka kiselinske digestije) 1

b) u filtratima, kako bi se obezbedila vec¢a pouzdanost merenja.

Identi¢an postupak ponovljen je u 5 iteracija. Koncentracija jona metala olova odredena
je koris¢enjem ICP-OES tehnike. Svako merenje je radeno sa tri ponavljanja. Radna talasna
duzina za Pb2+-j0n iznosila je 220,353 nm, a detekcioni limit 0,01 mg/L. Analiti¢ka ta¢nost i
preciznost merenja potvrdena je koriS¢enjem referentnog materijala NIST 271l1a. Finalno

precisceni sorbent je dalje antimikrobno testiran na E. coli, S. aureus i C. albicans.
Efikasnost procesa ekstrakcije

Sadrzaj izluzenog metala u ekstrakcionom rastvoru nakon zavrSene SE, predstavlja
koli¢inu metala koja je ekstrahovana sa ¢vrstog mineralnog uzorka. Efikasnost procesa
ekstrakcije (E;) izraZena je u % i predstavlja odnos koli¢ine metala ekstrahovanog po jedinici
mase uzorka Qg (mg/kg) sa kolicinom metala koja je prisutna u prirodnom uzorku, izraZzena po 1

kg uzorka, g, (mg/kg). E, se racuna prema sledecoj jednacini (8):

E; = Qd 149 (%) (8)
Ja
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Vrednost Qg (mg/kg) se rauna prema jednacini (9):

C
Q4 =-2vy
m (9)

gde je cq (mg/L) koncentracija jona metala u te¢noj fazi odredena u ekstrakcionom
rastvoru na kraju procesa ekstrakcije, V4 (L) je zapremina ekstrakcionog rastvora i m je masa

uzorka.

5.4 Adsorpcioni eksperiment

Serija adsorpcionih eksperimenata izvrSena je kako bi se uporedio sorpcioni kapacitet
prirodnog i tretiranih uzoraka, prec¢is¢enih sa HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc—HOAC reagensima
u postupku SE. Strandardni rastvori: Cd(Il), Cr(1l), Cu(ll), Ni(ll), Pb(1l) i Zn (1), koncentracije
10,0 mg/L pripremljeni su rastvaranjem pojedina¢nih standarda za svaki jon metala (Merck,
Germany) u ultra Cistoj vodi. Adsorpcioni eksperimenti su izvedeni prema sledecoj proceduri:
0,25 g ¢vrstog uzorka pomesan je sa 50,0 mL standardnog rastvora metala. Sorpcioni kapacitet
materijala za svaki jon metala odreden je u pojedinaénom jednokomponentnom SarZznom
procesu. Proces adsorpcije izvrsen je u kiseloj sredini (pH 5,5), pri kojoj je adsorpcija ograni¢ena
na dvovalentne jone metala. MeSanje suspenzije uzorka i standardnog rastvora jona metala bilo
je podstaknuto ultrazvuénim talasima (tip uredaja: Euromax ultrasonic cleaner) na 37 °C, kako
bi se obezbedila bolja kavitacija uzorka. Nakon 45 min, izvrSena je filtracija uzoraka i izmerena

je preostala koncentracija jona metala u standardnom rastvoru koriste¢i ICP-OES tehniku.
Sorpcioni kapacitet

Odredivanje vrednosti sorpcionog kapaciteta prikazano je u potpoglavlju 2.3.1.3

(jednacina 2).

5.5 pH vrednost i provodljivost

Promena pH vrednosti i provodljivosti tokom procesa SE je veoma znacajna za
tumacenje mehanizma procesa desorpcije. pH vrednost i provodljivost svakog ekstrakcionog
reagensa (pHe) i ravnotezne suspenzije (pHs), mereni su sa multiparametarskim instrumentom

WTW Multi340i/Set, Weilheim, Germany.
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5.6 Antimikrobni testovi

Ispitivani mineralni uzorak, nakon procesa precis¢avanja, antimikrobno je testiran na

¢elije E. Coli, S. aureus i C.albicans. Postupak mikrobioloske analize opisan je u poglavlju 3.6.

5.7 Rezultati i diskusija
5.7.1 Karakterizacija prirodnog materijala

XRD difrakciona analiza pokazala je da mineroloski sastav uzorka ¢ini: 40 % kvarca,
SiOz, 31 % kalcita, Mgoyoeca(),gsCO:g, 23 % klinoptilolita Ca3,168i36072H2021,80, i nefelin kOjl se

smatra nec¢isto¢om.

Radiohemijska analiza potvrdila je da uzorak sadrzi prirodne radionuklide “°K, ***Th i
226Ra, u slede¢im koncentracijama: 542+60, 32+6 i 30+8 Bq/kg, respektivno. Koncentracija

radioaktivnog izotopa cezijuma =*'Csbila je ispod 1 Ba/kg.

Koncentracija olova u prirodnom mineralnom uzorku, pre i nakon procesa precis¢avanja,
odredena je pomoc¢u ICP-OES tehnike. Sadrzaj olova u heterogenoj mineralnoj smesi iznosio je
58,20 mg/kg.

5.7.2 Sekvencijalna ekstrakcija

Rezultati SE sa HOAc, EDTA i EDTA/NacAC—HOACc ekstrakcionim rastvorima, 0,1M

koncentracije (Cer), nakon 5 uzastopnih koraka ekstrakcije, prikazani su u Tabeli 10.

Tabela 10. Rezultati SE sa HOAc, EDTA and EDTA/NaOAc—HOACc ekstrakcionim rastvorima

CH3;COOH EDTA EDTA/NaOAc-HOAc
Korak Cel’v qav Qd1 an Cer: qa1 le Eax Cer: qav le Eav
M mg/kg mglkg % M mg/kg mg/kg % M mg/kg mg/kg %

1 0,10 58,20 7,22 124 0,10 58,20 5,82 10,0 0,10 58,20 150 259

2 0,10 50,98 2,24 4,40 0,10 52,38 2,25 430 0,10 43,13 729 169
3 0,10 48,74 1,27 2,60 0,10 50,13 205 410 0,10 35,84 426 119
4 0,10 47,47 0,95 2,00 0,10 48,08 1,35 2,80 0,10 31,58 1,74 550
5 0,10 46,52 <LOD / 0,10 45,28 0,86 1,90 0,10 29,84 1,13 3,80
Y 46,52 11,7 201 45,28 12,3 21,2 29,84 29,5 50,8

103




Efikasnost postupka preciS¢avanja mineralnog uzorka koris¢enjem HOAc i EDTA
iznosila je oko 20 i 21 %, respektivno. Kada se uporede pojedinacni koraci preci$¢avanja, uo¢ava
se velika sli¢nost u trendu efikasnosti kod ova dva ekstraktanta. Medutim, EDTA u puferskom
rastvoru (EDTA/NaOAc—HOAC) pokazao se kao najefikasnije ekstrakciono sredstvo. Preko 50
% olova ekstrahovano je u postupku sekvencijalne ekstrakcije pomo¢u EDTA/NaOAc—HOAC.
Nakon samo prvog koraka ekstrakcije izluzeno je vise od 25 % metala, $to je vise od ukupne

efikasnosti precis¢avanja sa HOAC i EDTA reagensom nakon 5 uzastopnih koraka.

