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UVOD

• „voda je život”

• ekološka kontaminacija vode patogenim bakterijama (pr. 
Enterobacteriaceae)

übakterije komenzalisti probavnog sustava životinja, sudionici u 
biokemijskim procesima u tlu i vodi, neke su uzročnici infekcija (pr. 
Shigellai Salmonella)

üuključuju koliforme u koje spadaju i fekalni koliformi (pr. Escherichia
coli) koji su prisutni u izmetu toplokrvnih životinja

Slika 1. Porodica Enterobacteriaceae

Izvor:https://www.bioscience.com.sg/enterob

acteriaceae/

https://www.bioscience.com.sg/enterobacteriaceae/


• kruženje sumpora u prirodi

übakterije koje su najčešće saprofiti (pr. Salmonella, Proteusi 

Citrobacterunutar porodice Enterobacteriaceae) mogu 

reducirati neke kod Lewisovih kiselina (sulfate, sulfite i 

tiosulfate) do sulfida, odnosno sumporovodika

üsumporovodik koriste kemoautotrofne bakterije kao izvor 
energije i sumporne bakterije koje ga ponovno oksidiraju do 
iona s najvišim oksidacijskim stanjem – sulfata

Slika 3. Biološki ciklus sumpora. Pune crte –

aerobne reakcije, isprekidane – anaerobne reakcije, 

točkaste – aerobna i anaerobna reakcija 

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/The-

biological-sulfur-cycle-with-roles-of-bacteria-

identified-Solid-lines-indicate_fig1_268795041

Slika 2. Prikaz molekule 

sumporovodika modelom kuglica i 

štapića (boje – žuta: atom sumpora, 

bijela: atom vodika)

Izvor: izrezak iz alata Avogadro

https://www.researchgate.net/figure/The-biological-sulfur-cycle-with-roles-of-bacteria-identified-Solid-lines-indicate_fig1_268795041


• 1975. – Allen i Geldreich – veza između prisutnosti koliformnih bakterija i 
bakterija koje proizvode sumporovodik

Slika 4. Ovisnost broja kolonija fekalnih 

koliforma i kvalitete vode (Q-Value)                           

Izvor: https://www.knowyourh2o.com/outdoor-

4/fecal-coliform-bacteria-in-water

ÅManja et al., Genthe, Franck, Mosley, Sharp i drugi –

prisutnost fekalnih koliforma najbolje pokazuje 

moguću kontaminaciju vode

ÅSlika 4. - kvaliteta vode (Q-value) opada porastom 

broja kolonija fekalnih koliforma u 100 ml uzorka 

(kalkulator po kojemu možemo izračunati Q-value: 

https://www.knowyourh2o.com/outdoor-3/water-

quality-index-calculator-for-surface-water)

https://www.knowyourh2o.com/outdoor-4/fecal-coliform-bacteria-in-water
https://www.knowyourh2o.com/outdoor-3/water-quality-index-calculator-for-surface-water


POLAZIŠNA ČINJENICA

Koliformi (i druge bakterije sličnog staništa) i bakterije koje 
proizvode sumporovodik brže se razvijaju u moguće zagađenoj 
vodi od bakterija koje nemaju svojstva slična njima.

Pokus koji može implicirati prisutnost bakterija koje proizvode 
H2S mogao bi biti prikladan za dokazivanje potencijalne 
prisutnosti patogena.



CILJEVI RADA

1. utvrditi je li kućni H2S-test relevantna metoda testiranja 
vode na patogene bakterije
üusporedba s rezultatima laboratorija, drugim istraživanjima i uočavanje 

neočekivanih rezultata 

2. objasniti način funkcioniranja testa
üopis iskorištenih kemikalija u pokusu



HIPOTEZA I ISTRAŽIVAČKO 
PITANJE

Smatram da ĺe tradicionalna mikrobiološka testiranja vode izvedena u 

laboratoriju imati pozitivnu korelaciju s testom ļiji ĺu postupak izvoĽenja i 

interpretaciju rezultata pobliģe opisati u samom radu, a to je kuĺni H2S-tests 

papirnim trakama.

