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SAZETAK:

U ovom radu ispitivano je dezinfekcijsko djelovanje srebra, nanesenog na nosac, na
odredene vrste baktrerija indikatora fekalnog zagadenja (ukupne koliformne bakterije, E. coli,
bakterija iz roda Enterococcus, C. perfringens, P. aeruginosa, te bakterije koje rastu pri
tempreaturama od 22 °C i 37°C). Ispitivanje se provodilo u laboratorijskim uvjetima i dvije
cisterne na podru¢ju Istre. Usporedbom rezultata zeljelo se utvrditi u kojem slucaju je
dezinfekcijsko djelovanje srebra bolje, odnosno, kolika je ucinkovitost dezinfekcijskog djelovanja
srebra u realnim uvjetima, u odnosu na kontrolirane (laboratorijske) uvjete. U oba slucaja,
dezinfekcijsko djelovanje srebra pokazalo se kao u€inkovita metoda dezinfekcije vode na ve¢inu
ispitivanih mikroorganizama, ali u realnim uvjetima primje¢ene su smetnje koje su utjecale na
konaCan rezultat ucinkovitosti dezinfekcijskog djelovanja srebra. Osim mikrobioloskih
parametara, mjerila se 1 koncentracija srebra u vodi nakon postavljanja nosaca, a rezultati tog
ispitivanja pokazali su kako je koncetracija srebra u vodi bila ispod maksimalno dopustive

kocentracije propisane za vodu za pi¢e, prema vaze¢im zakonskim propisima.

Kljucne rijeci: dezinfekcijsko djelovanje, srebro, cisterna, indikatorske bakterije, fekalno zagadenje



ABSTRACT:

In this study the disinfection property of silver — coated vessel were tested on indicator
bacteria of fecal pollution (total coliform bacteria, E. coli, bacteria from the genus Enterococcus,
C. perfringens, P. aeruginosa, and total heterotrophic bacteria that are cultivated at temperatures
of 22 °C and 37 °C). The study was coducted in laboratory conditions and two cisterns in Istria.
Comparing the results the goal was to determine if the disinfection property of silver was more
efficient in real conditions on two cisterns or in controlled (laboratory) conditions. In both cases,
the disinfection property of silver has shown to be an effective method of disinfection of water on
most tested bacteria, but the test coducted in real conditions showed interferences that affected the
final results. Beside of microbiological tests, the concetracion of silver in cistern water after
installing the silver — coated vessel was also measured, and it showed that concetracion of silver
in that water was well below the maximum allowable concetrations of silver in drinking water,

issued by current regulations.

Key words: disinfection property, silver, cistern, indicator bacteria, fecal pollution
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1. UvOD

Jedan od osnovnih preduvjeta za mogucnost Covjekovog trajnog nastanjivanja na
odredenom podrucju jest dostupnost pitke vode. Od zahvacanja vode direktno iz njenog izvora
(rijeke, jezera), Covjek je postupno razvijao znanja koja su mu omogucila lakse zahvacanje, ali i
skladistenje odredenih koli¢ina pitke vode. Kao primjer sustava hamijenjenog skladistenju vode
jest cisterna, vodoopskrbni objekt izgraden od strane covjeka za zahvacanje i skladistenje ki$nice
[Ujevi¢, 1942]. lzgradnjom cisterni postignuto je zadrzavanje i akumuliranje vode na mjestima
gdje nuzno ne mora postojati izvor pitke vode, te je time omoguceno nastanjivanje nenaseljenih
podrucja ili Sirenje ve¢ postojecih naselja, pridonoseci tako razvitku urbanizacije i definiranju
jednog od osnovnih elemenata vodoopskrbnog sustava. Iz tog razloga nije iznenadujuce da se velik
broj cisterni nalazi na podrucju Hrvatskog primorja (Istra i Kvarner), Dalmacije te na hrvatskim
otocima. Naime, zbog krskog terena koji karakterizira ta podruéja na pojedinim se mjestima javlja
odsutnost ili nedovoljna koli¢ina pitke podzemne vode za opskrbu naselja, $to je razlog za

izgradnju cisterni kao glavnih vodoopskrbnih objekata tamo$njem stanovnistvu.

U vodi koja je predvidena za Iljudsku potroSnju, moguca je pojava odredenih
mikroorganizama koji za ljude mogu predstavljati uzrok pojedinih bolesti. Kako bi se pojavnost
bolesti vezanih uz konzumaciju kontaminirane vode $to viSe smanjila, ljudi su s vremenom poceli
graditi sustave cisterni s prirodnim filterima (npr. pijesak) ¢ija je svrha procis¢avanje vode prije
nego li je se moze zahvatiti radi konzumacije [Ujevi¢, 1942]. Takoder, upotreba srebra u svrhu
dezinfekcije vode poznata je ve¢ neko vrijeme u ljudskoj povijesti koriStenjem posuda za ¢uvanje
vode nacinjenih od srebra [Joshi i Bhattacharyya, 2011], a stjecanjem znanja i razvojem
tehnologija danas se uvelike razmatra moguénost dezinfekcije vode putem otpustanja nano —

Gestica srebra.



1.1. Srebro

Srebro je metal sjajne bijele boje, pogodan za kovanje zbog svoje male tvrdoce. Takoder, za
srebro je karakteristicno da ima manji elektricni otpor, ali 1 vecu toplinsku vodljivost od svih
ostalih metala. Srebro se u prirodi ¢esce nalazi u olovnim i bakrenim rudama nego kao elementarna
tvar, koje se u tom slucaju moze pojavljivati kao Cisti metal (Ag) ili kao argentit (Ag2S) [Filipovi¢
I Lipanovi¢, 1987]. Jos jedna karakteristika srebra kao metala, jest oligodinamicki ucinak, odnosno
sposobnost pojedinog metala da u malim koncentracijama izazove smrt bakterijske stanice

[Shrestha et al., 2009].

1.1.1. Mehanizmi djelovanja srebra na bakterijsku stanicu

Nacin na koji srebro utje€e na bakterijsku stanicu proizlazi iz njegovog prianjanja na stani¢nu
stijenku bakterije zbog vece reaktivne povrSine nano — Cestica srebra od drugih, ve¢ih molekula
[M. Raffi et al., 2008], Takoder, srebro ima mogucnost ulaska unutar bakterijske stanice zbog
promjene u permeabilnosti citoplazmatske membrane, oSte¢ujuéi tako stijenku i membranu i
omogucavajuci sadrzaju stanice da ,,iscuri® te dovodeci time do smrti bakterijske stanice [Sondi i
Salopek — Sondi, 2004; Jung et al., 2008]. Kada se govori o utjecaju srebra na stani¢nu stijenku,
treba uzeti u obzir da nemaju sve bakterije istu strukturu stani¢ne stijenke. Prema strukturi stani¢ne
stijenke, bakterije se dijele na gram — pozitivne i gram — negativne, s osnovnom razlikom u broju
slojeva peptidoglikana koji sacinjavaju stani¢nu stijenku [Kaleni¢, 2019]. S obzirom na to da gram
— pozitivne bakterije imaju viSe slojeva peptidoglikana (¢ak i do 40 slojeva) u svojoj stanicnoj
stijenci, logi¢no je da ¢e biti manje podloZne utjecaju srebra od gram — negativnih bakterija koje
imaju jedan do dva sloja peptidoglikana [Kaleni¢, 2019; Kim et al., 2007; Jung et al., 2008].

Takoder, utjecaj srebra na bakterijsku stanicu ocituje se u odvajanju citoplazmatske membrane



bakterijske stanice od svoje stijenke zbog utjecaja iona srebra (Ag+) [Jung et al., 2008],
nemogucénosti repliciranja DNK molekule jer je dovedena u kondenzirano (,,stisnuto*) stanje [Feng
et al., 2000], ali i u stvaranju kompleksa s tiolnim skupinama proteina stanice, Sto dovodi do
inaktivacije proteina, odnosno, dolazi do poremecaja u funkciji stanicne membrane i/ili talozenja

proteina te kona¢no, do smrti bakterijske stanice [Spadaro et al., 1974; Feng et al., 2000].

1.1.2. Utjecaj srebra na ¢ovjekov organizam

Uporaba srebra u dezinfekciji hrane, vode, predmeta, pa ¢ak i pri saniranju rana je vec
dobro dokumentirana [Shrestha et al., 2009; Karchmer et al., 2000; Joshi et al., 2011], te je s
obzirom na tako siroku potencijalnu primjenu srebra u svakodnevnom Zivotu, potrebno posvetiti

paznju prekomjernom izlaganju i unosu srebra u covjekov organizam.

1.1.2.1. Apsorpcija, distribucija, metabolizam i ekskrecija (ADME)

Put ulaska srebra u ljudsko tijelo moze biti inhalacijom srebrnih para ili aerosola koji sadrze
Cestice srebra, najceS¢e u djelatnostima gdje se obraduje srebro, na primjer, prilikom izrade
srebrnog nakita [Aktepe et al., 2015]. Nadalje, apsorpcija srebra moguca je i putem koze pri
doticaju sa spojevima, najcesc¢e tekuéim, koji sadrze srebro. Primjer perkutanog unosa srebra u
organizam je u medicini, pri koriStenju preparata za sprjeavanje infekcija otvorenih rana koje u
sebi, izmedu ostalog, sadrze spojeve srebra [Wright et al., 1999], te, danas puno rjede, u
fotografskoj industriji, gdje se za razvijanje fotografija koriste spojevi sa srebrom. U kontekstu
dezinfekcije vode pomocu srebra, najznacajniji put unosa u ljudski organizam je ingestijom vode
koja je bila tretirana nano — Cesticama srebra [Eckhardt et al., 2013]. Nakon ulaska srebra u
organizam, srebro ima sposobnost distribucije i akumulacije u pojedinim tkivima [van der Zande

etal., 2012; Loeschner et al., 2011], sto se u ljudi ¢esto manifestira kao argirija, ireverzibilna siva



ili plavkasto — siva pigmentacija koze, na dijelovima tijela koji su ¢e$ée izlozeni suncu [Chung et
al., 2010; Brandt et al., 2005; Chang, Khosravi i Egbert., 2006]. Do reakcije, najvjerojatnije dolazi
uslijed vezanja za proteine plazme [Wijnhoven et al., 2009], te potom redukcije u elementarno
srebro nakon izlaganja suncevoj svjetlosti [Shelley, Dorinda Shelley i Burmeister., 1987]. Uz
argiriju, zabiljezeno je i genotoksicno djelovanje srebra na DNK mononuklearnih leukocita
(agranulocita), uslijed povecanog oksidativnog stresa stanice, kod ljudi koji se profesionalno bave
izradom nakita od srebra [Aktepe et al., 2015]. Tako je u spomenutom istrazivanju dokazan Stetan
utjecaj srebra, treba uzeti u obzir da se radi o profesionalno izloZzenoj populaciji znacajno ve¢im
koncentracijama nego $to je to uobiCajeno u opcoj populaciji. Osim navedenog, ozbiljnije
posljedice po zdravlje Covjeka nakon izlaganja srebru nisu zabiljeZene. Najvjerojatniji put
ekskrecije srebra iz organizma jest putem urina, $to pokazuje istrazivanje provedeno na pacijentu
koji je primljen u bolnicu s opeklinama, koje su tretirane posebnim oblozima koji u svom sastavu
sadrze srebro [Trop et al., 2006]. Takoder, zabiljeZeno je da se srebro moze izluciti iz organizma
putem fecesa [van der Zande et al., 2012], §to je i najces¢i put eliminacije srebra iz organizma kada

je put ulaska u organizam ingestija.

1.1.3. Zakonska regulativa / grani¢ne vrijednosti srebra u vodi za pice

U drZzavama ¢lanicama Europske Unije, na temu osiguravanja kvalitete vode za pice, na
snazi je Direktiva Vijeca 98/83/EZ, te u njoj nisu sadrzane grani¢ne vrijednosti za koncentraciju
srebra u vodi za pi¢e. U Republici Hrvatskoj, na snazi je Zakon o vodi za ljudsku potrosnju (NN
56/13, 64/15, 104/17, 115/18, 16/20), koji se u svojoj velikoj vecini nadovezuje na Direktivu
Vijeca te prati smjernice dane u njoj. Uz navedeni zakon, donesen je i Pravilnik o parametrima

sukladnosti, metodama analize, monitoringa i planovima sigurnosti vode za ljudsku potrosnju te



nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe (NN 125/17)
u kojemu u svom Prilogu 1., Tablici 4. (indikatorski parametri) stoji kako MDK (maksimalno
dozvoljena koncentracija) srebra u vodi za pic¢e iznosi 10 pg/L, ali uz napomene da ukoliko se
srebro koristi kao dezinfekcijsko sredstvo, MDK iznosi 100 pg/L, te da se koncentracija srebra ne
odreduje za vodu pakiranu u bocama i drugim vrstama ambalaze [NN 125/17]. Prema
Smjernicama za kvalitetu vode za pice (eng. ,, Guidelines for drinking water quality ), izdanim od
strane Svjetske zdravstvene organizacije iz 1993. godine, spomenuto je kako NOAEL (eng. ,, No
Observable Adverse Effect Level ) za srebro iznosi 10 g srebra unesenih kroz cijeli zivot. U
kontekstu vode za pice, stoji kako koncentracija srebra od 0.1 mg/L (ova koncentracija, kroz
vremensko razdoblje od 70 godina, daje polovi¢nu vrijednost od definirane koncentracije pri kojoj
nema primije¢enog ucinka — ,NOAEL®) ne predstavlja opasnost po ljudsko zdravlje [WHO,
1993]. Treba napomenuti kako ove vrijednosti dane od strane Svjetske zdravstvene organizacije
nisu smjernice koje su obvezujuce, ve¢ predstavljaju podlogu za definiranje legislative [WHO,

2018].

1.2. Indikatorske bakterije

Poznato je kako je voda osnova Zivota, te je kao takva predstavlja pogodan medij za razvijanje
velikog broja razli¢itih mikroorganizama. Ukoliko ¢ovjek konzumira vodu u kojoj se nalaze
patogeni mikroorganizmi, moze do¢i do pojave bolesti. Prilikom ocjene kakvoée i zdravstvene
ispravnosti vode za pice, ispituje se prisutnost na odredene ,,indikatorske® bakterije. One su
pogodni pokazatelj one¢iséenja vode, obzirom da se u odredenim okolisnim uvjetima ponasaju
veoma sliéno kao 1 patogeni mikroorganizmi. Takoder, ukazuju na ucinkovitost metoda

procis¢avanja voda [Armon i Kott, 1996].



1.2.1. Ukupni koliformi

Pod pojmom ,koliformne bakterije podrazumijevaju se mikroorganizmi iz porodice
Enterobacteriaceae, koja ukljucuje rodove Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Cronobacter,
Salmonella, Shigellla, te najznacajniji rod za odredivanje fekalne kontaminacije vode, Escherichia
[Kaleni¢, Bedeni¢ i Bosnjak, 2019; Prescott, Harley i Klein, 2002a]. Navedene skupine bakterija
¢ine oko 10% prirodne mikroflore crijeva ¢ovjeka i ostalih toplokrvnih Zivotinja [Prescott, Harley
i Klein, 2002a; Patel et al., 2014], ali se u velikom broju mogu nalaziti i u okolisu [Carrero —
Colon, Wickham i Turco, 2011; Edberg et al., 2000]. Koliformne bakterije su fakultativno
anaerobni, gram — negativni, oksidaza — negativni, katalaza — pozitivni Stapi¢i, koji ne formiraju
spore, te fermentiraju laktozu do stvaranja kiseline i plina unutar 48 h pri temperaturi inkubacije
od 35 °C [Kaleni¢, Bedeni¢ i Bosnjak, 2019; Prescott, Harley i Klein, 2002a; Caplenas i Kanarek,
1984; Brion i Mao, 2000]. Zbog navedenih karakteristika, koliformne bakterije sluze kao indikator
kontaminacije vode fekalnim materijalom, ali moguce i prirodnim materijalom iz okolisa (zemlja,

lis¢e, trava, itd.).
1.2.1.1. Escherichia coli

Unutar skupine koliformnih bakterija moze se izdvojiti skupina termotolerantnih ili
fekalnih koliformnih bakterija, koje se razlikuju od ostalih koliforma po tome $to fermentiraju
laktozu do kiseline i plina na temperaturi inkubacije od 44,5 °C, unutar 48 h, te su dobar indikator

fekalnog zagadenja vode [Ashbolt, 2004; Caplenas i Kanarek, 1984].