Izbor ekstrakcionog rastvora zavisi od brojnih faktora, kao Sto su: hemijsko i fizicko
ponasanje metala koji se ekstrahuje, selektivnost, cena kostanja reagensa, kao i mogucnost
njegove regeneracije. Upotreba organskih reagenasa u analitickoj hemiji od posebnog je znacaja
za razumevanje sorpciono-desorpcionim procesa i njihovih mehanizama. Brojne studije su
ukazale na sposobnost organskih molekula da promenom povrSinskih svojstava materijala
povecaju i sorpcioni afinitet, kako prema katjonima [141], tako i prema anjonima [142].
Koriste¢i HOAc i EDTA reagense kao ekstraktante u postupku SE, joni izrazito slabe energije
veze (OAC -i Y? - joni) su adsorbovani na mineralu poveéavajuci net negativno naelektrisanje
povrsine sorbenta (kao anjonski surfaktanti). Na ovaj nacin, omogucéena je sorpcija jona metala
(katjona) 1 podstaknuto je formiranje povrSinsko-katjonskih kopleksa. Odgovaraju¢i izbor
hemijskog reagensa za proces preci§¢avanja prirodnog mineralnog uzorka je dalje ispitan sa

aspekta sorpcionog kapaciteta.

5.7.3 Sorpcioni kapaciteti pre¢is¢enih uzoraka

Primenjeni postupak preciS€avanja ima dve prednosti: smanjenje sadrzaja olova u
nativnom uzorku i povecanje sorpcionog kapaciteta. Serija adsorpcionih eksperimenata izvedena
je kako bi se uporedili sorpcioni kapaciteti prirodnoh uzorka sa uzorcima podvrgnutim SE,
koriste¢i razlicite ekstrakcione medijume. Promena sorpcionih kapaciteta preciS¢enih materijala,

primenom HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc—HOAC reagenasa, prikazana je u Tabeli 11.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 11, sorpcioni kapacitet uzoraka precisé¢enih sa
EDTA i EDTA/NaOAc—HOAc rastvorom, povecao se za 6, odnosno 12 9%, respektivno.
Minimalno smanjenje sorpcionog kapaciteta precis¢enog uzorka (manje od 2 %) primeceno je

kod uzorka koji je tretiran sa HOAc. Redosled sorpcionog afiniteta prema pojedina¢nim jonima
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bio je isti za sva tri postupka pre¢i§¢avanja: Cu®* > Pb?* > Cd** > Cr®* ~ Zn** > Ni**. Poveéanje
sorpcionog kapaciteta posledica je promena povrSinskih svojstava, kao i mineralne strukture

materijala.

Tabela 11. Koncentracija metala u standardnom rastvoru pre i posle procesa adsorpcije i

sorpcioni kapaciteti sirovih i pre¢isé¢enih uzoraka

Element Sadrzaj jona metala u standardnom rastvoru, mg/L Sorpcioni kapacitet, mg/g

Posle sorpcije

Standardni  Sirovi Preciséeni uzorak Sirovi PreciSéeni uzorak
rastvor uzorak uzorak
EDTA/ EDTA/
HOAc EDTA NaOAc- HOAc EDTA NaOAc-

HOACc HOACc
Cd 10,4 1,22 1,47 0,74 0,13 1,84 1,79 1,94 2,06
Cr 9,87 1,43 1,53 0,48 0,21 1,69 1,67 1,88 1,93
Cu 9,74 0,97 1,24 0,62 0,09 1,75 1,70 1,82 1,93
Ni 9,93 1,72 1,98 1,06 0,54 1,64 1,59 1,77 1,88
Pb 10,8 1,15 1,33 0,74 0,04 1,93 1,89 2,01 2,15
Zn 10,6 1,27 0,97 0,68 0,38 1,86 1,92 1,98 2,06

Promene u povrSinskim, a samim tim i sorpcionim Svojstvima materijala, mogu se
objasniti preko reakcija sa funkcionalnim grupama prisutnim u ekstraktantima. Reakcija koja se
odvija na mineralnoj povrsini je reakcija H*- jona iz COOH grupa. Hidronijum joni koji su
adsorbovani na povr$ini materijala, lako se izmenjuju sa jonima metala [143]. Ako su u rastvoru

prisutni joni metala (M?"), odvija se proces jonske izmene prema slede¢oj reakciji (4):
nR-COOH + M* « (R-CO0"),M*" + nH* (4)

Modifikovani oblici sorbenata, u zavisnosti od prisustva funkcionalnih grupa, uglavnom
imaju vece vrednosti sorpcionih kapaciteta. Funkcionalne grupe, poput: —OH, —Cl i —COONa,
uspesno inkorporirane na povrsini alumosilikata, uticu na povecanje efikasnosti sorpcije jona
metala iz vodenih rastvora [144]. U prethodnim studijama pokazano je da se uvodenjem
funkcionalnih povrsinskih grupa, poput: —NH,;, —COOH, —SH i —CS; postize povecanje
sorpcionog kapaciteta mineralnih uzoraka [145]. Moguce objaSnjenje za smanjenje sorpcionog

kapaciteta kod mineralnog uzorka koji je preciS¢en sa HOAc, odnosi se na degradaciju
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karbonatne komponente smeSe uzrokovane dejstvom acetatnih anjona. Promena strukturnog

integriteta uzorka potvrdena je XRD analizom.

Acetatni anjoni mogu da formiraju unutra$nji metal kompleks (eng. inner-metal complex)
u strukturi minerala. Ovaj mehanizam je ve¢ objaSnjen u istrazivanju koje su sproveli Stathi i
saradnici [145]. Utiskivanjem organskih komponenti u mineralnu strukturu, poveéava se prostor
unutar slojeva i omogucava se laksi pristup M?*- i M(OH)*- jonima do organskih komponenti.
Jake energije veza M(OH)'- jona sa organskim komponentama doprinose dodatnoj adsorpciji
jona metala [145] i povecanju sorpcionog kapaciteta. Takode je istrazeno da se meduslojni
prostor povecava sa povecanjem broja alkil funkcionalnih grupa, odnosno poveéanjem duzine
alkilamin lanca [146]. Efikasnija adsopcija jona metala kod mineralnog uzorka precis¢enog sa

organskim ekstraktantima, moZe se tumaciti kao posledica komplekson-povrSinske modifikacije.

Neznatno povecanje vrednosti sorpcionog kapaciteta kod mineralnog uzorka koji je
precis¢en sa EDTA (6 %) i EDTA/NaOAc-HOAC (12 %), moZe se objasniti veli¢inom EDTA
molekula. Veliki Pb—EDTA kompleksi, koji se stvaraju u procesu pre¢iS¢avanja uzorka,
adsorbuju se i1 pokrivaju mineralnu povrSinu, smanjuju broj aktivnih povrSinskih mesta i
sprecavaju utiskivanje jona metala u silikatnu strukturu [128]. Na ovaj nacin, proces adsorpcije
se odvija preko funkcionalnih grupa na mineralnoj povrsini, koje formiraju metal-ligand
spoljasnji kompleks. Dokazano je da modifikacija mineralnih sirovina i sorpcione karakteristike
materijala zavise od stepena adsorpcije surfaktanata na samoj povrsini minerala [32], kao i od

gustine pakovanja Cestica u ekstrakcionim medijumima [147].

5.7.4 Mehanizam procesa ekstrakcije

U eksperimentalnom delu ovog dela istrazivanja od posebne vaznosti je tumacenje
mehanizma otpusStanja jona metala sa povrSine uzorka. Uticaj Kiselosti sredine i prisustva
razli¢itih jona u ekstrakcionom rastvoru ispitan je u cilju boljeg razumevanja procesa ekstrakcije.
Promena pH vrednosti i provodljivosti ravnotezne suspenzije, nakon svakog pojedina¢nog
koraka ekstrakcije, ukazuje na dominantne reakcije kod SE, odnosno na mehanizam otpustanja

Pb®*- jona sa mineralne povrsine.
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Promena provodljivosti

Vrednost elektricne provodljivosti rastvora odredena je prisustvom nosioca naelektrisanja
(elektrona ili jona) u analiziranom medijumu. Promena provodljivosti suspenzije ukazuje na
promenu jonske jacine (fizi¢ki ili hemijski adsorbovanih/desorbovanih jona sa mineralne
povrsine), dok je relativno konstantna provodljivost odraz jonske izmene ili kombinovanog

mehanizma jonske izmene i prirodne desorpcije [109].

