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https://www.bioscience.com.sg/enterobacteriaceae/
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Slika 3. Bioloski ciklus sumpora. Pune crte —
Slika 2. Prikaz molekule aerobne reakcije, isprekidane — anaerobne reakcije,
sumporovodika modelom kuglica i tockaste — aerobna i anaerobna reakcija
Stapica (boje — Zuta: atom sumpora, Izvor: https://www.researchgate.net/figure/The-
bijela: atom vodika) biological-sulfur-cycle-with-roles-of-bacteria-
identified-Solid-lines-indicate figl 268795041

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 | Geldreich — veza izmedu prisutnosti koliformnih bakterija i
bakterija koje proizvode sumporovodik

Chart 2: Fecal Coliform (FC) Test Results

Q-value

e
5 20 & 200 500 2,000 5000 20,000 50,000

10 100 1.¢00 10,000 100,000

FC: colonies/100 mL

Moto: »10°, Q=220

Slika 4. Ovisnost broja kolonija fekalnih
koliforma i kvalitete vode (Q-Value)

Izvor: https://www.knowyourh2o0.com/outdoor-
4/fecal-coliform-bacteria-in-water

A Manja et al., Genthe, Franck, Mosley, Sharp i drugi —

prisutnost fekalnih koliforma najbolje pokazuje
mogucu kontaminaciju vode

A Slika 4. - kvaliteta vode (Q-value) opada porastom
broja kolonija fekalnih koliforma u 100 ml uzorka
(kalkulator po kojemu moZemo izracunati Q-value:
https://www.knowyourh20.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

POLAZISNA CINJENICA

Koliformi (i druge bakterije slicnog stanista) 1 bakterije koje
proizvode sumporovodik brze se razvijaju u moguce zagadenoj
vodi od bakterija koje nemaju svojstva sli¢na njima.

Pokus koji moze implicirati prisutnost bakterija koje proizvode
H,S mogao bi biti prikladan za dokazivanje potencijalne
prisutnosti patogena.




CILJEVI RADA

1. utvrditi je li kuéni H,S-test relevantna metoda testiranja

vode na patogene bakterije

i usporedba s rezultatima laboratorija, drugim istrazivanjima 1 uoc¢avanje
neocCekivanih rezultata

2. objasniti nacin funkcioniranja testa
i opis 1skoristenih kemikalija u pokusu
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MATERIJAL | METODE

Pribor, kemikalije 1 izvedba eksperimenta




- PRIBOR: 5 epruveta, stalak za epruvete, plasti¢na posuda,
pipeta, alkoholni marker, digitalna vaga, plasti¢na ¢asa (ladica),
casica, zlica, Stapi¢, staklena laboratorijska ¢aSa (200 ml), filtar-

papir (apsorpcijski), kutomjer, Skare, olovka, injekcijska
Strcaljka 5 ml (min. 0.5 ml), pinceta, rukavice, kuta, 4 manjih " am——
staklenih boca, nosiljka za boce od 500 ml, 6 boca od 500 ml, Siika 5. Kemikalie§ pribor 72 priprem | nancgene mediie

na papirnate trake

termometar (za vodu 1 zrak), pladanj, papir za pecenje, pecnica \zvor: vlastita fotografija

KEMIKALIJE: deterdZent, izbjeljivac, voda, bakterioloski
pepton, kalijev hidrogenfosfat (K,HPO,), amonijev
zeljezov(l11) citrat (FeC,H:O,NH,OH), natrijev tiosulfat
pentahidrat (Na,S,0, - 5 H,0)

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
Priprema hranjive NanoSenje
epruveta (ili podloge za rast hranjive
bocdica) za bakterija i podloge na
uzorke papirnatih papirnate trake
traka

Priprema
papirnatih
traka, epruveta
i boCica za
uzorkovanje

Uzorkovanje




1. Priprema epruveta/bocica za uzorke

i pranje epruveta deterdzentom, izbjeljivanje u
plasti¢noj posudi (oko 12 sati)
i nakon suSenja: kalibriranje epruveta na volumen od

10 ml (pipetom i oznacivanje donjeg meniskusa ; - [
razine vode) % | casom (ili ladicom)

Izvor: vlastita fotografija

Tablica 1. Sastojci hranjive podloge

2. Priprema hranjive podloge za rast bakterija i S obzirom na to
papirnatih traka BakterioloSki 40 ¢ qaamo_mjev
gel 19z oy

Natrijev tiosulfat ctratnadr ag

2g
u rezanje filtar-papira na tri jednaka dijela g kogu 'dl 0
. .. .. ; ripremi poaioge
u priprema hranjive podloge prema tablici: R 154 0 E > - S

Amonijev
0 mijeSanje sadrzaja zeljezov(111) citrat mjere opreza i
Tekuci deterdzent 2ml (0.4 g) koristile su se

natrijev dodecil- . i
gulfat; zagtitne

' |
Destilirana voda 100 ml inaol al e!