Glavni predstavnik termotolerantnih (fekalnih) koliforma je Escherichia coli. Ona se
prirodno nalazi unutar crijeva ¢ovjeka i toplokrvnih Zivotinja [ Kaleni¢, Bedenic¢ i Bo$njak, 2019],

a vrlo rijetko u prirodi kao organizam koji samostalno moze opstati u okolisnim uvjetima [Matica



i Ramljak Seso, 2003]. Njena prisutnost u vodi za pi¢e je dobar indikator koji upuéuje na
kontaminaciju vode fekalnim putem [Rompré et al., 2002]. Prema vaZe¢im zakonskim propisima
na podrucju Europske Unije, ukljuéujuéi i Republiku Hrvatsku, stoji kako se u 100 mL analizirane
vode za ljudsku potro$nju ne smije nalaziti niti jedna kolonija E. coli [Direktiva Vije¢a 98/83/EZ;

NN 125/17]

1.2.2. Enterococcus spp.

Predstavnici roda Enterococcus karakterizirani su kao gram — pozitivni, katalaza —
negativni koki ovalnog oblika, koji se mogu pojavljivati kao pojedina¢na stanica, u parovima ili u
manjim nakupinama, odnosno, kra¢im lancima [Budimir, 2019; Carrol et al., 2015].

Takoder, za enterokoke je karakteristicno, s obzirom na to da se nalaze u probavnom
sustavu ljudi 1 Zivotinja, da mogu rasti u prisustvu zuci (do 40% Zucnih soli) [Fisher 1 Phillips,
2009] 1 natrijeva klorida, ¢ak ido 6,5 % NaCl u mediju [Budimir, 2019; Domig et al., 2003; Edberg
et al., 2000], na temperaturama od 5 do 50 °C (optimalno oko 37 °C), a prezivljavaju i temperature
od 60 °C unutar 30 min [Giraffa, 2014; Martins Teixeira et al., 2015]. Osim dobre otpornosti prema
visim koncentracijama soli, pokazuju i rast pri pH vrijednosti od 9,6 [Prescott, Harley i Klein.,
2002b; Giraffa, 2014]. Enterokoki su Siroko rasprostranjeni u okoliSu, te ¢ine oko 1% crijevne
mikroflore covjeka [Budimir, 2019; Tendolkar et al., 2003], ali i drugih vrsta Zivotinja, na primjer,
pasa i kokos$i [Wheeler et al., 2002]. Zbog toga Sto nastanjuju crijevni trakt Zivotinja 1 ljudi, te zbog
otpornosti na povecanu koncentraciju soli i poviSenu temperaturu, mikroorganizmi iz roda
Enterococcus su dobar indikator fekalnog zagadenja voda [Carrero — Colon, Wickham i Turco,

2011].



Sto se ti¢e zakonske regulative vezane uz prisutnost enterokoka u vodi za ljudsku potrosnju,
vrijednosti su iste kao i za E. coli, da bi se voda za ljudsku potros$nju smatrala ispravnom, u 100

mL takve vode ne smiju biti prisutni enterokoki [Direktiva Vije¢a 98/83/EZ; NN 125/17].

1.2.3. Pseudomonas spp.

Bakterije iz roda Pseudomonas, karakteristicne su po tome §to su aerobne, nesporulirajuce, gram
— negativne bakterije koje se mogu pojavljivati pojedinacno, kao parovi ili u lancima. Zive u
temperaturnom rasponu od 4 do 42 °C, ali za vecinu je optimalna temperatura za rast i razvoj
izmedu 30 i 37 °C, dakle veé¢ina ih je mezofilnog karaktera [Drenjancevi¢ i Vranes$, 2019].
Pseudomonasi posjeduju jedan ili viSe flagela (bi¢eva) kojima se mogu kretati kroz medij u kojemu
se nalaze [Hgiby, Ciofu i Bjarnsholt, 2015], a takoder stvaraju i polisaharidnu kapsulu, odnosno,
biofilm kojim se Stite od potencijalno Stetnih okolisnih Cimbenika, a predstavlja relativno ucestalu
pojavu u modernim vodoopskrbnim distribucijskim sustavima [Drenjancevi¢ i Vrane$, 2019;
Hgaiby, Ciofu i Bjarnsholt., 2015; de Victorica i Galvan, 2001]. Glavni predstavnik ovoga roda
jest Pseudomonas aeruginosa, bakterija koja je Siroko rasprostranjena u okoliSu [Neves et al.,
2014, Heiby, Ciofu i Bjarnsholt, 2015], a u kontekstu vode za ljudsku potrosnju, predstavlja
oportunistickog patogena koji uzrokuje sekundarne crijevne infekcije, poglavito u
imunokompromitiranih osoba [de Victorica i Galvan, 2001; Drenjanéevi¢ i Vranes, 2019]. Prema
zakonskoj regulativi, na P. aeurginosa predstavlja jedan od mikrobioloskih parametara
zdravstvene ispravnosti vode za pie na mjestu potroSnje u objektima od javnozdravstvenog
interesa (npr. bolnice 1 druge zdravstvene ustanove, vrti¢i, staracki domovi) i za potrebe tehnickih

pregleda, te broj njenih kolonija u 250 mL analizirane vode mora iznositi 0 [NN 125/17].



1.2.4. Clostirdium perfringens

Clostridium perfringens je gram — pozitivni, aerotolerantni anaerobni Stapic, koji za razliku
od ostalih navedenih mikroorganizama ima moguénost stvaranja spore, §to mu omogucuje dugo
prezivljavanje u okolisu [Edberg et al., 2000; Kaleni¢ i Budimir, 2019; Kiu i Hall, 2008]. C.
perfringens dio je normalne mikroflore ljudskog probavnog sustava, §to ga, uz mogucnost
stvaranja spora i dugim prezivljavanjem u okolisu, ¢ini dobrim indikatorom fekalnog zagadenja
[Edberg et al., 2000]. Od velikog zdravstvenog znacéenja je i ¢injenica da C. perfringens tijekom
svog rasta 1 razmnozavanja izluCuje viSe vrsta toksina koji u ljudi mogu uzrokovati kratkotrajne,
ali intenzivne gréeve i proljeve [Kaleni¢ i Budimir, 2019], nekrotiziraju¢i enterokolitis [Nillo,
1998] te Klostridijsku mionekrozu ili plinsku gangrenu, koja predstavlja tip gangrene koja se
najbrze razvija u ¢ovjeka, u roku od nekoliko sati do dva dana, a moze dovesti i do smrtnog ishoda
oboljelog [Bryant et al. 2000; Kaleni¢ i Budimir, 2019]. Takoder, C. perfringens predstavlja jedan
od mikrobioloSkih parametara prilikom analiziranja vode za pi¢e obuhvacenog zakonskom
regulativom na podrucju Republike Hrvatske, gdje je definirano kako se 100 mL analizirane vode

za ljudsku potros$nju ne smije nalaziti niti jedna kolonija ili spora C. perfringens [NN 125/17].

1.2.5. Ukupan broj bakterija pri 22 °C i 37 °C (UBB/22 i UBB/37)

Ukupan broj bakterija (UBB) je metoda procjene stupnja zagadenja, odnosno, sanitarne
¢istoce vode (sirove ili preradene). U ovoj metodi se na neselektivnu hranjivu podlogu nasaduje
uzorak vode. Broje se kolonije svih vrsta bakterija, prisutnih u uzorcima vode, koje su porastu na
hranjivom agaru. Obi¢no se radi 0 heterotrofnim bakterijama koje kao izvor energije koriste tvari
s organskim ugljikom (eng. Heterotrophic Plate Count, HPC) [Bartram et al., 2003]. Kada se
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ispitani uzorci vode nasade na hranjive podloge, Petrijeva ploca inkubira se na temperaturama od
22 °C i 37 °C, gdje temperatura od 22 °C predstavlja okolisnu temperaturu pri kojoj veci rast
pokazuju mikroorganizmi koji se prirodno nalaze u okolisu (npr. Pseudomonas aeruginosa), dok
temperatura od 37 °C predstavlja prosje¢nu temperaturu ¢ovjekovog tijela, pri kojoj veci rast
pokazuju bakterije koje mogu biti uzroc¢nici bolesti u ljudi (npr. E. coli, enterokoki) [Gensberger

et al., 2015].

Prema vaZecem Pravilniku, broj kolonija u analiziranoj vodi za ljudsku potro$nju na
temperaturi od 22 °C iznosi 100 kolonija na 1 mL vode, a na temperaturi od 37 °C iznosi 20

kolonija na 1 mL vode [NN 125/17].
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1.3. Cilj istrazivanja
Cilj ovog istrazivanja je:
e ispitivanje dezinfekcijskog djelovanja srebra na vodu kontaminiranu fekalnim
materijalom (fekalnom otpadnom vodom) u kontroliranim laboratorijskim uvjetima i

na oborinsku vodu namijenjenoj ljudskoj potroSonji

e pracenje koncentracije srebra koja u vodu moze dospjeti otpustanjem s nosaca,

Dodatno, potencijalni dugoroc¢ni cilj ovog istrazivanja je pronalazak uc¢inkovite metode
dezinfekcije vode koja bi predstavljala alternativu danasnjoj najrasirenijoj metodi dezinfekcije

vode, pomocu preparata koji sadrze klor.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Nosac

U ovom radu, kao nosa¢ za srebro, koristeno je ukupno 2,5 kg kamencica veli¢ine 0,5 do
1 cm Navedena frakcija dobivena je prosijavanjem kroz laboratorijska sita s veli¢inom oka od 0,5
i 1 cm, ¢ime su se dobili kamenci¢i relativno ujednacene velic¢ine. Nakon prosijavanja kroz sita,
kamenc¢ici (nosac) su prvotno isprani vodom iz slavine, a potom i destiliranom vodom, nakon ¢ega
su stavljeni na suSenje u aluminijskim posudama (Slika 1.) u susionik na temperaturi od 105 °C u
vremenskom razdoblju od 1 h. Poslije prvog ispiranja i suSenja u peci, uslijedilo je jo$ jedno
ispiranje sa 8 % octenom kiselinom (CH3COOH) i destiliranom vodom, te kona¢no, susenje 1 sat

na 105 °C.

Slika 1. Kamengi¢i (nosa¢) nakon ispiranja (izvor: vlastita arhiva)
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2.1.2. Tollensov reagens

Za potrebe ovog rada, Tollenosov reagens sluzi kao izvor elementarnog srebra koje je
vezano na nosac. Pripremljen je na nain da je u laboratorijskoj ¢asi od 1 L prvotno uliveno 500
mL, 0,1 M srebrovog nitrata (AgNO3), u kojeg se postupno dodavao koncentrirani amonijak (NHs)
do stvaranja smedeg obojenja, te nastavljaju¢i s dodavanjem amonijaka do bistrenja otopine.
Potom je u otopinu dodano 250 mL 0,8 M kalijevog hidroksida (KOH) pri ¢emu je otopina
promijenila boju u tamno — smedu do crnu, te je ponovno dodavan koncentrirani amonijak do
bistrenja otopine. Navedeni postupak proveo se uz konstantno mijeSanje otopine na magnetskoj

mijesalici.

2.1.3. Presvla¢enje nosaca srebrom

U laboratorijsku ¢asu od 1 L stavljeno je 0,5 kg prethodno pripremljenih kamencica
(nosaca) kojima je dodano 250 mL Tollensovog reagensa i 75 mL 0,5 M otopine glukoze. Smjesa
nosaca, Tollensovog reagensa i otopine glukoze grijana je na 60 °C u vremenskom razdoblju od
15 min, uz povremeno mije$anje. Na pocetku procesa, otopina poprima zuckasto — smedu boju
nakon ¢ega dolazi do zamucenja, otopina pocrni, te zapocinje izdvajanje srebra koje oblaZze nosac.
Nakon zavrSenog postupka, nosa¢ je izvadeni iz laboratorijske Case te temeljito isprani
destiliranom vodom. Tako pripremljen nosa¢ spreman je za koriStenje u pokusu (Slika 2.).
Postupak je ponavljan do ukupne koli¢ine nosaca od 2,5 kg. Pripremljeni nosa¢ sa srebrom je

upakiran u mrezaste vrecice, te je u tom obliku koristen u pokusu.
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Slika 2. Nosa¢ oblozen srebrom (izvor: vlastita arhiva)

2.2. Lokacije istrazivanja

Eksperimentalni dio ovog rada provodio se na dvije cisterne na podrucju Istre. Prva cisterna
(RE) na kojoj je proveden pokus nalazi se u juznom dijelu sredi$nje Istre, u opéini Svetvincenat,
u mjestu Rezanci, udaljena od grada Vodnjana oko 11,7 km. (Slika 3., Slika 4.). Ova cisterna,
gradena 1980 — ih godina, manjeg je kapaciteta, oko 50 m®, nalazi se na privatnom posjedu, te je
namijenjena za opskrbu vodom samo jedne kuce. Nakon priklju¢ivanja kuéanstva na javni
vodovod, cisterna se viSe nije intenzivno koristila niti redovito odrzavala, $to je dovelo do pucanja
spremnika i propustanja vode, ¢ime je kvaliteta vode opala, te ona vise nije bila adekvatna za
ljudsku potro$nju. Na svakom uzorku vode uzetom na ovoj lokaciji, uz mikrobiolosko, provedeno
je ispitivanje i fizikalno - kemijskih i kemijskih pokazatelja kvalitete vode, prije i nakon
postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu. Osnovni statisticki podaci tih pokazatelja prikazani su

tablicno (Tablica 1.). Svi uzeti uzorci vode bili su bez mirisa i okusa, koji su odredivani senzorski,
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te zbog toga nisu uvrsteni u tablicu s osnovnim statistickim podacima fizikalno — kemijskih i

kemijskih pokazatelja kvalitete vode.

g l )

Slika 3. Cisterna u mjestu Rezanci, u dvori$tu privatne kuce (izvor: vlastita arhiva)

es, traffic and nearby places
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Slika 4. Lokacija mjesta Rezanci (crveni oval) u odnosu na grad Vodnjan (crveni kvadrat) (izvor: Google karte)
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Tablica 1. Osnovni statisticki podaci o fizikalno — kemijskim i kemijskim karakteristikama vode uzetim na lokaciji
RE (Rezanci), prije i nakon dodavanja srebra

Lokacija RE Vrijednosti prije dodavanja srebra Vrijednosti nakon dodavanja srebra
Min. Max. Srednja Min. Max. Srednja
vrijednost vrijednost
T vode (°C) 10,0 11,0 10,1 10,0 16,0 12,6
Boja 5,0 13,0 9,2 50 17,0 111
(°Pt/Co skala)
Mutnoéa (NTU) 0,44 1,80 1,22 0,95 1,50 1,28
pH 6,9 7,8 7,2 6,9 7,3 7,1
El. vodljivost 70,0 95,0 83,3 56,0 108,0 81,4
(uS/cm)
KmnO4 0,57 1,20 0,76 0,80 1,20 0,95
(mg/L kao O2)
Kloridi (mg/L) 25 43 3,3 2,5 5,3 4.4
Nitrati (mg/L kao 4,2 53 4.8 2,9 6,7 4,6
NOs)
Amonijak 0,006 0,014 0,010 0,006 0,212 0,077
(mg/L kao NH,)

Druga cisterna (ME) nalazi se u selu Mednjan, na jugozapadu Istre, u op¢ini Vodnjan,
priblizno 7 km od grada Vodnjana (Slika 5., Slika 6.). Gradena je 1950-ih godina i zapremnine je
oko 100 m?®, a sluzila je kao izvor pitke vode za cijelo selo Mednjan. Zbog starosti, cisterna je
pocela propustati, zbog ¢ega voda u njoj vise nije za pice, barem ne bez prethodnog iskuhavanja.
Medusobna udaljenost dvaju cisterni zraCnom linijom iznosi ne$to manje od 10 km. Na ovoj
lokaciji je takoder provedeno ispitivanje fizikalno - kemijskih i kemijskih pokazatelja kvalitete
vode, kao 1 osnovna statisticka obrada podataka o tim pokazateljima koji su prikazani tabli¢no,

uzimajuci u obzir stanje vode prije i nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (Tablica 2.).
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Kao i na prvoj lokaciji istrazivanja, uzeti uzorci vode bili su bez mirisa i okusa, Sto nije bilo
potrebno prikazivati u tablici s ostalim fizikalno — kemijskim i kemijskim pokazateljima kvalitete

vode.

Bitno je napomenuti kako na poviSenje temperature U obje cisterne nakon postavljanja nosaca sa
srebrom nije utjecalo samo srebro, ve¢ je to posljedica prirodne promjene vremena koja se
dogadala u razdoblju uzimanja uzoraka. Takoder, koncentracija srebra u vodi iz obje cisterne, ni
prije, a niti poslije stavljanja nosaca sa srebrom, nije presla MDK vrijednost za srebro u vodi za

ljudsku potros$nju od 10 pg/L [NN125/17].