Na Slici 39 prikazana je promena pH vrednosti i provodljivosti ravnotezne suspenzije U
procesu SE za primenjene reagense: HOAc, EDTA i EDTA/NaoAC—HOAC.
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Slika 39. Promena provodljivosti (a) i pH vrednosti suspenzije (b) tokom procesa SE

Kada je uzorak tretiran sa HOAC reagensom, zabeleZene su znacajne promene elektri¢ne
provodljivosti.Kada je proces jonske izmene dominantan hemizam, svaki jon iz ekstrakcionog
medijuma (u ovom slu¢aju H'-i OAC - jon) je zamenjen sa jonom (iste valence i naelektrisanja)
oslobodenim sa povrSine ¢vrstog uzorka i ne dolazi do promene jonske jacine. Uprkos tome,
fizicka adsorpcija i /ili prirodna desorpcija nije uslovljena sa nekom drugom jonskom vrstom
prisutnom u vodenom rastvoru. Odigravanje ovih spontanih reakcija moze da se manifestuje
promenom elektriéne provodljivosti. Mehanizam procesa SE, koris¢enjem HOAC reagensa,

odreden je prirodnom adsorpcijom/desorpcijom jona sa povrSine mineralnog uzorka.

Kada se uporede promene provodljivosti za EDTA i EDTA/NaOAc—HOAC suspenzije,
primetno je blago opadanje elektricne provodljvosti u oba slucaja. Ovo zapazanje navodi na

zaklju€ak da ne postoji znacajna promena u sadrzaju jonskih vrsta kod analiziranih suspenzija.
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Tokom procesa kompleksiranja, deprotonovani EDTA oslobada H*- jone u rastvor i pH vrednost
opada (kao S§to je prikazano na Slici 36b). U ovoj tacki, moZze se ocekivati povecanje
provodljivosti, kako su H* joni nosioci naelektrisanja, ali eksperimentalni rezultati pokazuju da
je provodljivost skoro konstantna. Objasnjenje ovog fenomena lezi u procesu kompleksiranja.
Cim se formiraju prvi M—EDTA kompleksi, smanjenje koncentracije jona metala dovodi do
smanjenog efekta hidrolize i sadrzaj H'- jona je takode smanjen. Konstantna vrednost
provodljivosti kod EDTA i EDTA/NaOAc—HOAC ekstrakcije rezulat je dva paralelna fenomena,

procesa kompleksiranja i jonske izmene.

Promena pH vrednosti

Prirodni silikati imaju net negativno povrsinsko naelektrisanje i izrazenu tendenciju da
povecéavaju pH vrednost rastvora u Kiselim do neutralnim sredinama [148]. Ovo se manifestuje u
povrsinskim svojstvima materijala kao posledica protonizacije povrSine (desorpcija OH - jona i
povecanje pH vrednosti). Prisustvo karbonatne frakcije u uzorku dodatno povecava pH vrednost

cele mineralne smese [149].

Tokom HOAC procesa ekstrakcije, pH vrednost suspenzije opada sa 4,5 do 2,8 usled
izmene H*- jona tokom procesa (kao $to je prikazano na Slici 39b. Smanjenje pH vrednosti je
rezultat desorbovanih H*- jona sa povrsine uzorka. Moguée objasnjenje je da je proces

adsorpcije/desorpcije povratan proces i da postoji ravnoteza, prikazana jedna¢inom (5):
HsoIidJr «> Hanr (5)

gde se Hag - joni poreklom sa acetil karboksilne grupe adsorbuju na mineralnu povrinu,
uzrokujuéu protonizaciju povrsine, dok se Hsoig'- joni oslobadaju sa supstrata. Ekstrahovano
olovo (u obliku Pb*, Pb—EDTA ili Pb(OH)") posledica je povriinske protonizacije (adsopcije
H*- jona) pri kojoj oslobljena kristalna resetka oslobada metal iz mineralne strukture. Promena
pH vrednosti suspenzije tokom procesa sekvencijalne ekstrakcije direktno je uslovljena
sadrzajem ekstrahovanog olova. Tokom prva 3 koraka ekstrakcije, zabelezena je najznacajnija
promena pH vrednosti jer se tada oslobodila najveéa koli¢ina metala. Efekat hidrolize Pb*- jona
bi takode mogao da uti¢e na smanjenje pH vrednosti, ali pri uslovima kiselosti (pH 7,0) koje nisu

znacajni za ovaj eksperiment.
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Kiselost suspenzije tokom HOAC ekstrakcije ima razlicit trend od promene pH vrednosti
kod EDTA ekstrakcije. Tokom prvog koraka, pH vrednost suspenzije raste kao posledica
povrsinske protonizacije i oslobadanja OH - jona. Poveéanje pH vrednosti suspenzije u uslovima
kisele do neutralne sredine (inicijalna pH je bila oko 4,5) je opSta karakteristika prirodnih
minerala. Tokom prvog ekstrakcionog koraka, olovo se intenzivno oslobadalo (u obliku Pb*'-
jona) usled povrsinske protonizacije i pH vrednost suspenzije se povecala sa 7,3 na 7,5. Tokom
druge iteracije, pH vrednost je opadala od 7,5 do 7,2 sto ukazuje da je dominantna reakcija
kompleksiranja, odnosno olovo je uklonjeno u obliku Pb—EDTA. Dodatno, usled smanjenja
koncentracije Pb®*- jona, efekat hidrolize je manje izraZen i pH vrednost suspenzije blago raste.

Konac¢no, pH vrednost opada do vrednosti 7,0 pri kojoj efekat hidrolize postaje dominantan.

Prilikom EDTA/NaOAc—HOAC procesa ekstrakcije, kiselost suspenzije je priblizno
konstanta tokom svih 5 uzastupnih iteracija. Kako je reakcija kompleksiranja osetljiva na
promenu pH vrednosti rastvora, potvrdeno je da je proces ekstrakcije pozeljno izvoditi u

prisustvu puferske smese (pri konstantnoj pH vrednosti).

5.7.6 Strukturna analiza precis¢enih uzoraka

Strukturna analiza mineralnog uzorka izvrSena je pre i nakon procesa sekvencijalne
ekstrakcije. Morfoloski profili prirodnog, kao i pre¢is¢enih uzoraka, tretiranih sa HOAc, EDTA i
EDTA/NaOAc—HOAC, prikazani su na Slici 37.

XRD analiza je pokazala razli¢it kristalitet i morfologiju prirodnog i precis¢enh uzoraka.
Najveca strukturna promena, u poredenju sa prirodnim uzorkom, zabelezena je kod uzorka koji
je precis¢en sa HOAc reagensom. Pod dejstvom acetatnih jona, koli¢ina kalcitne komponente
smese je smanjena, kao $to je pokazano na Slici 40. Usled gubitka kalcitne formacije, sorpcioni
kapacitet uzoraka pre¢is¢enih sa HOAc je smanjen. U prethodnim ispitivanjima mineralnih
uzoraka, potvrdeno je da je koli¢ina kalcitne komponente uticala na adsorpciju teSkih metala,

kako kod kalcitnih glina [57], tako i kod uzoraka crvenog mulja [149].
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Slika 40. Morfoloski profili prirodnog i prec¢is¢enih uzoraka, tretiranih sa HOAc, EDTA i
EDTA/NaOAc-HOAc