• zanima me i zaġto se baġ te kemikalije koriste u hranjivoj podlozi (mediju), pa 

ću provesti istraživanje i oko toga



MATERIJAL I METODE
Pribor, kemikalije i izvedba eksperimenta



• PRIBOR: 5 epruveta, stalak za epruvete, plastična posuda, 

pipeta, alkoholni marker, digitalna vaga, plastična čaša (lađica), 

čašica, žlica, štapić, staklena laboratorijska čaša (200 ml), filtar-

papir (apsorpcijski), kutomjer, škare, olovka, injekcijska 

štrcaljka 5 ml (min. 0.5 ml), pinceta, rukavice, kuta, 4 manjih 

staklenih boca, nosiljka za boce od 500 ml, 6 boca od 500 ml, 

termometar (za vodu i zrak), pladanj, papir za pečenje, pećnica

• KEMIKALIJE: deterdžent, izbjeljivač, voda, bakteriološki 

pepton, kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4), amonijev

željezov(III) citrat (FeC6H5O7NH4OH), natrijev tiosulfat

pentahidrat (Na2S2O3 ∙ 5 H2O)

Slika 5. Kemikalije i pribor za pripremu i nanošenje medija 

na papirnate trake 

Izvor: vlastita fotografija

Slika 6. Pribor za terensko uzorkovanje                       

Izvor: vlastita fotografija

Slika 7. Epruvete kalibrirane na 10 ml na stalku                          

Izvor: vlastita fotografija



Faze izvedbe eksperimenta

Priprema 
epruveta (ili 
bočica) za 

uzorke

Priprema 
hranjive 

podloge za rast 
bakterija i 
papirnatih 

traka

Nanošenje 
hranjive 

podloge na 
papirnate trake

Priprema 
papirnatih 

traka, epruveta 
i bočica za 

uzorkovanje

Uzorkovanje



1. Priprema epruveta/bočica za uzorke

üpranje epruveta deterdžentom, izbjeljivanje u 
plastičnoj posudi (oko 12 sati)

ünakon sušenja: kalibriranje epruveta na volumen od 
10 ml (pipetom i označivanje donjeg meniskusa
razine vode)

2. Priprema hranjive podloge za rast bakterija i 
papirnatih traka

ürezanje filtar-papira na tri jednaka dijela

üpriprema hranjive podloge prema tablici:

ümiješanje sadržaja

Tvar Količina

Bakteriološki 

pepton

40 g

Natrijev tiosulfat 2 g

Kalijev 

hidrogenfosfat

3 g

Amonijev

željezov(III) citrat

1.5 g

Tekući deterdžent 

(natrijev dodecil-

sulfat)

2 ml (0.4 g)

Destilirana voda 100 ml

S obzirom na to 

da amonijev

ģeljezov(III) 

citrat nadraģuje 

koģu i oļi, pri 

pripremi podloge 

poġtovale su se 

mjere opreza i 

koristile su se 

zaġtitne rukavice 

i naoļale!

Slika 8. Pripremljena vaga s 

čašom (ili lađicom)

Izvor: vlastita fotografija 

Tablica 1. Sastojci hranjive podloge



3. Nanošenje hranjive podloge na papirnate trake

ü1 pripremljena papirnata traka=0.5 ml medija (držanje trake pincetom i nakapavanje
medija injekcijskom štrcaljkom)

üu međuvremenu: pripremanje pladnja s papirom za pečenje – postavljanje 
pripremljenih traka naslanjanjem na rub pladnja kako bi čim manje dodirivale papir 
za pečenje

4. Priprema papirnatih traka, epruveta i bočica za uzorkovanje

üsušenje impregniranih traka u pećnici na oko 60 ºC i umetanje u epruvete koje se 
lagano začepe i (zajedno s trakama) stavljaju u pećnicu na 120 ºC (1 h)

üvađenje i začepljivanje epruveta; označavanje brojevima od 1 do 5 koji predstavljaju 
različite uzorke: 1 – destilirana voda, 2 – vodovodna (klorirana) voda, 3 – voda iz 
bunara, 4 – voda iz izvora (izvan vodovodne mreže) i 5 – voda iz prirodne lokve. 
Takve su epruvete spremne za koriġtenje. 