Slika 5. Cisterna u selu Mednjan (ME) (izvor: vlastita arhiva)
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Slika 6. Lokacija mjesta Mednjan (crveni marker) u odnosu na grad VVodnjan (crveni oval) (izvor: Google karte)
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Tablica 2. Osnovni statisticki podaci o fizikalno — kemijskim i kemijskim pokazateljima vode uzetim na lokaciji
ME (Mednjan), prije i nakon dodavanja srebra

Lokacija ME Vrijednosti prije dodavanja srebra Vrijednosti nakon dodavanja srebra
Min. Max. Srednja Min. Max. Srednja
vrijednost vrijednost
T vode (°C) 8,0 10,0 9,2 10,0 12,0 12,0
Boja 50 9,0 6,7 5,0 13,0 7,3
(°Pt/Co skala)
Mutnoéa (NTU) 0,4 1,1 0,6 0,4 1,3 0,9
pH 7,2 7,8 1,7 6,8 8,1 7,7
El. vodljivost 69,0 84,0 74,0 71,0 301,0 148,4
(uS/cm)
KmnO4 0,37 1,50 0,75 0,38 0,93 0,63
(mg/L kao O2)
Kloridi (mg/L) 53 6,7 6,2 3,2 9,2 6,7
Nitrati (mg/L kao 1,84 2,22 1,97 2,15 5,11 3,40
NO3)
Amonijak <0,004 <0,004 <0,004 0,005 0,053 0,294
(mg/L kao NH,)

2.3. Uzorkovanje

Uzorkovanje vode za potrebe ovog istrazivanja provodilo se ukupno u vise ponavljanja na
svakoj cisterni. 1z cisterne RE prikupljeno je 7 uzoraka (RE 01 — Q07) prije postavljanja nosaca sa
srebrom u cisternu, a drugih 7 (RE 07 — 14) nakon $to je srebro postavljeno u cisternu; kod cisterne
ME 11 uzoraka prije postavljanja srebra (ME 01 — 11) te 8 nakon postavljanja srebra (ME 12 —
19). Prvi uzorak je prikupljen 13. 1. 2020. godine, a posljednji 24. 8. 2020. godine. Svaki zasebni
uzorak sastojao se od ukupno 1,5 L uzorka vode i to, 1 L uzorka u sterilnoj boci iz koje su se
odredivali mikrobioloski parametri, te u zasebnoj, nesterilnoj boci od 0,5 L s uzorkom iz koje su

odredivani kemijski pokazatelji. Tijekom uzimanja uzorka vode, na mjestu uzorkovanja izmjerena
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je temperatura uzorka te je zabiljezeno eventualno trenutno prisustvo padalina. Uzorci su do

laboratorija transportirani na temperaturu od 4 °C. Podaci o pojedinim uzorcima prikazani su

tablicno (Tablica 3.)

Tablica 3. Uzorci vode sa datrumima uzorkovanja, temperaturom pojedinih uzoraka, te podatkom o padalinama

RE

ME

Redni broj Kisa
uzorka Datum t/°C
1 13.1.2020 10
2 18.1.2020 10 Slaba kisa
3 19.1.2020 10
4 25.1.2020 9 Slaba kisa
5 26.1.2020 10
6 8.2.2020 10
7 9.2.2020 10
8 16.3.2020 11
9 17.3.2020 11
10 24.3.2020 10
11 11.5.2020 16
12 12.5.2020 16
13 18.5.2020 16
14 24.8.2020
1 18.1.2020 8 Slaba kisa
2 19.1.2020 8
3 25.1.2020 9 Slaba kisa
4 26.1.2020 9
5 1.2.2020 10
6 2.2.2020 10
7 8.2.2020 9
8 9.2.2020 10
9 15.2.2020 10
10 16.2.2020 10
11 7.3.2020 10
12 8.3.2020 10
13 16.3.2020 11
14 17.3.2020 11
15 23.3.2020 12
16 24.3.2020 12
17 11.5.2020 14
18 18.5.2020 15
19 19.5.2020 15
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2.4. Metode

2.4.1. Laboratorijski pokus — u¢inak srebra na fekalne bakterije

Prije ispitivanja dezinfekcijskog ucinka srebra na vodi u cisternama, u laboratoriju je
proveden pokus koji je sluzio kao simulacija teze ovog rada. Pokus se provodio na nacin da je u
dva plasti¢na spremnika stavljeno 100 L nekondicionirane izvorske vode uzete s izvora Mlaka,
smjestenog u Ulici Milutina Barac¢a u Rijeci. Spremnici su zatvoreni i spremljeni u mracan i
ohladen prostor, na temperaturi do 15 °C, nakon Cega je provedena mikrobioloska analiza vode iz
oba spremnika. Nakon uzimanja uzorka nekondicionirane vode, u oba spremnika je dodano 200
mL fekalne otpadne vode koja je uzeta na ulazu Uredaja za procis¢avanje otpadnih voda Delta u
Rijeci (Ulica Delta 3, Rijeka), nakon ¢ega je ponovno provedena mikrobioloska analiza vode iz
oba spremnika. U jedan od dva spremnika dodano je 100 g nosaca sa srebrom koji je pripremljen
na prethodno opisan nacin, nakon ¢ega je ponovno uslijedila mikrobioloska analiza vode iz oba
spremnika. Posljednja faza u pokusu je bila ponovno dodavanje 200 mL fekalne otpadne vode, ali
ovaj put i sa dodatkom ciste kulture E. coli, peti dan pokusa, nakon ¢ega se svakog dana provodila

mikrobioloska analiza uzoraka vode iz oba spremnika.

Spremnik bez nosaca sa srebrom sluzio je kao kontrola, a u spremniku sa nosacem se pratilo
dezinfekcijsko djelovanje srebra na vodu kontaminiranu indikatorskim fekalnim bakterijama.

Rezultati provedenog pokusa nalaze se u nadolaze¢em poglavlju (pogl. 3.1.).

2.4.2. Odredivanje mikrobioloskih pokazatelja u uzorcima vode
Od mikrobioloskih pokazatelja u uzorcima ispitivao se broj aerobnih mezofilnih kolonija
na temperaturi inkubacije 22°C i 37°C (UBB/22 i UBB/37). Od indikatora fekalnog onecis¢enja u
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razdoblju ispitivane su ukupne koliformne bakterije (UK), Escherichia coli (EC), crijevni
enterokoki (ENT) i Clostridium perfringens te dodatni mikrobioloski pokazatelji Pseudomonas
aeruginosa (PA) i Staphylococcus aureus (SA).

Ukupni broj kolonija (UBB) odredivan je tehnikom ulijevanja (eng. ,,pour plate®), a UK, EC, ENT,

PA i SA tehnikom membranske filtracije.

2.4.2.1. Tehnika ulijevanja (,, pour plate*)

Tehnika ulijevanja provodi se na nacin da se 1 ml uzorka (ili njegovog prikladnog
razrjedenja) prenese u Petrijevu zdjelicu, prelije s 15 — 20 mL otopljenog i na 45°C temperiranog
kvasCevog agara, nakon Cega se Petrijeva zdjelica pazljivo homogenizira kruznim pokretima.
Podloga na koju je odlozena Petrijeva zdjelica mora biti ¢vrsta i ravna. Vrijeme koje protekne
izmedu prijenosa uzorka u Petrijevu zdjelicu i ulijevanja kvas¢evog agara ne bi smjelo biti dulje
od 15 minuta. Nakon skruéivanja agara, Petrijeva zdjelica se preokrene i inkubira na dvije

temperature: 22°C/72 sata i 37°C/48 sati.

2.4.2.2. Tehnika membranske filtracije

Tehnika membranske filtracije u mikrobiologiji voda koristi se zbog jednostavnosti
izvodenja, prakticnosti te ekonomicnosti. Karakteristika ponovljivosti omogucava kvantitativnu
detekciju mikroorganizama. Metoda se bazira na filtriranju uzorka vode preko membranskog
filtera, pri ¢emu se mikroorganizmi iz uzorka koncentriraju na povrSini membranskog filtera.
Bakterije se zadrzavaju na povrsini filtera jer im je promjer stanice ve¢i od promjera pora filtera.
Nakon postupka filtracije sijedi nacjepljivanje na hranjivu podlogu prenoSenjem filtera s metalnog
drzaca na krutu hranjivu podlogu. Nakon filtracije potrebnog volumena vode (za vecinu

parametara to je 100 mL ili potrebno razrjedenje) slijedi inkubacija, na temperaturi propisanoj
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metodom. Kolonije porasle tijekom inkubacije se broje se i preracunavaju, obzirom na filtrirani
volumen uzorka. Prednosti tehnike membranske filtracije je $to se broj kolonija moze direktno
preracunati na volumen ispitanog uzorka te Sto se ispitivanje moze ponoviti na velikom broju

uzoraka.

2.4.2.3. Ukupni koliformi (UK) i E. coli (EC)

Za odredivanje i brojenje koliformnih bakterija (UK) 1 E. coli (EC) primjenjuje se norma
HRN EN ISO 9308-1:2014/A1:2017. Metoda se bazira na kultivaciji kromogene CCA
(Chromogenic Coliform Agar) hranjive podloge. Filtrira se 100 mL uzorka ili drugi odgovarajuci
volumen. Nakon filtracije, membranski se filter sterilnom pincetom prenese na kromogenu CCA
podlogu, koja se inkubira na 36 °C (£2°C) kroz 21 h (£3 h) (Slika 7.).
Nakon inkubacije, broje se kolonije rozo — crvene boje, bez obzira na veli¢inu. Rozo — crvena boja
kolonija ukazuje da enzim B-D-galaktozidaza (B-gal) reagira s prisutnim kromogenim supstratom,
uz stvaranje ruzicastog do crvenog precipitata. Opisane kolonije dodatno se potvrduju testom
produkcije oksidaze. Najmanje 10 kolonija prenosi se na TSA (Triptic Soy agar) hranjivu podlogu
koja se inkubira na 36 °C (x2 °C) kroz 21 h (£3 h), nakon ¢ega se provodi oksidaza test. Nakon
inkubacije, broje se kolonije sljedecih karakteristika, bez obzira na veli¢inu. Rozo — crvena boja
kolonija ukazuje na B-D-galaktozidaza pozitivnu reakciju, pri ¢emu enzim reagira S prisutnim
kromogenim supstratom uz stvaranje rozog do crvenog precipitata (Slika 8a). Kolonije tamno plav
do ljubicaste boje ukazuju na aktivnost dva enzima, B-D- galaktozidaza (B-gal) i B-D-
glukuronidaza (B-glu). Sve E. coli sadrze B-gal a njih 94 — 97 % je i B-glu pozitivno, $to se oCituje
stvaranjem plave boje. Istovremena reakcija oba enzima daje kolonijama E. coli ljubi¢astu boju

(Slika 8b). Rezultat se izrazava kao cfu/100 mL.

22



Kvaliteta vode - Brojenje Escherichia coli i koliformnih bakterija - 1. dio:

Metoda membranske filtracije za vode s niskom pozadinom bakterijske flore
HRN EN ISO 9308-1:2014

1.dan
Filtracija 100 ml vode

Slika 7. Shema metode brojenja koliformnih bakterija i E. coli membranskom filtracijom za vode s niskom
pozadinom bakterijske flore (izvor: HRN EN ISO 9308-1:2014/A1:2017)

Slika 8. Boja poraslih kolonija na kromogenoj CCA podlozi a) -gal pozitivna reakcija -
gal i b) B-glu pozitivna reakcija (izvor: HRN EN 1SO 9308-1:2014/A1:2017)
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2.4.2.4. Enterokoki (ENT)

Za dokazivanje i brojanje bakterija roda Enterococcus (ENT) koriStena je metoda
membranske filtracije prema normi HRN EN 1SO 7899-2:2000. Ovom metodom detektiraju se i
broje se bakterije roda Enterococcus: E. feacalis, E. feacium (ove dvije vrste enterokoka uzrokuju
95% infekcija kod Covjeka), E. duransi E. hirae. Ostale Enterococcus vrste, te neke vrste roda
Streptococcus (S. bovis i S. equinus) takoder se ponekad mogu detektirati; medutim, ove vrste iz
roda Streptococcus ne prezivljavaju dugo u vodi te se vjerojatno ne mogu kvantitativno dokazati.
Volumen od 100 mL vode profiltrira se preko membranskog filtera (veli¢ine pora 0,45 pm). Nakon
toga se vrsi inkubacija na 36 °C (£2 °C) tijekom 44 h (£4 h). Tipi¢ne kolonije su uzdignute, crvene,
kestenjaste ili ruZiaste boje u centru kolonija ili oko njih. Dokazni test je neophodan ukoliko
narastu tipi¢ne kolonije. Filter s kolonijama prenese se na zu¢ni—eskulin-azid agar te se podloga
inkubira 2 h na 44 °C. Pri pozitivnoj reakciji stvara se tamno do crno obojena tvar, koja difundira

u medij (,,crni halo) (Slika 9.).
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Detekcija i brojenje fekalnih streptokoka - 2. dio:

metoda membranske filtracije
HRN EN ISO 7899-2:2000

1. dan Filtracija uzorka (100 ml)

Crijevni enterokoki reduciraju bezbojni TTC

Slika 9. Metoda membranske filtracije fekalnih streptokoka (izvor: HRN EN 1SO 7899-2:2000)

2.4.2.5. Pseudomonas aeruginosa (PA)

Kroz pore sterilnog filtera veli¢ine 0,45 um profiltrira se 100 mL uzorka. Nakon toga slijedi
kultivacija na CN — agaru te inkubacija na 36 °C (£2 °C) kroz 44 h (x4 h). Prvo ocitanje slijedi
nakon 22 h (x2 h) zbog moguénosti prerasta. Kao dokaz Pseudomonas aeruginosa (PA) broje se
one kolonije koje produciraju piocijanin. Kolonije su specificne plavo — zelene boje. Slijedi

ispiranje membranskog filtra pod UV lampom. Treba izbjegavati dulje izlaganje kolonija UV
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svijetlu jer moze Stetno djelovati na njih onemogucavajuci porast na potvrdnim testovima.
Kolonije koje ne produciraju piocijanin i crvenkasto-smede kolonije, a koje fluoresciraju
podvrgavaju se potvrdnim testovima. Kolonije se presaduju na Nutrient agar te inkubiraju 22 h (x2
h) na 36 °C (x2 °C).

Kolonije koje fluoresciraju potvrduju se testom produkcije amonijaka upotrebom acetamid bujona
(eng. acetamid broth). Kolonije se presele u epruvete s acetamid bujonom te inkubiraju na 36 °C
(%2 °C) kroz 22 h (22 h) uz dodatak 1 — 2 kapi Nesslerovog reagensa. Stvaranjem zute do ciglasto
— crvene boje potvrduje se prisustvo Pseudomonas aeruginosa. Kod kolonija koje ne fluoresciraju
a crvenkasto-smede su boje, postoji sumnja na Pseudomonas aeruginosa, §to se provjerava
dodatnim testovima. Kolonije crvenkasto-smede boje i koje su oksidaza — pozitivne presaduju se
s Nutrijent agara na King'B medij. Slijedi inkubacija na 36 °C (x2 °C). Prvi rezultati najcesce su
vidljivi nakon 24 h ali inkubacija moze trajati i do 5 dana. Promatra se porast pod UV svjetlom te
se dnevno biljezi pojava fluorescencije. Ukoliko se nakon 5 dana ne pojavi fluorescencija nalaz se
zakljucuje kao negativan.

Produkcija amonijaka (acetamid bujon): porasle kolonije presaduju se s Nutrijent agara u
epruvete s acetamid bujonom. Slijedi inkubacija na 36 °C (£2 °C) kroz 22 (+2 h) uz dodatak 1 — 2
kapi Nesslerovog reagensa. Promjena boje u epruvetama izmedu Zute do ciglasto-crvene dokazuje
pozitivnu reakciju produkcije amonijaka.

Oksidaza test radi se pomocu filter papira na koji se kapne jedna kap reagensa za oksidazu,
te se pomocu jednokratne eze na filter papir nanese uzorak. Ako filter papir promijeni boju u
ljubicastu, rezultati su pozitivni, a ukoliko filter papir promjeni boju u zutu ili ne dode do promjene

boje, rezultati su tada negativni.
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Kao potvrdene Pseudomonas aeruginosa racunaju se sve kolonije koje produciraju piocijanin
(plavo/zeleni pigment) ili koje su oksidaza — pozitivne, fluoresciraju pod UV svjetlom i koje
stvaraju amonijak iz acetamida. Postupak dokazivanja i brojanja P. aeruginosa prikazan je

shematski (slika 10.)

Pseudomonas aeruginosa

HRN EN ISO 16266:2008

1. dan »
Filtracija 100 mi uzorka
(250 mi za prirodne mineralne, izvorske i stolne vode)

Filter

Slika 10. Shema metode za dokazivanje i brojenje Pseudomonas aeruginosa (izvor: HRN EN 1SO 16266:2008)
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2.4.2.6. Clostridium perfringens (CP)

Prisustvo i broj C. perfringens odredivan je prema normi HRN EN ISO 14189:2016. C.
perfringens obi¢no stvaraju crne ili sive do zuto-smede kolonije, kao rezultat redukcije sulfita u
sulfide, koji reagira sa zeljeznim solima sadrzanim u hranjivom mediju (TSC agaru — Tryptose
sulfite cycloserine agar).