3. NanoSenje hranjive podloge na papirnate trake

u 1 pripremljena papirnata traka=0.5 ml medija (drZanje trake pincetom i nakapavanje s
medija injekcijskom Strcaljkom) Yy

0 u meduvremenu: pripremanje pladnja s papirom za peée.:nvj.e — postavljanje  Slika 9. Sulenjo papirmatih traka
pripremljenih traka naslanjanjem na rub pladnja kako bi ¢im manje dodirivale papir  pecnici
Za peéenje Izvor: vlastita fotografija

4. Priprema papirnatih traka, epruveta i bocica za uzorkovanje

(i suSenje impregniranih traka u peénici na oko 60 °C i umetanje u epruvete koje se
lagano zacepe i (zajedno s trakama) stavljaju u pe¢nicu na 120 °C (1 h)

i vadenje 1 zacepljivanje epruveta; oznacavanje brojevima od 1 do 5 koji predstavljaju
razli¢ite uzorke: 1 — destilirana voda, 2 — vodovodna (klorirana) voda, 3 — voda iz
bunara, 4 — voda iz izvora (izvan vodovodne mreze) i 5 — voda iz prirodne lokve.
Takve su epruvete spremne za korigtenj

Slika 10. Epruvete s impregniranim

0 Isti postupak steriliziracije bocica za terensko uzorkovanje, oznacavanje brojevima  papimatim trakama spremne  za
od 2 do 5 (destilirana voda nece biti uzorkovana na terenu) sterilizaciju

Izvor: vlastita fotografija




5. Uzorkovanje

(i oznaCavanje vrste uzorka na 6 steriliziranih boca od 500 ml (3 za mikrobioloske, 3 za
fizikalno-kemijske analize) i 4 sterilizirane boCice za ku¢nu analizu, na teren: uzimanje
termometra za ambijent i vodu, rukavica, pisala i tablice u koju ¢e se kasnije upisivati i
rezultati provedenog eksperlmenta

i boce od 500 ml: uzorkovanje izvorske vode, vode iz lokve za napajanje stoke i vode iz
bunara; bocice za kuénu analizu: uz navedene 1 destiliranu vodu (vodovodna se natoci iz
slavine)

i prenoSenje boca od 500 ml u laboratorij na detaljne analize 1 ulijevanje uzoraka iz manjih
boca u epruvete s trakama

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

- svrha laboratorijske analize: usporediti rezultate ku¢nog testa s tradicionalnim
metodama provjere kvalitete vode
i rezultati analize upisani su u Tablicu 4.




REZULTATI | RASPRAVA

Opazanja i interpretacija rezultata




36 48 60 boje uzorka nekoliko sati nakon
Inkubacije

Tablica 2. Simbolicki rezultati kuénog testa
PROTEKLO VRIJEME / h . .
|\z/\F;g|TQAA A pojava prirodne naranéastosmede

DESTILIRANA
VODA
' KONTROLNI
UZORAK

VODOVODNA
VODA

Slika 11. IzmijeSani medij
VODA I1Z _ Izvor: vlastita fotografija
' BUNARA

2.

4 VODA 1Z
' IZVORA

VODA 1Z
S. PRIRODNE
LOKVE

TUMAC*:

nema promjene (osim posmedivanja §to je zbog prirode kemikalija)
Slika 12. Boja uzorka vode
par sati nakon inkubacije
Izvor: vlastita fotografija

mala promjena; traka i/ili voda su posivile *prema izvieséu Mosleya i

Sharpa iz 2005. godine
(http://pacificwater.org/ resource
s/article/files/H2S.pdf)

++ traka je napola pocrnila

+++ traka i tekuéina su vidljivo crne boje



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

PROTEKLO
VRIJEME

STANJE U EPRUVETAMA

12 h

A vizualni rezultati kuénog eksperimenta

U nijedan uzorak nije visokorizican (12 h)