üisti postupak steriliziracije bočica za terensko uzorkovanje, označavanje brojevima 
od 2 do 5 (destilirana voda neće biti uzorkovana na terenu) 

Slika 9. Sušenje papirnatih traka u

pećnici

Izvor: vlastita fotografija

Slika 10. Epruvete s impregniranim

papirnatim trakama spremne za

sterilizaciju

Izvor: vlastita fotografija



5. Uzorkovanje

üoznačavanje vrste uzorka na 6 steriliziranih boca od 500 ml (3 za mikrobiološke, 3 za 
fizikalno-kemijske analize) i 4 sterilizirane bočice za kućnu analizu, na teren: uzimanje 
termometra za ambijent i vodu, rukavica, pisala i tablice u koju će se kasnije upisivati i 
rezultati provedenog eksperimenta 

üboce od 500 ml: uzorkovanje izvorske vode, vode iz lokve za napajanje stoke i vode iz 
bunara; bočice za kućnu analizu: uz navedene i destiliranu vodu (vodovodna se natoči iz 
slavine)

üprenošenje boca od 500 ml u laboratorij na detaljne analize i ulijevanje uzoraka iz manjih 
boca u epruvete s trakama

• epruvete u kojima su uzorci vode i impregnirane papirnate trake, ostavljaju se na 
sobnoj temperaturi i tamnom mjestu i bilježe promjene svakih 12 sati (rezultati 
upisani u Tablicu 2.)

• svrha laboratorijske analize: usporediti rezultate kućnog testa s tradicionalnim 
metodama provjere kvalitete vode
ürezultati analize upisani su u Tablicu 4. 



REZULTATI I RASPRAVA
Opažanja i interpretacija rezultata



Br.

VRSTA 

IZVORA

1. dan 2. dan 3. dan 

PROTEKLO VRIJEME / h

12 24 36 48 60 72

1.

DESTILIRANA 

VODA 

KONTROLNI 

UZORAK

- - - - - -

2.
VODOVODNA 

VODA
- - - - - -

3.
VODA IZ 

BUNARA
- - - - - -

4.
VODA IZ 

IZVORA
- - ++ +++ +++ +++

5.

VODA IZ 

PRIRODNE 

LOKVE

- - + ++ +++ +++

TUMAČ*:

- nema promjene (osim posmeđivanja što je zbog prirode kemikalija)

+ mala promjena; traka i/ili voda su posivile

++ traka je napola pocrnila

+++ traka i tekućina su vidljivo crne boje

Åpojava prirodne narančastosmeđe

boje uzorka nekoliko sati nakon 

inkubacije

Slika 11. Izmiješani medij 

Izvor: vlastita fotografija

Slika 12. Boja uzorka vode 

par sati nakon inkubacije 

Izvor: vlastita fotografija

Tablica 2. Simbolički rezultati kućnog testa 

*prema izvješću Mosleya i 

Sharpa iz 2005. godine 

(http://pacificwater.org/_resource

s/article/files/H2S.pdf)

http://pacificwater.org/_resources/article/files/H2S.pdf


Åvizualni rezultati kućnog eksperimenta
ü nijedan uzorak nije visokorizičan (12 h)

ü lagano zamućenje i sivkasti talog na dnu E3 i 

E4 (24 h)

ü nijedan uzorak nije niti umjereno rizičan (36 

h); u E4 (++) vjerojatno više patogena nego u 

E5 (+)

ü uzorak u E4 (+++) je niskorizičan (48 h), ali 

više od uzorka u E5 (++)

ü potpuno pocrnjenje u E4 i E5 (60 h i nadalje*)

VRIJEME 12 sati 24 sata 36 sati 48 sati 60 sati

pocrnjenje DA/NE DA/NE DA/NE DA/NE DA/NE

RIZIK 

(prisutnost 

patogena)

velik umjeren mali

*uzorak u E3 pocrnio je tek nakon 100 sati, što nije 

relevantno vrijeme inkubacije za procjenu rizika

Slika 13. Vizualni rezultati kućnog eksperimenta                                                       

Izvor: vlastite fotografije

Tablica 3. Procjena rizika pojave patogena u vodi prema Mosleyu i Sharpu (2005.)