Potvrdni testovi provode se tako da se sumnjive kolonije razmazu po filter papiru, te se na njih
nanesu 2-3 kapi reagensa kisele fosfataze. Pojava ljubicaste boje u roku od 3 — 4 min smatra se

pozitivnom reakcijom (Slika 11.). Rezultat se izrazava kao cfu/100 mL.

BROJENJE Clostridium perfringens - tehnika membranske filtracije

ISO 14189:2013

1.dan
Filtracija 100 ml uzorka vode

Filter

Slika 11. Shema metode za dokazivanje i brojenje Clostridium perfringens (izvor: HRN EN 1SO 14189:2016)
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2.4.2.7. Ukupan broj bakterija (UBB)

Metoda se zasniva na detekciji i brojanju aerobnih heterotrofnih bakterija na temperaturi
od 22°C i 37°C a provodi se prema normi HRN EN 1SO 6222:2000.
Uzorak se homogenizira te se grlo boce spali. Nakon toga, odredi se razrjedenje uzorka tako da se
broj poraslih kolonija kre¢e izmedu 30 i 300. Zatim se uzorak ili razrjedenje nacijepi na medij.
Vrijeme izmedu dodavanja uzorka i otopljenog temperiranog agara ne smije biti duze od 15 min.
Slijedi nacjepljivanje na najmanje jednu plocu za inkubaciju pri svakoj od navedenih temperatura.
Plocu je potrebno preokrenuti i inkubirati 22 °C kroz 68 h (£4 h) odnosno na 37°C kroz 44 h (x4
h). Nakon $to se ploce izvade iz inkubatora, potrebno ih je §to prije ispitati.
Nakon inkubacije, kolonije se broje te se procjenjuje BIK — ,,broj izraslih kolonija“ (eng. cfu —
colony forming unit, u praksi izraz koji se ¢eS¢e Koristi) po mililitru uzorka (cfu/mL uzorka), za
svaku temperaturu inkubacije. Ako na ploci koja je nacijepljena nerazrijedenim uzorkom nema
poraslih kolonija rezultat se izrazava kao ,,nije detektirano u jednom mililitru®. Ako je broj kolonija
u plocama inkubiranim s najve¢im koriStenim razrjedenjem veci od 300, rezultat se izrazava kao

,»> 300 cfu/mL uzorka® ili samo kao priblizna vrijednost (Slika 12.).
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BROJENJE UZGOJENIH MIKROORGANIZAMA -
BROJ KOLONIJA NACJEPLJIVANJEM
NA HRANJIVI AGAR (HRN EN ISO 6222:2000)

1. dan

PRIPREMA UZORKA VODE

IZRAZAVANJE REZULTATA
cfu/ml

Slika 12. Shema brojenja uzgojenih mikroorganizama tehnikom nacjepljivanja na hranjivi agar (izvor:
HRN EN 1SO 6222:2000)

2.4.3. Odredivanje fizikalno — kemijskih i kemijskih pokazatelja u uzorcima vode

Za potrebe ovog rada u uzorcima vode iz cisterne odredivani su sljedeci fizikalno — kemijski
i kemijski pokazatelji: miris, okus, boja, mutnoc¢a, pH, elektri¢éna vodljivost, permanganatni indeks

(oksidativnost), kloridi, nitrati, amonijak i srebro.

Miris i okus odredivani su senzorski, a ostali pokazatelji odredivani su pomoc¢u prikladnih uredaja

u laboratoriju.

2.4.3.1. Boja

Boja vode odredivana je prema metodi iz priru¢nika za standardne metode analize vode [Braun —

Howland i Hunt, 2017b]. Ovom metodom boja uzorka odreduje se spektrofotometrijski na valnoj
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duljini A = 456 nm, usporedbom sa standardnim otopinama platina-kobalta prema Beerovom
zakonu. Ova metoda se primjenjuje za odredivanje prave boje opticki Cistih uzoraka. Za potrebe

ove metode koristen je spektrofotometar UV/VIS LAMBDA 25 (Perkin Elmer, SAD).

2.4.3.2. Mutnoca

Mutnocéa vode odredivana je prema medunarodnoj normi HRN EN ISO 7027-1:2016. Metoda
se specificira kao kvantitativna uz koriStenje optickog instrumenta — turbidimetra (nefelometrijsko
odredivanje mutnoce). Mutno¢a mjerena ovim postupkom primjenjiva je za vode niske mutnoce 1
izrazava se kao nephelometric turbidity units (NTU). Metoda se bazira na komparaciji intenziteta
svijetla rasprSenog u uzorku pod definiranim uvjetima u odnosu na intenzitet rasprSenog svijetla
certificiranog standarda pod istim uvjetima rada. Dobivena vrijednost mutnoce ocitava se direktno
s instrumenta. Odredivanje ovog parametra provedena je na turbidimetru HACH 2100NIS (Hach

Company, SAD).
2.4.3.3. pH vrijednost

U uzorcima vode iz cisterne pH vrijednost odredivana je prema medunarodnoj normi HRN
EN ISO 10523:2012. Princip odredivanja pH vrijednosti ove metode bazira se na mjerenju
elektromotorne sile, odnosno mjerenju razlike potencijala (potenciometrijska metoda) koji nastaje
na tankoj staklenoj membrani koja odjeljuje dvije otopine razli¢itih koncentracija vodikovih iona.
Upravo razlika potencijala sluzi kao analiticki parametar kod potenciometrijskog odredivanja pH
vrijednosti. Odredivanje pH vrijednosti provedeno je na instrumentu SevenExcellence (Mettler

Toledo, Svicarska).
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2.4.3.4. Elektricna vodljivost

Elektricna vodljivost vode odredivana je primjenom medunarodne norme HRN EN
27888:2008. Elektricna vodljivost predstavlja brojcani izraz za svojstvo vodenih otopina da
provode elektri¢nu struju. Ovo svojstvo ovisi o prisutnosti iona, njihovoj koncentraciji, mobilnosti,
valenciji i temperaturi mjerenja. Odredivanje elektri¢ne vodljivosti provedeno je na instrumentu

SevenExcellence (Mettler Toledo, Svicarska).

2.4.3.5. Permanganatni indeks (oksidativnost)

Odredivanje permanganatnog indeksa u uzorcima vode iz cisterni proveden je sukladno
medunarodnoj normi HRN EN ISO 8467:2001. Metoda se bazira na zagrijavanju uzorka na tocki
kljucanja u vodenoj kupelji s poznatom koli¢inom kalijevog permanganata (KmnQOa) i sumporne
kiseline (H2SO4) kroz definirano vrijeme (10 min) te redukciji dijela permanganata oksidiraju¢im
materijalom u uzorku i odredivanje utrogenog permanganata dodatkom otopine oksalata (C204%)

u suvisku, nakon Cega slijedi retitracija permanganatom.

2.4.3.6. Kloridi (CI)

Koncentracija klorida (CI") u vodi iz cisterne odredivana je prema medunarodnoj normi HRN
I1SO 9297:1998. U reakciji klorida s dodanim srebrnim ionima stvara se netopljiva forma srebrnog
klorida (AgCI) koji precipitira kvantitativno. Dodatkom male koli¢ine srebrnih iona (Ag*) u
suvisku dolazi do stvaranja crvenkasto-smedeg obojenog srebrnog kromata (Ag2CrOas) koji nastaje
u reakciji s kromatom (CrO?)koji se koristi kao indikator. Ova reakcija koristi se za dokazivanje
zavrSne tocke titracije. pH se odrzava u podrucju od 5,0 do 9,5 tijekom reakcije kako bi se

omogucila precipitacija.

32



2.4.3.7. Nitrati (NO3)

Odredivanje koncentracije nitrata (NO3”) u uzorcima vode iz cisterne provedena je prema
metodi iz priruénika za standardne metode analize vode [Braun — Howland i Hunt, 2017c].
Odredivanje NO3 bazira se na apsorpciji elektromagnetskog zra¢enja NO3z™ iona na valnoj duljini
u UV podruéju (220 nm) uz korekciju apsorpcije organske tvari na 275 nm. Zbog prirode ovih
uzoraka, nije ih bilo potrebno posebno pripremiti za analizu. Za potrebe ove metode koriSten je

spektrofotometar UV/VIS LAMBDA 25 (Perkin Elmer, SAD).

2.4.3.8. Amonij ion (NH4*)

Postupak odredivanja amonija (NH4") u vodama iz cisterni proveden je prema medunarodnoj
normi HRN 1SO 7150-1. Metoda se temelji na spektrofotometrijskom odredivanju, pri valnoj
duljini od 655 nm, zelenog obojenog kompleksa koje se stvara pri reakciji amonija (NH4") sa
salicilatnim (C7Hs037) i hipokloritnim ionima (CIO”) u prisustvu natrijpentacijanoferata(lll)
(natrij-nitroprusida). Za potrebe ove metode koristen je spektrofotometar UV/VIS LAMBDA 25

(Perkin Elmer, SAD).

2.4.3.9. Srebro

Koncentracija srebra odredivana je koriStenjem atomskog apsorpcijskog spektrometra
AASS800 (Perkin Elmer, SAD) bez prethodne pripreme izuzev zakiseljavanja uzorka s duSi¢nom
kiselinom (HNOs3). Sve postavke aparata i metoda odredivanja sukladna je uputama proizvodaca
atomskog apsorpcijskog spektrometra. Kvantifikacija je provedena metodom vanjskog standarda.
Svaka kalibracijska krivulja dobivena je upotrebom najmanje pet kalibracijskih tocaka izradenih
odgovaraju¢im razrjedenjima standardne otopine. Za izratun koncentracije prihvacene su

kalibracijske krivulje s R2 > 0,999.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati laboratorijskog pokusa

Pokus proveden u laboratoriju na uzorcima nekondicionirane vode iz izvora Mlaka, sa
dodatkom fekalne otpadne vode i kasnije ¢iste kulture E. coli sluzio je kao simulacija uvjeta kojima
voda u cisterni moze biti izlozena, odnosno, u kontroliranim uvjetima ispitalo se dezinfekcijsko
djelovanje srebra otpustenog sa nosaca. Koli¢ina prisutnih bakterija u ispitivanim uzorcima vode
iskazana je kao cfu (eng. ,, Colony Forming Unit*), a izraZzena je pomocu logaritamske funkcije
(log10). Kona¢na mjerna jedinica kojom se obiljezila koli¢ina prisutnih mikroorganizama iskazana
je kao log cfu/100 mL za uzorke vode na kojima se ispitivala prisutnost pojedinih vrsta bakterija,
odnosno log cfu/l mL za uzorke vode na kojima se ispitivao ukupan broj bakterija pri
temperaturama od 22 i 37 °C (UBB/22, UBB/37). Graficki prikazi dobiveni su putem racunalnog
programa (MS Excell 2016). Pokus je ukupno trajao 13 dana, a dvostruki uzorci uzeti su prvi i peti
dan pokusa, prije i nakon dodavanja fekalne otpadne vode u uzorke (prvi dan i peti dan), te Ciste
kulture E. coli (peti dan). To je rezultiralo sa ukupno 15 analiza kroz 13 dana pokusa, gdje analize
pod brojevima 1 i 2 predstavljaju prvi dan pokusa, a analize pod brojevima 6 i 7 predstavljaju peti

dan pokusa.

3.1.1. Ukupni koliformi

Uz pronadenu pocetnu brojnost koliformnih bakterija u uzorcima vode od 0,5 log cfu/100
mL za kontrolni, odnosno 0,7 log cfu/100 mL za uzorak vode sa srebrom, zabiljeZzen je porast u
njihovom broju nakon prvog dodavanja fekalne otpadne vode u uzorke, te su vrijednosti tada

iznosile 2,4 log cfu/100 mL za kontrolni i 2,7 log cfu/100 mL za uzorak vode u kojoj se nalazio
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nosac sa srebrom. Sljedeéeg dana, u oba uzorka su navedene vrijednosti opale 1,0 log cfu/100 mL
za kontrolni uzorak i 0,8 log cfu/100 mL za uzorak sa srebrom. Slijedi jo$ jedan rast (3,0 log
cfu/100 mL za kontrolu, 2,6 log cfu/100 mL za uzorak sa srebrom) nakon ¢ega dolazi do razlike u

brojnosti CFU ukupnih koliforma u uzorcima.

U kontrolnom uzorku prvo je zabiljeZen blagi pad do vrijednosti 2,6 log cfu/100 mL kroz
48 h, a nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i Ciste kulture E. coli dostignut je vrhunac
u brojnosti cfu ukupnih koliforma te je tada ta vrijednosti iznosila 3,6 log cfu/100 mL. Nakon 24
h, zabiljezen je blagi pad (3.4 log cfu/100 mL), a nakon 48 h taj je pad bio izrazeniji (2,4 log
cfu/100 mL). Prema kraju pokusa, ova vrijednost je postepeno padala do 1,8 log cfu/100 mL

dvanaesti dan pokusa, a posljednjeg dana pokusa zabiljezen je porast do 2,1 log cfu/100 mL.

U uzorku vode sa srebrom, nakon prvog pada i rasta broja cfu koliformnih bakterija nakon
dodavanja fekalne otpadne vode, uslijedio je pad broja cfu ukupnih koliforma na 0,0 log cfu/100
mL. Veliki rast je u broju koliformnih bakterija zabiljeZen je nakon ponovnog dodavanja fekalne
otpadne vode i ¢iste kulture E. coli., peti dan pokusa, kada je vrijednost iznosila 3,4 log cfu/100
mL. Medutim, ve¢ u sljede¢oj analizi uzorka vode sa srebrom vidljivo je da je dezinfekcijsko
djelovanje srebra na broj cfu ukupnih koliforma veoma izraZeno, kada je broj cfu koliformnih
bakterija samo jedan dan (24 h) nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i ¢iste kulture

E. coli opao na 0,0 log cfu/100 mL i uspjelo zadrzati tu vrijednost do kraja pokusa (Slika 7.).
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Ukupni koliformi
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log cfu/100 mL
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broj analize (dan pokusa)

e=@==[ontrola ==@==Uzorak sa srebrom

Slika 13. Graficki prikaz broja cfu ukupnih koliformnih bakterija u 100 mL kontrolnog uzorka i uzorka vode sa
srebrom kroz 15 analiza

3.1.2. E. coli

U uzorcima nekondicionirane vode, pocetne vrijednosti broja E. coli iznosio je 0,0 log
cfu/100 mL, a dodavanjem fekalne otpadne vode u uzorke uzrokovalo je rast u njihovom broju na
1,8 log cfu / 100 mL. U kontrolnom uzorku broj cfu E. coli postepeno raste te dostize vrhunac peti
dan pokusa, kada je ponovno dodana fekalna otpadna voda i Cista kultura E. coli, sa vrijednos¢u
od 3,6 log cfu/100 mL. Nakon toga, vrijednosti broja cfu E. coli postepeno padaju, kada su se
vrijednosti kretale oko 2,0 cfu / 100 mL, od sedmog dana pokusa pa do njegova kraja (1,6 — 2 log

cfu/100 mL).

S druge strane, u uzorku vode u kojem se nalazio nosa¢ sa srebrom, prisutnost E. coli zabiljeZzena
je neposredno nakon dodavanja fekalne otpadne vode, prvi dan pokusa, kada je vrijednost broja
cfu E. coli iznosila 1,8 log cfu/100 mL. Ta vrijednost ve¢ sljede¢eg dana opada na 0,7 log cfu/100
mL, a nakon 48 h pada na 0,0 log cfu/100 mL. Takoder, zabiljeZen je velik rast u brojnosti E. coli

nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i Ciste kulture E. coli u uzorak, peti dan pokusa,
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kada je vrijednost iznosila 3,4 log cfu/100 mL. Ve¢ sljedeceg sljedeceg dana, ta vrijednost je pala
na 0,0 log cfu/100 mL. Time je u pokusu dokazano dezinfekcijsko djelovanje srebra na E. coli.

Dinamika djelovanja srebra na E. coli prikazana je graficki (Slika 14.).
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Slika 14. Graficki prikaz broja cfu E. coli u 100 mL kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15 analiza

3.1.3. Enterokoki

Nakon dodavanja fekalne otpadne vode u uzorke vode, zabiljeZen je relativno velik porast
u brojnosti bakterija iz roda Enterococcus. U kontrolnom uzorku vrijednost cfu enterokoka iznosio
je 0,8 log cfu/100 mL, a uzorku vode sa srebrom 1,1 log cfu/100 mL. U prva tri dana pokusa, u
kontrolnom uzorku broj enterokoka rastao je do dostizanja vrhunca brojnosti kada je vrijednost
cfu enterokoka iznosila 1,2 log cfu/100 mL. Nakon navedene maksimalne vrijednosti cfu
eneterokoka, uslijedio je pad nakon 24h (0,8 log cfu/100 mL), a nakon 48 h vrijednost je pala na
0,0 log cfu/100 mL. Peti dan pokusa brojnost enterokoka je opet porasla na vrijednost 0,8 log
cfu/100 mL, uslijed ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode u uzorke. Ve¢ 24 h nakon,
vrijednost se vise od dvostruko smanjila (0,3 log cfu/100 mL), a 48 h nakon ponovnog dodavanja

fekalne otpadne vode i Ciste kulture E. coli vrijednost cfu enterokoka pala je na 0,0 log cfu/100
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mL. Deveti dan pokusa zabiljezen je mali porast u broju enterokoka (0,3 log cfu/100 mL), ali je

vec¢ sljedeceg dana ta vrijednost pala na 0,0 log cfu/100 mL gdje se i zadrzala do kraja pokusa.