U lagano zamucenje 1 sivkasti talog na dnu E3 1
E4 (24 h)
nijedan uzorak nije niti umjereno rizi¢an (36
h); u E4 (++) vjerojatno vise patogena nego u
E5 (+)
uzorak u E4 (+++) je niskorizi¢an (48 h), ali
viSe od uzorkau E5 (++)

U potpuno pocrnjenje u E4 1 E5 (60 h i nadalje*)

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

DA/NE DA/NE DA/NE DA/NE  DA/NE

RIZIK
(prisutnost velik umjeren mali
patogena)

*uzorak u E3 pocrnio je tek nakon 100 sati, Sto nije
relevantno vrijeme inkubacije za procjenu rizika

Slika 13. Vizualni rezultati ku¢nog eksperimenta
Izvor: vlastite fotografije




Rezultati analize: Tablica 4. Rezultati laboratorijskog testiranja relevantnih pokazatelja kvalitete vode

Analiticki Mjerne Voda iz . .. . .
parametar: jedinice mvorska | Vodaiz | prirodne Vodovedna A T€ZUltati laboratorijskog testiranja uzoraka
voda bunara lokve voda® (pozornost posvec¢ena parametrima istaknutim

NTU , 4 12,60 0,90 ¥ :
0,80 0,40 2 narancastom bojom)
T=22 °C T=22 °C T=22°C T=19,8°C

ola 9=l 8.09 817 8.55 7.65

A iznad masne linije fizikalno-kemijski
Vodijivost uS/em/20 °C 2500 411,00 88,30 163,60 615,00 parametri, a ispod mikrobioloski

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

Amonij maf 0 .0 £ .00 000 A M. D. K. = maksimalno dopustena koli¢ina
Nitrat mgl 50 0,32 2,30 0,02 8,67

e mgl 05 0.00 0.00 0.00 0.00 A NTU = nefelometrijska jedinica gustoce

Sulfati mg/I 250,0 10,08 4,06 0,18 13,90
Fosfati ug P/l 300 0,00 12,00 0,00 107,00
Fluoridi mg/I 15 0,03 0,03 0,03 0,04
Kalcij mg/I 86,54 17,66 29,98 119,18
Magnezij mg/l 2,89 0,15 1,71 3,05
Natrij mg/Il 5,18 0,29 2,41 23,82
Kalij mg/I 0,33 1,95 1,63 1,69
Broj kolonija/22 °C /1 ml 145 >2400 >2400 1
Broj kolonija/36 °C /1 ml 165 >2400 >2400

2
/100 ml 435 548 62 0 Slika 14. Prebrojavanje bakterijskih kolonija u Petrijevoj zdjelici
/100 ml 199 5 0 Izvor: vlastita fotografija
0
0

/100 ml 488

/100 ml 1 *1z 1zvjeS¢a Vodovoda iz listopada 2021.




1. EC — dio FC, inace ne proizvodi H,S (Manja

I Maurya, 1982. navode postojanje varijanti
EC koje proizvode H,S); §to je veéa
koncentracija EC u uzorku, to je brzina
reakcije stvaranja crne soli veca

2. TC — ne prati trend kao EC; ukljucuju veci
broj Sire rasprostranjenih bakterija — smanjena
relevantnost parametra; sli¢ni rezultati kod

Mosleya i Sharpa (2005.)

3. EN — vrlo vazan rod bakterija vezano za
fekalnu kontaminaciju — bakterije fekalnog
podrijetla; ve¢ spomenuti istrazivaci zakljucili
da su vrlo o¢ekivane u kontaminiranim
vodama; najvise ih je pronadeno u E4

4. PA — siroko prisutna u tlu, biljkama i
Zivotinjama, otporna na visoke temp.; ne
proizvodi H,S, neke su sulfatoreducirajuce (a
one mogu Cesto reducirati i tiosulfate); E5 je
obilovala PA-om, §to je vjerojatni uzrok
pocrnjenja odmah nakon E4

TC — ukupni koliformi, FC — fekalni koliformi, EC — Escherichia
coli, EN — enterokoki, PA — Pseudomonaaeruginosa

Relevantni analiti¢ki parametri za uzorke razlicitih vrsta voda

/100 mL (bakterije); /h (vrijeme)

