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Elektrohemijska degradacija reaktivnih organskih boja upotrebom mikrobnih gorivnih ¢elija
SAZETAK

Cilj ove disertacije je primena MFC sistema kao obnovljivog izvora ,,zelene* energije za
tretman otpadnih voda. U tu svrhu je izvrSena optimizacija MFC radi dobijanja struje odgovarajuceg
intenziteta, koja se moze iskoristiti za razgradnju reaktivnih organskih boja, glavnih zagaduju¢ih
supstanci otpadnih voda. Prvi deo istrazivanja obuhvata fizi¢ko-hemijsku i mikrobiolosku
karakterizaciju re¢nog sedimenta koji je dalje koriS¢en za konstrukciju MFC sistema. Formirane su
cetinn. MFC  ¢elije: sa  sterilnim, sa originalnim, sa  biostimulisanim 1 sa
biostimulisanim/biaugmentisanim re¢nim sedimentom. Merenja napona na formiranim ¢elijama su
pokazala da MFC sistem sa biostimulisanim sedimentom daje najbolje performanse.

Fokus u drugom delu eksperimenata je bio izolovanje i karakterizacija mikroorganizama koji
su dominantno zastupljeni u sedimentu, a ujedno su i zasluzni za procese oksidacije u anodnom delu
koji omogucavaju generisanje struje preko MFC. IzvrSena je metagenomska analiza u uzorku re¢nog
sedimenta i u biostimulisanom re¢nom sedimentu, kako bi se uporedio profil zastupljenih zajednica
mikroorganizama.

Studija degradacije i dekolorizacije Reactive Black 5 (RB5) azo boje izvedena je pomocu
elektrohemijski unapredenog oksidacionog procesa i opisana je u treCem segmentu disertacije.
Elektro-Fentonov proces je uspostavljen upotrebom radne elektrode od 15% Fe i dodatkom H20, u
rastvor RBS5 boje, dok je set od tri paralelno vezane MFC, sa biostimulisanim sedimentom, sluzio
kao izvor struje. Optimizacija procesa elektrohemijskog tretmana RB5 je sprovedena na koncentraciji
boje od 25 mg/L. Efikasnost degradacija RB5 boje je potvrdena upotrebom analitickih metoda
UVI/VIS, FTIR i HPLC-MS. Testovi za procenu ekotoksi¢nosti, izvedeni pomocu Aliivibrio fischeri,
pokazuju da su degradacioni proizvodi nastali u ovom eksperimentu manje toksi¢ni od polazne boje.

Klju¢ne reci: mikrobne gorivne celije; metagenomska analiza; degradacija Reactive Black 5;
elektro-Fentonov proces

Naucéna oblast: Hemija

UZa nauc¢na oblast: Biohemija



Electrochemical degradation of reactive organic dyes using microbial fuel cells
ABSTRACT

The goal of this dissertation is application of the MFC system as a renewable ,,green* energy
source in wasterwater treatment. For this purpose MFC was optimized in order to obtain a suitable
amount of electricity that can be used to decompose reactive organic dyes, the primary pollutants of
wastewaters.The first part of the research includes physico-chemical and microbiological analysis of
the river sediment, which was further used to construct the MFC system. Four MFC cells were formed
containing: sterile, original, stimulated and biostimulated/bioaugmented river sediment. Voltage
measurements on the established cells showed that the MFC with biostimulated sediment exibited
the best performance.

The focus of the second part of the study was the isolation and characterization of
microorganisms that are dominantly represented in the sediment, which enable the generation of
current through the MFC. Metagenomic analysis was used to compare the profiles of microbial
populations in a composite of river sediment and biostimulated river sediment.

The study of degradation and decolorization of Reactive Black 5 (RB5) azo dye investigated
using an electrochemically improved oxidation process is described in the last part of the dissertation.
The Electro-Fenton process was established using a working electrode of 15% Fe and the addition of
H20- to the RB5 dye solution, while a set of three MFCs connected in parallel, with biostimulated
sediment, served as the current source. Optimization of the RB5 electrochemical treatment process
was carried out at a dye concentration of 25 mg/L. The efficiency of degradation of RB5 dye was
confirmed using analytical methods UV/VIS, FTIR and HPLC-MS. Ecotoxicity assessment tests,
performed using Aliivibrio fischeri, show that the degradation products formed in this experiment are
less toxic than the starting dye.

Keywords: microbial fuel cell; metagenomics analysis; degradation of Reactive Black 5; electro-
Fenton process.

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry



SPISAK SKRACENICA I SIMBOLA

Aan— povrsina anode

AATCC — Americka asocijacija za tekstil i boje (,,American Association of Textile Chemists and
Colourists™)

AB — anaerobne mezofilne hemoorganoheterotrofne bakterije

AEM - anjon izmenjivacke membrane

AOP — unapredeni oksidacioni procesi

ATP — adenozin-trifosfat

BOD - biohemijska potreba za kiseonikom

BPSH — disulfonovani poli-(arilen-etar-sulfon)

CEM - katjon izmenjivacka membrana

CI — indeks boje

COD - hemijska potreba za kiseonikom

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

FTIR — infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Eo — standardni potencijal elektrode

EA — elektrohemijska aktivnost

ECso— efektivno razblazenje uzorka koje izaziva 50% inhibicije luminiscencije
EIS — spektroskopija elektrohemijske impedanse

Emrc — elektromotorna sila MFC

EDX — energetski disperzivna rendgenska spektrometrija

HAB — hemoorganoheterotrofne, aerobne i fakultativno anaerobne bakterije
HPLC — te¢na hromatografija visokih performansi

| —struja

lden — gustina struje

ICP-MS — opticka emisiona spektroskopija sa masenom spektrometrijom

IUPAC — medunarodna unija za Cistu i primenjenu hemiju (,,International Union of Pure and Applied
Chemistry”)

KP — kvasci i plesni

lan — duzina anode

LDso— letalna doza za 50% jedinki
MFC — mikrobne gorivne ¢elije
MFCo — kontrolna ¢elija



MFC. — ¢elija sa kompozitom re¢nog sedimenta

MFCii— ¢elija sa biostimulisanim kompozitom re¢nog sedimenta
MFCiii— ¢elija sa biostimulisanim i bioaugmentisanim kompozitom re¢nog sedimenta
NAD™ — nikotinamid adenin dinukleotid

NADH - redukovani NAD*

NAD(P)H — nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

OCV - napon otvorenog kola

ORR - brzina redukcije kiseonika

Pden — gustina snage

Pn —snaga

PEM — semipermeabilna membrana

PPD — para-fenilendiamin

RB5 — boja reaktivna crna 5

Ri — unutrasnji otpor MFC

Ra— omski otpor

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

SDC — drustvo bojadzija i kolorista (,, The Society of Dyers and Colourists™)
SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

SPEEK - sulfonovani poli-etar-etar-keton

SRB - sulfat-redukujuce bakterije

S.S. — suva supstanca

UV/VIS — ultraljubi¢asta-vidljiva spektrofotometrija

Wan— §irina anode

AU — razlika napona tokom prekida struje
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1. Uvod



Porast svetske populacije doveo je do eksponencijalnog rasta u potroSnji energije. Negativan uticaj
neobnovljivih izvora energije (fosilnih goriva i nuklearne energije na bazi uranijuma U-235) na
zivotnu sredinu zahteva pronalazenje boljih reSenja energetske krize. Potraga za novim energetskim
alternativama dovela je do okretanja ka obnovljivim izvorima energije poput Sunca i energije
dobijene radom vetra i vode. Zahvaljujuci sposobnosti generisanja struje iz otpadnih sirovina,
mikrobne gorivne celije predstavljaju jos jedan oblik izvora elektricne energije. Uz pomoé
elektroaktivnih bakterija koje razgraduju organske molekule, mikrobne gorivne c¢elije poseduju
sposobnost proizvodnje bioelektriéne energije. Na ovaj nacin istovremeno dolazi do resavanja dva
globalna problema: biorazgradnje organskih komponenti u zagadenoj Zivotnoj sredini i stvaranja
elektri¢ne energije. Premda je koli¢ina proizvedene energije na ovaj nacin daleko niza od energije
dobijene konvencionalnim procesima, njena primena bi mogla da se koristi za napajanje malih
telemetrijskih uredaja i biosenzora na lokalnom nivou.

Osnovni resurs za sve zZivotne potrebe koje se obavljaju na planeti Zemlji, sa svojih 71%
zastupljenosti, ¢ini vodeni ekosistem. Razvoj globalne industrijalizacije i urbanizacije doveo je do
velike proizvodnje otpadnih voda. Precis¢avanje i bezbedno odlaganje otpadnih voda jedno je od
najozbiljnijih pitanja, na ¢ijem reSavanju se svakodnevno radi. Medu glavnim proizvodacima
otpadnih voda je tekstilna industrija. Neprecis¢ene otpadne vode iz tekstilne industrije, koje sadrze
razli¢ite koli¢ine organskih 1 neorganskih zagadujuc¢ih supstanci, u znac¢ajnim koli¢ina zavrSavaju u
zivotnoj sredini. Ovaj problem je odavno presao globalne razmere, a narocito je izrazen u manje
razvijenim zemljama, sa niskim kapacitetom prerade otpada. Godisnja proizvodnja boja prelazi
milion tona, dok je tekstilna industrija jedan od najvecih zagadivaca voda medu razlic¢itim ljudskim
aktivnostima. Oko 70% svih tekstilnih boja predstavljaju azo boje. Potrosnja vode za bojenje i doradu
pamucnog tekstila moze se proceniti na oko 200 litara vode na svaki kilogram pamucne robe. Poznato
je da vise od 50% primenjenih boja zavrsi kao otpadna voda. Prisustvo nefiksiranih boja u tekstilnim
otpadnim vodama smatra se jednim od glavnih problema zastite Zivotne sredine i potrebno ih je
ukloniti iz otpadnih voda pre ispuStanja u dostupne vodotokove. Glavni pokazatelj prisustva
zagadenja je prisustvo razlicitih nijansi boja na povrsini vode.

Na svim industrijskim nivoima najcesce je u upotrebi organska azo boja. Azo boje sadrze
najmanje jednu hromoforu koju ¢ini azo grupa (-N=N-). Sposobnost za brzo formiranje kovalentnih
veza sa hidroksilnom ili amino grupom na tekstilnim podlogama, je upravo ono Sto azo boje izdvaja
u odnosu na konkurentne za Siroku upotrebu. Njihova struktura obezbeduje visoku hemijsku 1
fotoliticku stabilnost, Sto implicira njihovu postojanost u zivotnoj sredini. Boje koje zavrSe u
otpadnim vodama, a potom se prenesu i dalje kroz zivotnu sredinu, predstavljaju izuzetnu pretnju po
zivi svet. Potencijalne alergije i sve veca potvrda kancerogenog i mutagenog svojstva boja na zdravlje
ljudi je nesto sa ¢ime se bore mnoge industrijski razvijene zemlje. Degradacija 1 dekolorizacija azo
boja znatno je otezana zbog njihove slozene strukture. Tradicionalni pristupi u razgradnji tekstilnih
otpadnih voda (koagulacija, hemijska flokulacija i filtracija) ne reSavaju u potpunosti problem, zbog
nagomilavanja otpada u vidu mulja. Kao najefikasnija tehnologija u tretmanima otpadnih voda,
pokazala se elektrohemijska degradacija. Sposobnost da delimi¢no ili potpuno ukloni odredenu
koli¢inu zagadujuce organske supstance u otpadnim vodama, ¢ini elektrohemijske procese ekoloski
prihvatljivim. Ipak, cena celokupnog postupka je ono $to ograni¢ava elektrohemijsku primenu. Jedan
od nacina da se resi ovaj problem je koriS¢enje elektri¢ne energije koju proizvode mikrobne gorivne
¢elije, za elektrohemijske tretmane.

Cilj ovog rada je bio da se optimizuje proizvodnja elektricne energije pomoc¢u mikrobnih
gorivnih ¢elija, koja ¢e se primeniti na elektrohemijsku razgradnju reaktivnih organskih azo boja.
Stepen toksi¢nosti rastvora boje sa pocetka i nakon tretmana, ispitan je pomocu ekotoksikoloske
analize. Da bi uspesno realizovali studiju, neophodno je bilo sprovesti sledece zadatke:




Okarakterisati kompozitni uzorak re¢nog sedimenta, koji ¢e se koristiti u sistemu
mikrobne gorivne ¢elije;

Konstruisati jednokomornu MFC ¢eliju i izvrSiti merenja napona, a zatim proracunati
gustinu struje i snage koju sistem proizvodi;

MikrobioloSkim 1 molekularnim metodama okarakterisati zajednicu zastupljenih
mikroorganizama, u cilju pravljenja konzorcijama izabranih sojeva koji ¢e doprineti
boljim performansama mikrobne gorivne c¢elije i generisanju maksimalnih vrednosti
struje;

Napraviti sistem od viSe paralelno povezanih mikrobnih gorivnih Celija 1 sabrane
vrednosti elektri¢ne struje usmeriti na elektronemijsku degradaciju organske azo boje
(Reactive Black 5);

Ispitati analitickim metodama dobijene proizvode boje nakon elektrohemijskog tretmana;
Testirati ekotoksi¢nost dobijenih proizvoda degradacije azo boje na model sistemu
Aliivibrio fischeri.




2. Pregled literature




2.1. Mikrobne gorivne celije: mehanizam generisanja energije

Potreba za novim obnovljivim izvorima energije, dovela je do razvoja mikrobnih gorivnih
¢elija (eng. Microbial fuel cell, MFC). MFC su osmisljene kao novi pristup generisanja elektri¢ne
energije (bioelektri¢ne energije) iz biomase, koriste¢i bakterije (Logan, 2008). Prvi koncept
proizvodnje elektriciteta, pomocu zivih organizama, pripisuje se Galvaniju i njegovim
eksperimentima na Zabama, koji potice jos iz 18. veka (Santoro et al., 2017), dok prvobitna ideja o
koris¢enju mikroorganizama za generisanje elektri¢ne energije pripada Poteru (Potter, 1911). Dalji
napredak i razvoj MFC sistema objavljeni su u Koenovim istrazivanjima (Cohen, 1931), dok su se
katalizatorima klju¢nim za MFC bavili Karube i saradnici tokom 60-tih godina (Karube et al., 1976).
Tokom 80-tih i 90-tih godina proslog veka razvijena je primena takozvanog analitickog MFC
sistema, koji se i danas upotrebljava (Bennetto, 1990). Ovi rani primeri predstavljaju odli¢nu osnovu
za razumevanje mehanizama prenosa elektrona i funkcionisanja ¢itavog sistema, ali dalji razvoj i
poboljsanje rada MFC je nesto Sto tek ¢eka svoju ekspanziju.

MEFC sisteme ¢ine aktivni mikroorganizmi koji sluze kao biokatalizatori u reakcijama
oksidacije supstrata, odnosno organskih supstanci (Ivars-Barcelo et al., 2018, Masoudi et al., 2020).
Mikroorganizmi degraduju (oksiduju) dostupnu organsku komponetu, proizvodeéi elektrone koji
putuju kroz seriju respiratornih enzima smestenih na nivou elektron-transportnog lanca celijske
membrane, time stvarajuéi gradijent protona u formi elektrohemijskog potencijala koji se moze
upotrebiti za deponovanje energije u vidu adenozin-trifosfata (eng. Adenosine triphosphate, ATP).
Elektroni putem prenosioca putuju do krajnjeg akceptora, koji se njihovim preuzimanjem redukuje
(Logan, 2008). Deo elektrona moze preci i na odgovarajucu anodu. Drugim re¢ima, MFC sistemi
transformiSu energiju nastalu raskidanjem hemijskih veza organskih jedinjenja ciljano u elektri¢cnu
energiju bez velikih gubitaka, $to ih ¢ini direktnim pretvaracima energije (Kiran, Gaur, 2013, Xu et
al., 2016).