Suprotno kontrolnom uzorku, u uzorku vode sa srebrom zabiljezen je pad u broju cfu enterokoka,
kroz prva tri dana pokusa, od 1,1 log cfu/100 mL do 0,6 log cfu/100 mL. Idu¢eg dana primijecen
je maniji rast (0,8 log cfu/100 mL), a 24 h nakon njega pad vrijednosti cfu enterokoka na 0,0 log
cfu/100 mL, usporedno sa kontrolnim uzorkom. Ponovno dodavanje fekalne otpadne vode i Ciste
kulture E. coli u uzorak vode sa srebrom rezultiralo je malim porastom, te je vrijednost cfu
enterokoka peti dan pokusa iznosila 0,3 log cfu/100 mL. Medutim, u iduc¢a 24 h vrijednost cfu

enterokoka pala je na 0,0 log cfu/100 mL, te je ostala konstantna do kraja pokusa (Slika 15.).

Na temelju dinamike djelovanja srebra na rast i razvoj kolonija enterokoka u vodi, vidljivo
je kako, u odnosu na E. coli, srebro ima manje izrazeno dezinfekcijsko djelovanje, ali i dalje se

moze smatrati u¢inkovitim dezinficijensom protiv bakterija iz roda Enterococcus.
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Slika 15. Graficki prikaz broja cfu enterokoka u 100 mL kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15
analiza
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3.1.4. Pseudomonas

Od svih indikatorskih mikroorganizama, najizrazenije djelovanje srebra zabiljeZzeno je na
bakterijama iz roda Pseudomonas. Treba napomenuti kako pocetna koncentracija Pseudomonasa
nije bila ista u oba uzorka, te je u kontrolnom uzorku iznosila 0,0 log cfu/100 mL, a u uzorku vode
sa srebrom 0,8 log cfu/100 mL. U kontrolnom uzorku vode, broj cfu Pseudomonasa poceo je naglo
rasti 24 h nakon dodavanja fekalne otpadne vode u uzorak te je ta vrijednost iznosila 1,0 log
cfu/100 mL, a 48 h nakon dodavanja fekalne otpadne vode (tre¢i dan pokusa) vrijednost cfu
Pseudomonasa iznosila je 1,1 log cfu/100 mL, gdje se zadrzala i Cetvrti dan pokusa. Sljedeceg
dana ta vrijednost pala je na 0,0 log cfu/100 mL, a nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne
vode i Ciste kulture E. coli zabiljeZen je vrhunac u broju Pseudomonasa u vrijednosti od 1,2 log
cfu/100 mL. 24 h nakon, vrijednost cfu Pseudomonasa iznosila je 0,0 log cfu/100 mL, a sljedec¢a
dva dana (Sesti i sedmi dan pokusa), vrijednosti su rasle, prvo na 0,6 log cfu/100 mL, a potom na
0,8 log cfu/100 mL, nakon ¢ega je ponovno uslijedio pad na 0,0 log cfu/100 mL u devetom danu
pokusa. Posljednji porast u vrijednosti broja cfu Pseudomonasa zabiljeZen je u naredna dva dana
kada je ta vrijednost iznosila 0,3 log cfu/100 mL, a posljednji dan pokusa se vrijednost ponovno

vratila na 0,0 log cfu/100 mL.

U uzorku vode koji je sadrzavao nosa¢ sa srebrom, od pocetnog zabiljezenog broja cfu
Pseudomonasa od 0,8 log cfu/100 mL, vidljivo je smanjenje njihove brojnosti nakon prvog
dodavanja fekalne otpadne vode (0,3 log cfu/100 mL), te zadrzavanje iste vrijednosti iduc¢ih 24 h.
Treceg dana pokusa, zabiljezen je blagi porast u broju cfu Pseudomonasa, sa vrijednos¢u od 0,5
log cfu/100 mL. Od cetvrtog dana pokusa, pa sve do njegovog kraja, vrijednost broja cfu
Pseudomonasa iznosila je 0,0 log cfu/100 mL, unato¢ ponovnom dodavanju fekalne otpadne vode

i ¢iste kulture E. coli.
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Temeljem navedenog, vidljivo je kako srebro ima izuzetno dobro dezinfekcijsko djelovanje na

bakterije iz roda Pseudomonas (Slika 16.).
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Slika 16. Graficki prikaz broja cfu Pseudomonasa u 100 mL kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15
analiza

3.1.5. C. perfringens

U oba uzorka vode, dinamika brojnosti cfu C. perfringens bila je priblizno usporedna
tijekom cijelog pokusa. U kontrolnom uzorku, brojnost se s 0,0 log cfu/100 mL povecala na
vrijednost od 1,2 log cfu/100 mL tek tre¢i dan pokusa, zadrzala je svoju vrijednost iduca dva dana,
a vrhunac je dostignut peti dan pokusa, nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i Ciste
kulture E. coli, kada je brojnost iznosila 1,3 log cfu/100 mL. 24 h nakon dostizanja maksimalne
vrijednosti, brojnost cfu C. perfringens pada na 0,6 log cfu/100 mL, gdje se zadrzava jo$ 24 h.
Osmi dan pokusa, zabiljezen je daljnji pad (0,3 log cfu/100 mL), a iduc¢eg dana je vrijednost porasla
na 0,5 log cfu/100 mL. U sljede¢a dva dana pokusa zabiljeZen je pad, prvo na 0,3 log cfu/100 mL,
apotomna 0,0 log cfu/100 mL, nakon ¢ega je uslijedio ,,zrcalni* rast u posljednja dva dana pokusa,

prvo na 0,3 log cfu/100 mL, te kona¢no na 0,5 log cfu/100 mL u posljednjem danu pokusa.
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Uzorak vode sa srebrom, nakon dodavanja fekalne otpadne vode, dao je vrijednost broja cfu C.
perfringens od 0,5 log cfu/100 mL, nakon Cega se ona vratila na 0,0 log cfu/100 mL sljedeceg
dana. Kao i kod kontrolnog uzorka, tre¢eg dana pokusa zabiljezen je nagli porast broja cfu C.
perfringens i iznosio je ¢ak i vise nego kod kontrolnog uzorka (1,3 log cfu/100 mL). Kroz iduc¢a
dva dana pokusa, vrijednost se smanjila prvo na 1,2 log cfu/100 mL, a potom na 1,1 log cfu/100
mL. Vrhunac je dostignut kao i kod kontrolnog uzorka, nakon ponovnog dodavanja fekalne
otpadne vode i ¢iste kulture E. coli, te je on iznosio 1,5 log cfu/100 mL. 24 h nakon, zabiljeZeno
je smanjenje vrijednosti na 0,5 log cfu/100 mL. Sedmi dan pokusa, vrijednost je ponovno narasla
(0,8 log cfu/100 mL), te nastavila opadati kroz sljedeca dva dana, prvo na 0,6 log cfu/100 mL, a
potom na 0,3 log cfu/100 mL, gdje se zadrzala i deseti dan pokusa. Vrijednost broja cfu C.
perfringens, u posljednja tri dana pokusa, pada na 0,0 log cfu/100 mL, raste na vrijednost od 0,3

log cfu/100 mL, te kona¢no ponovno pada na 0,0 log cfu/100 mL (Slika 17.).

Prema rezultatima pokusa, dezinfekcijsko djelovanje srebra na C. perfringens nije posebno
izrazeno kao kod drugih indikatorskih mikroorganizama, te bi se trebale razmotriti druge metode

dezinfekcije vode protiv C. perfringens.
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Slika 17. Grafic¢ki prikaz broja cfu C. perfringens u 100 mL kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15
analiza

3.1.6. UBB/22i UBB/37

Kod ukupnog broja bakterija koje rastu pri temperaturama od 22 °C (UBB/22) i 37 °C
(UBB/37), u oba uzorka vode, zabiljezena je sli¢na dinamika porasta njihovog broja. Nagli rast u
ukupnom broju bakterija pri 22 °C dogodio se ¢etvrti dan pokusa (analiza 4), kada je vrijednost s
0,0 log cfu/l mL porasla na 4,3 log cfu/l mL u kontrolnom uzorku, odnosno 3,6 log cfu/l mL u
uzorku vode sa srebrom. U kontrolnom uzorku, navedena vrijednost je ostala ista kroz sljedecih
24 h, ¢ak i nakon ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i ¢iste kulture E. coli. U iducih pet
dana pokusa, vrijednost broja cfu UBB/22 varirala je na dnevnoj razini sa vrijednostima, redom,
4,0 log cfu/l mL , 4,5 log cfu/l mL , 4,0, log cfu/l mL 4,4 log cfu/l mL , te 4,3 log cfu/l mL .
Jedanaesti dan pokusa zabiljeZen je vrhunac u broju cfu UBB/22 u kontrolnom uzorku, te je u tom
trenutku vrijednost broja cfu UBB/22 iznosila 5,2 log cfu/l mL , a kroz posljednja dva dana pokusa

se zadrzala na vrijednosti od 4,9 log cfu/1 mL (Slika 18.).
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U uzorku vode sa srebrom, nakon navedenog velikog porasta u broju ukupnog broja bakterija pri
22 °C ¢&etvrti dan pokusa (3,6 log cfu/l mL ), ta vrijednost je kroz iduc¢ih 24 h ostala otprilike
jednaka, te je iznosila 3,6 log cfu/l mL , odnosno, 3,7 log cfu/l mL , nakon ponovnog dodavanja
fekalne otpadne vode i ¢iste kulture E. coli. Uslijedio je pad vrijednosti broja cfu UBB/22 Sesti i
sedmi dan (2,8 log cfu/l mL ), nakon ¢ega je ta vrijednost postepeno rasla do zavrSetka pokusa,
dajué¢i redom vrijednosti: 2,9 log cfu/l mL (osmi dan pokusa), 3,4 log cfu/l mL (deveti dan
pokusa), 4,0 log cfu/l mL (deseti dan pokusa), 4,1 log cfu/l1 mL (jedanaesti dan pokusa), 4,2 log
cfu/l mL (dvanaesti dan pokusa), te kona¢no 4,3 log cfu/l mL (trinaesti dan pokusa), kada je

dostignut vrhunac u broju cfu UBB/22 u uzorku vode sa srebrom (Slika 18.)

Kod ukupnog broja bakterija koje su izrasle pri temperaturi od 37 °C (UBB/37), takoder je
zabiljezen nagli rast ¢etvrti dan pokusa, u oba uzorka vode. Kod kontrolnog uzorka su vrijednosti
broja cfu UBB/37 bile viSe u odnosu na uzorak vode sa srebrom cijelo vrijeme trajanja pokusa.
Prva zabiljeZena vrijednost broja cfu UBB/37 bila je 4,1 log cfu/l mL , kroz Cetvrti i peti dan
pokusa prije ponovnog dodavanja fekalne otpadne vode i Ciste kulture E. coli, a nakon dodavanja
vrijednost je bila 4,3 log cfu/l mL . Sesti dan pokusa zabiljeZen je pad vrijednosti (4,0 log cfu/l
mL ), sedmi dan porast (4,5 log cfu/l mL ), te osmi dan ponovno pad vrijednosti cfu UBB/37 na
3,8 log cfu/l mL . Nakon toga, uslijedio je postepeni rast do zavrSetka pokusa, dajuci vrijednosti:
4,2 log cfu/l mL (deveti dan pokusa), 4,4 log cfu/l mL (deseti dan pokusa), 4,9 log cfu/l mL
(jedanaesti dan pokusa), 5,1 log cfu/l mL (dvanaesti dan pokusa), te kona¢no 5,0 log cfu/l mL

(trinaesti dan pokusa) (Slika 19.).

U uzorku vode sa srebrom, nakon naglog porasta u broju cfu UBB/37 na vrijednost od 3,6 log
cfu/l mL, uslijedio je blagi pad prije (3,3 log cfu/l mL ), ali i poslije (3,2 log cfu/1 mL ) ponovnog

dodavanja fekalne otpadne vode i Ciste kulture E. coli. U iduca 24 h, zabiljezena je najniza
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vrijednost broja cfu UBB/37 kada je iznosila 2,3 log cfu/l mL , nakon ¢ega je vrijednost rasla (2,8
log cfu/l mL ), te ponovno pala na 2,5 log cfu/l mL osmi, odnosno 2,6 log cfu/l mL deveti dan
pokusa. Od desetog dana pokusa, vrijednosti cfu UBB/37 su se povecale u odnosu na prethodni
dan, te su redom iznosile: 3,6 log cfu/l mL (deseti dan pokusa), 3,5 log cfu/l mL (jedanaesti dan
pokusa), 3,6 log cfu/l mL (dvanaesti dan pokusa), te kona¢no 3,1 log cfu/l mL (trinaesti dan

pokusa) (Slika 19.)

Razlog za nagli rast ukupnog broja bakterija koji se dogodio Cetvrti dan pokusa, kao 1 blagi
porast te vrijednosti prema kraju pokusa, vjerojatno je taj $to srebro nema jednak ucinak na sve
vrste mikroorganizama koje spadaju u ovaj indikatorski parametar, $to zna¢i da smanjenje broja
jedne vrste mikroorganizama stvara pogodnije uvjete za razvoj druge, najces¢e u dostupnosti

organske tvari kojom se ti mikroorganizmi hrane.

Treba ipak napomenuti kako je u uzorku vode koja je sadrzavala srebro zabiljezen manji
broj mikroorganizama nego u kontrolnom uzorku, Sto dovodi do zakljucka kako srebro ipak
posjeduje dezinfekcijski u¢inak u vodi u odnosu na vodu koja ni na koji na¢in nije kondicionirana
ili tretirana, kada se gleda ukupni broj mikroorganizama koji se potencijalno mogu nalaziti u vodi

(Slika 18., Slika 19.).
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje rastu pri temperaturi od 22°C u 100 mL
kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15 analiza
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Slika 19. Graficki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje rastu pri temperaturi od 37 °C u 100 mL
kontrolnog uzorka i uzorka vode sa srebrom kroz 15 analiza

3.2. Rezultati analiza mikrobioloskih pokazatelja u uzrocima vode iz cisterni

Analiza mikrobioloSkih pokazatelja kvalitete vode provedena je na uzorcima uzetim iz dvaju
cisterni na podru¢ju Istre. Na prvoj cisterni (RE), analizirano je njih 14, od kojih je prvih 7

predstavljalo uzorak vode prije, a drugih 7 nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu. Na
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drugoj lokaciji (ME) analizirano je 19 uzoraka, prvih 10 uzoraka prije postavljanja nosaca sa
srebrom u cisternu, a ostalih 9 nakon. Rezultati analiza prikazani su tabli¢no u Tablici 4. i Tablici
5., gdje isprekidana linija predstavlja granicu izmedu uzoraka uzetih prije i nakon postavljanja
nosaca sa srebrom u cisternu. Graficki prikazi dobiveni su pomoc¢u racunalnog programa (MS
Excell 2016). Crvena linija na grafovima predstavlja uzorke analizirane prije postavljanja nosaca
sa srebrom u cisternu, a zelena nakon. Kao i kod laboratorijskog pokusa, brojnost prisutnih
mikroorganizama iskazana je kao log cfu/100 mL za uzorke vode na kojima se ispitivala prisutnost
pojedinih vrsta bakterija, odnosno log cfu/l mL za uzorke vode na kojima se ispitivao ukupan broj

bakterija koje su porasle pri temperaturama od 22 i 37 °C (UBB/22, UBB/37).

Mikrobioloska analiza pokazala je kako u niti jednom uzorku na prvoj cisterni (RE), a u samo
dva od 19 uzorka na drugoj cisterni (ME) pronadene su vrlo male koncentracije bakterije P.
aeruginosa (0,301 log cfu/100 mL). Zbog navedenog, rezultati analiza na taj parametar su u

nadolaze¢im potpoglavljima izostavljeni.