Kada je uzorak tretiran sa EDTA/NaOAc—HOAC, uocava se da je doSlo do promene
karbonatne komponente: smanjila se formacija (Mgo06Cao,96)(COs3), ali je formiran Na,COs.
XRD analiza preciS¢enog uzorka nije pokazala druge znacajnije promene, u odnosu na nativni
uzorak. Potvrdeno je da sorpcioni kapacitet zavisi od nac¢ina modifikacije i strukturnih promena
materijala. Efikasnost procesa adsorpcije teSkih metala svakako zavisi od fizi¢ko-hemijskih

svojstava materijala.
5.7.7 Antimikrobni testovi

Precisceni uzorci prirodne mineralne smese, tretirani sa HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc-
HOAC, podvrgnuti su mikrobioloskim analizama. Antimikrobni testovi radeni su u cilju provere
Sire primene povrSinski aktiviranih sorbenata kao potencijalnih antimikrobnih materijala.
Antimikrobno dejstvo HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc-HOAC preciséenih uzoraka, nakon 30 min

kontakta sa mikrobnom kulturom, prikazano je u Tabeli 12.
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Tabela 12. Antimikrobna aktivnost prec¢iS¢enih uzoraka, tretiranih sa HOAc, EDTA i
EDTA/NaOAc-HOAc, nakon 30 min kontakta sa mikrobnom kulturom

E. coli S. aureus C. albicans
Uzorak
CFU/mL R (%) CFU/mL R (%) CFU/mL R (%)

Kontrolni 4,20 x 10° 5,80 x 10° 9,30 x10°
(nativni)
Preci$éeni

HOAc 2,40 x 10° 42,86 +0,2 3,70 x 10° 36,21+ 0,2 8,20 x 10° 11,83+ 0,1

5 5 5
EDTA 1,50 x 10 64,29 + 0,1 3,10 x 10 46,55 + 0,3 8,30 x 10 10,75+ 0,2

EDTA/NaOAc- 1,20 x 10° 71,43+0,2 3,40 x 10° 41,38+ 0,3 7,10 x 10° 23,66 0,2
HOACc

Kada se analiziraju antimikrobni rezultati preciS¢enih uzoraka, prikazanih u Tabeli 12,
redukcija mikrobnih ¢elija za sve testirane uzorke imala je sledeéi rastu¢i poredak: C. albicans,
S. aureus i E. coli. Isti trend uklanjanja mikrobnih ¢éelija zapazen je i kod mikrobioloskih testova
Ag'-, Cu?* i Zn*'- aktiviranih materijala (potpoglavlje 4.5.1 i 4.5.2). Najveéi stepen uklanjanja
nakon 30 min kontakta sa mikroorganizmima dobijen je za EDTA/NaOAc-HOAC precisceni
uzorak prema c¢elijama E. coli, u vrednosti od 71,43 %. Kada se uporede EDTA i EDTA/NaOAc-
HOAC precisceni uzorci koji su bili u kontaktu sa S. aureus, rezultati su pokazali umerenu
inhibiciju: 46,55 i 41,38 %, respektivno. Za sve testirane mikrobne celije, uzorci pre¢isceni sa
HOAC pokazali su najmanje inhibitorno dejstvo. Najravnomernije uklanjanje mikrobnih ¢elija
postignuto je za plesan C. albicans, sa vrednostima od 10,75 i 11,83 %, za uzorke precis¢ene sa
EDTA i HOAC, respektivno.

U prethodnim istrazivanjima potvrdeno je inhibitorno dejstvo EDTA na C. albicans, kao i
primena ovog reagensa u medicinske svrhe [150]. Takode je dokazano efikasno antimikrobno
dejstvo EDTA prema celijama S. aureus i C. albicans, u klini¢kim ispitivanjima [151].
Uklanjanje ¢elije E. coli primenom EDTA pokazalo je umerenu efikasnost, odnosno izrazeno
bakteriostatsko dejstvo [152]. HOAC je poznata kao dobro antimikrobno sredstvo usled niske pH
vrednosti. Medutim, mnoge bakterije pokazale su se kao otporne na promenu Kiselosti sredine,

Cak 1 pri veoma niskim pH vrednostima [153]. Medu acido rezistentnim bakterijama, najvise je
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ispitivana E. coli [154,155], kod koje je pokazano da na pH 2,5 manja ¢elijsko naelektrisanje iz
negativnog u pozitivno [156]. Ovo se smatra jednim od razloga za mehanizam prezivljavanja u
kiselim uslovima, tzv. odgovor Kkiselinskoj toleranciji (eng. acid toleranse response). U
prethodnim istrazivanjima, ispitan je uticaj dodatka soli na inhibitorno dejstvo HAOc [157].
Pokazano je dodatak NaCl zna¢ajno smanjuje antibakterisko dejstvo HOAc na ¢elije E. Coli. U
predmetnom istrazivanju, EDTA reagens u kombinaciji sa acetatnim puferom (EDTA/NaOAc-

HOAC) pokazao se najefikasnije antimikrobno sredstvo, u poredenju sa EDTA i HOAc.

Upotreba antimikrobnih materijala u razli¢ite prakti¢ne svrhe uti¢e i na vreme kontakta
testiranih uzorka sa mikrobnih kulturama. Precis¢eni uzorci prirodne mineralne smese, tretirani
sa HOAc, EDTA i EDTA/NaoAC-HOAC, izlozeni su mikrobiolo$kim analizama sa duzim
kontaktnim vremenom. Antimikrobno dejstvo HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc-HOAC preciséenih

uzoraka, nakon 24 h kontakta sa mikrobnom kulturom, prikazano je u Tabeli 13.

Tabela 13. Antimikrobna aktivnost prec¢iS¢enih uzoraka, tretiranih sa HOAc, EDTA i
EDTA/NaOAc-HOAc, nakon 24 h kontakta sa mikrobnom kulturom.

E. coli S. aureus C. albicans
Uzorak
CFU/mL R (%) CFU/mL R (%) CFU/mL R (%)

Kontrolni 4,10 x 10° 5,50 x 10° 1,40 x10°
(nativni)
PreéiScéeni

HOAC 4,60 x 10 88,78 +0,1 3,00 x 10° 4545+ 0,2 7,20 x 10* 48,57 +0,2

3 5 4
EDTA 7,70 x 10 98,12 +0,1 2,70 x 10 50,91 + 0,1 6,00 x 10 57,14+ 0,2

EDTA/NaOAc- 4,20x10°  98,98+0,1 2,40 x 10° 56,36 + 0,2 1,00 x 10* 92,86+ 0,3
HOAc

Analiziraju¢i rezultate mikrobioloskih testova iz Tabele 13, zapaza se slede¢i opadajuci

trend inhibicije za sve preciS¢ene materijale prema mikrobnim ¢elijama: E. coli, C. albicans i S.
aureus. Inaktivacija celija E. coli, pokazala se kao efikasna za sve uzorke preciséene sa:
EDTA/NaOAc-HOAc, EDTA i HOAc reagensima, sa slede¢im vrednostima: 98,98, 98,12 i
88,78 %, respektivno. Umereni stepen inhibicije prema c¢elijama S. aureus, za redosled
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navedenih uzoraka, imao je slede¢e vrednosti: 56,36, 50,91 45,45 %, respektivno. Najvecu
promenu u antimikrobnoj aktivnosti testiranih materijala sa pove¢anjem kontaktnog vremena sa
mikrobnom kulturom, zabelezen je kod c¢elija C. albicans. Antimikrobno dejstvo prema C.
albicans sa kontaktom od 24 h, imalo je sledece vrednosti: 19,1; 20,9 i 24,5 % za uzorke
preciS¢ene sa EDTA/NaOAc-HOAc, EDTA i HOACc, respektivno. Najveéi stepen redukcije
mikrobnih ¢elija postignut u testovima sa EDTA/NaOAc-HOAC precis¢enim uzorkom Koji je

prethodno potvrden i kao najefikasniji sorpcioni materijal.

Testiranje uzoraka mineralne smese, precis¢enih sa HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc-
HOAC reagensima, pokazalo se kao efikasno u mikrobioloskin analizama. Promena povrSinskih
svojstava materijala, odnosno aktivacija povrSine sorbenta uvodenjem novim funkcionalnih
grupa, uslovila je ovakav efekat. Ovim eksperimentom je potvrdeno da se mineralne sirovine, u

svom prirodnom ili pre¢i§¢enom obliku, mogu koristiti i kao sorbenti i kao antimikrobni nosaci.