2.1.1. Struktura MFC sistema

Na slici 2.1. je prikazana jedna od najcesée koris¢enih MFC sistema. Njene glavne
komponente predstavljaju dva odeljka, sa anodnom i katodnom elektrodom koji su u u slucaju
sloZenijih sistema razdvojeni membranom.
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Slika 2.1. Shematski prikaz osnovnih komponenti sistema MFC. Anodni i katodni deo su
razdvojeni semipermeabilnom membranom (eng. Proton Exchange Membrane, PEM) za elektrone.
Bakterijske kulture obrastaju anodu, oksidujuci organsku supstancu prebacuju deo elektrona na
anodu i otpustaju protone u rastvor. Katoda, koja je u dodiru sa kiseonikom, omogucava reakciju
izmedu elektrona, protona i dostupnog kiseonika, na taj nacin zatvarajuci ciklus i stvarajuci
energiju. Sistem je povezan otpornikom, preko kojeg se generise energija (Adaptirano: Bose et
al.,2018).

U anodnom delu odvija se razgradnja supstrata od strane bakterija §to dovodi do produkcije
elektrona i protona (Mashkour et al., 2021). Kiseonik svojim prisustvom ometa rad anaerobnih
mikroorganizama u anodnom delu, pa je njegovo uklanjanje reSeno postavljanjem membrane.
Membrana omogucava prolazak jona izmedu anodnog dela, u kom se odvijaju bakterijski procesi i
katodnog dela, gde dolazi do reakcije elektrona sa odgovarajuc¢im katalitom. Procesi u katodnom delu
zahtevaju prisustvo kiseonika, pa se ¢esto komora dodatno aeriSe. Svaka komora sadrzi odgovarajucu
elektrodu, anodu i katodu, koje su spojene provodnom Zicom. Zica omoguéava transfer elektrona iz
anodnog dela do katode, gde dolazi do reakcije sa protonom i kiseonikom, pri ¢emu pored oslobodene
energije nastaje i voda (Logan, 2008, Rahimnejad et al., 2015).

Reakcija koja se deSava na elektrodi u anodnom delu kod MFC predstavljena je na primeru
sir¢etne Kiseline (kao organski izvor energije) u jednacini 1. Anodnom oksidacijom supstrata dolazi
do generisanja elektrona koji se koriste u daljem radu spoljnog potrosaca i redukuju kiseonik na
katodi. Brzina reakcije sistema je odredena redukcijom kiseonika (Rahimnejad et al., 2015, Santoro
etal., 2017).

(1) Anoda: CH;COOH + 2H,0 — 2CO, + 8e™ + 8H™*

Katoda: 20, + 8H* + 8e~ — 4H,0




2.1.2. Anoda

Anodni deo smatra se osnovom MFC sistema, jer se isklju¢ivo preko njega odvija generisanje
i dalji transport protona i elektrona. Prisustvo mikroogranizama, koji formiraju biofilm na anodnoj
elektrodi, omogucava oksidativno razlaganje organskog supstrata u jednostavne molekule. Kao
proizvod reakcija koje se deSavaju na anodi (Slika 2.2.) nastaje elektron-protonski par.
Odgovaraju¢im transportnim sistemima, ovaj par se premesta u katodni deo u kom se dalje odvijaju
reakcije prikazane u jednacini 1 (Cai et al., 2020, Logan, 2008). Reakcije anodnog dela iskljucuju
prisustvo kiseonika, jer se kataliticka uloga mikroorganizama deSava isklju¢ivo u anaerobnim
uslovima (Hoang et al., 2022, Yaqoob et al., 2021).
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Slika 2.2. Procesi oksidacije organskog supstrata na povrsini anode u prisustvu biofilma za
generisanje elektrona i protona (Adaptirano: Nosek et al., 2020).

Materijal anodne elektrode i njen dizajn su najvazniji i odlucujuci faktori koji doprinose
performansama MFC (Wang et al., 2023). Istrazivanja su do sada pokazala da izlazna energija MFC
u velikoj meri zavisi od izbora i karakteristika anodne elektrode (ElMekawy et al., 2017).
Dizajniranje elektrode je praceno selekcijom mikroorganizama koji obavljaju procese razgradnje na
anodi. Kriterijumi za odabir materijala su prili¢no teski, jer izbor anodnog materijala ima direktan
uticaj na druge MFC parametre, kao $to su oksidacija supstrata, transformacija elektrona, bakterijska
adhezija, karakteristike biofilma i sam bakterijski rast (Khudzari et al., 2019). Ostali parametri MFC
takode imaju vaznu ulogu, ali svi direktno zavise od performansi anodnog materijala. Stoga, da bi se
se generisala dovoljna koli¢ina energije, materijal za anodnu elektrodu mora biti idealan. Nakon




Sirokog pregleda literature pozeljne karakteristike koje odlikuju anodu ukljué¢uju (Hoang et al., 2022,
Kumar et al., 2013, Logan, 2008, Yaqoob et al., 2021):

Biokompatibilnost materijala: Bakterije zastupljene u anodnom delu, najcesce
formiraju biofilm oko povrSine anode i tu oksiduju organski supstrat, te je stoga
neophodno da anoda bude izgradena od odgovarajué¢eg materijala. Materijal za izradu
elektrode treba da zadovoljava odgovaraju¢e bioloSke potrebe, da je hemijski
stabilan, bioloski $to inertniji i bez toksi¢nosti po bakterijske vrste. Pojedine vrste
materijala koje se koriste za izradu elektroda inhibiraju normalan rast i disanje
bakterija, sto za posledicu ima manju produkciju protona i elektrona. Razli¢itim
analizama proverava se hemijska toksi¢nost, a metodama skenirajuée elektronske
mikroskopije (eng. Scanning Electron Microscopes, SEM) i energetski disperzivne
rendgenske spektrometrije (eng. Energy Dispersive X-ray spectroscopy, EDX),
ispituje se struktura materijala kako bi se obezbedila visoka biokompatibilnost.
Povrsina elektroda: Sve bioloske i elektrohemijske reakcije se desavaju na anodnoj
elektrodi, pa stoga njena povrSina izuzetno uti¢e na ukupne performanse MFC
sistema. Omski gubici i smanjena proizvodnja energije su posledica veéeg otpora koji
se javlja na povrSini elektrode. Da bi se smanjila otpornost, neophodno je
modifikovati samu elektrodu i povecati joj aktivnu povrSinu. Veca aktivna povrsina
obezbeduje vise prostora za odvijanje reakcija, Sto olakSava i generisanje i kretanje
elektrona. Poroznost anoda obezbeduje uspesno vezivanje bakterija. Mikroorganizmi
se efikasno imobiliSu preko proSirenih Supljina elektroda 1 obezbeduju efikasan 1
direktan prenos elektrona sa bioloskih katalizatora. Elektrode sa ve¢om aktivnom
povrsinom oslobadaju vecu koli¢inu energije (Olias et al., 2019).
Elektroprovodljivost: Provodljivost materijala je od sustinskog znacaja, jer
omogucava putovanje elektrona od anodnog do katodnog dela. Visoka provodljivost
anode poboljsava protok elektrona i istovremeno obezbeduje minimalan otpor, $to
doprinosi visokim performansama c¢itavog sistema. Modifikacijama postojeceg
materijala, postize se mnogo veca energetska efikasnost, pa je elektroprovodljivost
materijala jedna od najbitnijih stavki za postizanje visokih performansi (Kirubaharan
etal., 2019).

Stabilnost i izdrzljivost materijala: Klju¢ za odrzivost MFC sistema krije se u
stabilnosti anodne elektrode. Oksidirajuca sredina na povrsini anode najc¢esce dovodi
do korozije, bubrenja i raspada materijala. Na taj nac¢in se minimizira stabilnost anode
za dugotrajni rad MFC. Dodavanjem ugljeni¢nih materijala i modifikovanjem
elektrode dobija se na postojanosti sistema. Dakle, materijal za izgradnju anode mora
biti mehanicki, hemijski, termicki stabilan i izdrzljiv u kiselim i baznim uslovima
rada MFC (Senthilkumar et al., 2019, Yaqoob et al., 2020).

Dostupnost materijala i cena: Izvodljivost i implementacija MFC sistema su u
velikoj meri diktirani cenom i dostupnosScu izabranog materijala. Niska cena 1 laka
dostupnost je ono Sto ¢ini materijal prioritetnim. Na primer, iako su idealni za
koriS¢enje, zlato, platina ili srebro su vrlo skupi i nisu lako dostupni. Kompozitna
anoda bi mogla da ispuni sve do sada navedene kriterijume za siru primenu MFC u
buducénosti.

2.1.2.1. Konvencionalni anodni materijali

Mnoge studije su opisivale razvoj materijala za anodne elektrode, od kojih su najpoznatiji bili
konvencionalni materijali kao $to su razli¢iti metali ili oksidi metala na bazi ugljenika i oni su
predstavljeni u Tabeli 2.1 (Wang et al., 2023, Yaqoob et al., 2021).




Tabela 2.1. Prikaz konvencionalnih anodnih materijala i njihovih povrsina (Wei et al., 2011).

- Najveca zabeleZena
PovrSina anode

Materijal anode (cm?) gustina snr;lge Referenca
(mW/cm?)
Oksid grafita 150,7 368 Guo et al., 2014
Titanijumska Sipka 78,5 0,32 Guan et al., 2019
Ogoljeno zlato 113,45 480 Ren et al., 2015
Bakarna zica 310 146 Din et al., 2020
Grafit 135 24 Yuetal., 2021
Ugljeni¢no platno 51 679,7 Qiao et al., 2015
Ugljenicni papir 78,5 0,32 Nourbakhsh et al., 2017
Ugljeni¢na Cetka 62 128 Yang et al., 2017
Ugljeni¢ni filc 8 758,2 Zhao et al., 2018
Ugljeni¢na nanocev 394 800 Fraiwan et al., 2014
Inoks mreza 100 150 Arends et al., 2014

Ugljenik i njegove modifikacije predstavljaju najpogodnijeg kandidata za izradu anode, sa
visokom prilagodljivoséu i svestrano$éu. Neki od konvencionalnih materijala na bazi ugljenika
podrazumevaju ugljeni¢ni papir, filc, cetke, platno, mrezice na bazi granulisanog aktivnog uglja,
granulisana ugljeni¢na vlakna i staklasti ugljenik (Wei et al., 2011, Yaqoob et al., 2020), §to je
prikazano u tabeli 2.1. i na slici 2.3. Prilikom odabira pomenutih materijala, od sustinske vaznosti je
povrsina elektroda, koja predstavlja znaCajano merilo gustine snage kod MFC sistema. NeKi
parametri ograni¢avaju upotrebu ovih materijala. Materijali na bazi grafita imaju dobru mehanicku
stabilnost, ali pokazuju slabo formiranje biofilma, Sto direktno uti¢e na efikasnost proizvodnje
energije u MFC. Suprotno njima, materijali poput ugljeni¢nog papira i filca obezbeduju hrapavu
povrsinu idealnu za formiranje biofilma, ali im je mehanicka stabilnost vrlo loSa, pa je 1 njihovo
trajanje kratkoro¢no. Uprkos dobroj provodljivosti, tipovi elektroda sa nanocesticama metala ili
metalnog oksida, poput mangan-dioksida, titanijum-dioksida, zlata, paladijuma, bakra ipak ne
predstavljaju dobar anodni materijal zbog svojih antibakterijskih osobina, dugotrajnosti ali i cene.
Manje Stetna 1 nekorozivna mreza od nerdajuceg celika predstavlja dobru alternativu Sto se tice
primene metala. Bolje performanse MFC sistema su usledile zamenom konvencionalnih materijala
upravo savremenim anodnim materijalima. Elektrode na ovom tipu predstavljaju modifikaciju
opisanog ugljeni¢nog materijala koji obezbeduju visoku provodljivost, biokompatibilnost i hemijsku
stabilnost (Kumar et al., 2013, Wang et al., 2023, Yaqoob et al., 2021).




Slika 2.3. 1zgled konvencionalnih materijala za izradu elektrode: (A) ugljeni¢ni papir, (B)
ugljenic¢no platno, (C) ugljeni¢no vlakno, (D) mrezasti staklasti uljenik, (E) ugljeni¢na mreza, (F)
grafitne granule, (G) ugljeni¢ne cetke, (H) grafitna Sipka, (1) polikristalni grafit, (J) ugljeni¢ni filc,
(K) platinasta mreza, (L) razli¢ite trake metala, (M) provodljive trake na bazi polimera (Yaqoob et

al., 2020).

2.1.2.2. Savremeni anodni materijali

Dugogodisnji rad na poboljSanju performansi postojec¢ih konvencionalnih anodnih materijala
za posledicu je imao stvaranje savremenih materijala. Konfiguracija savremenih anodnih materijala
je doprinela boljem i brzem reSavanju problema otpadnih voda i zna¢ajan napredak u proizvodnji
energije. Pored boljeg funkcionisanja same elektrode, jedna od glavnih karakteristika je daleko niza
cena savremenih materijala u odnosu na do tada koris¢ene konvencionalne. Savremeni materijali su
podeljeni u kategorije: prirodne ugljeni¢ne materijale na bazi biljne biomase, materijale na bazi
kompozita koji ukljuuje metale, odnosno okside metala, kao i materijale na bazi ugljenika ili
provodljivih polimera (Slate et al., 2019, Wei et al., 2011).

Sinteza anodnih elektroda od prirodnih materijala pruzila je odlican pristup za dobijanje
korisne energije iz prirode, kao i postizanje boljih performansi i odrzivosti sistema MFC (Sonawane
etal., 2017, Yaqgoob et al., 2021). Biljni otpad je najc¢esce korisc¢eni prirodni prekursor anoda na bazi
ugljenika. Njegova poroznost se postize direktnom karbonizacijom otpada na visokim temperaturama
Sto doprinosi boljem vezivanju mikroorganizama. Dodatni kvalitet membrane se postize dodavanjem
azota u biljni otpad. Adhezija i grupisanje mikroroganizama pomaze smanjenju otpora kod prenosa
naelektrisanja izmedu biofilma i ¢vrstih elektroda. Prirodni biljni otpad podrazumeva ljusku kestena,
kukuruzni otpad, bambus, piljevinu, ljuske badema i sli¢no (Cai et al., 2020, Liu et al., 2017, Zhao
et al., 2018). Neki od pomenutih primera su navedeni u tabeli 2.2. Zajedni¢ke karakteristike ovih
materijala  uklju¢uju dobru 3D mikropozornu strukturu, hrapavost povrSine, dobru
elektroprovodljivost, kao 1 pospeSivanje rasta mikroorganizama. Ovi prirodni materijali na bazi
ugljenika, poput kukuruznog otpada, kokosove ljuske, biomase bambusa, su jeftini i lako dostupni,
Sto je u skladu sa konceptom zelenog i odrzivog razvoja (Cai et al., 2020, Yagoob et al., 2020).
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Tabela 2.2. Moderni anodni materijali i njihove performanse nakon procesa karbonizacije (Yagoob et al.,
2020, Cai et al., 2020).