Tablica 4. Vrijednosti pojedinih analiziranih parametara na prvoj lokaciji istrazivanja (RE), izraZenih kao log
cfu/100 mL ili log cfu/l mL

Datum analize UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
uzorka (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/l mL) (log cfu/l mL)
13.1.2020 2,703 2,004 2,364 1,908 2,876 2,479
18.1.2020 2,592 1,519 2,212 1,799 3,204 3,292
19.1.2020 2,479 0,845 2,179 1,863 2,904 2,870
25.1.2020 2,004 0,778 1,826 1,851 3,236 2,820
26.1.2020 2,004 0,954 1,708 1,447 3,087 2,004
8.2.2020 2,749 2,164 0,602 0,0 3,017 2,904
9.2.2020 3,114 2,417 0,477 0,0 3,114 2,955
16.3.2020 1,959 1,756 0,0 0,778 2,258 1,732
17.3.2020 2,004 1,591 0,954 0,778 2,207 1,322
24.3.2020 1,908 1,146 0,699 0,778 2,281 1,613
11.5.2020 1,785 1,041 1,041 0,778 2,303 2,004
12.5.2020 2,207 1,041 0,301 0,778 2,303 1,987
18.5.2020 1,839 1,568 1,643 0,954 1,959 1,643
24.8.2020 1,857 0,845 1,613 1,079 2,479 2,243
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Tablica 5. Vrijednosti pojedinih analiziranih parametara na drugoj lokaciji istrazivanja (ME), izrazenih kao
log cfu/100 mL ili log cfu/l mL

Datum analize UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
uzorka (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/100 mL) (log cfu/l mL) (log cfu/l mL)

18.1.2020 2,303 0,699 0,477 1,176 3,080 2,533
19.1.2020 2,256 0,477 0,477 0,903 2,603 1,756
25.1.2020 1,204 0,0 0,954 1,447 2,876 2,955
26.1.2020 1,415 0,0 0,845 1,531 2,964 2,004
1.2.2020 1,505 0,301 1,041 0,0 2,955 2,117
2.2.2020 2,814 0,845 0,845 0,0 2,303 1,708
8.2.2020 2,133 1,431 0,602 0,0 2,507 2,433
9.2.2020 2,417 0,602 0,602 0,0 2,045 1,908
15.2.2020 2,479 0,477 1,255 1,322 3,681 2,846
16.2.2020 2,117 1,041 1,531 1,322 3,000 2,7

7.3.2020 1,491 0,778 1,792 0,699 3,204 2,558
8.3.2020 1,041 0,699 1 1,041 2,207 2,149
16.3.2020 1,708 0,301 0,845 0,778 2,004 1,851
17.3.2020 1,322 0,0 1,000 0,602 2,004 1,908
23.3.2020 0,0 0,0 0,477 0,954 2,083 2,207
24.3.2020 1,556 0,0 0,0 0,778 2,045 1,322
11.5.2020 0,301 0,0 1,041 0,954 2,303 2,117
18.5.2020 1,079 0,954 0,778 0,602 2,507 2,507
19.5.2020 0,903 0,778 1,041 0,602 2,479 2,233

3.2.1. Ukupni koliformi (UK)

Na prvoj lokaciji istrazivanja (RE), brojnost cfu ukupnih koliforma prvog ispitanog uzorka
(13.1) iznosio je 2,703 log cfu/100mL. Sljedeca Cetiri uzorka pokazivali su manje vrijednosti,
redom: 2,592 log cfu/100 mL (18.1.), 2,478 log cfu/100 mL (19.1), 2,004 log cfu/100 mL (25.1. i
26.1.). Nakontoga, uslijedio je rast u brojnosti ukupnih koliformnih bakterija u sljede¢a dva uzorka
u vrijednostima od 2,749 log cfu/100 mL (8.2.), te 3,114 log cfu/100 mL (9.2.), ¢ime su prikazane
vrijednosti broja ukupnih koliformnih bakterija u svim uzetim uzorcima prije postavljanja nosaca

sa srebrom u cisternu.

Sljedec¢iuzorak (16.3.), daje nizu vrijednost od najniZe vrijednosti uzoraka prije postavljanja srebra

u cisternu, te ona iznosi 1,959 log cfu/100 mL. Idu¢i uzorak (17.3.), daje nesto visu vrijednost
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(2,004 log cfu/100 mL), a brojnost ukupnih koliforma u sljede¢a dva uzorka pada na vrijednosti
1,908 log cfu/100 mL (24.3.) 1 1,785 (11.5.). Najveci porast u broju ukupnih koliforma zabiljezen
je na uzroku analiziranom 12.5. u vrijednosti od 2,206 log cfu/100 mL, nakon ¢ega je uslijedio pad
vrijednost na 1,839 log cfu/100 mL (18.5.), te konac¢no blagi rast u brojnosti ukupnih koliformnih
bakterija na posljednjem analiziranom uzorku (24.8.) u vrijednosti od 1,857 log cfu/100 mL (Slika

20.).
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Slika 20. Grafic¢ki prikaz broja cfu ukupnih koliformnih bakterija (UK) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija)
i poslije (zelena linija) dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima analize pojedinih uzoraka

Uzorci vode u drugoj cisterni (ME) pokazivali su intenzivnije promjene u brojnosti
ukupnih koliformnih bakterija. Vrijednost broja ukupnih koliforma na prvom analiziranom uzorku
(18.1.) iznosila je 2,303 log cfu/100 mL, a drugi analizirani uzorak (19.1.) pokazivao je nesto nizu
vrijednost od 2,257 log cfu/100 mL. Uzorak analiziran 25.1. pokazuje puno nizu vrijednost od
prethodnih (1,204 log cfu/100 mL), a potom se biljezi rast u sljede¢a dva uzorka u vrijednostima
od 1,415 log cfu/100 mL (26.1.), te 1,505 log cfu/100 mL (1.2.). Nagli rast u broju ukupnih
koliforma primijecen je u uzorku analiziranom 2.2. u vrijednosti od 2,814 log cfu/100 mL. Idu¢i

uzorak (8.2.) daje nizu vrijednost (2,134 log cfu/100 mL) od prethodnog, a u sljede¢a dva uzorka
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zabiljezen je rast u broju ukupnih koliforma u vrijednostima od 2,417 log cfu/100 mL (9.2.) 12,479
log cfu/100 mL (15.2.). Posljednji analizirani uzorak vode na brojnost ukupnih koliforma prije

postavljanja nosaca sa srebrom (16.2.) iznosio je 2,117 log cfu/100 mL.

Prvi uzorak nakon postavljanja nosac¢a sa srebrom (7.3.) daje vrijednost broja ukupnih koliformnih
bakterija od 1,491 log cfu/100 mL, nakon ¢ega slijedi pad te vrijednosti na 1,041 log cfu/100 mL
(8.3.). U uzorku analiziranom 16.3. primijecen je rast ukupnih koliforma na 1,708 log cfu/100 mL.
U sljedeca tri uzorka biljeZi se prvo blagi pad, vrijednosti od 1,322 log cfu/100 mL (17.3.), a potom
potpuni pad te vrijednosti na 0,0 log cfu/100 mL (23.3), te ponovni rast te vrijednosti na 1,556 log
cfu/100 mL (24.3.). U odnosu na prethodni analizirani uzorak, vrijednost broja ukupnih koliforma
naglo pada na vrijednost od 0,301 log cfu/100 mL (11.5.), raste na 1,709 log cfu/100 mL (18.5.),
a kona¢na vrijednost broja ukupnih koliformnih bakterija iznosila je 0,903 log cfu/100 mL u

posljednjem analiziranom uzorku (19.5.) (Slika 21.).
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Slika 21. Graficki prikaz broja cfu ukupnih koliformnih bakterija (UK) u 100, prije (crvena linija) i poslije (zelena
linija) dodavanja srebra, uzoraka vode uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima analize pojedinih uzoraka
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3.2.2. E.coli (EC)

Pocetna vrijednost broja cfu E. coli u prvom ispitanom uzorku (13.1.) na prvoj cisterni
(RE) iznosila je 2,004 log cfu/100 mL. U sljedeéa tri uzorka ta vrijednost pada, redom: 1,519 log
cfu/100 mL (18.1.), 0,845 log cfu/100 mL (19.1.), te 0,778 log cfu/100 mL (25.1.). U iduca tri
analizirana uzorka vrijednost broja cfu E. coli raste, prvo blago, na 0,954 log cfu/100 mL (26.1.),
a potom izrazenije, na 2,164 log cfu/100 mL (8.2.), te 2,417 log cfu/100 mL (9.2), ¢ime je dosegnut

vrhunac u brojnosti cfu E. coli medu svim analiziranim uzorcima.

Nakon navedenog vrhunca, uslijedio je pad u broju cfu E. coli, na vrijednost od 1,756 log cfu/100
mL, u prvom analiziranom uzorku nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (16.3.). U
sljedeca Cetiri uzorka zabiljeZen je pad vrijednosti broja cfu E. coli, redom: 1,591 log cfu/100 mL
(17.3.), 1,146 log cfu/100 mL (24.3.), 1,041 log cfu/100 mL (24.3. i 12.5.). Nakon navedenog,
uslijedio je rast vrijednosti na 1,568 log cfu/100 mL (18.5), a u posljednjem analiziranom uzorku

(24.8.), broj cfu E. coli iznosio je 0,845 log cfu/100 mL (Slika 22.).
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz broja cfu E. coli (EC) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija)

dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima analize pojedinih uzoraka
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Prva zabiljezena vrijednost broja cfu E. coli u prvom uzorku vode (18.1.) uzetom iz druge
cisterne (ME), iznosila je 0,699 log cfu/100 mL. U sljedeca tri uzorka ta vrijednost je padala, prvo
0,477 log cfu/100 mL (19.1.), apotomna 0,0 log cfu/100 mL (25.1.126.1.). Iduca tri uzorka biljeze
ponovni rast broja cfu E. coli, prvo na 0,301 log cfu/100 mL (1.2.), zatim na 0,845 log cfu/100 mL
(2.2.), a vrhunac je dostignut 8.2. kada je vrijednost broja cfu E. coli iznosio 1,431 log cfu/100
mL. Slijedi pad te vrijednoti na 0,602 log cfu/100 mL (9.2.), potom na 0,477 log cfu/100 mL
(15.2.), a u posljednjem uzorku prije postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (16.2.), vrijednost

broja cfu E. coli iznosio je 1,041 log cfu/100 mL.

Prvi analizirani uzorak nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (7.3.) daje vrijednost broja
cfu E. coli od 0,778 log cfu/100 mL. U sljedeca dva analizirana uzorka, zabiljezene su vrijednosti
0d 0,699 log cfu/100 mL (8.3.) i 0,301 log cfu/100 mL, a u iducih Cetiri uzorka (17.3., 23.3., 24.3.
i 11.5.) vrijednost broja cfu E. coli iznosila je 0,0 log cfu/100 mL. U uzorku analiziranom 18.5.
biljezi se nagli rast broja cfu E. coli, u odnosu na prethodne, u vrijednosti od 0,954 log cfu/100
mL, a u posljednjem analiziranom uzorku (19.5.), ta vrijednost je iznosila 0,778 log cfu/100 mL

(Slika 23.).
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Slika 23. Grafi¢ki prikaz broja cfu E. coli (EC) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija)
dodavanja srebra, uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima analize pojedinih uzoraka
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3.2.3. Enterokoki (ENT)

Pocetna vrijednost broja cfu enterokoka u uzorcima vode prikupljenim na prvoj cisterni
(RE), bila je relativno visoka, 2,363 log cfu/100 mL (13.1.). U sljedeéa Cetiri uzorka, ta vrijednost
je postupno padala, prvo na 2,212 log cfu/100 mL (18.1.), zatim na 2,179 log cfu/100 mL (19.1.),
1,826 log cfu/100 mL (25.1.), te na 1,707 log cfu/100 mL (26.1.). Nakon navedenog pada, uslijedio
je intenzivniji pad broja cfu enterokoka na vrijednost 0,602 log cfu/100 mL (8.2.), te ponovno

blagi pad na vrijednost od 0,477 log cfu/100 mL (9.2.).

U prvom ispitanom uzorku vode nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (16.3.), nije
zabiljeZeno prisustvo enterokoka (0,0 log cfu/100 mL). U sljede¢em uzorku (17.3.), zabiljeZen je
rast broja cfu enterokoka u vrijednosti od 0,954 log cfu/100 mL, nakon ¢ega je uslijedio blagi pad
na 0,699 log cfu/100 mL (24.3.), te ponovni rast na vrijednosti od 1,041 log cfu/100 mL (11.5.).
U uzorku analiziranom 12.5., zabiljeZena je manja vrijednost broja cfu enterokoka, u odnosu na
prethodni uzorak, od 0,301 log cfu/100 mL. U posljednja dva uzorka, vrijednost broja cfu
enterokoka bila je sli¢na, prvo je iznosila 1,643 log cfu/100 mL (18.5.), a potom 1,612 log cfu/100

mL (24.8.) (Slika 24.).
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Slika 24. Grafi¢ki prikaz broja cfu enterokoka (ENT) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena
linija) dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima analize pojedinih uzoraka
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U drugoj cisterni (ME), pocetna vrijednost broja cfu enterokoka u uzorcima vode bila je
niza u odnosu na prvu cisternu, te je iznosila 0,477 log cfu/100 mL (18.1). Ista vrijednost
dobivena je i na drugom analiziranom uzorku (19.1). Nakon toga, uslijedio je rast vrijednosti
broja cfu enterokoka na 0,954 log cfu/100 mL (25.1.), blagi pad na 0,845 log cfu/100 mL (26.1.),
te ponovni rast te vrijednosti na 1,041 log cfu/100 mL (1.2.). U iduca tri uzorka, vrijednost broja
cfu enterokoka je prvo pala ponovno na 0,845 log cfu/100 mL (2.2.), a potom na 0,602 log
cfu/100 mL (8.2.19.2.). Slijedi rast u vrijednosti broja cfu enterokoka na 1,225 log cfu/100 mL

(15.2.) i konaé¢no 1,531 log cfu/100 mL (16.2.), prije postavljanja nosa¢a sa srebrom u cisternu.

Maksimalna vrijednosti broja cfu enterokoka zabiljezena je u prvom analiziranom uzorku vode
nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (7.3.), kada je ona iznosila 1,792 log cfu/100
mL, nakon ¢ega je uslijedio pad vrijednosti, prvo na 1,000 log cfu/100 mL (8.3.), a zatim na
0,845 log cfu/100 mL (8.3.). U sljedeca tri uzorka prvo je zabiljezen rast vrijednosti broja cfu
enterokoka ponovno na 1,000 log cfu/100 mL (17.3.), a nakon njega pad na 0,477 log cfu/100
mL (23.3.), te 0,0 log cfu/100 mL (24.3.). Idu¢i analizirani uzorak (11.5.), biljezi vrijednost broja
cfu enterokoka od 1.041 log cfu/100 mL. U posljednja dva analizirana uzorka zabiljezene su
vrijednosti broja cfu enterokoka od 0,778 log cfu/100 mL (18.5.), te kona¢no 1,041 log cfu/100

mL (19.5) (Slika 25.).
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Slika 25. Grafic¢ki prikaz broja cfu enterokoka (ENT) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena
linija) dodavanja srebra, uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima analize pojedinih uzoraka

3.2.4. C. perfringens

Na prvoj cisterni (RE), broj cfu C. perfringens u prvom ispitanom uzorku (13.1.) iznosio
je 1,908 log cfu/100 mL. U iduca tri uzorka, vrijednosti se nisu puno mijenjale, a iznosile su,
redom: 1,799 log cfu/100 mL (18.1.), 1,863 log cfu/100 mL (19.1.), te 1,851 log cfu/100 mL
(25.1.). Uzorak analiziran 26.1. pokazivao je neSto nizu vrijednost broja cfu C. perfringens od
1,447 log cfu/100 mL, a iduc¢a dva uzorka (8.2. i 9.2.) nisu pokazivala znakove prisutnosti C.

perfringens u analiziranoj vodi (0,0 log cfu/100 mL).

Nakon postavljanja nosac¢a sa srebrom u cisternu, u prvih pet uzoraka (16.3., 17.3., 24.3., 11.5., te
12.5.) izmjerene su vrijednost broja cfu C. perfringens od 0,778 log cfu/100 mL. U posljednja dva
uzorka ta vrijednost se nesto povecala u odnosu na prethodne, te je iznosila 0,954 log cfu/100 mL

(18.5.), odnosno 1,079 log cfu/100 mL (24.8.) (Slika 26.).

54



C. perfrigens (CP) - RE

2,5

15

log cfu/100 mL

RSP SR S N SN SN At PN M- M o M o M >
NN A A - A S N S A TN AN I o

datum analize uzorka

Slika 26. Grafi¢ki prikaz broja cfu C. perfringens (CP) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena
linija) dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima analize pojedinih uzoraka

Na drugoj lokaciji istrazivanja (ME), vrijednost broja cfu C. perfringens u prvom
analiziranom uzorku (18.1.) iznosila je 1,176 log cfu/100 mL, a u sljede¢em (19.1.) 0,903 log
cfu/100 mL. Nakon toga, vrijednost broja cfu C. perfringens raste na 1,447 log cfu/100 mL (25.1.),
apotomina 1,531 log cfu/100 mL (26.1.). U idu¢ih Cetiriuzorka (1.2., 2.2., 8.2.,te 9.2.), vrijednost
broja cfu C. perfringens iznosila je 0,0 log c¢fu/100 mL, nakon ¢ega raste na 1,322 log cfu/100 mL

(15.2.116.2.).

Nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu, broj cfu C. perfringens pada na 0,699 log cfu/100
mL u prvom analiziranom uzorku (7.3.), dok je u drugom (8.3.) zabiljeZzen blagi porast na
vrijednost od 1,041 log cfu/100 mL. Nakon toga, uslijedio je pad te vrijednosti, prvo na 0,778 log
cfu/100 mL (16.3.), a potom i na 0,602 log cfu/100 mL (17.3.). U sljedeca tri uzorka, zabiljezen je
rast broja cfu C. perfringens na 0,954 log cfu/100 mL (23.3.), zatim pad na 0,778 log cfu/100 mL
(24.3.), te ponovni rast na 0,954 log cfu/100 mL (11.5.). Posljednja dva uzorka (18.5. i 19.5.)

biljeze isti broj cfu C. perfringens u vrijednosti od 0,602 log cfu/100 mL. (Slika 27.).
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz broja cfu C. perfringens (CP) u 100 mL uzoraka vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena
linija) dodavanja srebra, uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima analize pojedinih uzoraka

3.2.5. Ukupan broj bakterija pri 22 °C i 37 °C (UBB/22 i UBB/37)
3.2.5.1. UBB/22

Broj cfu UBB/22 u prvom analiziranom uzorku (13.1.), na prvoj cisterni (RE), iznosio je
2,876 log cfu/l mL. U drugom uzorku (18.1.), ta vrijednost je porasla na 3,204 log cfu/l mL, a u
treCem (19.1.) je pala na 2,903 log cfu/l mL. U ¢etvrtom uzorku (25.1.) zabiljeZen je rast broja cfu
UBB/22 na 3,235 log cfu/l mL. U sljedecih tri uzoraka, vrijednost broja cfu UBB/22 bio je
otprilike podjednak, sa vrijednostima: 3,086 log cfu/l mL (26.1.), 3,017 log cfu/l mL (8.2.), te

3,114 log cfu/l mL (9.2.).

Prvi analizirani uzorak nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu (16.3.), dao je vrijednost
broja cfu UBB/22 od 2,258 log cfu/l mL, nakon ¢ega je ta vrijednost pala na 2,207 log cfu/l mL
(17.3.). Kroz iduca tri uzorka vrijednost je blago porasla na 2,281 log cfu/l mL (24.3.), a zatim na
2,303 log cfu/l mL (11.5.112.5.). U posljednja dva uzorka prvo je primijecen pad vrijednosti broja

cfu UBB/22 na 1,959 log cfu/l mL (18.5.) i kona¢no na 2,476 log cfu/l mL (19.5.) (Slika 28.).
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Slika 28. Grafic¢ki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje su porasle pri 22 °C (UBB/22) u 1 mL uzoraka
vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija) dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima
analize pojedinih uzoraka

Na drugoj cisterni (ME), prvi analizirani uzorak davao je vrijednost broja cfu UBB/22 od
3,080 log cfu/l1 mL (18.1.), nakon ¢ega je uslijedio pad vrijednosti na 2,603 log cfu/l mL (19.1.).
U sljedeca tri uzorka vrijednost je nesto porasla te je iznosila, redom: 2,876 log cfu/l mL (25.1.),
2,964 log cfu/l mL (26.1.), te 2,954 log cfu/l mL (1.2.). Vrijednost broja cfu UBB/22 u uzorku
analiziranom 2.2. iznosila je 2,303 log cfu/l1 mL, nakon Cega je ta vrijednost rasla na 2,506 log
cfu/l mL (8.2.), te na 2,045 log cfu/l mL (9.2.). Maksimalna vrijednost broja cfu UBB/22 iznosila

je 3,681 log cfu/l mL (15.2.), a nakon toga je ta vrijednost pala na 3,000 log cfu/l mL (16.2.).

Nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu, prvi analizirani uzorak (7.3.) dao je vrijednost
broja cfu UBB/22 od 3,204 log cfu/l mL. Ta vrijednost je slicna u sljede¢ih pet uzorka, te je
iznosila, redom: 2,206 log cfu/l mL (8.3.), 2,004 log cfu/l mL (16.3.117.3.), 2,083 log cfu/l mL
(23.3.), te 2,045 log cfu/l mL (24.3.). U idu¢a dva uzorka, vrijednost broja cfu UBB/22 je rasla, te
je iznosila 2,303 log cfu/l mL (11.5.) i 2,506 log cfu/l mL (18.5.), a u posljednjem uzorku je

zabiljezen blagi pad te vrijednosti od 2,479 log cfu/1 mL (19.5.) (Slika 29.).
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Slika 29. Graficki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje su porasle pri 22 °C (UBB/22) u 1 mL uzoraka
vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija) dodavanja srebra, uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima
analize pojedinih uzoraka

3.2.5.2. UBB/37

Pocetna vrijednost broja cfu UBB/37 na prvoj cisterni (RE) iznosila je 2,479 log cfu/l mL
(13.1.), od koje je dalje porasla na 3,292 log cfu/l mL (18.1.). U sljedeca tri uzorka, vrijednosti
broja cfu UBB/37 je opadala, redom: 2,870 log cfu/l mL (19.1.), 2,820 log cfu/l mL (25.1.), te
2,004 log cfu/l mL (26.1.). U posljednja dva uzorka prije postavljanja nosaca sa srebrom u
cisternu, zabiljeZen je porast broja cfu UBB/37 na vrijednosti, prvo od 2,903 log cfu/l mL (8.2.),

a potom na 2,954 log cfu/l mL (9.2.).

Nakon dodavanja nosaca sa srebrom cisternu, prvi uzorak (16.3.) pokazuje vrijednost broja cfu
UBB/37 od 1,732 log cfu/l mL, nakon ¢ega se ta vrijednost spusta na 1,322 log cfu/l mL (17.3.).
U sljedeca tri uzroka vrijednost broja cfu UBB/37 raste prvo na 1,613 log cfu/l mL (24.3.), 2,004
(11.5.), te 1,987 log cfu/1 mL (12.5.). Nakon navedenog rasta, zabiljeZen je te vrijednosti na 1,643
log cfu/l mL (18.5.), a posljednji uzorak je dao vrijednost broja cfu UBB/37 od 2,243 log cfu/l

mL (24.8.) (Slika 30.).
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Slika 30. Graficki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje su porasle pri 37 °C (UBB/37) u 1 mL uzoraka
vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija) dodavanja srebra, uzetim na prvoj cisterni (RE), po datumima
analize pojedinih uzoraka

Prvi analizirani uzorak na drugoj cisterni (ME), dao je vrijednost broja cfu UBB/37 od
2,533 log cfu/1 mL (18.1.). Sljede¢i uzorak pokazao ne nesto nizu vrijednost, 1,756 log cfu/l mL
(19.1.). Rast vrijednosti cfu UBB/37 zabiljezen je na idu¢em uzorku (25.1.), te je ona iznosila
2,955 log cfu/l mL, sto je ujedno i bila maksimalna vrijednost broja cfu UBB/37. Sljede¢i uzorak
(26.1.) pokazivao je pad te vrijednosti na 2,004 log cfu/l mL. U iducih pet uzoraka, na grafu se
pojavljuje ,,cik — cak* uzorak, odnosno vrijednosti izmedu svakog uzorka rastu i padaju. Prvo je
zabiljeZen blagi rast, u odnosnu na prethodni uzorak, od 2,117 log cfu/1 mL (1.2.), nakon cega
slijedi pad vrijednosti cfu UBB/37 na 1,708 log cfu/l mL (2.2.), ponovno rast na 2,433 log cfu/l
mL (8.2.), pad na 1,908 log cfu/l mL (9.2.), rast 2,846 log cfu/l mL (15.2.), te pad na 2,700 log

cfu/l mL (16.2.).

Nakon postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu, prvi uzorak (7.3.) daje nizu vrijednost od

posljednjeg uzorka uzetog prije postavljanja srebra, te je ona iznosila 2,558 log cfu/l1 mL. Sljedec¢a
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dva uzorka pokazuju pad vrijednosti cfu UBB/37, prvo na 2,149 log cfu/l mL (8.3.), a potom i na
1,851 log cfu/1 mL (16.3.), nakon Cega je uslijedio rast na 1,908 log cfu/l mL (17.3.), pa na 2,207
log cfu/l mL (23.3.). Najniza vrijednost broja cfu UBB/37 zabiljezena je na uzorku analiziranom
24.3. kada je ona iznosila 1,322 log cfu/1 mL. Nakon toga, uslijedio je rast te vrijednosti, prvo na
2,117 log cfu/l mL (11.5.), a zatim i na 2,507 log cfu/l1 mL (18.5.). Posljednji uzorak, analiziran

19.5., dao je vrijednost broja cfu UBB/37 od 2,233 log cfu/l mL (Slika 31.).
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Slika 31. Graficki prikaz broja cfu ukupnog broja bakterija koje su porasle pri 37 °C (UBB/37) u 1 mL uzoraka
vode, prije (crvena linija) i poslije (zelena linija) dodavanja srebra, uzetim na drugoj cisterni (ME), po datumima
analize pojedinih uzoraka

3.2.6. Uctinak dezinfekcijskog djelovanja srebra na vodu iz cisterni

Kako bi se dobila vrijednost u¢inka dezinfekcijskog djelovanja srebra na vodu iz obje
cisterne, izrazen u postotku, koristene su vrijednosti broja cfu pojedinih parametara izrazene kao

cfu/100 mL, odnosno cfu/l mL. Navedene vrijednosti prikazane su u Tablici 6. i Tablici 7., gdje
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isprekidana linija predstavlja granicu izmedu uzoraka uzetih prije i nakon postavljanja nosaca sa

srebrom u cisternu.

Tablica 6. Vrijednosti pojedinih ispitivanih parametara, uzetih na prvoj lokaciji istrazivanja (RE), izraZzenih kao
cfu/100 mL ili cfu/l mL

Datum analize UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
uzorka (cfu/100 mL)  (cfu/100 mL)  (cfu/200 mL)  (cfu/100 mL) (cfu/l mL) (cfu/l mL)
13.1.2020 504 100 230 80 750 300
18.1.2020 390 32 162 62 1600 1960
19.1.2020 300 6 150 72 800 740
25.1.2020 100 5 66 70 1720 660
26.1.2020 100 8 50 27 1220 100
8.2.2020 560 145 3 0 1040 800
9.2.2020 1300 260 2 0 1300 900
16.3.2020 90 56 0 5 180 53
17.3.2020 100 38 8 5 160 20
24.3.2020 80 13 4 5 190 40
11.5.2020 60 10 10 5 200 100
12.5.2020 160 10 1 5 200 96
18.5.2020 68 36 43 8 90 43
24.8.2020 71 6 40 11 300 174

61



Tablica 7. Vrijednosti pojedinih ispitivanih parametara, uzetih na drugoj lokaciji istrazivanja (ME), izrazenih kao
cfu/100 mL ili cfu/l mL

Datum analize UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
uzorka (cfu/100 mL)  (cfu/200 mL)  (cfu/200 mL)  (cfu/100 mL) (cfu/l mL) (cfu/l mL)
18.1.2020 200 4 2 14 340 1200
19.1.2020 180 2 2 7 56 400
25.1.2020 15 0 8 27 900 750
26.1.2020 25 0 6 33 100 920
1.2.2020 31 1 10 0 130 900
2.2.2020 650 6 6 0 50 200
8.2.2020 135 26 3 0 270 320
9.2.2020 260 3 3 0 80 110
15.2.2020 300 2 17 20 700 4800
16.2.2020 130 10 33 20 500 1000
7.3.2020 30 5 61 4 360 1600
8.3.2020 10 4 9 10 140 160
16.3.2020 50 1 6 5 70 100
17.3.2020 20 0 9 3 80 100
23.3.2020 0 0 2 8 160 120
24.3.2020 35 0 0 5 20 110
11.5.2020 1 0 10 8 130 200
18.5.2020 11 8 5 3 320 320
19.5.2020 7 5 10 3 300 170

Ucinak dezinfekcijskog djelovanja je izraCunat na nac¢in da srednja vrijednost broja kolonija nakon
djelovanja srebra podijeljena sa srednjom vrijednosti broja kolonija nakon nakon djelovanja
srebra, dobivena vrijednost pomnoZena je sa 100, te je ta dobivena vrijednost oduzeta od 100,

prema izrazu:

(sr. vr nakon Ag - 100)
sr. vr. prije Ag

— 100 = dezinfekcijsko djelovanje Ag [%]
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Tablica 8. Sredje vrijednosti pojedinih parametara prije uvrstavnaja u logaritamsku funkciju

Lokacija RE UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
Prije dgﬁ)’f‘;“a A9 464,9 79.4 94,7 44,4 780,0 1204,3
Nakon dodavanja Ag
(sr.vr.) 89,9 24,1 15,1 6,3 75,1 188,6
Lokacija ME UK EC ENT CP UBB/22 UBB/37
Prije dodavanja Ag
(sr.vr) 177,8 54 13,7 11,4 1109,1 316,9
Nakon dodavanja Ag
(sr.vr.) 16,8 2,3 6,4 5,6 176,3 136,3

Ucinkovitost dezinfekcijskog djelovanja nosaca sa srebrom, na pojedine parametre vode
iz cisterni koji su se pratili u ovom istrazivanju, prikazani su u Tablici 9., te graficki (Slika 33.).
Sve vrijednosti u¢inkovitosti dezinfekcijskog djelovanja srebra iskazane su u postotku, u odnosu

na pocetnu vrijednost mikrobioloSkog optere¢enja vode od 100%.

Na prvoj cisterni (RE), vrijednost broja ukupnih koliformnih bakterija (UK) pala je za 80,7 %.
Brojnost E. coli (EC), nakon dodavanja nosaca sa srebrom u vodu, pala je za 69,6 %. Broj
enterokoka (ENT) pao je za 84,0 %, a C. perfringens (CP) biljezila je pad od 85,9 %., u odnosnu
na pocetnu vrijednost. Brojnost bakterija koje su porasle na temperaturi od 22 °C (UBB/22)

smanjila se za 84,3 % a bakterija koje su porasle na temperaturi od 37 °C (UBB/37 ) za 90,4 %.

Vrijednost broja UK, na drugoj cisterni (ME), smanjila se za 90,6 %, u odnosu na pocetnu
vrijednost. Brojnost EC biljezila je pad vrijednosti od 58,1 %, ENT za 53,6 %, a brojnost CP
smanjila se za 50,5 %. Vrijednost broja UBB/22, nakon dodavanja nosaca sa srebrom u vodu,

smanjena je za 84,3 %, a brojnost UBB/37 za 57,0% od pocetne vrijednosti.
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Tablica 9. Smanjenje vrijednosti mikrobioloskog opterecenja vode iz obje cisterne nakon dodavanja nosaca sa
srebrom

Lokacija UK EC ENT CP UBB/22  UBB/37
RE 80,7% 696% 840% 859% 843% 90,4 %
ME 906% 58,1% 536% 505% 841% 57,0 %
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Slika 33. Grafi¢ki prikaz u¢inkovitosti dezinfekcijskog djelovanja vode iz obje cisterne (%), u odnosu na poéetno
stanje od 100%

3.2.6.1. Koncetracija srebra u vodi nakon postavljanja nosaca

U niti jednom od svih ispitanih uzoraka vode, izmjerena koncetracija srebra nije prelazila
vrijednost od 1 pg/L, sto je u skladu sa trenutnom zakonskom regulativnom (NN 125/17) koja

propisuje MDK srebra u vodi za pi¢e od 10 pg/L.
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4. RASPRAVA

Cisterna, kao vodoopskrbni objekt za zahvacanje i1 skladistenje kiSnice, bez adekvatnog
nacina prociS¢avanja vode potencijalno moze biti izvor bakterija koje mogu uzrokovati bolesti u
ljudi koji tu vodu konzumiraju. Danas najces¢i nacin kondicioniranja, odnosno dezinfekcije vode
za ljudsku potros$nju je uporaba preparata na bazi klora [Bowden et al., 2006.]. Kao alternativa
koristenju klora za dezinfekciju vode, jedna od mogucih opcija jest koriStenje srebra kao glavno
dezinfekcijsko sredstvo, a u kontekstu ovog rada, srebro koje je navuéeno na nosac, te se u tom

obliku postavi u samu cisternu.