5.8 Efekat preciSéavanja antimikrobne mineralne smese

Desorpcija olova iz prirodnog mineralnog uzorka (meSavine kvarca, klinoptilolita i
kalcita) ispitana je sa aspekta preciS¢avanja i regeneracije prirodnog sorpcionog materijala.
Kori$¢eni su razli¢iti ekstrakcioni medijumi: HOAc, EDTA i EDTA/NaOAc—HOAC i primenjen
je postupak sekvencijalne ekstrakcije. Najefikasniji postupak pre€iSavanja postignut je
koris¢enjem  EDTA u rastvoru acetatnog pufera.  Sekvencijalna  ekstrakcija
EDTA/NaOAc—HOAc, u pet uzastopnih koraka (u trajanju od 2 h, pojedinac¢no), rezultovala je
smanjenjem sadrzaja olova za 50 %. Takode, koriste¢i trokomponentni ekstrakcioni rastvor,
sorpcioni kapacitet precis¢enog uzorka se povetao za 12 %. Materijal, preciS€en sa
EDTA/NaOAc—HOAC je potom antimikrobno testiran i pokazano je dobro inhibitorno dejstvo za
E. Coli, S. aureus i C.albican, nakon 24 h kontakta sa mikrobnom kulturom.

Olovo je ekstrahovano kao Pb(Il) u formi Pb—EDTA kompleks, u pH kontrolisanom
rastvoru acetatnog pufera. Merenje pH vrednosti i provodljivosti nakon svakog ekstrakcionog
koraka, pomogli su u razjasnjenju mehanizma procesa desorpcije. Konstanta pH vrednost, tokom
10 h eksperimenta, ukazuje na formiranje metal-ligand kompleksa, dok je neznatna promena
provodljivosti potvrda da su dominantne reakcije kompleksiranja i jonske izmene. Kada je

uzorak tretiran sa EDTA/NaOAc—HOAC, nisu zabelezene vece strukturne promene, izuzev u
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promeni karbonatnog sastava. Na osnovu dobijenih rezultata, proces desorpcije zavisi od prirode
koriS¢enih ekstraktanta, fizicko-hemijskih karakteristika testiranih materijala, kao i pH vrednosti

suspenzije.

Cilj ovog dela istrazivanja je desorpcija i odredivanje uslova koji uticu na sam proces.
Postupak SE pokazao se kao efikasan nacin za desorpciju jona metala u cilju precis¢avanja
materijala i njihove dalje upotrebe kao sorbenta i/ili antimikrobnog materijala. Pre¢is¢avanje
prirodnih minerala (silikata, kvarca i kalcita) kao jeftinih i Siroko rasprostranjenih sorbenata
potvrduju prednost koris¢enja ovog analitickog postupka i omogucavaju primenu materijala kako

u analiti¢ke, tako i U prakti¢ne svrhe.
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V ZAKLJUCAK

Voda, u zavisnosti od prirode i mesta nastajanja, sadrzi razlicite materije. Pri izboru
postupaka za uklanjanje zagaduju¢ih materija biraju se i primenjuju postupci visestruke
efikasnosti. Pored uklanjanja teSkih metala i organskih zagadujuc¢ih materija, impregnacija nekih
adsorpcionih materijala filmom metala, jedan je od naj¢eSce koriS¢enih postupaka za aktivnu
filtraciju i/ili antimikrobno prec¢is¢avanje vode. U mnogim istrazivanjima koriste se prirodno

dostupni i jeftini materijali koji se pre upotrebe moraju precistiti.

U ovom radu, ispitana je povrsinska modifikacija materijala aktiviranih jonima metala
koji se koriste u dezinfekciji vode. Kao hemijskih agensi koris¢eni su metali srebra, bakra i
cinka. Promena povrSine materijala i prisustvo razli¢itih funkcionalnih grupa omogucava
unapredenu primenu materijala. Ispitane su strukturne i povrSinske karakteristike prirodnih 1
modifikovanih materijala, odredena je kinetika i mehanizam procesa sorpcije i desorpcije.
Karakterizacija prirodnih i modifikovanih sorbenata izvrSena je koriS¢enjem rendgenske
difrakcione tehnike (XRD), rendgenske fotoelektronske spektroskopije (XPS) i1 skenirajuceg
elektronskog mikroskopa (SEM). Za odredivanje koncentracije jona metala kori$¢en je sistem
indukovano spregnute plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (ICP-OES) i masenom
spektrometrijom (ICP-MS). Pre i posle modifikacije analizirani su parametri, poput: pH
vrednost, provodljivost, kontaktno vreme, efekat prisustva funkcionalnih grupa i jonskih vrsta.
Pored sorpcionih karakteristika, ispitana su i antimikrobna svojstva modifikovanih materijala.
Inhibitorno dejstvo metalom aktiviranih sorbenata testirani su na razli¢itim kulturama: Gram-
negativnu bakteriju Escherichia coli (E. Coli), Gram-pozitivnu bakteriju Staphylococcus aureus
(S. Aureus) i plesan Candida albicans (C. Albicans). Analizirana je zavisnost aktiviranih

materijala 1 odredenih funkcionalnih grupa u odnosu na specificne mikrobne zajednice.

Cilj istrazivanja bio je razjasnjenje mehanizma antimikrobnog dejstva metalom
aktiviranih sorbenata kao posledice dejstva jona sa aktivne povrSine nosaca i dejstva jona koji
desorbuju u vodenu sredinu. Mehanizam antimikrobnog dejstva aktiviranih sorbenata ispitan je

primenom posebnih testova: dejstva Ag’'- jona adsorbovanih na ¢&vrstoj povrsini (joni na
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aktivnim povr§inskim mestima) i Ag'- jona desorbovanih sa aktivne povrsine sorbenta u vodenu
sredinu (hidratisani joni). Kontaktno vreme aktiviranog sorbenta i mikrobne kulture, u svim
testovima, bilo je ograni¢eno na 15 min, kako se bi se omogucio $to nizi stepen desorpcije. Na
ovaj nacin, uticaj jona sa ¢vrste faze je dominantan u odnosu na malu koncentraciju slobodnih
(desorbovanih) jona sa povrsine sorbenta. Najveci stepen uklanjaja mikrobnih ¢elija dobijen je za
Ag/Z protiv S. aureus i E. coli, 98,8 i 93,5 %, respektivno. Inaktivacija ¢elija plesni bila je
nezadovoljavajuéa za sve Ag -aktivirane sorbente. Rezultati ove studije ukazuju da proces
dezinfekcije znadajno zavisi od interakcija mikrobnih ¢elija i Ag'-aktivnih mesta na povrsini
modifikovanog sorbenta. Pored toga, priroda koris¢enog materijala (kristalna struktura i
morfologija materijala), u velikoj meri uticu na disperziju hemijskog agensa po povrSini

sorbenta, a samim tim i na biodostupnost antimikrobnog agensa.

Antimikrobni testovi aktiviranih sorbenata pokazali su da je, kod slabo izrazene
desorpcije, uticaj kristalnih jona na aktivnoj povrSini dominantan na ukupno antimikrobno
dejstvo. Kod Cu®*- i Zn®*-aktiviranih materijala, usled niskog stepena desorpcije, efekat
antimikrobne aktivnosti jona desorbovanih sa povrSine sorbenta moze se zanemariti. Najveci
stepen uklanjanja mikrobnih ¢elija zabelezen je kod Cu/Z i Cu/GAC za E. coli i iznosio je: 100,0
and 98,24 %, respektivno, nakon 15 min kontaktnog vremena. Inaktivacija ¢elija S. aureus i

plesni C. albicans bila je nezadovoljavajuéa kod svih sorbenata aktiviranih Cu®*- i Zn?*- jonima.