Najvecéa zabeleZena

Materijal anode a:gg;s(?&) gustina snage Referenca
(mW/cm?)
Biougalj bambusa 0,72 1652 Zhang et al., 2014
Kukuruzni otpad 0,5 3,12 Karthikeyan et al.,
2015
Kokosova ljuska 1 1069 Yuan et al., 2015
Kafa 1 3927 Hung et al., 2019
Kanalizacioni mulj 12 3200 Jiaetal., 2018
Fes;Ou/grafitizovani ugljenik 4 1865 Huetal., 2019
FesOa/ugljeni¢no platno 6,25 728 Xuetal., 2018
SnOy/grafi/ugljenic¢no platno 6 1624 Mehdinia et al.,
2014
MnO2/ugljenic¢ni filc 7,1 3580 Zhang et al., 2015
Oksid grafita/polianilin 71 11 Yaqoob et al., 2021
Oksid grafita (aerogel)/grafitna 16 2520 Yang et al., 2016
Cetka
Redukovani oksid 120,8 990 Liuetal., 2017
grafita/poliakrilamid
Ugljeni¢no - 2047 Li et al., 2020

platno/polidopamin/redukovani
oksid grafita

Znacajnu paznju poslednjih godina dobili su materijali na bazi kompozita za konstrukciju
anode. Kao vazni katalizatori, neplemeniti metali, oksidi prelaznih metala i njihovi hibridi su u
Sirokoj primeni za modifikaciju starih modela anoda (Cai et al., 2020). Samo materijali na bazi metala
se u velikoj meri suocavaju sa korozijom, dok su materijali na bazi ugljenika nepovoljni zbog slabe
provodljivosti. Neki nekorozivni materijali poput nerdajuceg celika, ne postizu dovoljnu gustinu
snage. Plemeniti metali, poput zlata, srebra i platine imaju odli¢ne karakteristike, ali pored lose
bakterijske adhezije njihova cena znacajno ogranicava upotrebu (Yaqoob et al., 2020). Kombinacija
sa dve ili viSe vrsta materijala dovodi do visoko poboljsane efikasnosti kinetike anoda i boljeg
bakterijskog prijanjanja. Primeri kompozita na bazi metala su navedeni u tabeli 2.2. sa njihovim
performansama. Oni su ekoloski prihvatljivi, imaju nisku cenu i moguénost skladiStenja energije
visoke snage (Yagoob et al., 2021).

Provodni materijali na bazi polimera su dobili veliku paznju u modifikaciji MFC anode.
Polimeri poput polianilina, polipirola, politiofena, kao i mnogi drugi (tabela 2.2.), zbog svoje visoke
elektricne provodnosti daju odlicne performanse u kombinaciji sa drugim materijalima na bazi
ugljenika (Yaqoob et al., 2020). Modifikacija ugljeni¢nog platna sa polianilinom je pokazala izuzetne
performanse u odnosu na nemodifikovane materijale. Grafitni filc i polianilin su takode doveli do
mnogo boljih rezultata u produkciji gustine snage i poboljsanoj bakterijskoj adheziji. Nazalost, ovo
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jos uvek nije dovoljno istrazeno i vrlo malo se praktikuje njihova primena. Neki od pomenutih
materijala su prikazani na slici 2.3.

2.1.3. Katoda

Da bi ceo sistem MFC funkcionisao i da bi se generisala energija, protoni i elektroni nastali
u oksidacionim procesima na anodi moraju da dovrSe svoj ciklus u katodnom delu. Na katodi dolazi
prvo do reakcije elektrona sa kiseonikom, a zatim protona, kao $to je prikazano u jednacini 1, pri
¢emu se formira voda. Zahvaljujuci povezanosti anode i1 katode, putem odgovarajuce zice dolazi i do
generisanja elektri¢ne energije (Qiu et al., 2021, Santoro et al., 2017).

Na radne osobine katode moze uticati niz faktora, koji uklju¢uju koncentraciju elektrona,
vrstu oksidansa, prisustvo protona, aktivnost katalizatora, kako i samu konfiguraciju elektrode.
Kataliza je potrebna i u anodnim i u katodnim reakcijama, jer prisustvo katalizatora u velikoj meri
odreduje brzinu hemijske reakcije. Kiseonik je obi¢no krajnji akceptor elektrona zbog svoje
pristupacnosti, intenzivnog oksidativnog potencijala i kada je krajnji proizvod voda, ne daje toksi¢ne
proizvode (Wang et al., 2011). Cesto se katodna komora naziva i aerobna sredina, zbog znacaja i
prisustva kiseonika u njoj. U zavisnosti od primene MFC, ve¢ina katoda je konstruisana i orijentisana
tako da je njen jedan deo u konstantnom kontaktu sa vazduhom (Li et al., 2023, Qiu et al., 2021).
Ipak, sposobnost oksidacije u velikoj meri zavisi od odabranog materijala koji sluzi za konstrukciju
MEFC. Prednost se daje netoksi¢nim materijalima i njihovoj oksidacionoj sposobnosti za postizanje
stabilnosti i dobrog funkcionisanja MFC (Hoang et al., 2022).

2.1.3.1. Ugljeni¢ni materijali

Odlucujuéi faktor koji je odgovoran za elektriéne performanse MFC je izbor katodnog
materijala. Odgovarajuéi materijal za izradu katode mora biti stabilan, efikasan i isplativ. Kako bi se
poboljsala brzina redukcije kiseonika (eng. Oxygen Reduction Reaction, ORR) i smanjili kapitalni
troskovi MFC, neophodno je angazovati efikasne i ekonomi¢ne materijale sa malom skalom izlazne
energije i velikim energetskim zahtevima (Logan, 2008; Santoro et al., 2017).

Modifikacije ugljenika, kao $to su ¢ad, aktivan ugalj, ugljeni¢ne nanocevi, grafit ¢ine izuzetno
stabilane i povoljne materijale za izradu katoda. Zbog svoje velike aktivne povrsine, odli¢ne
elektronske provodljivosti, ekonomske izvodljivosti i visoke stabilnosti, ¢ad se obi¢no primenjuje
kao potporni materijal za katalizatore koji potpomazu redukciju kiseonika (Song et al., 2019). Cad
se lako moze modifikovati polipirolom i posti¢i povecane performanse, metodama dispergovanja i
oblaganja materijala. Uvodenjem funkcionalnih grupa ili hemoatoma takode se povecava ORR.
Modifikacija i drugim vrstama katodnog materijala, poput gvozda ftalocijanina, takode ima primenu.
Relativno slaba katalitiCka aktivnost je ono §to stavlja druge ugljeni¢ne materijale u prednost u
odnosu na ¢ad. Ipak, ekonomska cena, trajnost i snaga koja se dobije je veliki benefit za buduca
skaliranja MFC (Logan, 2008, Qiu et al., 2021).

Aktivan ugalj predstavlja jo$ jedan od povoljnih materijala, koji obezbeduju veliku aktivnu
povrsinu elektroda. Medutim, zbog svoje strukture i visoke koncentracije sp® veza, ne smatra se tako
dobrim provodnikom (Qiu et al., 2021). Hemijskim i termickim modifikacijama aktivnog uglja,
mogu se menjati funkcionalne grupe, aktivna mesta i1 povrsina, Sto dovodi do povecanja kataliticke
sposobnosti elektroda. Jedan od razradenih nacina je umrezavanje aktivnog uglja hitozanom i
dodavanjem azota u visokim koncentracijama, $to dovodi do bolje elektrohemijske aktivnosti
(Logan, 2008, Yuan et al, 2015).

Dobra elektronska provodljivost, visoka biokompatibilnost i niski troskovi su grafit svrstali u
obecavajuc¢i materijal za katodnu elektrodu. Medutim, relativno mala povrsina i nedostatak aktivnih
mesta ometaju njegovu Siru upotrebu (Chen et al., 2018). Dopuna elektroda azotom pokazala se kao
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efikasan pristup za regulisanje elektronskih, kao i povrSinskih karakteristika grafitne elektrode.
Metali kao Sto su gvozde, nikl i titanijum se ¢esto uvode sa grafitom kako bi se poboljsali uslovi
prilikom reakcija redukcije kiseonika. Alotropska modifikacija grafita, grafen se takode vrlo cesto
nalazi u upotrebi prilikom sinteze elektroda. lako mozda od svih spomenutih materijala na bazi
ugljenika, oni predstavljaju najskuplju varijantu za izradu katode, ipak njihova mehanicka stabilnost
je ono §to ¢ini ceo proces isplativim (Qiu et al., 2021, Yuan et al, 2015).

Brz razvoj nanotehnologije, omogucio je i primenu ugljeni¢nih nanomaterijala, poput
ugljeni¢nih nanovlakana i ugljeni¢nih nanocevi za izradu MFC elektroda. Ugljeni¢na nanovlakna i
nanocevi su ultrafine strukture (manje od 100 nm veli¢ine), sastavljane od sp? hibridizovanih
ugljenika, sto im daje visoku specifiénu povrsinu, veliku ustedu energije, izvanrednu elektri¢nu
provodljivost i odli¢nu hemijsku stabilnost. Razli¢itim dodacima, u vidu grafena, azota i metalnih
Cestica, modifikuju se ugljeni¢ni nanomaterijali, u cilju dobijanja ,,super performansi”’ katode. Grafen
dodatno povecéava aktivnu povrsinu elektroda, pove¢anjem poroznosti materijala (Yuan et al., 2015).
Azot u kombinaciji sa drugim metalima, doprinosi povecanju ukupne gustine snage MFC sistema.
Analiza je pokazala da su pojedini metali od izuzetnog znacaja za pobolj$anje performansi elektroda,
jer obezbeduju vise aktivnih mesta za reagovanje nanovlakana i nanocevi. Najbolji rezultati se
postizu kada se pravi kompleks sa gvozdem, niklom ili kobaltom, ali niSta slabiji rezultati se ne
postizu ni kada se prave kompleksi sa legurama bakra i selena (CuSe) ili sa legurama gvozda i nikla
(FeNi). Kada se elektroda hibridizuje sa molibden-sulfidom (MoS;), dolazi do povecanja kataliticke
aktivnosti samih elektroda. Primena ugljeni¢nih nanomaterijala je dosta povoljnija od primene
elektroda na bazi plemenitih metala, ali cena je ipak viSa u odnosu na obi¢ne ugljeni¢ne materijale
(Logan, 2008, Qiu et al., 2021, Santoro et al., 2017).

2.1.3.2. Materijali na bazi metala

Katodne elektrode izradene od metala koji sadrze platinu pokazuju snaznu kataliticku
aktivnost 1 pretezno se upotrebljavaju kao katalizatori u MFC. Njihovom primenom, reakcija
redukcije kiseonika je i do 4 puta ubrzana (Qiu et al., 2021). Ove elektrode poseduju nisku
impedansu, veéu stvarnu aktivnu povrSinu, ve¢u gustinu snage i bolji potencijal u poredenju sa
elektrodama na bazi ugljenika. Medutim, interesovanje za primenu ovog tipa elektroda i nije narocito
veliko, zbog visokih troskova koji se vezuju za upotrebu platine (YYang et al., 2017). Ovaj problem je
donekle resen, primenom raznih legura, jer obezbeduju vecu povrsSinu elektroda i brzu aktivnost sa
kiseonikom. Medutim, u nekim slu¢ajevima se pokazalo da primena elektroda na bazi platine ima i
odredena nezeljena svojstva. Na primer, supstrat koji difunduje iz anode, moze biti oksidovan
kiseonikom, stvarajué¢i meSane potencijale i unutrasnju struju, §to moze dovesti do depolarizacije
katode. Supstrat koji sadrzi metanol, hlorid ili sulfid moze da izazove degradaciju katodne elektrode
na bazi platine i da smanji njenu izdrzljivost. Pored visoke cene, ovo dodatno smanjuje ¢ak i same
Sanse za razmatranje elektroda na bazi platine za upotrebu u MFC sistemima (Qiu et al., 2021).

Metalni oksidi, metalni sulfidi i ostali kompleksi metala se smatraju alternativom za platinu
pri izradi katodnih elektroda. Prelazni metali poput mangana, gvozda, kobalta i nikla se uglavnom
primenjuju jer mogu da obezbede odlicna fizi¢ko-hemijska svojstva i visoku reaktivnost sa
kiseonikom (Santoro et al., 2017). Ove dobre osobine odgovaraju katodi, zbog jednostavne strukture
1 prisustva promenljivih oksidacionih stanja kod prelaznih metala. Osim toga, oni su vrlo ekoloski
povoljni zbog svoje netoksic¢nosti (Chen et al., 2018). Mangan-dioksid se pokazao kao izuzetno dobar
materijal za katodnu elektrodu, zbog veliCine Cestica, polimorfnosti strukture i same povrsine.
Medutim, losa elektri¢na provodljivost i loSa mehanicka stabilnost ometaju dalju primenu mangana
(Qiu et al., 2021). Modifikacije sa ugljeni¢nim materijalima, mogu obezbediti vecu elektrohemijsku
aktivnost i stabilnost mangana, samim tim i poboljsati efikasnost katode. Drugi prelazni metali kao
Sto su molibden, bakar i vanadijum zbog niske trzi$ne cene dosta su u upotrebi kao katodni materijal.
Uprkos navedenim cinjenicama, svaka ozbiljnija primena prelaznih metala je jo§ daleko od
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industrijske primene posto su oni jo§ uvek na nivou laboratorijskih istrazivanja (Logan, 2008, Yang
etal., 2017).

2.1.3.3. Materijali na bazi metal-azot-ugljenik kompleksa

Sirok spektar materijala za izradu elektroda je dostupan kada je u pitanju primena kompleksa
na bazi metala, azota i ugljenicne podloge. Pirolizovana struktura, koja obezbeduje porozne kanale
za transfer elektrona svrstava katode od ovakvih kompleksa u najsposobnije katalizatore redukcije
kiseonika, pored ugljeni¢nih eletroda sa platinom. Do sada ve¢ pomenuti metali, gvozde, kobalt,
mangan nasli su svoju primenu i u ovim kompleksima. Glavni problem kod do sada opisanih
materijala za izradu katoda, bio je u mehanickoj izdrzljivosti. Stvaranjem ovih kompleksa, resava se
ovaj problem uz postizanje dosta vece stabilnosti MFC sistema (Qiu et al., 2021, Santoro et al., 2017).

2.1.3.4. Alternativni akceptori elektrona na katodi

PoboljSanje naponskog potencijala MFC sistema nateralo je istraZivace da se okrenu
nekonvencionalnim katodnim akceptorima elektrona. Proizvodnja elektri¢ne energije uz smanjenje
specifi¢nih akceptora elektrona u katodi ima veliki potencijal u smislu proizvodnje bioenergije kao i
smanjenja troskova posebnog tretmana zagadivaca (azotne kiseline, persulfata, Zive, bakra, hroma i
perhlorata). Zagadivaci koji imaju visok redoks potencijal mogu se ukloniti redukcijom u katodnom
delu, a MFC bi mogao da bude efikasniji koris¢enjem specifi¢nih akceptora elektrona (Ucar et al.,
2017). Nitrati su dobro poznati kao zagadivaci otpadnih voda. Kako su redoks potencijali nitrata i
kiseonika veoma blizu jedan drugom, nitrat se moze koristiti kao akceptor elektrona u katodnom delu
(Jia et al., 2008). Osim nitrata, mogu se koristiti i neki teski metali kao $to su bakar, gvozde i Ziva,
koji preuzimanjem elektrona mogu biti svedeni u manje toksi¢ne oblike. Na taj nacin se odvija
istovremeno proizvodnja elektricne energije 1 precis¢avanje otpada (Ucar et al., 2017, Wang et al.,
2011):

Kalijum-heksacijanoferat (111). Pored kiseonika, uobic¢ajen donor elektrona koji se koristi
u MFC studijama na laboratorijskom nivou je kalijum-heksacijanoferat (I11). Standardni redoks
potencijal kalijum-heksacijanoferat (I11) (+ 0,37 V), iako ne toliko visok kao kod kiseonika (+ 1,23
V), dovodi do brze reakcije i proizvodi mnogo vecu gustinu snage MFC (Logan et al., 2006). Procesi
koji se odvijaju na katodi u ovom slu¢aju su prikazani u jednacini 2.