98

60
A s

Voda iz bunara

0 0 0 O

Izvorska voda Voda iz lokve za napajanje VVodovodna voda

stoke

Vrsta uzorka
Ukupni kolimorfi Escherichia coli OEnterococcus Pseudomonas aeruginosa EIVrijeme do potpunog obojenja (+++)/h

Dijagram 1. Prikaz mikrobioloskih parametara za analizirane uzorke vode te vremena potrebnog za potpuno
obojenje (+++) kod kuénog testa

Site Time for ;S Time for H,S TC FC MPN HS

CFU/M00 laboratorijskog istrazivanja voda iz

inialcolowr ~ fullcolowr  CFUA0OmL __mL  CFUMQOmL rijeke, potoka i kisnice Mosleya i

River water fhows  Sonowrs C 480000 6 50 Snarpa(2005)

Creek water 23 hours Bhours 3820000 2700000 16000 th‘t’;;:/paci fiowater ord/ resources/art
Rainwater 42 hours 92 hours ¢ 490000 ) 5 ) '

_— effiles/H2S.pdf



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

Tablica 5. Rezultati laboratorijskog testiranja istaknutih fizikalno-kemijskih parametara
Analiticki Mjerne \Voda iz
parametar: Jedinice " zvorska  Vodaiz  prirodne  Vodovodna
voda bunara lokve voda
Mutnocéa 4 0,80 0,40 12,60 0,90
Konc. vodikovih

iona 6.5-95 T=22"°C T=22"°C T=22°C T=19,8°C

8,09 8,17 8,95 7,65

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

1. Mutnoca — koliko je partikula (sitnih neotopljenih ¢estica) prisutno u vodi; samo
E5 pokazuje znatne koli¢ine 1 odstupanje od M. D. K.; mikroorganizmi se pri¢vrs¢uju
| opstaju na partikulama — uz PA, vjerojatni uzrok pocrnjenja odmah nakon E4

2. v (SO,%) — bakterije koje reduciraju tiosulfate mogu vec¢inom reducirati i sulfate;
postoji moguénost lazno pozitivnih rezultata zbog visoke koncentracije sulfata i vrlo
malo kisika (Mosley i Sharp, 2005.); vrlo mala konc. sulfata odbacuje tu mogucnost




Hranjiva podloga korisStena u

1. bakterioloski pepton — izvor ugljika 1 dusika, u hranjivim
podlogama hidrolizati proteina

2. kalijev hidrogenfosfat — odrzava pH-vrijednost izmedu 6 i 8
(vecina bakterija neutrofili)

Growth rate

HPO4* (zg) + H30" (o) — HoPOys o T H20 ¢y (neutralizacija oksonijevog iona)

HyPOy (aq) + OH (z9) — HPO4> i+ 2Oy (neutralizacija hidroksidnog iona)

testu

acidophile neutrophile alkaliphile

9 10 11 12

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/

3. natrijev tiosulfat - ,,izvor sumpora”, anion je Lewisova Kiselina — redukcija do sulfida
4. amonijev zeljezov(l11) citrat — indikator u reakciji — redukcija u zeljezov(ll) ion
Fe’'lag T & — Felf (o (redukcija zeljezove(III) soli)
S:03 %Gy +8e + 6 Hag — 2 Sag + 3 H2O yili  (redukcija tiosulfata)

8105 &y T H2O 3y — SO4 an+ H3S disproporcioniranje tiosulfata
(aq) W (ag) (aq) prop y

Fel'fag+ S*ag— FeS  (taloZna reakcija formiranja Zeljezova(II) sulfida)

5. tekuci deterdzent — djelatna tvar koja je katalizator metabolickih reakcija
koliforma (selektivna tvar), ali I inhibitor razmnozavanja ne-koliformnih bakterija




ZAKLJUCAK

- H,S-test uspjesno detektira uzorke koji su najvise kontaminirani

i EC odlican indikator fekalnog zagadenja, TC nesSto manje, pronadena slicnost
s drugim istrazivanjima — test je pouzdan

i nepromijenjena kontrolna skupina — test je prikladan i nije zahtjevan za
izvodenje u ku¢nim/Skolskim uvjetima

0 otkriven nacin funkcioniranja tvari u hranjivoj podlozi

Abrzina reakcije formiranja Zeljezova(ll) sulfida veca je kada je broj

bakterija indikatora fekalnog zagadenja u uzorku veca — hipoteza je
POTVRDENA!

CILJEVI

HIPOTEZA
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