Uzimajuéi u obzir da je cisterna tip vodoopskrbnog objekta koji je nerijetko otvorenog tipa i
u kojemu nema potpune kontrole vode koja u taj sustav dolazi, onec¢iS¢enje fekalnim materijalom
predstavlja realnu opasnost. Sukladno tome, za ispitivanje kvalitete zdravstvene ispravnosti
analizirane vode iz cisterni, sluze indikatorske bakterije fekalnog zagadenja. U najvecoj myjeri,
pokazatelji fekalnog oneciS¢enja voda jesu ukupne koliformne bakterije, s glavnim predstavnikom
skupine E. coli, te crijevni enterokoki [Anderson, Whitlock i Harwood, 2005; Wheeler Alm, Burke
i Spain, 2003], Uz navedene, dobri pokazatelji fekalnog onecis¢enja jesu bakterije C. perfringens
i P. Aeruginosa [Edberg et al., 2000; Bisson i Cabelli, 1980; Kaleni¢ i Budimir, 2019; de Victorica
i Galvan, 2001]. U svrhu prac¢enja u¢inkovitosti dezinfekcijskog djelovanja srebra, provedena su

ispitivanja uzoraka vode na sve navedene indikatorske bakterije.

U laboratorijskom pokusu simulirani su uvjeti cisterne koja sadrzi vodu oneéis¢enu fekalnim
materijalom, na nacin da se u dva spremnika, zapremnine 100 L, dodavala fekalna otpadna voda.
Rezultati su pokazali kako je u kontrolnom uzorku vode, bez dodavanja nosaca sa srebrom, broj
ukupnih koliformnih bakterija rastao, najvise nakon dodavanja fekalne otpadne vode prvi i peti
dan pokusa. U uzorku vode u kojemu se nalazio nosa¢ sa srebrom, zabiljezeno je ucinkovito
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dezinfekcijsko djelovanje srebra na ukupne koliformne bakterije, te se time moze smatrati da je
srebro ucinkovito dezinfekcijsko sredstvo protiv ukupnih koliformnih bakterija. E. coli, kao glavni
predstavnik skupine koliformnih bakterija, u kontekstu fekalnog oneciS¢enja vode, biljezio je
slicne vrijednosti kao i1 kod ukupnih koliforma, s najve¢im vrijednostima prvi i peti dan pokusa
(nakon dodavanja fekalne otpadne vode i ciste kulture E. coli u uzorak), te vrlo dobro
dezinfekcijsko djelovanje srebra protiv E. coli, §to je pokazano i u drugim istrazivanjima [Raffi et

al., 2008; Sondi i Salopek — Sondi, 2004].

Na bakterije iz roda Enterococcus, srebro takoder pokazuje dobar dezinfekcijski uéinak, ali je
potrebno viSe vremena, u odnosu na koliformne bakterije, da se on postigne. Kada srebro po¢ne
djelovati, ima vrlo jako dezinfekcijsko djelovanje. To je vidljivo po tome $to Cak 1 nakon ponovnog
dodavanja fekalne otpadne vode u uzorak vode u kojemu se nalazio nosa¢ sa srebrom, broj cfu
enterokoka bio je viSe nego dvostruko manji nego u kontrolnom uzorku. Produljeno vrijeme
izlaganja bakterija iz roda Enterococcus srebru, da se postigne dezinfekcijski u¢inak, povezano je
s njihovom sposobnos¢u da stvaraju biofilm, u kojem obliku su te bakterije otpornije na vanjske

uvjete od samih kolonija [Wu et al., 2014; Halkai et al., 2018].

P. aeruginosa oportunisticki je patogen sa sposobno$¢u stvaranja biofilma, ali unato¢ tome,
dezinfekcijsko djelovanje srebra na P. aeruginosa je najizraZenije medu svim ispitivanim
parametrima. Dokazano je kako je srebro dobro dezinfekcijsko sredstvo protiv P. aeruginosa
[Salomoni et al., 2017] a ono se povecava sa produljenjem vremena izlaganja (kontaktnim

vremenom), kao i povisenjem koncentracije srebra [Liao et al., 2019].

Rezultati laboratorijskog pokusa u kontrolnom uzorku i uzorku vode koji je sadrzavao srebro
pokazivali su sli¢cnu dinamiku u brojnosti C. perfringens, kroz cijelo trajanje pokusa. Navedeni

rezultati upucuju na to kako srebro otpusteno s nosaca u vodu nije pokazalo posebno dobro
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dezinfekcijsko djelovanje protiv C. perfringens, vrlo vjerojatno zbog sposobnosti te bakterije da
stvara spore, ¢ime se Stiti od vanjskih uvjeta okolisa. Medutim, u kombinaciji sa drugim tvarima,

srebro pokazuje dobro dezinfekcijsko djelovanje protiv C. perfringens [Gnosh et al., 2013].

Gledano kroz cijelo razdoblje trajanja pokusa, broj bakterija koje su izrasle na temperaturama od
22 °C i 37 °C (UBB/22 i UBB/37) je rastao. Razlog tomu je vjerojatno S§to srebro nema jednak
ucinak na sve vrste mikroorganizama koje spadaju u ovaj indikatorski parametar, Sto znaci da
smanjenje broja jedne vrste mikroorganizama stvara pogodnije uvjete za razvoj druge, najéescée u
dostupnosti organske tvari kojom se ti mikroorganizmi hrane. Treba ipak napomenuti kako je u
uzorku vode koja je sadrzavala srebro zabiljezen manji broj mikroorganizama nego u kontrolnom
uzorku, §to dovodi do zakljucka kako srebro ipak posjeduje dezinfekcijski u¢inak u vodi u odnosu
na vodu koja nije ni na koji na¢in kondicionirana ili tretirana, kada se gleda ukupni broj

mikroorganizama koji se potencijalno mogu nalaziti u vodi.

U realnim uvjetima, broj ukupnih koliforma na prvoj lokaciji istrazivanja (RE), bio je manji
nakon postavljanja nosaca sa srebrom u odnosu na razdoblje prije postavljanja nosaca, Sto upucuje
na to da je srebro posjeduje dezinfekcijsko djelovanje na ukupan broj koliformnih bakterija. Na
drugoj lokaciji (ME), to je djelovanje bilo viSe izrazeno, a moguéi razlog tome je U prosjeku veca
oksidativnost vode na drugoj lokaciji istraZivanja u odnosu na prvu, kao i veéa koncentracija
izmjerenih klorida u toj vodi. Veca koncentracija kisika u vodi direktno je povezana sa povecanim
dezinfekcijskim djelovanjem srebra u vodi [Park et al., 2009]. Unato¢ manje izrazenom
dezinfekcijskom djelovanju srebra na prvoj cisterni (RE) (- 80,7 % mikrobioloskog opterecenja) u
odnosnu na drugu (ME) (- 90,6 % mikrobio. opt.), u obje cisterne srebro se pokazalo kao dobro

dezinfekcijsko sredstvo protiv koliformnih bakterija.

67



U odnosu na pokus proveden u laboratoriju, dezinfekcijsko djelovanje srebra na E. coli je
smanjeno, u obje cisterne. Razlog tome je vjerojatno resuspenzija taloga koja se dogodila
pomicanjem vrecice u kojoj se nalazio nosac sa srebrom prilikom uzorkovanja, s obzirom da se u
talogu nalaze vecée koncentracije bakterija nego u vodi [Stephenson i Rychert, 1982; An, Kampbell
i Breidenbach, 2002; LaLiberte i Grimes, 1982]. Usporedujuc¢i koncentraciju E. coli na pojedinim
lokacijama, prva lokacija (RE) biljezi ve¢u brojnost bakterija od druge (ME), najvjerojatnije zbog
poveéane koncentracije nitrata (NOz), koja u metabolizmu E. coli moZe sluziti u procesu
respiracije ili samog rasta bakterija [Moreno — Vivian et al., 1999]. Unato¢ vecoj brojnosti bakterija
u prvoj cisterni (RE), u¢inkovitost dezinfekcijskog djelovanja srebra je izrazenije (- 69,6 %
mikrobio. opt.), u odnosu na drugu (- 58,1 % mikrobio. opt.) Treba takoder napomenuti kako je
brojnost E. coli smanjena u razdoblju od 19. 1. 2020. do 26. 1. 2020., a mogu¢ razlog tome su nize
vanjske temperature, koje mogu utjecati na dostupnost, odnosno usporavanje procesa pretvorbe
nitrata u nitrite (denitrifikacije) [Zheng, Cardenas i Wang, 2016], bez obzira na njihovu ukupnu

koncentraciju.

Na prvoj lokaciji istrazivanja (RE), zabiljezen je pad u ukupnom broju bakterija iz roda
Enterococcus prije postavljanja nosaca sa srebrom u cisternu. Kao i kod E. coli, razlog za to je
vjerojatno snizavanje vanjske temperature, ¢cime se proces denitrifikacije usporava, a posljedicno
tome i rast enterokoka. U kontekstu indirektnog utjecaja temperature na rast enterokoka, u
razdoblju od 16. 3. 2020. nadalje, zabiljeZzen je porast njihove brojnosti. Ta vrijednost nije
premasila po€etnu brojnost enterokoka jer je u navedenom razdoblju postavljen nosac sa srebrom
u cisternu, ¢ime se utjecalo na smanjenje ukupnog broja bakterija iz roda Enterococcus. U drugoj
cisterni (ME), razlika izmedu pocetne i kona¢ne vrijednosti ukupnog broja enterokoka ne ukazuje

na posebno izrazeno dezinfekcijsko djelovanje srebra, s obzirom da je brojnost enterokoka u
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posljednjem prikupljenom uzorku bila veéa nego u prvom. Medutim, u razdoblju od 15. 2. 2020.
do 7.3. 2020. zabiljezen je porast njihove brojnosti, vjerojatno uslijed povecanja vanjske
temperature. Od 7.3. 2020. (prvi prikupljeni uzorak nakon dodavanja srebra u vodu) do 24. 3.
2020. zabiljezeno je snizavanje te vrijednosti, ali kroz posljednja tri uzorka te vrijednosti su
ponovno rasle. U usporedbi obje cisterne, dezinfekcijski ucinak srebra je vise izrazen na prvoj

cisterni (RE) (- 84,0 % mikrobio. opt.) nego na drugoj cisterni (ME) (- 53,6 % mikrobio. opt.).

U slucaju C. perfringens, u laboratorijskom pokusu srebro se nije pokazalo kao u¢inkovito sredstvo
protiv navedene bakterije, najvjerojatnije zbog njenih karakteristika, odnosno sposobnosti da
stvara spore, ¢ime se $titi od vanjskih uvjeta. Unato¢ tome, na prvoj cisterni (RE) zabiljezeno je
vrlo dobro dezinfekcijsko djelovanje (- 85,9 % mikrobio. opt.) protiv C. perfrignes zbog povecane
koncentracije otopljenog kisika u vodi u odnosu na drugu cisternu (ME) (- 50,5 % mikrobio. opt.),
Sto je direktno povezano sa poja¢anim dezinfekcijskim djelovanjem srebra [Inoue et al., 2002].
Takoder, u obje cisterne, u razdoblju od 1. 2. 2020. do 9. 2. 2020., nije zabiljeZeno prisustvo C.
perfringens u uzorcima vode. Moguci razlog tome je $to je pri nizim temperaturama, rast C.
perfringens inhibiran [Beerens, Sugama, i Tahon-Castel, 1965; De Jong, Rombouts i Beumer,
2004], a sadrzaj niZze temperature od one u cisterni, lako je mogao uci u cisterne zbog njihovih

trenutnih stanja i tako utjecati na brojnost C. perfringens.

Dezinfekcijsko djelovanje srebra na ukupan broj bakterija koje rastu pri temperaturi od 22 °C vrlo
je izraZzeno u obje cisterne, gotovo isto (- 84,3 % mikrobio. opt. — RE / - 84,1% mikrobio. opt. —
ME). Osim samog srebra koje ima dezinfekcijski ucinak, na ovako veliko smanjenje ukupnog
mikrobioloskog opterecenja vode utjecu i fizikalno — kemijske i kemijske karakteristike vode, od
kojih je oksidativnost vode najistaknutija. Koli¢ina otopljenog kisika direktno utje¢e na pojac¢ano

dezinfekcijsko djelovanje srebra tako Sto sudjeluje u katalitickoj reakciji sa srebrom u kojoj nastaju
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slobodni kisikovi radikali (ROS — eng. ,,Reactive Oxygen Species ) za koje je poznato da imaju
jako oksidacijsko, a zbog toga i baktericidno djelovanje [Le Pape et al., 2002; Inoue et al., 2002;
Le Pape et al., 2004; Park et al., 2009]. Ukupne bakterije koje su izrasle pri 37 °C (UBB/37)
pokazuju kako je dezinfekcijsko djelovanje srebra bilo puno jace izraZzeno na prvoj lokaciji
istrazivanja (RE) (- 90,4 % mikrobio. opt.), nego na drugoj (ME) (- 57,0 % mikrobio. opt.), to je,
kao i kod UBB/22, vrlo vjerojatno povezano sa razlikom u koncentraciji otopljenog kisika izmedu

obje cisterne.

Obzirom na rezultate mikrobioloSkih ispitivanja uzoraka vode prikupljene iz dvaju cisterni
(RE i ME), u ovom radu prikazano je dezinfekcijsko djelovanje srebra . Medutim, treba imati na
umu da samo srebro nije dovoljno kako bi se postigao navedeni u¢inak. Vazne su karakteristike
samih mikroorganizama na koje se srebro primjenjuje, kao $to je broj slojeva peptidoglikana u
stani¢noj stijenci, moguénost stvaranja spora ili formiranje biofilma. Osim navedenog, bitnu ulogu
u ucinkovitosti srebra kao dezinfekcijskog sredstva igraju i fizikalno — kemijske i kemijske
karakteristike vode, ukljucuju¢i temperaturu i koncentraciju otopljenog kisika, ali i koncentraciju
dostupne organske tvari koja je potrebna za rast i razvoj mikroorganizama za koje se pretpostavlja

da ¢e se najvjerojatnije nalaziti u sustavu cisterne.

Laboratorijskim pokusom stvoreni su uvjeti koji se lako mogu kontrolirati i tako pratiti promjene
u pojedinim parametrima. Nasuprot tome, obje cisterne iz kojih su prikupljeni uzorci predstavljaju
sustav u kojemu je tesko pratiti ulaz i izlaz tvari. Prvenstveno zbog starosti samih cisterni i pojave
pukotina u njihovim stijenkama, te zbog ne odrzavanja ¢istoce cisterni, uslijed prestanka njihovog
redovnog koriStenja u vodoopskrbne svrhe. Ne redovitim odrZavanjem ¢istoce cisterni dolazi do

akumulacije taloga na njeno dno, ¢ijim se resuspendiranjem prilikom pomicanja nosa¢a povecava
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koncentracija bakterija u vodi, uzimajuci u obzir da se vece koncentracije tih bakterija nalaze u

talogu u odnosu na vodu, $to moze davati krive rezultate analiza na pojedine parametre.

Mjerenjem koncentracija srebra u uzorcima vode nakon postavljanja nosaca sa srebrom
pokazano je kako je ona vise nego deseterostruko manja od koncentracije srebra u vodi od
maksimalne dopustive koncentracije, propisane trenutnom zakonskom regulativnom, §to upucuje
na to kako srebro posjeduje ucinkovito dezinfekcijsko djelovanje pri niskim koncentracijama

[Shrestha et al., 1970; Chambers, Proctor i Kabler, 1962, Wijnhoven et al., 2009].
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu odredivalo se dezinfekcijsko djelovanje srebra u kontroliranim,
laboratorijskim uvjetima, te u realnim uvjetima na dvije cisterne u Istri. Ispitivanje vode se
provodilo na mikrobioloske indikatore fekalnog zagadenja, redom: ukupne koliformne bakterije,
E. coli, bakterija iz roda Enterococcus, C. perfringens, P. aeruginosa, te bakterije koje rastu pri
tempreaturama od 22 °C i 37°C, s obzirom da one predstavljaju realno potencijalno prisutne

bakterije u vodi u cisternama. Temeljem dobivenih rezultata, moze se zakljuéiti sljedece:

e Srebro pokazuje dobar dezinfekcijski uc¢inak u kontroliranim, laboratorijskim
uvjetima, ali i u realnim uvjetima na dvije ispitivane cisterne.

e Morfologija samih mikroorganizama, kao i njihovi mehanizmi otpornosti prema
okolisnim ¢imbenicima igraju ulogu na ucinkovitost dezinfekcijskog djelovanja
srebra u vodi.

e U realnim uvjetima, stanje same cisterne u koju se postavlja srebro, ali i redovno
¢iS¢enje i1 odrzavanje, igraju ulogu u ucinkovitosti dezinfekcijskog djelovanja srebra
zbog vece kontrole ulaza i/ili akumulacije tvari 1 mikroorganizama u toj cisterni.

e Niske koncentracije srebra pokazuju dobro dezinfekcijsko djelovanje u vodi, i to u
koncentracijama viSe puta nizim od propisane makimalno dopustive koncentracije

srebra u vodi za pi¢e prema aktualnim vaze¢im zakonskim propisima.
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