(2) Katoda: Fe(CN)¢>™ + e~ — Fe(CN)*~

Zbog svoje stabilnosti i visokih performansi, veoma je vazan kao katodni akceptor elektrona.
Medutim, njegove soli nisu prakticno odrzive. Upotreba fericijanida je ograni¢ena, pre svega zbog
toksi¢nosti, a zatim i zbog otezane reciklaze (Ucar et al., 2017).

Nitrati. Siroka rasprostranjenost azotnih vrsta predstavlja izuzetno pogodan materijal za
akceptore elektrona na katodi. Nitrati, kao najuobicajeniji zagadivaci voda, izazivaju ozbiljne
ekoloske posledice, ali to ih ¢ini dobrim izvorom u MFC sistemima za denitrifikaciju i proizvodnju
elektricne energije (Sahinkaya et al., 2015, Ucar et al., 2017). Lefebvre 1 saradnici (2008) su
istrazivali katodni proces, prilikom Cega dolazi do uklanjanja nitrata, ali manjeg generisanja
elektri¢ne energije nego u slucaju gde je kiseonik krajnji akceptor elektrona. Reakcije denitrifikacije
su prikazane u jednacinama od 3-6 (Lefebvre et al., 2008).

(3) NO;~ + 2e~ +2H* - NO,” + H,0
(4) NO,” + e~ + 2H* - NO + H,0

(5)NO+ e” +H* - ~N,0 +-H,0

(6)N;0 + e + H* > ~N, +-H,0
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Pored nitrata, pokazano je da i nitriti mogu ucestvovati kao akceptori elektrona od strane
egzoelektrogenih bakterija za redukciju azota. Medutim, u prisustvu kiseonika prilikom bioloskih ili
elektrohemijskih procesa na katodi, dolazi do oksidacije nitrita, $to smanjuje ukupnu proizvodnju
elektricne energije (Sahinkaya et al., 2015). Cucu i saradnici su u svom radu predstavili primenu
MFC in situ, gde su elektroni prikupljani uz pomoc¢ nitrata od prisutne zagadujuce supstance u reci
proizvodili elektri¢nu energiju. Efikasnost uklanjanja nitrata je bila ¢ak oko 97% (Cucu et al., 2016).
Azot-suboksid je jos jedan vazan meduproizvod koji se javlja u procesima denitrifikacije, jednacine
od 3-6, sa potencijalom akceptora elektrona na katodi. S obzirom da azot-suboksid pripada gasovima
koji izazivaju efekat staklene baste, njegovom redukcijom delimi¢no se resava i ovaj problem (Ucar
etal., 2017).

Gvozde. Jos$ jedan potencijalno izuzetan posrednik u prenosu elektrona moze biti redoks par
gvozda, Fe**/Fe?*, koji nastaje prema jednacini 7 (Ucar et al., 2017).

(7) Fe3* + e~ - Fe?t

Da bi ova reakcija bila reverzibilna neophodna je upotreba hemolitoautotrofnih
mikroroganizama, a medu njima najvise se koristi Acidithiobacillus ferrooxidans (Beskoski et at.,
2008). Ovakav nacin prenosa eclektrona obezbeduje brze odvijanje reakcija, visok standardni
potencijal, bioloSku razgradivost i oslobadanje znacajnih jedinjenja kao na primer fosfata. Osim
posrednika u prenosu elektrona, gvozde je jako dobar akceptor elektrona u katodnim reakcijama.
Jedinjenje koje je zastupljeno u kanalizacionom mulju gvozde(IIl)-fosfat ima veliku ulogu u
preuzimanju elektrona ali i u ¢uvanju fosfora. Preko MFC sistema Fe3* se redukuje, a samim tim
dolazi do oslobadanja ortofosfata, sto je prikazano u jednacini 8.

(8) 3e~ 4+ 3H™ + Fe3*P0O, < H;PO, H,P0,”,HPO,%*",P0O,>~

Prikazana reakcija zahteva upotrebu membrane koja izmenjuje i katjone i anjone i nisku pH
vrednost (pH najviSe 2,5) kako bi se gvozde zadrzalo u rastvornom obliku, a ne palo kao talog
hidroksida. Glavna prednost procesa je dobijanje fosfata u ¢istom obliku.

Bakar. Prisustvo bakra u tragovima je od esencijalne nutritivne vaznosti za sve biljne i
zivotinjske vrste, medutim toksic¢ne vrste mogu biti izuzetno Stetne za sve oblike zivota. Uklanjanje
velikih koli¢ina Cu?" jona je od izuzetne vaznosti, §to zahteva njegovu prethodnu redukciju,
prikazanu u jednacini 9:

(9) 4Cu?* + 8e™ - 4Cu

Redukcija Cu?* jona pomo¢u MFC moze biti izuzetno efikasna u zavisnosti od radnih
parametara sistema. Neophodno je izabrati pogodan elektrodni materijal, poput inoksa ili ugljeni¢nih
materijala. Odabirom odgovarajuéih uslova, Cu?* moze predstavljati izuzetan prijemnik elektrona,
pri ¢emu dolazi i do proizvodnje snage, ali ovi eksperimenti su jos uvek u fazi razvoja (Li et al., 2023,
Ucar et al., 2017).

Persulfat. Poznato je da persulfat ima Siroku primenu, od ¢iS¢enja bazena preko izbeljivanja
kose do hemijskih analiza ukupnog ugljenika. Smatra se izuzetno opasnim otpadom, jer je jako
oksidaciono sredstvo (Li et al, 2009). Sa izuzetno visokim vrednostima redoks potencijala (+ 2,12
V), ima veliku primenu kao akceptor elektrona kod MFC sistema, gde dolazi do sledece reakcije,
jednacina 10:

(10) S,05%™ + 2e~ — 2S0,2~

Zbog navedenog svojstva, prepoznata je njegova primena kao akceptor elektrona. Gustina
snage dostize izuzetno visoke vrednosti, kada se persulfat nade u upotrebi, u odnosu na prethodno
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pomenute akceptore elektrona. Medutim, zbog nesto sporije Kinetike i redukcije elektrona, MFC
¢elija ima nesto nize performanse (Ucar et al., 2017).

Permanganat predstavlja izuzetno jako oksidaciono sredstvo sa Sirokom upotrebom. Prema
jednac¢inama (11 i 12), uocava se redukcija do mangan-dioksida, $to ga cini potencijalnim
akceptorom elektrona na katodi MFC.

(11) MnO,~ + 4H* + 3¢~ - MnO, + 2H,0
(12) Mn0O,~ + 2H,0 + 3¢~ - MnO, + 40H"

Redukcija permanganata se odvija i u kiselim i baznim uslovima $to je idealno za ovakve
sisteme. Nedostatak permanganata moze da predstavlja kontinuirana potreba za zamenom tec¢nosti U
sistemu, §to moze da se odrazi na nizu produkciju energije (Ucar etal., 2017). Potencijalna alternativa
permanganata moze da bude i mangan-dioksid, koji se moze koristiti i kao katodni materijal (Li et
al., 2023). Redoks par MnO2/Mn?* moze da posluZi za prenos elektrona sa katode na akceptor
elektrona, ¢ime se postize veca efikasnost. Zbog svoje pristupacne cene, predstavlja pogodnu zamena
za platinaste elektrode (Zhang et al., 2015).

Vodonik-peroksid. Mehanizam redukcije vodonik-peroksida predstavljen je u jednacini 13.
Zahvaljujuci oksidacionim svojstvima, obezbeduje se stabilnost pri dugoro¢nom radu MFC sistema.
Prisustvo kiseonika moze biti od velike koristi u reakcijama gde se upotrebljava i peroksid.

(13) H,0,(aq) + 2H™ + 2e~ - 2H,0 (1)

Uklanjanjem zagadujuée supstance U rastvoru pomoc¢u hidroksilnih radikala, ostaje
neizreagovani vodonik-peroksid, koji se najc¢es¢e mora izvesti iz sistema. Visak peroksida bi mogao
da posluzi kao potencijalni elektron akceptor, pri ¢emu bi doslo do efikasnog uklanjanja zagadujuce
supstance i istovremene kontrole prisustva vodonik-peroksida (Zhang et al, 2015).

2.1.4. Membrana

Konstrukcija MFC sistema moze biti razli¢ita, te pored spomenutih strukturnih materijala
anode i katode, veoma vaznu ulogu u MFC sistemu igra i membrana. Membrana primarno razdvaja
anodni i katodni deo, $to je ipak ne ¢ini osnovnom komponentom svih MFC sistema, 0 ¢emu ¢e biti
re¢i unastavku. Njena glavna funkcija je kod dvokomornih sistema, gde sluzi za razdvajanje razlicitih
vrsta supstrata, koji ne bi smeli da se meSaju u anodnom i katodnom delu. Glavna karakteristika ovih
membrana je §to moraju biti permeabilne 1 propustati protone koji se proizvode u anodnom delu do
katode (Logan, 2008, Ramirez-Nava et al., 2021).
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Slika 2.4. Transport jona u MFC sistemima na membrani A) za katodnu izmenu i B) za izmenu
anjona (Ramirez-Nava et al., 2021).

Membrane takode omoguéavaju selekciju i spre¢avaju migraciju drugih vrsta, slika 2.4. Cak
i kod jednokomornih MFC, membrane mogu biti korisne, sprecavajuc¢i povratne reakcije usled
katalize na katodi. Mana membrana je njihova velika cena i smanjenje performansi sistema, usled
povecanja unutrasnje otpornosti (Logan, 2008). Kako je tekao razvoj ¢elija, u nastojanju da se
poboljsaju performanse, a naro¢ito da se sistem implementira na viSoj skali, radena su brojna
testiranja potencijalnih materijala koji mogu da posluze kao membrana u MFC. Razlikujemo sledece
tipove membrana (Leong et al., 2013, Ramirez-Nava et al., 2021):

Katjon izmenjivacke membrane (eng. Cation Exchange Membrane, CEM). Selektivna
katjonska membrana koja propusta protone je najvise u upotrebi u MFC sistemima. Optimizuje se
tako da pri visokim koncentracijama protona (niskoj pH vrednosti), formira stabilno i propustno
okruZenje za protone, ukoliko se koli¢ina vode u MFC sistemu kontroliSe. U prisustvu vece koli¢ine
vode, membrana postaje brzo zasi¢ena i podize pH vrednost u sistemu, do neutralne sredine, $to
ometa njeno normalno fukcionisanje (Logan, 2008). Uglavnom propusta protone, ali kada se u
okolini nade vec¢a koncentracija pozitivnih jona (poput Na*, K*, NH4*, Ca?* ili Mg?"), omogucice
njihov prolazak, sto moze znacajno da utice na MFC performanse. Sam efekat membrane na MFC
se odreduje prema generisanoj gustini snage i efikasnosti generisanja struje. NajceSc¢e koriSéen
materijal za katjonske membrane je Nafion. Pored Nafion membrana za konstrukciju MFC u upotrebi
su jo§ i CMI-700 membrane koje su dosta tanje $to doprinosi stabilnosti celog sistema. CMI-700 se
najcesce upotrebljavaju, kada se kalijum-heksacijanoferat(lll) koristi kao katalit. Medutim, njihova
primena joS§ uvek nije dovoljno istrazena, pa su ove membrane jako malo u upotrebi (Hoang et al.,
2022, Ramirez-Nava et al., 2021).

Anjon izmenjivatke membrane (eng. Anion Exchange Membrane, AEM). Pokusaji da se
resi problem promene pH vrednosti kod spomenutih katjonskih membrana, doveli su do razvoja
AEM koje omogucavaju prolazak hidroksilnih, fosfatnih ili karboksilnih anjona od katode do anodne
komore. Na ovaj nacin oni deluju kao prenosioci protona, olakSavaju¢u njihov transport.
Akumulacija protona u anodnom delu se smanjuje ¢ime dolazi do regulacije pH vrednosti, sto dovodi
do poboljsane proizvodnje struje u MFC sistemu. Ono §to ove membrane ne Cini idealnim
kandidatom je vremenski ogranicena upotreba za tretiranje otpadnih voda na maksimalno mesec dana
(Leong et al., 2013, Logan, 2008, Ramirez-Nava et al., 2021).
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Polimerne/kompozitne membrane. Kompozitne polimerne membrane ¢ine mesavinu
polimernih membrana i drugih polimera, organskih ili neorganskih jedinjenja. Osobine pojedina¢nih
komponenata membrana se na ovaj na¢in medusobno dopunjuju kako bi se kompenzovale njihove
slabije osobine, kao $to je niska snaga (Ramirez-Nava et al., 2021). Polimerne membrane, koje sadrze
sulfonatne grupe, kao $to su SPEEK (eng. Sulfonated Polyether Ether Ketone) i BPSH (eng.
Disulfonated poly-(arylene-ether-sulfone)) membrane, sve vise se koriste, kako bi resili problem kod
spomenutih CEM 1 smanjili troSkove MFC. Uoceno je da ove membrane imaju nesto nizi potencijal
otvorenog kola, u poredenju sa CEM, ali generiSu vecu gustinu snage. Otvorena struktura
polikarbonatnih i najlonskih nanoporoznih membrana olakSava prenos protona, ali i kiseonika, §to
smanjuje inhibiciju rada anaerbonih bakterija u anodnom delu. Poboljsavanje CEM i Nafion
membrana, moguce je postic¢i pravljenjem kompozitne membrane sa polianilinom, §to dovodi do vece
produkcije gustine snage. Veliki broj istrazivanja je fokusiran na sintezu kompozitnih i
nanokompozitnih membrana, jer su jeftinije i mogu da generiSu ve¢u snagu, $to moze imati ogroman
znacaj za $iru primenu MFC (Hoang et al., 2022, Leong et al., 2013).

Porozne membrane. Staklena vuna i membrane za mikrofiltraciju ¢ine povoljne i lako
dostupne razdvojne membrane kod MFC. Jednokomorne MFC koje koriste staklenu vunu izmedu
dve komore, menjajuéi na taj na¢in skupe PEM membrane su dosta isplativiji sistem za tretmane
otpadnih voda i proizvodnju elektricne energije (Hoang et al., 2022, Logan, 2008). Kod
obezbojavanja azo boja, najce$¢e su u upotrebi mikrofiltracione membrane, koje omoguéavaju
difuziju kiseonika u anodni deo, razgradujuc¢i na taj nacin intermedijere nastale cepanjem azo veza.
Problem ovih membrana je njihova porozna struktura, koja moze imati isti efekat kao 1 sistem bez
membrane. Cesto dolazi do ukritanja veéih molekula, kao $to su supstrat i kiseonik, pa nije dobar
kandidat kao membrana za izmenu jona. Jedina dobra osobina, pored niske cene je $to dovodi do
niskog unutrasnjeg otpora membrane, koji viemenom usled obrastanja mikroorganizama opada, pa
njihova primena na duze staze nije idealan izbor (Leong et al., 2013, Ramirez-Nava et al., 2021).