Analitički 

parametar:

Mjerne 

jedinice
M.D.K.

Rezultati analize:

Izvorska 

voda

Voda iz 

bunara

Voda iz 

prirodne 

lokve

Vodovodna 

voda*

Mutnoća NTU 4 0,80 0,40 12,60 0,90

Konc. vodikovih 

iona

pH 6,5 - 9,5
T=22 ˚C  

8,09

T=22 ˚C 

8,17

T=22 ˚C 

8,55

T= 19,8 ˚C 

7,65

Vodljivost
µS/cm/20 ˚C 2500 411,00 88,30 163,60 615,00

Kloridi mg/l 250,0 8,30 2,30 7,00 42,30

Amonij mg/l 0,5 0,00 0,00 0,00 0,00

Nitrati mg/l 50 0,32 2,30 0,02 8,67

Nitriti mg/l 0,5 0,00 0,00 0,00 0,00

Sulfati mg/l 250,0 10,08 4,06 0,18 13,90

Fosfati µg P/l 300 0,00 12,00 0,00 107,00

Fluoridi mg/l 1,5 0,03 0,03 0,03 0,04

Kalcij mg/l 86,54 17,66 29,98 119,18

Magnezij mg/l 2,89 0,15 1,71 3,05

Natrij mg/l 200,0 5,18 0,29 2,41 23,82

Kalij mg/l 12 0,33 1,95 1,63 1,69

Broj kolonija/22 ˚C /1 ml 100 145 >2400 >2400 1

Broj kolonija/36 ˚C /1 ml 100 165 >2400 >2400 2

Ukupni koliformi /100 ml 0 435 548 62 0

Escherichia coli /100 ml 0 199 1 5 0

Enterokoki /100 ml 0 488 172 1 0

Pseudomonas

aeruginosa
/100 ml 0 1 0 >2420 0

Å rezultati laboratorijskog testiranja uzoraka 

(pozornost posvećena parametrima istaknutim 

narančastom bojom)

Å iznad masne linije fizikalno-kemijski 

parametri, a ispod mikrobiološki

Å M. D. K. = maksimalno dopuštena količina

Å NTU = nefelometrijska jedinica gustoće

*iz izvješća Vodovoda iz listopada 2021.

Slika 14. Prebrojavanje bakterijskih kolonija u Petrijevoj zdjelici                                                                 

Izvor: vlastita fotografija

Tablica 4. Rezultati laboratorijskog testiranja relevantnih pokazatelja kvalitete vode 



1. EC – dio FC, inače ne proizvodi H2S (Manja 
i Maurya, 1982. navode postojanje varijanti 
EC koje proizvode H2S); što je veća 
koncentracija EC u uzorku, to je brzina 
reakcije stvaranja crne soli veća

2. TC – ne prati trend kao EC; uključuju veći 
broj šire rasprostranjenih bakterija – smanjena 
relevantnost parametra; slični rezultati kod 
Mosleya i Sharpa (2005.)