Pojedinac¢ni zakljucci Koji se mogu izdvojiti na osnovu dobijenih rezultata u istrazivanju

povrsinski Ag*- aktiviranih antimikrobnih materijala:

e ukupno antimikrobno dejstvo Ag’-aktiviranih sorbenata, posledica je
istovremenog dejstva jona imobilisanih na aktivnoj povrsini sorbenta i jona koji

desorbuju sa aktivne povrsine nosaca;

e antimikrobno dejstvo Ag’-aktiviranih sorbenata zavisi od izraZenosti procesa

desorpcije;

e velika koli¢ina adsorbovanog hemijskog agensa na modifikovanom sorbentu nije

preduslov za efikasno antimikrobno dejstvo srebrom aktiviranih sorbenata;
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e uticaj Ag*-jona u &vrstoj fazi: antimikrobna aktivnost Ag*- aktiviranih sorbenata
rasla je sa smanjenjem sadrzaja aktiviraju¢e supstance (hemijskog agensa) na

aktivnoj povrsini;

e uticaj Ag’-jona u vodenoj fazi: antimikrobna aktivnost Ag*- aktiviranih sorbenata
opadala je sa smanjenjem koncentracije desorbovanih Ag’- jona u vodenom

rastvoru;

e Ag/Z sorbent pokazao je najefikasnije inhibitorno dejstvo za sve ispitivane

mikroorganizme, gde je dominantan uticaj Ag’- jona sa aktivne povrsine;

e uniformna disperzija hemijskog agensa na povrsSini sorbenta (u sluaju Ag/Z),
omogucila je bolju raspodelu jona na aktivnim mestima i efikasnije antimikrobno

dejstvo srebrom aktiviranog sorbenta;

e jonizovano srebro (Ag") pokazalo se kao efikasniji hemijski agens u odnosu na

elementarni oblik srebra (AgP);

e Ag'-joni adsorbovani su kao elementarno srebro (Ag®) na povriini Ag/GAC
sorbenta; antimikrobno dejstvo Ag/GAC sorbenta posledica je dominantnog

dejstva Ag*-jona desorbovanih sa aktivne povrsine;

e antimikrobno dejstvo Ag/T aktiviranog sorbenta posledica je istovremenog
dejstva Ag’-jona imobilisanih na aktivnoj povrsini i jona desorbovanih sa aktivne

povrsine;

e za sorbente koji su testirani nakon desorpcije (sa smanjenim sadrzajem hemijskog
agensa), utvrdeno je da je dominantan uticaj aktivnih mesta na povrsini sorbenta u

ukupnom antimikrobnom dejstvu.

Pojedinac¢ni zakljucci Koji se mogu izdvojiti na osnovu dobijenih rezultata u istrazivanju

povrsinski Cu®*- i Zn**- aktiviranih materijala:

117



ukupno antimikrobno dejstvo Cu?*- i Zn**- aktiviranih sorbenata, sa zanemarljivo
izrazenom desorpeijom Cu®*- i Zn**- jona, posmatra se kao aktivnost jona metala

na aktivnoj povrsini sorbenta (jona u ¢vrstoj fazi);
Cu?*- joni su efikasniji antimikrobni agensi, u odnosu na Zn?*- jone;

Cu/Z aktivirani sorbent pokazao se kao najefikasniji inhibitorni materijal, gde je

hemijski agens dispergovan na povrsini sorbenta;

visoka vrednost sorpcionih kapaciteta za Cu®*- jone nije preduslov za efikasnije

antimikrobno dejstvo Cu?*- aktiviranih sorbenata;

niske vrednosti sorpcionih kapaciteta kod Zn?*-aktiviranih materijala mogu

rezultovati povecanjem broja mikrobnih ¢elija jer je cink esencijalni element.

Opsti zakljuéei, nakon svih eksperimentalnih podataka i analiziranih rezultata, koji su i

potvrda postavljenih hipoteza ovog nauéno-istrazivackog rada, su:

mehanizam antimikrobnog dejstva metalom aktiviranih sorbenata moze da zavisi
ili od dejstva jona sa aktivne povrSine sorbenta ili od dejstva jona desorbovanih u

vodenom rastvoru ili od njihovog istovremenog dejstva;

ukupno antimikrobno dejstvo metalom aktiviranih sorbenata, posledica je
istovremeno dejstva jona imobilisanih na aktivnoj povrSini i jona koji desorbuju sa

aktivne povrsine;

visoke vrednosti sorpcionih kapaciteta nisu preduslov za efikasno antimikrobno
dejstvo metalom aktiviranih sorbenata;

antimikrobno dejstvo metalom aktiviranih sorbenata zavisi od hemijskog oblika

aktiviraju¢eg agensa;

priroda materijala i povrsinske karakteristike materijala direktno uticu na raspodelu
I dostupnost aktivirajuéeg agensa, odnosno na ukupno antimikrobno dejstvo

metalom aktiviranih sorbenata.
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Dalja istrazivanja povrsinski aktiviranih sorbenata modifikovanih jonima metala srebra,

bakra i cinka, obuhvatila bi:

1. testiranje realnih uzoraka mikrobioloski kontaminirane vode (u Sarznom sistemu);

2. testiranje realnih uzoraka mikrobioloski aktivne vode u protocnim sistemima-
provera modifikovanih sorbenata kao filtracionih ispuna;

3. ispitivanje drugih materijala (na primer: kvarcni pesak, manganizirani pesak,
cement, kre¢, itd.) u kombinaciji sa aktiviranim sorbentima u cilju poboljsanja
karakteristika materijala u filtracionim ispunama (kombinovane kolone);

4. moguénost tabletiranja, odnosno ,,pakovanja” aktiviranih sorbenata za lokalno

antimikrobno dejstvo (pogodno za stajace rekreacione vode).

Istrazivanjem u okviru ove disertacije pokazano je da optimalan izbor materijala i
hemijskih agenasa za mikrobiolosko pre¢is¢avanje vode zavisi od vise kriterijuma. Neophodno je
sagledati i ispitati sve aspekte efikasne aktivacije sorbenata. Unapredenje postupaka
impregnacije materijala i razumevanje mehanizma antimikrobnog delovanja na povrsini sorbenta
veoma je vazno za primenu aktivne filtracije. Visefunkcionalna upotreba povrsinski aktiviranih
sorbenata modifikovanih jonima metala predstavlja perspektivu u savremenim postupcima

hemijskog 1 mikrobioloSkog preciS¢avanja voda.
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VII PRILOZI
7.1 Biografija

Maja Doli¢ rodena 15. juna 1983. god. u Beogradu, Republika Srbija. Zavrsila je X
Beogradsku gimnaziju i 2002. god. upisala je Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerziteta u
Beogradu. Diplomirala je 2009. godine sa prose¢nom ocenom 9,15 na Katedri za inzenjerstvo
zaStite Zivotne sredine. Oktobra 2010. upisala je doktorske studije na TehnoloSko-metalur§kom
fakultetu, Univerziteta u Beogradu, na odseku za Inzenjerstvo zaStite Zivotne sredine. PoloZila je
12 studijskim programom predvidenih ispita (sa prose¢nom ocenom 9,50) i odbranila zavrsni rad
sa ocenom 10,0 kao dokaz o nau¢noj osposobljenosti kandidata da pristupi izradi doktorske
disertacije. Od januara 2011. godine do danas, zaposlena je u Institutu za nuklerane nauke Vinc¢a
i angazovana na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja, Republike Srbije,
evidencioni broj 11143009, pod nazivom: ,Nove tehnologije za monitoring i zaStitu zivotnog

okruzenja od $tetnih hemijskih supstanci i radijacionog opterecenja".