2.1.5. Mikroorganizmi

Kljuéna uloga u radu MFC za oksidaciju organske supstance i generisanje elektron-proton
para obavlja se uz pomo¢ mikroorganizama. Karakteristike mikroorganizama i dostupan organski
supstrat odreduju efikasnost uklanjanja zagadenja pomocu MFC sistema, kao i koli¢inu generisane
elektri¢ne energije (Hoang et al., 2022). Mikroorganizmi imaju sposobnost da metaboliSu organski
supstrat, pri ¢emu dolazi do oslobadanja i elektrona i protona iz oksidovanog supstrata. Transfer
elektrona se vrsi ekstracelularno na povrSinu anode i odatle putem elektri¢nog kola do katode, dok
protoni slobodno migriraju u katodni deo, slika 2.5. Tehnologija MFC sistema ¢ini jedan samoodrziv
sistem, jer mikroorganizmi dobijaju svu energiju i ugljenik potreban za rast od oksidacije slozenog
organskog materijala (Zhang et al., 2023). Sve dok se stvaraju povoljni uslovi za rast
mikroorganizama, MFC ima potencijal da proizvodi struju na neodredeno vreme (Cao et al., 2019,
Hoang et al., 2022, Logan, 2008, Obileke et al., 2021).
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Slika 2.5. Princip rada mikroorganizma u MFC sistemu (Adaptirano od: Hoang et al., 2022).

Brojne razli¢ite vrste mikroorganizama se dovode u vezu sa radom MFC sklopa. Organski
bogati izvori, kako $to su morski sediment, zemljiste, otpadna voda i aktivan mulj su efikasni izvori
mikroorganizama, koji se koriste za kataliticke reakcije kod MFC sistema (Obileke et al, 2021).
Mesovite kulture mikroroganizama su nesto sto se najc¢esce koristi u MFC konceptu, ali je otkriveno
da postoje i pojedina¢ne kulture mikroorganizama koje samostalno imaju tendenciju da generiSu
elektricnu energiju. Razli¢ite grupe mikroorganizama koje oksiduju supstrat i poseduju sposobnost
direktnog prenosa elektrona na anodu, nazivaju se elektrogene vrste (Cao et al., 2019, Hoang et al.,
2022, Schneider et al., 2023). Najcescée zastupljene grupe mikroorganizama su arhee, eubakterije i
eukarioti. Vecina elektrogenih bakterija pripada tipu Proteobacteria i Firmicutes (Cao et al., 2019,
Zhang et al., 2023). Pojedine bakterijske vrste ucestvuju samo kao prenosnici elektrona izmedu ¢éelija
koje oksiduju supstrat i anode, pa je njihov uticaj na produkciju elektricne energije indirektan. U
tabeli 2.3. su prikazani tipi¢ni predstavnici bakterija u MFC, kao i nacin prenosa elektrona i
organskog izvora ugljenika (Obileke et al, 2021).
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Tabela 2.3. Najces¢i predstavnici bakterijskih rodova zastupljeni u MFC sistemima (Cao et al.,
2019, Obileke et al, 2021).

Naziv Prenos elektrona na anodu Supstrat koji koriste

Erwinia dissolvens Posrednik u prenosu elektrona Glukoza

Proteus mirabilis Posrednik u prenosu elektrona Glukoza
Geobacter metallireducens Direktno predaje elektrone Acetat
Geobacter sulfurreducens Direktno predaje elektrone Acetat

Rhodoferax ferrireducens Direktno predaje elektrone Glukoza

Shewanella putrefaciens Direktno predaje elektrone Glukoza, laktat, piruvat, acetat

Klebsiella pneumonia Posrednik u prenosu elektrona Glukoza

Lactobacillus plantarum Posrednik u prenosu elektrona Glukoza
Aeromanas hydrophila Direktno predaje elektrone Acetat
Clostridium butyricum Direktno predaje elektrone Acetat

Posmatrajuci razli¢ite grupe mikroorganizama odgovorne za proizvodnju elektri¢ne energije
na odgovaraju¢em supstratu, potrebno je ista¢i da mikroorganizmi crpe energiju prilikom prenosa
elektrona sa redukovanog supstrata niskog potencijala na akceptor elektrona visokog potencijala.
Medutim, mikroorganizmi u otvorenim sistemima pod uticajem razli¢itih okolnih supstrata teze
prenose elektrone sa bakterije na elektrodu. Geobacter i Shewanella su najvise izu¢avani bakterijski
rodovi u oblasti MFC, zbog bioloske i reaktivne stabilnosti, ali i velikog potencijala u proizvodnji
elektri¢ne energije (Hoang et al., 2022, Obileke et al., 2021, Wang et al., 2023). U odnosu na druge
mikroorganizme (tabela 2.3.), studije su pokazale da pomenuti rodovi imaju sposobnost da sami
organizuju transfer elektrona, formiraju¢i biofilm na anodi (Schneider et al., 2023). Ova sposobnost
im omogucava vecu otpornost na razna fizi¢ka i hemijska oSte¢enja. Geobacter i Shewanella takode
poseduju i sposobnost formiranja nanozica, direktno se vezujuci za anodu, §to moze biti jos$ jedan od
nacina predaje elektrona (Cao et al., 2019, Obileke et al., 2021, Schneider et al., 2023). Shewanella
poseduje citohrom C na spoljasnjoj membrani i direktno predaje oslobodene elektrone elektrodi.
Geobacter pored opisanog mehanizma sadrzi i metaloprotein koji u sebi ima vezano gvozde Sto
omogucava direktno povezivanje sa elektrodom i predaju elektrona (Slate et al., 2019). Zbog
sposobnosti da generiSu velike koliCine gustine elektri¢ne energije, Geobacter sulfurreducens, sve
vise dobija na znac¢aju (Zhang et al., 2023). Ova bakterijska vrsta je striktni Gram-negativni anaerobni
hemoorganotrofni mikroorganizam, koji redukuje sulfat. Nastale ekstracelularne elektrone G.
sulfurreducens direktno predaje preko proteina koji su vezani za membranu. Imaju sposobnost i
prenosa elektrona izmedu sebe, ali i minerala poput gvozda, kobalta i magnezijuma, §to ih moze
kategorisati kao disimilacione mikroorganizme koji imaju sposobnost redukcije metala (Cao et al.,
2019, Hoang et al., 2022). Vrsta koja pripada razdelu Firmicutes, Clostridium butyricum takode je
nasla svoju primenu u MFC sistemu. Ovaj striktni anaerobni mikroorganizam moze da raste u
sirokom pH i temperaturnom opsegu, a takode poseduje i sposobnost redukcije metala. Kao i do sada
pomenute vrste, direktno predaje oslobodene elektrone anodi, bez prisustva posrednika (Marassi et
al., 2020). Medu do sada opisanim bakterijskim rodovima kroz radove, dosta se spominje E. coli kao
ucesnik u MFC proizvodnji energije. Dobro opisan i okarakteristan model sistem, E. coli poseduje
izuzetnu sposobnost brzog rasta i adaptacije na nepovoljne uslove sa niskom koncentracijom
hranljivih materija. E. coli moze da opstane i U aerobnim i anaerobnim uslovima, s tim $to je u
anaerobnoj sredini proizvodnja energije dosta niza. (Cao et al., 2019, Logan, 2008, Slate et al., 2019).
Medu pomenutim vrstama koje zahtevaju prisustvo posrednika, nasla se i vrsta koja pripada klasi y-
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Proteobacteria, Pseudomonas aeruginosa. Prilikom raznih istrazivanja, vrSena je geneticka
manipulacija kako bi se podstakla biosinteza proteinskih vlakana koji predstavljaju nanozice. P.
aeruginosa poseduje takode i pile, kojima omogucava direktno pri¢vrs¢ivanje za anodu (Cao et al.,
2019, Zhang et al., 2023).

Dobar kandidat za MFC sisteme predstavljaju i eukariotske vrste. Dobro poznati i opisani
model sistemi koji imaju sposobnost brzog rasta, svakako su i kvasci. U svojim prvim istrazivanjima
Potter je testirao Saccharomyces cerevisiae u procesima generisanja elektricne energije (Potter,
1991). Iako se pri upotrebi kvasaca generiSe niza snaga u odnosu na koriS¢enje bakterijskih vrsta,
njihova primena sve vise privlaci paznju. Razli¢itim modifikacijama na S. cerevisiae, kao i dodatkom
supstrata u vidu glukoze, dobijaju se znatno bolji rezultati nego primenom obi¢nih sojeva. Takode,
kod mesovitih kultura, S. cerevisiae je nasao primenu kao prenosnik elektrona do anode. Od
eukariotskih sojeva, kao elektrogene vrste, opisane su jo§ Candida melibiosica, Hansenula anomala,
Arxula adeninivorans (Cao et al., 2019).

Biomasa algi predstavlja jos jedan od potencijalnih supstrata u MFC sistemu, jer moze da se
koristi kao donor elektrona na anodi, ali i kao akceptor elektrona na katodi. U vecini slucajeva, alge
zavrSavaju na katodi, jer mogu da koriste ugljen-dioksid kako bi generisale kiseonik i samim tim
olaksale procese hemijske redukcije na katodi. Chlamydomonas reinhardtii i Chlorella sp. su jedine
vrste do sada opisane u anodnom delu. Zelena alga, Chlorella pyrenoidosa u anodnom delu je uspela
da generiSe elektri¢nu energiju, bez prisustva supstrata (Cao et al., 2019).

2.1.5.1. Zajednice mikroorganizama kao elektrogeni na anodi

Ciste kulture mikroorganizama su korisne za opisivanje mehanizma prenosa elektrona na
molekularnom nivou, kao i1 odredivanje specificnih elektrogenih sojeva u meSovitim zajednicama
(Hoang et al., 2022). Medutim, ¢iste elektrogene vrste mikroorganizama Cesto zahtevaju relativno
stroge uslove i mogu se primeniti samo na selektovanim supstratima. Prilikom formiranja MFC
sistema, naj¢esce se za inokulaciju koriste konzorcijumi razlicitih vrsta mikroorganizama koji imaju
genetski potencijal za oksidaciju razli¢itih organskih supstrata, ¢ime se oslobada vise elektrona i
stvara viSe elektri¢ne energije. Najbolje performanse MFC se postizu prilikom upotrebe mesovitih
zajednica iz Zivotne sredine. Najveéi izbor dostupnih izvora mikroorganizama opisan je upravo na
primerima: re¢nog sedimenta, otpadne vode i aktivnog mulja, koji uspesno vrse procese biokatalize
u anodnom delu (Cao et al., 2019).

Rec¢ni sediment je glavno mesto primene MFC sistema. Nazalost, evidentno je da velike
vodene povrsine ¢ine upravo najvecéi procenat zagadenih ekosistema, sto ih ¢ini idealnim izvorom
razli¢itih organskih zagadujuéih supstanci. Vec¢ina organskih zagadujucih supstanci trosi dostupan
kiseonik u sedimentu i na taj nacin stvara anaerobnu sredinu, idealnu za razvoj elektrogenih vrsta.
Preostala koli¢ina organske supstance moze posluziti kao donor elektrona za elektroaktivne
mikroorganizme, §to stvara idealne uslove za implementaciju MFC sistema (Song et al., 2019, Yang,
Chen, 2021). Otpadne vode, sadrze dosta elektrohemijski aktivnih vrsta mikroorganizama, stoga bi
se one mogle direktno Koristiti kao inokulum za MFC model. Otpadne vode obiluju koli¢inom
organskih supstrata, koje prisutne vrste mikroorganizama lako mogu da razgrade. Vecina
istraZivanja, bazirana je upravo na industriji otpadnih voda, pri ¢emu dolazi do generisanja velikih
koli¢ina elektricne energije (Arends et al., 2014, Cao et al., 2019, Yu et al., 2021). Aktivan mulj
predstavlja biolosku flokulu, koja sadrzi veliku koli¢inu mikrobnih zajednica, kao i njihova zavisna
biorazgradiva organska jedinjenja, $to ga ¢ini izuzetno dobrim kandidatom za generisanje snage u
MEFC sistemu. Populacije mikroorganizama u MFC sistemima, koji sadrze otpadnu vodu ili aktivan
mulj, mogu biti veoma Sarenolike. Sekvenciranjem gena pomoc¢u 16S rRNK, analizirana je struktura
prisutne mikrobne zajednice, §to je pokazalo da su medu njima najzastupljenije prethodno gore
opisane vrste. Od identifikovanih 59 vrsta u bakterijskom konzorcijumu, nadeno je da su Geobacter
I Pseudomonas medu dominatnim rodovima. MeSovite zajednice su veoma sloZene i tesko je otkriti
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pravi mehanizam generisanja elektri¢ne energije u takvim sistemima (Hoang et al., 2022, Jia et al.,
2018, Yuan et al., 2015).

2.1.5.2. Mehanizam transporta elektrona na elektrode

Prenos elektrona iz respiratornog lanca elektrogenih bakterija do elektrode je klju¢an za MFC
tehnologiju 1 stvaranje energije. lako mehanizam prenosa elektrona jo$ uvek nije u potpunosti
razjaSnjen, veruje se da u velikoj meri zavisi od samih mikrorganizama (Cao et al., 2019). Generalno,
mehanizmi se mogu podeliti na dva tipa (slika 2.6.): direktan prenos elektrona koji podrazumeva
fizicki kontakt izmedu povrSine elektrode 1 mikroorganizama, i indirektan preko takozvanih
medijatora-molekula koji prenose elektrone do elektroda (Cao et al., 2019, Slate et al., 2019).

=
NanoZice
Direktan
transfer
elektrona
Biofilm
Indirektan Med,,
transfer
elektrona Med, 4

Slika 2.6. Nacini prenosa elektrona u anodnom delu (Adaptirano: Cao et al., 2019).