3. EN – vrlo važan rod bakterija vezano za 
fekalnu kontaminaciju – bakterije fekalnog 
podrijetla; već spomenuti istraživači zaključili 
da su vrlo očekivane u kontaminiranim 
vodama; najviše ih je pronađeno u E4

4. PA – široko prisutna u tlu, biljkama i 
životinjama, otporna na visoke temp.; ne 
proizvodi H2S, neke su sulfatoreducirajuće (a 
one mogu često reducirati i tiosulfate); E5 je 
obilovala PA-om, što je vjerojatni uzrok 
pocrnjenja odmah nakon E4
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Relevantni analitički parametri za uzorke različitih vrsta voda

Ukupni kolimorfi Escherichia coli Enterococcus Pseudomonas aeruginosa Vrijeme do potpunog obojenja (+++)/h

TC – ukupni koliformi, FC – fekalni koliformi, EC – Escherichia

coli, EN – enterokoki, PA – Pseudomonasaeruginosa

Slika 15. Rezultati kućnog i 

laboratorijskog istraživanja voda iz 

rijeke, potoka i kišnice Mosleya i 

Sharpa (2005.)                                                   

Izvor: 

http://pacificwater.org/_resources/articl

e/files/H2S.pdf

Dijagram 1. Prikaz mikrobioloških parametara za analizirane uzorke vode te vremena potrebnog za potpuno 

obojenje (+++) kod kućnog testa

http://pacificwater.org/_resources/article/files/H2S.pdf


1. Mutnoća – koliko je partikula (sitnih neotopljenih čestica) prisutno u vodi; samo 

E5  pokazuje znatne količine i odstupanje od M. D. K.; mikroorganizmi se pričvršćuju 

i opstaju na partikulama – uz PA, vjerojatni uzrok pocrnjenja odmah nakon E4 

2. γ (SO4
2-) – bakterije koje reduciraju tiosulfate mogu većinom reducirati i sulfate; 

postoji mogućnost lažno pozitivnih rezultata zbog visoke koncentracije sulfata i vrlo 

malo kisika (Mosley i Sharp, 2005.); vrlo mala konc. sulfata odbacuje tu mogućnost

Analitički 

parametar:

Mjerne 

jedinice
M.D.K.

Rezultati analize:

Izvorska 

voda

Voda iz 

bunara

Voda iz 

prirodne 

lokve

Vodovodna 

voda

Mutnoća NTU 4 0,80 0,40 12,60 0,90

Konc. vodikovih 

iona pH 6,5 - 9,5
T=22 ˚C  

8,09

T=22 ˚C 

8,17

T=22 ˚C 

8,55

T= 19,8 ˚C 

7,65

Sulfati
mg/l 250,0 10,08 4,06 0,18 13,90

Tablica 5. Rezultati laboratorijskog testiranja istaknutih fizikalno-kemijskih parametara



Hranjiva podloga korištena u testu

1. bakteriološki pepton – izvor ugljika i dušika, u hranjivim 
podlogama hidrolizati proteina

2. kalijev hidrogenfosfat – održava pH-vrijednost između 6 i 8 
(većina bakterija neutrofili)

Slika 16. Vrste bakterija s obzirom na optimalnu pH-vrijednost rasta                                 

Izvor: https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/the-
effects-of-ph-on-microbial-growth/

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/the-effects-of-ph-on-microbial-growth/


5. tekući deterdžent – djelatna tvar koja je katalizator metaboličkih reakcija 

koliforma (selektivna tvar), ali i inhibitor razmnožavanja ne-koliformnih bakterija

3. natrijev tiosulfat – „izvor sumpora”, anion je Lewisova kiselina – redukcija do sulfida 

4. amonijev željezov(III) citrat – indikator u reakciji – redukcija u željezov(II) ion 



ZAKLJUČAK

• H2S-test uspješno detektira uzorke koji su najviše kontaminirani

üEC odličan indikator fekalnog zagađenja, TC nešto manje, pronađena sličnost 
s drugim istraživanjima – test je pouzdan

ünepromijenjena kontrolna skupina – test je prikladan i nije zahtjevan za 
izvođenje u kućnim/školskim uvjetima

üotkriven način funkcioniranja tvari u hranjivoj podlozi

Åbrzina reakcije formiranja željezova(II) sulfida veća je kada je broj 
bakterija indikatora fekalnog zagađenja u uzorku veća – hipoteza je 
POTVRĐENA!

HIPOTEZA

CILJEVI
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