Naucno-istrazivacka aktivnost Maje B. Doli¢ pripada oblasti analitickih metoda u
inZenjerstvu zaStite Zivotne sredine. Objekat istraZivanja stru¢nog rada obuhvata modifikaciju 1
analizu materijala — mogucénost aktivacije sorbenata u cilju uklanjanja jona teskih metala iz
vodene sredine, kao i impregnaciju materijala u cilju antimikrobnog delovanja. Maja B. Poli¢ je
autor i koautor: jednog poglavlja u knjizi M11 (M13), tri rada u vrhunskim medunarodnim
Casopisima (M21), jednog rada u istaknutom medunarodnom casopisu (M22), dva rada u
Casopisu medunarodnog znacaja (M23), dvadeset nau¢nih saopstenja u zbornicima radova sa
medunarodnih skupova (M33 i M34) i deset radova u vodeCem Casopisu nacionalnog znacaja
(M51). Maja DPoli¢ je do sada bila angazovana na pet (5) medunarodnih projekata i ¢lan je
Evropske federacije biotehnologije — biotehnologije Zivotne sredine (ene. European Federation of

Biotechnology — Environmental Biotechnology (EFB-EB).
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7.2 Radovi proistekli iz doktorske disertacije

Radovi u medunarodnim casopisima izuzetnih vrednosti (M21a)

1. Maja Poli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovié, Svetlana Strbac, Zlatko Rakogevié, Porde
Veljovi¢, Suzana Dimitrijevié, Ljubinka Rajakovi¢, The antimicrobial efficiency of silver
activated sorbents, Applied Surface Science, Vol. 357, Part A, 2015, pp. 819-831, IF
(2015) =3,150. ISSN: 0169-4332.

2. Maja Bolié, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Jelena Markovi¢, Ljiljana Jankovic-
Mandi¢, Miodrag Mitri¢, Antonije Onjia, Ljubinka Rajakovi¢, The effect of different
extractants on lead desorption from a natural mineral, Applied Surface Science, Vol. 324,
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Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja, stampani u knjigama radova u obliku
kratkog izvoda (M34)

1. Maja Doli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Antonije Onjia, Ljubinka Rajakovic,
Natural sorbents modified by divalent Zn*-ions and their antimicrobial activity,
Abstracts of the conference of COST Action TD1304 - ZincNet “Dietary supplements vs
food biofortification and the gut microbiome: human and animal health outcomes",
Abstract of posters, Session 3 — P17, Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, Bulgaria,
22—23 of March 2016.

2. Maja DPoli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Branislava Lekic, Antonije Onjia, Ljubinka
Rajakovi¢, Cu®* and Zn?" activated natural sorbents and their antimicrobial activity,
Environmental engineering and management, Conferinta internationald (8;2015;lasi,
Romania), Proceedings of the 8th International Conference Environmental Engineering
and Management, 9—12 of September 2015, lasi, Romania, 2015. Conference Abstracts
Book, pages: 289-291. ISSN 2457-7057 ISSN-L 2457-7049.

3. Maja Doli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Ljiljana Jankovié-Mandi¢, Ljubinka
Rajakovi¢, Efficiency of the lead desorption from raw mineral materials with different

extractants, 7" Symposium Chemistry and Environmental Protection, Pali¢, Serbia, 9 —12
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of Jun 2015. The Serbian Chemical Society, Book of abstracts, pp. 113-114. ISBN 978-
86-7132-058-0.

4. Maja BDoli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Branislava Leki¢, Ljiljana Jankovic-
Mandi¢, Ljubinka Rajakovi¢, Uklanjanje Stetnih supstanci iz vode primenom
modifikovanih sorbenata, Medunarodna nau¢na konferencija Zivotna sredina i adaptacija
privrede na Klimatske promene, Beograd, Srbija, 22—24. april 2015. godine, Knjiga
izvoda, str. 191, ISBN 978-86-89061-07-9.

Radovi u vodeéem casopisu nacionalnog znacaja (M51)

1. Alen Gusa, Maja BDoli¢, Branislava Leki¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovié,
Komparativna sorpcija jona teskih metala na razli¢itim tipovima sorbenata, Vodoprivreda
47 (2015), broj 273-275, str. 67-77, lzdava¢ Srpsko druStvo za odvodnjavanje i
navodnjavanje. ISSN: 0350-0519, UDK: 626/627.

2. Maja Doli¢, Branislava Leki¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovié¢, Ljiljana Jankovic-
Mandi¢, Mihajlo Jovi¢, Antonije Onjia, Ljubinka Rajakovi¢, Mogucnosti primene
sorbenata aktiviranih jonima metala za mikrobiolosko precis¢avanje vode, Ecologica 21
(2014) broj 76, str. 791-795, Izdava¢é: Naucno strué¢no drustvo za zasStitu zivotne sredine
»Ecologica”, Beograd, Srbija. ISSN: 0354-3285.
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7.3 Verifikacija svih nau¢nih i struc¢nih rezultata kandidata Maje B. Doli¢

Poglavlje u knjizi M11 (M13)

1.

Ljiljana Jankovié-Mandi¢, Maja_Poli¢, Jelena Petrovi¢, Mirjana Cujié, SneZana
Dragovi¢, Mosses As Biomonitors of Atmospheric Pollution: Review of Methodologies,
Advances in Environmental Research. J.A. Daniels (Ed.), 27 (2015) 159-177. New YorKk,
USA, ISBN 978-1-63463-631-5.

Radovi u medunarodnim asopisima izuzetnih vrednosti (M21a)
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activated sorbents, Applied Surface Science, Vol. 357, Part A, 2015, pp. 819-831, IF
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Mandi¢, Miodrag Mitri¢, Antonije Onjia, Ljubinka Rajakovi¢, The effect of different
extractants on lead desorption from a natural mineral, Applied Surface Science, Vol. 324,
2015, pp. 221-231, 1F(2015)=3,150. ISSN: 0169-4332.

Radovi u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima (M21)

1.

Aleksandar Buki¢, Branislava Leki¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Borde Veljovic,
Tatjana Vuli¢, Maja BDoli¢, Zorana Naunovi¢, Jovan Despotovi¢, Dusan Prodanovic,
Further Insight into the Mechanism of Heavy Metals Partitioning in Stormwater Runoff,
Journal of Environmental Management 168 (2016) 104-110. JEMA-D-15-00977R2,
doi:10.1016/j.jenvman.2015.11.035. 1F(2015)= 3,131. ISSN: 0301-4797.

Radovi u istaknutim medunarodnim ¢asopisima (M22)

1.

Ljiljana Jankovi¢-Mandi¢, Maja Bolié, Dana Markovi¢, Dragana Todorovi¢, Antonije
Onjia, Snezana Dragovi¢, Natural radionuclides in cigarette tobacco from serbian market
and effective dose estimate from smoke inhalation, Radiation Protection Dosimetry.
doi: 10.1093/rpd/ncv010, 1F(2014)=0,913. ISSN: 0144-8420.
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Radovi u medunarodnim Casopisima (M23)

1. Ljiljana Jankovi¢-Mandi¢, Ranko Dragovi¢, Milan Dordevi¢, Maja Dolié, Antonije
Onjia, Snezana Dragovi¢, Goran Baci¢, Spatial variability of 137Cs in the soil of
Belgrade region (Serbia), Hem. Ind., Vol. 68, No.4, 2014, pp. 448455, IF(2014)=0,314.
ISSN: 0367-598X.
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IF(2014)=0,314. ISSN: 0367-598X.

Zbornici medjunarodnih naué¢nih skupova (M30)
Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja, Stampani u celini (M33)

1. Milica Karanac, Maja Doli¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovi¢, Jovan Despotovié, Stefan
Mandi¢-Rajcevi¢, Dragan Povrenovi¢: ,,Uklanjanje teskih metala iz vodenih rastvora
primenom modifikovanih oblika pepela i sljake iz termoelektrana®, 29. Medunarodni
kongres o procesnoj industriji Procesing 16, 2. i 3. jun 2016. godine, Beograd, Srbija, str.
227-234, ISBN 978-86-81505-81-6.