Direktan prenos je idealan za efikasno generisanje elektricne energije unutar MFC modela.
Direktan prenos (slika 2.6.) podrazumeva da elektroni treba da stignu od redoks proteina sa spoljasnje
membrane ¢elije do anodne elektrode, pri cemu ostvaruju fizicki kontakt. Ve¢ pomenuti bakterijski
rodovi, poput Shewanella i Geobacter, imaju mikrometarske proteinske filamente koji se protezu do
njihove spolj$nje membrane u ekstracelularni matriks. Ovi dodaci se zbog svoje uloge u transportu
elektrona, oblika izduzenih niti kao i sposobnosti elektri¢ne provodljivosti nazivaju i mikrobne
nanozice. Nanozice mogu biti flagele ili pili. Glavna uloga flagela je da omoguéi pokretljivost
bakterijske ¢elije, kao i njeno Sirenje po povrSini elektrode. Pili bakterijama takode omoguéavaju
kretanje, sekreciju i adheziju, §to se moze odvijati i u sredinama veée gustine (Kumar et al., 2016,
Slate et al., 2019, Zhang et al., 2023). Kada se vezu za elektrodu svojim nanozicama, dolazi do
formiranja biofilma koji olaksava transfer elektrona. G. sulfurreducens je trenutno zlatni standard, za
koji se zna da poseduje pile, jer u svim MFC sistemima gde je on prisutan dolazi do najveceg
generisanja elektricne energije. Redoks proteini su ukljuceni u proces predavanja elektrona i prisutni
su na spoljasnjoj strani ¢elije. U ovim procesima je pronadeno da ucestvuju multi hem proteini 1
citohrom c. Ogranicenje je to §to su aktivna mesta proteina za transport elektrona priliéno uronjena
u celijsku membranu, $to dovodi do sporog prenosa elektrona. Ovaj problem moZe se reSiti
formiranjem vise slojeva bakterijskog biofilma na anodi, sto omoguc¢ava laksi prenos elektrona
kratkog dometa i povecava brzinu reakcije (Cao et al., 2019, Prathiba et al., 2022, Slate et al., 2019).
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Kod nekih mikroorganizama dolazi do stvaranja redukovanih proizvoda u vidu vodonika,
amonijaka, alkohola, te nisu u stanju da predaju elektrone elektrodi. Indirektan prenos elektrona (slika
2.6.) se ostvaruje uz pomo¢ niskomolekulskih rastvorljivih transportera elektrona. Posrednici u
transportu elektrona mogu da udu u ¢elije mikroroganizama i prikupe elektrone iz metaboli¢kih
reakcija da bi ih u njihovom redukovanom obliku doveli do anode MFC gde se desava oksidacija. U
pocetku se smatralo da je prisustvo medijatora neophodno za rad MFC. Brojna hemijska jedinjenja
prikazana na slici 2.7., poput tionina, huminskih kiselina, riboflavina, metilenskog plavog su
dodavana u sistem, kao egzogeni posrednici u transportu elektrona. Istrazivanja su ipak pokazala da
njihovo dodavanje nije uvek pozeljno i da oni mogu ¢esto da dovedu do relativno niske gustine struje
(Prathiba et al., 2022, Slate et al., 2019). Vecina njih je i toksi¢na po prisutne mikroorganizme, $to
dovodi do pada performansi pri duzem koris¢enju MFC. Osim toga, dodavanje egzogenih medijatora
nije uvek izvodljivo, podiZe cenu procesa, §to otezava implementaciju MFC (Cao et al., 2019, Slate
etal., 2019).
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Slika 2.7. Posrednici u indirektnom transferu elektrona na anodnu elektrodu (Adaptirano:
Cao et al., 2019)

Utvrdeno je da mnoge bakterijske vrste mogu da sintetiSu primarne i sekundarne metabolite,
kao $to su fenazin, riboflavin mononukleotid, piocijanin i drugi (slika 2.7.), koji su u stanju da deluju
kao endogeni redoks posrednici u transportu elektrona. Nakon transporta elektrona do povrsine ¢éelije
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metaboli¢kim putem, koji ukljucuje redoks aktivne proteine i jedinjenja male molekulske teZine
dolazi do njihovog izbacivanja u vancelijsku sredinu. Odatle mogu da budu preuzeti direktno od
strane anodne elektrode, ili od nekih spoljasnjih posrednika, poput nerastvornog gvozde(l11)-oksida.
Ovim se eliminiSe potreba za direktnim kontaktom elektrode i mikroorganizama. Koris¢enjem
mesovite zajednice mikroorganizama u MFC sistemima, odrZzava se efekat sinergizma, ¢ime se
reSava problem ekoloske izvodljivosti i dugotrajnosti (Cao et al., 2019, Prathiba et al., 2022).

2.2. Tipovi MFC reaktora

Izgled brojnih MFC sistema privlaci paznju zbog rastuce potrebe za ekoloskim stvaranjem
bioenergije iz razgradivih otpadnih resursa. Sama konstrukcija reaktora u velikoj meri uti¢e na
ukupne performanse MFC, tj. od nje zavisi i unutrasnja otpornost sistema. Obi¢no se koriste dve vrste
MFC sistema, jednokomorni i dvokomorni. Razli¢ite potrebe diktiraju i druge oblike, kao §to su
slozeni MFC sistemi, sedimentne MFC i slicno (Hoang et al., 2022).

2.2.1. Jednokomorni MFC sistemi

Sam naziv ovog MFC sistema govori da je re¢ o jednoj komori koja se sastoji od anode i
katode koje nisu fizicki razdvojene. Katoda je u direktnom kontaktu sa atmosferskim kiseonikom,
zbog Cega je Cesto u upotrebi i naziv vazdus$na komora. Kako u ovom dizajnu dostupnost kiseonika
nije ogranicena, kao §to je u slucaju rastvornog vodenog oblika kiseonika, mogu se dobiti mnogo
vece izlazne snage. Ovaj tip MFC nudi mnoge prednosti kao $to su jednostavnost dizajna, smanjen
razmak izmedu elektroda, manji unutrasnji otpor i poboljsana difuzija protona (Nawaz et al., 2020).
Nakon godina razvoja, formirano je nekoliko razli¢itih modela jednokomornih sistema.
Najjednostavniji dizajn obuhvata anodu i katodu na svakom kraju cevi, gde je katoda izlozena
vazduhu, slika 2.8. Park i saradnici su predlozili isti princip pakovanja MFC, samo u kockastom
obliku (Park, Zeikus, 2003). Opis cilindri¢ne komore, gde je anoda pri¢vr§éena u unutra$njosti, a
katoda prilepljena sa spoljasnje strane, dao je Logan (Logan, 2008).

Istrazivanja su pokazala da kod primene jednokomorne MFC koja sadrzi integrisane
fotosinteticke mikroorganizme, imamo gotovo idealan sistem za generisanje elektricne energije, jer
ne postoji zahtev za prisustvo supstrata. Kori§¢enjem Sunceve svetlosti, iz vode dolazi do stvaranja
kiseonika i proizvodnje ugljenih-hidrata konverzijom ugljen-dioksida. Oslobodeni elektroni preko
anodne elektrode putuju do katode, gde su migrirali i dostupni protoni, nakon ¢ega dolazi do reakcije
sa rastvorenim kiseonikom, a kao proizvod formira se voda uz oslobadanje energije (Prathiba et al.,
2022).

24



Organski supstrat e w u .

Biofilm
&=""TTTTTeey

Organski
molekuli

H,O

degradovani proizvodi

Slika 2.8. Shematski prikaz vazdusnog jednokomornog MFC sistema (Adaptirano iz: Degrenne,
2012).

Jednokomorni MFC sistem ima nekoliko nedostataka. Naime, pH vrednost celog sistema jako
brzo opada zbog direktnog delovanja mikroorganizama, ali se raznim procesima, dodavanjem soli,
koris¢enjem pufera, postizu bolji rezultati u vrednostima gustine snage. Takode, ne postoji
ogranicenje u kretanju kiseonika, pa tako cesto moze da se nade u anodnoj sredini, §to moze da
inhibira oksidacione procese mikroorganizama (Nawaz et al., 2020, Obileke et al., 2021).

2.2.2. Dvokomorni MFC sistemi

Tipi¢ni dvokomorni MFC sistemi se sastoje od dve komore napravljene od stakla ili plastike,
koje sadrze odgovarajucu elektrodu (anodu i katodu). Anodna komora sadrzi organski supstrat i
adekvatnu grupu mikroorganizama, dok se kiseonik konstantno dovodi u katodni deo. Komore su
medusobno povezane zicom preko sistema elektroda i fizicki su razdvojene membranom, koja
omogucava prolazak jona ili samo protona. Najc¢esce su konstruisane tako da imaju izgled slova H,
§to je 1 predstavljeno na slici 2.9. Glavna prednost dvokomornih u odnosu na jednokomorne
konfiguracije MFC sistema je §to se performanse katode mogu kontrolisati koli¢inom kiseonika,
dodavanjem medijatora, povec¢anjem protoka kiseonika, ¢ime dobijamo na ukupnom generisanju
vece snage kod MFC reaktora (Nawaz et al., 2020, Prathiba et al., 2022, Yang, Chen, 2021).

25



R

L)
go
e/

Vv
PEM
MO Anoda
. . membrana
zajednice

Slika 2.9. Izgled najéesce koris¢ene dvokomorne MFC, tip H (Adaptirano iz: Butti et al., 2016).

Nedostatak MFC H-tipa je proizvodnja male snage, usled visokog unutrasnjeg otpora koji se
javlja zbog male povr§ine membrane i duzine rastojanja izmedu dve elektrode. Kako bi se izbegao
ovaj problem potrebno je povecati povrSinu membrane i smanjiti rastojanje izmedu elektroda.
Medutim, problem sa ovakvim MFC sistemom je taj §to zbog njihove kompleksnosti i cene
proizvodnje one ne mogu da se koriste u scale-up procesima (Nawaz et al., 2020). U meduvremenu,
razvijeni su i drugi oblici dvokomornih sistema, cilindri¢ni, pravougaoni, kao i sistem ravnih ploca.
U poslednjem tipu, elektrode su naslagane jedna na drugu i izmedu njih je tanka PEM membrana, §to
je omogucilo poboljsan protok protona. Takva konstrukcija je obezbedila generisanje maksimalne
moguce gustine snage za ovaj tip MFC sistema (Hoang et al., 2022, Prashanthi, 2023).

2.2.3. MFC sistemi uzlaznog toka

Konstantno usavrSavanje arhitekture MFC sistema je dovelo do konstrukcije MFC sistema sa
uzlaznim tokom za rad u rezimu kontinuiranog protoka. Cilindar od pleksiglasa je podeljen u dve
komore koriS¢enjem slojeva staklenih perli i staklene vune, anodnu i katodnu. Elektrode su
postavljene jedna iznad druge. Protocna struja, stvorena u katodnom delu, ispusta se i dovodi na
donju stranu anode, obezbedujuéi na taj nacin kontinuiran protok otpadne vode. Ovaj sistem, slika
2.10.A, koris¢en je za istovremenu proizvodnju elektri¢ne energije i preciS¢avanje otpadnih voda sa
maksimalnim gustinama snage. MFC sistem sa uzlaznim protokom svoju prednost odrazava preko
visokog prenosa mase kiseonika i moguénosti konstrukcije sistema sa velikom gustinom ¢elija i kao
takav predstavlja zadovoljavajuci na¢in za tretman otpadnih voda ili drugih izvora ugljenika (Nawaz
et al., 2020, Prashanthi, 2023, Prathiba et al., 2022).
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vezane 3 MFC celije (Adaptirano: Kadivarian et al., 2020, Prathiba et al., 2022).

2.2.4. Slozeni MFC sistemi

Slozeni MFC sistem podrazumeva vise MFC C¢elija koje su medusobno povezane u
konfiguraciju koja predstavlja paralelnu ili rednu vezu ili pak njihovu kombinaciju. Ovakav dizajn
ne utie na efikasnost pojedina¢nih ¢elija, ali povecava ukupnu snagu MFC sistema koji se ponasa
kao baterija. Potencijalno, ovaj sistem bi omogucio smanjenje gubitka energije usled povecanog
otpora (Hoang et al., 2022). Ovakav sistem MFC pri paralelnom vezivanju (slika 2.10.B) daje vec¢i
intenzitet struje, dok se pri rednom vezivanju (slika 2.10.C) generiSe vec¢i napon U odnosu na
performanse pojedina¢nih MFC. U praksi, prilikom konstrukcije slozenih MFC sistema potrebno je
da se uzmu u obzir razni faktori kao §to su pravac slaganja, bilo horizontalno ili vertikalno, tip
elektroda, izbor supstrata, kao i oblik reaktora (Nawaz et al., 2020, Prathiba et al., 2022). Ipak
problem bi mogla da predstavlja korozija elektroda, usled naglih promena napona, §to moze dovesti
i do propadanja biofilma i smanjenja efikasnosti MFC sistema. Drugi problem bi mogla da
predstavlja visoka cena proizvodnje i implementacije ovakvih modela (Hoang et al., 2022,
Prashanthi, 2023).

2.2.5. Ostali faktori koji uticu na performanse MFC
2.2.5.1. Supstrat

Vazna promenljiva u sistemu MFC, koja veoma utice na ukupne performanse, aktivnost
mikroorganizama, kao i na generisanje elektrona i protona je izvor dostupnog suspstrata (Zhang et
al., 2023). U MFC tehnologiji se mogu koristiti razli¢iti supstrati kako bi se povecala proizvodnja
energije, bilo da su u obliku ¢istih supstanci ili u formi slozenih smesa organskih jedinjenja prisutnih
u otpadnom materijalu. Cilj ovih procesa je uglavnom smanjenje zagadenja u zivotnoj sredini (Gul
et al., 2021, Hoang et al., 2022). Organski supstrati koji mogu da se koriste za metabolizam su
raznovrsni ukljucujuéi acetat, glukozu, butirat, skrob, saharozu, mulj, brojne industrijske otpadne
vode i mnoge druge industrijske otpade (Prashanthi, 2023). Acetat je uobicajeni izvor za kori§éenje
u MFC, zbog velike koli¢ine ugljenika koje stimulise elektroaktivne bakterije. Zbog svog inertnog
ponasanja prema alternativnim konverzijama od strane mikroorganizama, kao §to su metanogeneza
i fermentacija, idealan je za istraZivanja na novim poljima (Cao et al., 2019, Hoang et al., 2022).
Glukoza predstavlja neizostavni supstrat za ve¢inu mikroorganizama, pa je tako pronasla i svoju
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primenu u MFC, narocito kod upotrebe konzorcijuma mikroorganizama (Pathiba et al., 2022). Jos
jedan od potencijalnih izvora supstrata predstavljaju i lignocelulozna jedinjenja. Kako bi se bolje
iskoristio njihov potencijal u MFC, neophodno ih je hidrolizovati, pa treba voditi ra¢una o odabiru
mikroorganizama koji pored egzoelektrogene, imaju i sposobnost celuloliticke aktivnosti (Sarma et
al., 2021). Otpadne vode sadrze velike koli¢ine redukovanih vrsta sumpora i cisteina, koje mogu
posluziti kao abioticki donor elektrona i poboljSati izlaznu snagu sistema za kratko vreme. Sa velikom
koli¢inom ugljenih hidrata i manjom koncentracijom amonijaka, otpadne vode iz pivarske industrije
predstavljaju supstrat zadovoljavajuceg kvaliteta za MFC sisteme (Fadzli et al., 2021, Gul et al.,
2021, Hoang et al., 2022).

Najveca hemijska klasa sintetickih boja su azo boje, koje se u izobilju nalaze u otpadnim
vodama tekstilne industrije i industrije boja. Izuzetno bogate razliCitim organskim jedinjenjima,
predstavljaju odli¢an izbor za proizvodnju elektricne energije pomocu MFC i istovremeno uklanjanje
zagadujucih komponenti iz Zivotne sredine. Najbolje se iskoriste, u kombinaciji sa nekim otpadnim
vodama koje sadrZe visoke koncentracije glukoze, saharoze ili skroba (Arends et al., 2014, Fadzli et
al., 2021, Kadivarian et al., 2020, Liu et al., 2021). Izbor supstrata je usko povezan sa izborom
mikrobne zajednice koja se primenjuje u MFC sistemu (Fadzli et al., 2021, Sarma et al., 2021).
Povecana aktivnost mikroroganizama, dovodi do povecane konverzije supstrata, $to pozitivno utice
na ukupnu proizvodnju energije u vidu izlazne snage i elektricne energije. Ipak, povecana koli¢ina
dostupnog supstrata, u odnosu na broj mikroorganizama, moze imati i Stetna dejstva. Manjak
mikroorganizama prilikom obrade supstrata, moZe dovesti do zasi¢enja na anodi, stvarajuci
konkurenciju medu mikroorganizmima koji proizvode elektrone i drugih koegzistirajucih vrsta. To
dovodi do povecanog unutrasnjeg otpora Sto daje lose energetske rezultate (Fadzli et al., 2021, Hoang
et al., 2022).

2.2.5.2. pH vrednost

Proizvodnja energije je u velikoj meri zavisna i od pH vrednosti. Gubici u polarizaciji dovode
do smanjenja snage, Sto je prouzrokovano padom pH vrednosti pri radu MFC sistema. Kisela sredina
svakako da ima negativan uticaj na procese koje se desavaju u MFC (Gul et al., 2021). Deo protona
koji nastaje razgradnjom organskog supstrata stupa u dalju reakciju sa rastvorenim kiseonikom u
katodnom delu MFC, dok drugi deo ima tendenciju da se akumulira u anodnoj sredini. Zaostali
protoni dovode do promene pH vrednosti ¢iji gradijent moZe izazvati usporen rast i metabolizam
mikroorganizama (Hoang et al., 2022). Maksimalna shaga koja se generise u MFC sistemima, usled
najvece zabelezene aktivnosti rada mikroorganizama, javlja se pri pH vrednosti u opsegu od 7-10.
Rastvori mogu tolerisati i nesto ve¢e pH vrednosti od 10, ali aktivnost mikroorganizama tada opada.
Takode, transport katjonskih jona (Na*, K*, Ca?*, Mg?") moze poveéati pH vrednost u katodnoj
komori. Zbog potrosnje protona u katodnoj komori, transport katjona dovodi do povecanja pH
vrednosti, §to dovodi do smanjenja performansi MFC. Stabilizacija pH vrednosti se moze postici
kori$¢enjem neutralnih pufera, koji omogucavaju vece gustine struje. Takode, moguce je regulisati
pH vrednost primenom hibridnih elektroda od nerdajuceg ¢elika i ugljeni¢nog filca, ¢ime dolazi do
promene polariteta (Gul et al., 2021).

2.2.5.3. Temperatura

Sve reakcije mikroorganizama su uslovljene uticajem temperature. Promene temperature
uticu na sistem u pogledu kinetike (na energiju aktivacije, na koeficijent prenosa mase, na
provodljivost rastvora), termodinamike (na slobodnu Gibbsovu energiju, na potencijal elektroda),
kao i prirode i distribucije zajednice mikroorganizama (razli¢ite vrste imaju razliite optimalne
temperature) (Hoang et al., 2022). Degradacija supstrata i energetska efikasnost su veoma povezane
sa radnom temperaturom. Gustina izlazne snage MFC se povecava na radnoj temperaturi jer se tada
postize idealan metabolizam mikrobne zajednice, kao i provodljivosti elektrolita i membrane, a
istovremeno je i smanjen omski otpor. Temperature u opsegu od 20 do 40 °C, prema mnogim
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istrazivanjima omogucavaju najvecu produkciju gustine struje (Larrosa-Guerrero et al., 2010, Logan,
2008, Obileke et al., 2021, Yaqoob et al., 2020). Da bi se postigle najbolje moguée performanse
MFC, temperatura treba da bude u strogo kontrolisanim uslovima (Gul et al., 2021).

2.2.5.4. Salinitet

Pored brojnih faktora koji uti¢u na proizvodnju elektri¢ne energije u MFC, prisustvo soli je
izuzetno znacajno za provodljivost jona. Soli pozitivno uticu na MFC sistem zbog svoje visoke
provodljivosti i zbog lakseg prenosa protona kroz membranu izmedu anodnog i katodnog dela.
Lefebvre i saradnici su opisali da je sa dodatkom soli u sistem MFC doslo do povecanja proizvodnje
elektri¢ne energije za cak 30%, a istovremeno su i zabelezili smanjenje unutrasnjeg otpora za 33%
(Lefebvre et al., 2012). Na katodi impregniranoj odredenim katalizatorima primeceno je da dodatak
soli povecava i reakciju redukcije. U anodom delu, ipak poveéana koncentracija soli moze
predstavljati problem jer ¢esto dovodi do inhibicije aktivnosti elektrogenih mikroorganizama. Zbog
toga, za najbolje performanse, salinitet treba kontrolisati na takvom nivou, da se smanji otpornost,
ali ne ispod optimalnog nivoa, jer bi to imalo negativan efekat na mikrobnu zajednicu (Gul et al.,
2021).

2.2.5.5. Spoljasnji otpor

Vazna faktor koji uti¢e na performanse MFC je i uticaj vrednosti spoljasnjeg otpornika koji
se nalazi u kolu koje povezuje anodu i katodu u sredini van MFC. Efekat spoljasnje elektri¢ne
otpornosti ogleda se u ograni¢avanju protoka elektrona sa anode na katodu, $to samim tim ograni¢ava
potencijal i struju koja nastaje u sistemu. Povecana spoljasnja otpornost dovodi do pada proizvodnje
snage u MFC, ¢ime dolazi do manje efikasnosti tretiranja otpada. Suprotno ovome, spoljasnji
otpornik manje elektri¢ne otpornosti ne bi ometao transport elektrona, jer je njihovo kretanje u tom
slué¢aju uslovljeno eksternom energijom koja se obezbeduje u sistemu. Ipak kada za MFC nisu
optimalne vrednosti spoljasnjeg otpora dolazi i do promena u sastavu zajednice mikroorganizama,
Sto moze prouzrokovati nagomilavanje protona i pada pH vrednosti. Ovaj podatak ukazuje da
promene vrednosti spoljasnje otpornosti imaju uticaj na izlaznu struju i snagu sistema, raznovrsnost
zajednice mikroorganizama na anodnoj povrsini, kao i na sam prenos elektrona sa anode na katodu.
(Gul et al., 2021).

2.3. Unutrasnja otpornost MFC sistema

Unutras$nji otpor mikrobne gorivne ¢elije je otpor koji pruza ¢elija dok struja protice kroz nju.
Za unutrasnji otpor MFC mogu da se identifikuju slicne komponente kao kod bilo koje druge
elektrohemijske Celije. Ovaj otpor se sastoji od omskog otpora (Rg), otpora prenosu naelektrisanja
(aktivan otpor) i otpora difuzije (otpor koncentracije). Takode se u literaturi nailazi i na podelu na
omski, anodni i katodni otpor. Veliki deo unutrasnjih gubitka snage mikrobne gorivne celije je
uzrokovan omskim otporom (Fan, Li, 2016). Zbog toga MFC sistem moze da se modeluje
elektricnom komponentom koja se sastoji od redne veze idealnog naponskog izvora i impedanse.
Izlazna snaga MFC sistema postize maksimum kada je otpor spoljasnjeg opterec¢enja jednak
unutrasnjem otporu. Maksimum izlazne snage ¢elije je proporcionalan kvadratu od napona otvorenog
kola i obrnuto proporcionalan njegovom unutra$njem otporu. Unutrasnja otpornost MFC sistema nije
konstantna, ve¢ moZe da se menja usled promena u sastavu i aktivnosti mikrobne zajednice, zatim
zbog uticaja spoljasnjih parametara (temperatura, vlaga), kao i zbog raznih efekata koji se javljaju
tokom aktivnosti ¢elije, tako da nije uvek jednostavno precizno odrediti njenu vrednost (Fan, Li,
2016).

Metode ispitivanja MFC 1 odredivanja njene unutrasnje otpornosti su izvedene iz opstih
elektrohemijskih tehnika i uklju¢uju: metodu polarizacione krive, metodu prekida struje, metodu pika
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gustine snage, i spektroskopiju elektrohemijske impedanse uz korisé¢enje Najkvistovog dijagrama
(Logan, 2008).

2.3.1. Metoda polarizacione krive

Elektricna efikasnost MFC sistema se najcesce izrazava preko krive polarizacije. Grafik
zavisnosti napona od jaCine struje na spolja$njim otpornicima priklju¢enim na MFC predstavlja
polarizacionu krivu. Na grafiku, nagib linearnog dela polarizacione krive predstavlja unutrasnji otpor
MFC i racuna se na osnovu Omovog zakona, jednacina 14:

(14) Ri = AU/AI

Metoda polarizacione krive je jednostavna, laka za upotrebu i ne remeti normalan rad gorivne
¢elije. Kada Omski otpor nije dominantan, javljaju se odstupanja od linearne zavisnosti (Fan, Li,
2016). Moguce je snimiti krive samo za anodu, ali i za celu MFC uz upotrebu potenciostata ili niza
otpornika razli¢itih vrednosti. Ono §to moze predstavljati problem je trajanje merenja i njegova
preciznost (Logan, 2008).

2.3.2. Metoda prekida struje

U elektrohemijskom sistemu metoda prekida struje je nasla Siroku upotrebu, pri ¢emu daje
ta¢ne podatke o struji i naponu. Naglim prekidanjem eksternog kola MFC koje se stabilno prazni,
meri se varijacija napona izmedu anode i1 katode pomocu visokofrekventnog uzorkivaca-
potenciostata, uz brzo i precizno odredivanje potencijala nakon prekida toka struje. Moguce je dobiti
razliku napona (AU) tokom trenutnog prekida struje, kao i vrednost same struje (1) pre prekida
strujnog kola. Kako bi se primenila ova metoda potrebno je najpre prekinuti vezu izmedu elektroda
MFC sistema, prilikom ¢ega dolazi do prestanka strujnog toka i naglog inicijalnog porasta napona.
Dok ne dostigne vrednosti napona otvorenog kola, napon dalje nastavlja sa sporijim rastom. U
trenutku prekida struje, omski gubici istovremeno nestaju, pa je visina u skoku potencijala AU,
proporcionalna unutras$njoj otpornosti sistema Raq, i struji I, koja je tekla pre prekida. Omski otpor je
povezan sa protokom struje, pa tako kada se strujno kolo prekine, omski otpor ¢e brzo nestati.
Unutra$nji otpor se ra¢una primenom Omovog zakona (jednacina 15):

(15) Rq = AU/I

Glavne prednosti metode trenutnog prekida struje su Sto nije potrebna dodatna oprema,
jednostavna je i laka za primenu. S druge strane, glavni nedostatak je $to se ne pravi razlika izmedu
omskog otpora, aktivacionog otpora ili difuzionog otpora, pa je njegova primena ograni¢ena na MFC
sisteme gde je omski otpor dominantan (Fan, Li, 2016, Logan, 2008,).

2.3.3. Spektroskopija elektrohemijske impedanse

Spektroskopija elektrohemijske impedanse (eng. Electrochemical Impedance Spectroscopy,
EIS) je elektrohemijska metoda koja se zasniva na primeni potencijala ili struje sinusoidalnog oblika
i male amplitude. Ona se primenjuje za prouc¢avanje hemijskih i fizickih procesa u rastvoru, kao i u
¢vrstom stanju, pa je jedna od boljih metoda za opis i dijagnostiku samih performansi kod MFC. EIS
je jedna od retkih tehnika koja analizira MFC sisteme na dubljem nivou, posto ne uti¢e na napon koji
generiSe MFC. Princip rada zasniva se na merenju impedanse u Sirokom opsegu frekvencija, kada se
na potencijal radne elektrode superponira sinusoidalni signal male amplitude. Pri svojim merenjima,
EIS zahteva koris¢enje potenciostata sa softverom koji belezi impedanse, na osnovu ¢ega se dobija
podatak o dinamickom odzivu sistema. Merenje spektra impendase za MFC na razli¢itim naponima
¢elije omogucéavaju odredivanje unutrasnjeg otpora (Rin) MFC. Informacije koje dobijamo o
unutra$njem otporu se predstavljaju crtanjem izmerenih vrednosti impedanse elektrode. Unutrasnju
otpornost MFC sistema je moguce predstaviti na dva nacina: pomocu Najkvistovog i Bodeovog
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dijagrama. Najkvistov dijagram prikazuje realnu i imaginarnu komponentu impedanse. Unutrasnja
otpornost MFC se odreduje sa Najkvistovog dijagrama na osnovu tac¢ke preseka sa x osom. Svaka
tacka na kompleksnoj ravni predstavlja impedansu na odredenoj frekvenciji. Sa druge strane kod
Bodeovog dijagrama imamo informacije o impedansi, frekvenciji i faznom uglu. Glavna prednost
EIS metode je $to moze da izvrsi razdvajanje i identifikaciju razli¢itih mehanizama gubitaka koji se
javljaju kod MFC modela u razli¢itim frekventnim opsezima. Poslednjih godina, poveéana je
upotreba EIS. Na primer, primenjuje se za poredenje otpora kod dve MFC koje koriste iste elektrode,
za analizu MFC kod primene razli¢itih rastvora, ispitivanje promena na anodi, katodi, kao 1
ispitivanje promena usled dodatka mikroorganizama. Najveca prednost je Sto se moze Koristiti u
stvarnim uslovima rada MFC sistema. Nedostatak EIS metode je $to zahteva dugoro¢na merenja, §to
u nekim sluc¢ajevima nije pogodno za on-line monitoring (Logan, 2008).

2.3.4. Metoda pika gustine snage

Jos jedna od metoda na osnovu koje se odreduje unutrasnja otpornost je metoda pika gustine
snage. Iz teorije elektricnih kola je poznato da se maksimalna vrednost snage postize ukoliko su
unutra$nja otpornost naponskog izvora i spoljasnja otpornost jednake (Logan, 2008). Cilj je da se
nade vrednost spoljasnje otpornosti koja omoguéava da se generiSe maksimalna snaga. Ovo prakti¢no
znaci da bismo mogli da odredimo vrednost unutrasnjeg otpora MFC, neophodno je da se odredi
vrednost spoljasnje otpornosti, na koju je prikljucena MFC, pri kojoj se ostvaruje maksimum gustine
snage. Gustina snage zavisna je od konfiguracije samog MFC sistema, a da bi dobili njenu vrednost,
neophodno je da dobijenu snagu podelimo sa povrSinom odgovarajuce elektrode (povrsinska gustina
snage) ili ukupnom zapreminom u MFC sistemu (zapreminska gustina snage).

Uprosceni shematski prikaz ove metode je prikazan na slici 2.11. MFC je predstavljena (2.11.
A) kao neidealni naponski izvor koji ima sposobnost da generise elektromotornu silu Emrc, i ima
unutra$nju otpornost R, tako da su ove dve komponente vezane na red. Na nizu otpornika,
prikazanim na slici 2.11. B, R1 — Ry [Q], vr§i se sukcesivno merenje napona pomoc¢u multimetra.
Primenom Omovog zakona, na osnovu oc¢itanih vrednosti napona, Un (V), racuna se struja, In (A),
kroz dati spoljasnji otpornik, jednacina 16:

(16) I, = U, /Ry

Kao posledica aktivnosti MFC, moguce je izraCunati generisanu snagu na odredenom
otporniku Pn (W), na osnovu relacije (jednac¢ina 17):

(17)P, =U, X I,

I
R. DIGITALNI
1. MULTIMETAR

A « -F p—— B

Slika 2.11. Shematski prikaz postupaka za odredivanje unutra$nje otpornosti MFC metodom
pika gustine snage: A) prikaz elektrohemijskog sistema, gde je MFC neidealni naponski izvor, koji
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generise elektromotornu silu Evrc 1 ima unutra$nji otpor Ri, B) prikaz niza spoljasnjih otpornika
R1-Rn na kome se vr$e merenja napona. (Randjelovi¢ et al., 2019).

Na osnovu rezultata merenja i proracunatih vrednosti crta se grafik zavisnost snage (ili gustine
snage) od otpornosti. Maksimum pika snage se odreduje sa grafika i na osnovu njega zakljucuje pri
kojoj vrednosti spolja$nje otpornosti je on postignut. Upravo je ova vrednost otpornosti jednaka
unutras$njoj otporrnosti MFC (Logan, 2008).

2.3.4.1. Razdelnik napona na sistemu MFC

Kada je jedan od otpornika, Rn, povezan na MFC, dobijamo Semu kao na slici 2.11. A. 1z
teorije elektri¢nih kola je poznato da prikazana konfiguracija predstavlja takozvani razdelnik napona.
Razdelnik napona ¢ini linearno kolo koje stvara napone, proporcionalne delu ulaznog napona za koje
vaze sledece relacije:

(18) I = I, = Empc/(R; + Rp)
(19) U, =Ry XI, = Rn/(Ri + Rn) X Emrc

Na osnovu jednaCine 19, zakljuCuje se da je napon (Un) na spoljasnjem otporniku
proporcionalan elektromotornoj sili (Emrc) koju generise MFC (Logan, 2008).