2. Milica Karanac, Dragan Povrenovi¢, Maja Doli¢, Jovan Despotovi¢, Vladana Rajakovic-
Ognjanovi¢, Primena pepela i Sljake iz termoelektrane za uklanjanje teSkih metala,
Konferencija Otpadne vode, komunalni ¢vrst otpad i opasan otpad, Udruzenje za
tehnologiju vode 1 sanitarno inZenjerstvo, 12—15. april 2016. godine, VrSac, Srbija,
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3. Milica Karanac, Maja Doli¢, Jovan Despotovi¢, Vladana Rajakovi¢-Ognjanovié,
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ISBN: 978-99955-619-5-6.
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samples of Subotica, Serbia, 12th International Conference on Fundamental and Applied
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7.4 U3jaBa 0 ayTOpCTBY

[Tornucana Maja bonuh

bpoj ungekca:  4008/2010

N3jaBibyjem

Jla je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

,»AHTHMHKPOOHO /1€jCTBO MOBPIIMHCKH AKTHBHMPAHUX cCOPOeHATAa MOAM(PUKOBAHUX jOHHMA
MeTtaJsa”
® pe3yJaTaT CONCTBEHOT HCTPAXUBAYKOT paja,
®  Ja IpeJIoKEeHa TUcepTalyja y IeJIMHN HU y IeIOBIMa HUje Onila mpeioskeHa 3a
nobujame OUIIo Koje AUIIIOME MpeMa CTYAU]CKUM MPorpaMuMa IPYTHX BUCOKOIIKOICKUX
yCTaHOBA,
® Ja Cy pe3y/iTaTd KOPEeKTHO HaBEeJICHH U

® Ja HUCAM KpIINO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYalIHy CBOjUHY APYTUX JIHLIA.

V¥ beorpany, 30. aBryct 2016. rogune

IMoTnuc 1okTOpaHaa
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7.5 U3jaBa O HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje JOKTOPCKOr paaa

Nwme u npesume ayropa: Maja bonuh
bpoj unnekca: 4008/2010
Crynujcku nporpam: MHKEHEepCTBO 3aIITUTE JKUBOTHE CPEIIUHE

HacnoB pana: AHTUMUKPOOHO /1€jCTBO MOBPIIMHCKY aKTUBUPAHUX copOeHaTa MOIU(PHUKOBAHUX
JOHHMMa MeTaa

Mentop: np JbyOunka PajakoBuh, penoBHu npodecop TexHomomko-MeTanypuikor gaxynrera,
Yuusepsurera y beorpany.

[Tornmcana Maja Honuh
W3jaBspyjeM na je mrammana Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EIEKTPOHCKO] BEep3uju
KOjy caMm 1penao/na 3a o0jaB/bUBamke Ha TopTaly JIMrMTATHOT PpPemno3UTOPHjyMa

Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM a ce 00jaBe MOjU JIMYHU TMOJAIM BE3aHU 3a JJ00Hjambe akaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa
Hayka, Kao IMITO Cy UME U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO poljera U 1aTym oalOpaHe paja.

OBU JIMYHM MOAALM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHHUIaMa JUTHTalHE OHOIMOTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajiory U y nybjukanujama YHuBep3utera y beorpany.

VY beorpany, 30. aBryct 2016. rogune

IMornue nokTOpanga
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7.6 U3jaBa 0 kopumhemwy

Omnamhyjem VYHuBep3utercky Oubmmoreky ,.CBerozap Mapkouh nga y Jlururamnu
perno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIUjy IO HACTIOBOM:

AHTUMHUKPOOHO JI€jCTBO MOBPUIMHCKU aKTUBUPAHUX cOpOeHaTa MOIU(PHKOBAHUX JOHUMA METala

KOja je MOje ayTOpPCKO JEO.

Jlucepranujy ca CBUM MNpHJIO3UMa MpeAao/la caM y €JIeKTPOHCKOM (opMaTy IOTOTHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOpCKY IUCepTalnujy MOXpameHy y JUruTamHu perno3uTopujyM YHHUBEp3HUTETa Yy
Beorpany Mory ia KopucTe CBH KOjH MOLITY]Y OApende caapkaHe y 01adpaHOM THITY JHIICHIIE
Kpearusne 3ajenuurie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oIydno/a.

1. AyropctBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIU]jaTHO
3. AyTOpcTBO — HEKOMEPIHjaITHO — 0€3 mpepajie

‘ 4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHJAJTHO — JACITUTH IO HCTUM yCJIOBHMA

5. AyropcTtBo — 0e3 npepajie
6. AyTOpPCTBO — ICTTUTH TIOJ] HICTUM YCIIOBHMa

(MonuMo 1a 3a0KpYKUTE CaMo jeAHY O] IIeCT MOHY)eHUX JTUTICHITHN, KpaTaK OIKC JUIICHIIA JaT
je Ha nmonehuHu nucta).

VY Beorpany, 30. aBryct 2016. ronune

IMornue nokTOpanga
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1. AyropcrBo. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBarmbe, MUCTPUOYIIMjY M jaBHO CAOMIITABaWke 1eia, U
npepaje, ako Ce HaBele MME ayropa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIEHIIE, YaK ¥ Yy KomepiujanHe cepxe. OBo je Hajco00 HM]ja 01 CBUX JIUICHITH.

2. AyTtopcTBO — HekoMepumjajiHo. J[o3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIIM]Yy H JaBHO
CaomIITaBamke JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oj crpane ayropa
WM AaBaorlia juieHie. OBa JIMIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIIHjaIHy yIOTpeOy aena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepuHjaJHo — 0e3 mpepaaa. /[03BosbaBaTe YMHOXKABaWkE, TUCTPUOYIIN]Y
Y JaBHO CaOMINTaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, NMPeoOIMKOBamba WIH YIOTpeOe Jieja y CBOM Jieiy,
aKo ce HaBeJe MME ayTopa Ha HAauuH ojApelheH oJ CTpaHe ayTopa WM JaBaoma iuieHie. OBa
JIMIICHIA HE JI03B0JbaBa KOMEPIUjAIHY YHOTpeOy niesa. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMIICHIIE, OBOM
JUIEHIIOM ce orpaHnyaBa HajBehu oOuM mpasa kopuiihema iena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUHUjaJIHO — JeJUTH IO0J HUCTHM YycjaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO’KaBamwe, TUCTPUOYIIM]Y U JABHO CAOMILTaBambe Jelia, U Npepajie, ako ce HaBesle UMe ayTopa
Ha Ha4uH ojipeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JULEHLE U aKo ce Ipepasa AUCTpUOynpa mnoju
HCTOM WJIM CIMYHOM JiuieHnoM. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPLHUjaJIHy YyHOTpeOy Jena U
npepaja.

5. AyrtopcTBO — 03 mpepaga. Jlo3BospaBaTe YMHOXKaBame, MJUCTPUOYIU]Y H  JaBHO
caominTaBame jeia, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WK yrnorpede Jiejia y CBOM JIelly, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4MH ofpeleH o7 cTpaHe ayTopa Wi JaBaoua jurenne. OBa JauieHna
J103BOJbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — [eJUTH IO HCTHM YyciaoBuMa. [lo3BosbaBare yMHOXKaBame, AUCTPUOYLM]Y U jaBHO
caominTaBame Jielia, W mpepajie, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o crpaHe ayropa HIH
JlaBaolia JIMIEHIIe U aKo ce Mpepajia JUCTPUOyHpa MO MCTOM WIM CIMYHOM JnieHIoM. OBa JUIeHIa
J103BOJbaBa KOMEpLMjalHy ynoTpeOy nena u npepaga. Cnndna je copTBEpCKMM JIMIEHLAMa, OJHOCHO
JIUIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/1a.

145