Prema teoriji elektricnog kola za otpornik Rn, kroz koje tece struja In, rezultat aktivnosti MFC
je razvijena snaga koja se racuna prema jednacini 20:

(20) P, =U, X, = EZMFC X Rn/(Ri + Rn)z

Uslov za maksimalni prenos snage u slucaju razdelnika napona je da spoljasnji otpor bude
jednak unutrasnjem otporu naponskog izvora. Merenje na nizu otpornika ima za cilj da odredi
vrednost spoljasnjeg otpora koji zadovoljava pomenuti uslov, pri ¢emu je Ri = Rn. U zakljucku
maksimalna snaga na spoljasnjem otporniku ¢e biti razvijena kada je njegov otpor jednak
unutrasnjem otporu MFC. Pod tim uslovima se generi$e maksimalna snaga (jednacina 21) (Roulston
etal., 1982):

(21) Pamax = EZMFC/4 X Ry

2.4. Profil snage MFC sistema

Kako bi MFC sistem bio upotrebljiv, neophodno je optimizovati sistem u cilju produkcije
snage. Snaga se moze izraunati Na 0SNOVU napona i struje kao $to je prikazano u jednac¢inama 17 i
20, sto se direktno odnosi na merenja u MFC.

2.4.1. Normiranje vrednosti snage prema povrsini elektroda

Informacija o koli¢ini snage generisane pomo¢u MFC sistema, ne govori dovoljno o
efikasnosti samog sistema, jer je svaka Celija dizajnirana prema drugacijim uslovima i parametrima.
Sposobnost MFC da generi$e energiju, zavisi od brojnih faktora. Povrsina anode dostupna za rast
mikroorganizama vrlo ¢esto ima uticaj na to koja koli¢ina snage ¢e se generisati. Prema tome, jedan
od uobic¢ajenih nacina predstavljanja generisane izlazne snage u sistemu je normalizacija u odnosu
na povrsinu anode Aan (Logan, 2008). Na ovaj na¢in se dobija povrsinska gustina snage, Pan (W/m?),
pri cemu u slucaju maksimalnog prenosa snage vazi slede¢a formula:

(22) Py = Uzn/(A an X Rp),

Pmax,, = EZMFC/(4 X Aan X Rp)
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Pri obradi rezultata, treba voditi racuna kako je anoda postavljena u sistemu. DeSava se da
nisu uvek obe strane dostupne mikroorganizmima. U slucaju da anodu obrastaju mikroorganizmi,
neophodno je povrSinu anode, koja se kod pravougaonog oblika izracunava pomocu duzine (lan) i
Sirine (wan) Stranica, pomnoziti sa dva:

(23) Apn = 2 X lpp X Wyy

Medutim, kada je anoda prislonjena na dno komore, uracunava se sSamo povrsina jedne strane
elektrode. Cesto je konstrukcija anode takva (npr. granulisana) da vrlo lako moze da dode do
pogresne procene njene povrsine. Kod takvih materijala, nije uvek ¢itava povrsina elektrode obrasla
mikroorganizmima, jer su neki delovi nedostupni, ¢ak 1 za one vrste koje sadrze pile 1 flagele.
Povrsina anode ne mora uvek da uti¢e na proizvodnju energije. U sistemima gde je anoda pokretna
ili ako je dosta vece povrsine u odnosu na katodu, normiranje izlazne snage se vrsi prema povrsini
katodne elektrode. Kod dvokomornih sistema, gustina snage se normalizuje prema projektovanoj
povrsini membrane. Prilikom konstrukcije sistema, treba voditi raCuna o izboru membrana i njihovoj
veli¢ini, usled njihovog uticaja na izlaznu snagu (Logan, 2008).

2.4.2. Normiranje vrednosti snage prema zapremini sistema

MFC sistemi su dizajnirani da maksimalizuju ukupnu izlaznu snagu u sistemu, pa je
najvazniji faktor proizvodnja energije na osnovu ukupne zapremine reaktora MFC. Ovi rezultati se
predstavljaju kao zapreminska snaga sistema Py (W/m?3), pri ¢emu je V ukupna zapremina reaktora,
odnosno MFC sistema. Gustina snage po jedinici zapremine se rac¢una (jednacina 24):

(24) Py = U%,/(V X Ry)
PmaXan = EZMF(:/(4 XV X Rn)

Ukoliko su u pitanju dvokomorni sistemi, deSava se da se gustina snage obracunava prema
zapremini samo jedne komore, $to nije sasvim ispravno. Podjednako i katodna i anodna komora
doprinose ukupnoj veli¢ini reaktora, a samim tim i ukupnoj snazi u sistemu (Logan, 2008).

2.4.3. Polarizaciona kriva i kriva gustine snage MFC

Polarizacione krive graficki prikazuju performanse mikrobnih gorivnih ¢elija i omoguéavaju
njihovu detaljnu analizu i karakterizaciju, predstavljajué¢i napon kao funkciju gustine struje. U
zavisnosti od potreba, mogu se snimati za anodu, katodu ili ceo sistem MFC. Merenja napona se
mogu vrsiti direktno preko potenciometra, ili na nizu spoljasnjih otpornika ¢ije otpornosti obuhvataju
dovoljno $irok opseg, dok se vrednost struje dobija primenom Omovog zakona (Logan et al., 2006).
Da bi ocitana vrednost napona na spoljaSnjem otporniku bila validna, neophodno je uspostaviti
pseudo-stabilno (kvazi-stacionarno) stanje, pri ¢emu su varijacije napona nakon nekog vremenskog
perioda manje od odredene vrednosti. Pseudo-stabilno stanje je privremenog karaktera, jer se sa
vremenom tro$i i dostupan supstrat na anodi. Zbog toga je neophodno voditi ratuna 0 ukupnom
trajanju merenja kako ne bi doslo do promene aktivnosti mikrobne zajednice. U slu¢aju da se
proucavaju performanse samo jedne komore u sistemu, neophodno je koristiti referentnu elektrodu
(Logan et al., 2006, Logan, 2008).
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Slika 2.12. Tipican izgled polarizacione krive (A) i krive snage (B) na primeru MFC koja radi na
skrobu kao izvoru supstrata za mikroorganizme (Adaptirano: Logan et al., 2006).

Predstavljanjem zavisnosti napona od jacine struje (ili gustine struje) dobija se polarizaciona
kriva, §to je i prikazano na slici 2.12 A. Na slici je prikazan maksimalni napon koji se moze dobiti u
sistemu MFC i koji se ostvaruje pri nultoj struji $to znaci da je to napon otvorenog kola, OCV (eng.
Open Circuit Voltage, OCV). Vrednost OCV je ograni¢ena izborom same mikrobne zajednice i
potencijalom otvorenog kola, OCP (eng. Open Circuit Potential, OCP) katode. Posto MFC sustinski
predstavlja izvor napajanja, cilj je da se ostvari maksimalna izlazna snaga sistema, odnosno
maksimalna ja¢ina struje u uslovima maksimalnog potencijala. Najveéi napon, OCV, se postiZze samo
priuslovima gde postoji beskonacan otpor. U prisustvu spoljasnjeg otpora dolazi do promene napona,
a samim tim se menja i jaCina struje. Kada se na MFC prikljuce otpornici, sa opadanjem otpornosti
opada i napon, pri ¢emu je oblast sa najmanjim padom napona najbitnija, ¢ime se maksimizira snaga
koja se generiSe u opsegu vrednosti struja od interesa. Kriva polarizacije zahteva merenje napona na
nizu otpornika, a iz dobijenih vrednosti zatim se ra¢unaju struja i razvijena snaga. Zavisnost napona
od jacine elektrine struje govori o samoj efikasnosti MFC, pa je polarizaciona kriva od izuzetnog
znacaja (Logan, 2008). Svaka polarizaciona kriva (slika 2.12 A), sadrzi tri specificne zone: I- zonu
aktivacije, koja pocinje od OCV pri nultoj struji, gde se javlja brzi pad napona sa vidnim gubicima;
u zoni II nivo napona krece sporije da opada i zavisi linearno od struje, a pad napona je prakti¢no
konstantan; i Ill zona u kojoj dominiraju gubici koncentracije (efekat transporta mase) pri ve¢im
strujama (Logan et al., 2006) Sto se ogleda u brzom padu napona.

Kriva snage predstavlja zavisnost snage (ili gustine snage) od struje (odnosno gustine struje),
a njeni parametri se izraCunavaju iz krive polarizacije. Na slici 2.12. B, vidimo tipi¢nu krivu snage
(prikazanu punom linijom), dobijenu na osnovu polarizacione krive prikazane na slici 2.12. A.
Osnovna karakteristika krive snage je postojanje pika koji se javlja pri odredenoj vrednosti struje.
Takode, snaga se ne generiSe ni pri nultoj struji (otvoreno kolo), niti u uslovima kratkog spoja, kada
je otpor anuliran. Samu vrednost dostignutog maksimuma generisane snage uglavnom odreduje
omski otpor, delimi¢no zbog niske jonske provodljivosti rastvora supstrata, ali ¢eS¢e zbog
nedovoljnog stepena optimizacije dizajna MFC sistema. Logan i saradnici (Logan et al., 2006) su
sproveli eksperiment koji prikazuje uticaj pove¢anja omske otpornosti na oblik polarizacione krive.
Njihov eksperiment obuhvatao je dva merna ciklusa, originalni (puna linija) i linearizovan
(isprekidana linija). Linearizacija polarizacione krive je ostvarena dodavanjem otpora od 20 Q,
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odnosno oduzimanjem pada napona na dodathnom otporniku. Linearna polarizaciona kriva ukazuje
na to da je njen nagib jednak unutrasnjem otporu MFC. Simetri¢na kriva snage je karakteristi¢na za
visoki unutrasnji otpor MFC koji je ograni¢en omskim otporom (isprekidana linija na slici 2.12. B),
umesto ograni¢enjem nastalim zbog efekta prenosa mase (puna linija prikazana na slici 2.12. B). U
sluc¢aju simetri¢ne krive, maksimum snage se ostvaruje kada je unutra$nji otpor jednak spoljasnjem,
Rint=Rext.

2.4.4. Uticaj spoljnih elemenata na napon MFC

Polarizaciona kriva i kriva snage, opisane u prethodnom poglavlju 2.4.3., pokazuju da napon
igra klju¢nu ulogu kako bi se odrzala konstantna proizvodnja energije sistema MFC. Gubici napona
su o¢iti pri malim strujama, gde se jasno moze videti njegov pad. Smatra se da pad napona uzrokuju
tri osnovna gubitka: aktivacija, metabolizam mikroorganizama i transport prenosa mase (Logan,
2008).

Aktivacioni gubici nastaju usled gubljenja energije prilikom pokretanja reakcije oksidacije ili
redukcije, kao i energije koja se gubi transferom elektrona sa proteina ili enzima sa mikrobnih ¢elija
u okviru anodne povrsine. Na slici 2.12 A, u okviru oblasti I, ovi gubici su jasno vidljivi usled malih
gustina struje. Upotreba katalizatora na katodnoj povrsini kao i specifi¢nih bakterijskih kultura koji
¢e poboljsati prenos elektrona u okviru anode, mogu da sprec¢e pad napona u izvesnoj meri (Logan,
2008).

Proizvodnja struje u MFC je uslovljena bakterijskom oksidacijom supstrata, kao i
transportom protona i elektrona do krajnjeg akceptora. Da bi bakterije obezbedile pumpanje protona
i transport elektrona nephodna im je energija iz supstrata koja se dobija putem Krebsovog ciklusa.
Ukoliko je energija nastala oksidacijom nedovoljna za pomenute procese, neizbezni su naponski
gubici. Dobro funkcionisanje MFC sistema podrazumeva da se obezbedi adekvatan prenos elektrona
ali treba voditi racuna i 0 anodnom potencijalu za koji je pozeljno da ostane sto je vise moguce
negativniji (Logan, 2008).

Efekat gubitka prenosa mase ili gubici koncentracije nastaju kada je protok reaktanata do
elektrode ili tok proizvoda sa elektrode nedovoljan, Sto dovodi do ograni¢avanja brzine reakcije.
Ukoliko je protok protona sa anode ogranicen, akumulacija ¢e dovesti do smanjenja pH vrednosti,
Sto dovodi do negativne kinetike na sam rad mikroorganizama. Transfer protona, takode dovodi do
posledi¢nog poremecaja u katodnom delu, jer ¢e se posledicama u anodnom delu, pH vrednost
povecavati i ograniciti normalan rad MFC i proizvodnju energije. Vazno je voditi racuna o puferskom
kapacitetu kod MFC sistema gde je to moguce, kako bi se smanjilo nakupljanje materijala na katodi,
Sto dodatno moze usporiti difuziju protona. Neuravnotezen odnos protona dovodi do smanjenog
prenosa mase S$to uzorkuje pojavu omskog otpora. Njihovo prevazilazenje bi ucinilo MFC
optimalnim za neku duzu primenu. Omski gubici nastaju usled otpora jonske, mahom protonske
provodljivosti u rastvoru i na membrani, i protoka elektrona do ta¢ke kontakta na elektrodi (Zicanog
dela koji povezuje elektrode), kao i1 ostalih unutrasnjih konekcija. Omske gubitke je moguce
ograniCiti smanjenjem razmaka izmedu elektroda, izborom membrana ili elektroda sa niskim
otporom, obezbedivanjem dobrih kontakata izmedu eksternog kola i elektroda, kao i povecanjem
provodljivosti rastvora i puferskog kapaciteta. 1zazov pri dizajniranju MFC je dobiti ve¢u produkciju
energije, §to ne mora uvek da bude kontrolom omskog otpora. Cak i smanjenje rastojanja izmedu
elektroda, ¢ime se smanjuje omski otpor, nije garancija za produkciju vec¢e energije. Membrane sa
niskim omskim otporom za protonsku izmenu, takode neée obezbediti ve¢u produkciju, ukoliko su u
bliskom kontaktu sa katodom. Pored svih stvari koje treba uzeti u obzir, za idealne performanse MFC,
mora se voditi ra¢una i o ceni prilikom izbora materijala (Logan, 2008).
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2.5. Znacaj i primena MFC

Elektrina struja generisana pomo¢u MFC, jedna je od prvih potencijalnih primena koje je
pruzio ovaj sistem. Sa napretkom istrazivanja na polju MFC tehnologije, povecavao se i broj moguéih
primena. Danas, osim u proizvodnji elektri¢ne energije, uocen je znacajan potencijal primene MFC
u tretmanu otpadnih voda, produkciji vodonika i biosenzorima.

2.5.1. Proizvodnja elektriéne energije

MFC predstavlja ekolosku tehnologiju, koja moze da koristi Sirok spektar supstrata,
materijala i brojne vrste mikroorganizama za proizvodnju elektri¢ne energije. Proizvodnja energije
pomocu MFC je ideja koja je stara vise od jednog veka, ali kao praktican metod u proizvodnji je
tehnika koja jos$ nije dovoljno istrazena. Rad MFC je zasnovan na mikrobnoj aktivnosti, pretvaranju
hemijske energije, uskladiStene u organskim supstratima, u elektri¢nu energiju pri relativno malim
uslovima i bez potrebe za bilo kakvom posrednom transformacijom (Logan, 2008, Obileke et al.,
2021). Razvoj procesa znacajno je unapreden primenom mikroorganizama koji su potpomogli
proizvodnju struje. Mikroorganizmi razgraduju organske supstance i pritom se bez posebnih zahteva
razmnozavaju, $to ceo sistem ¢ini samoodrzivim. U zavisnosti od bakterijskih sojeva, reakcije na
kojima MFC uspesno funcioniSe podrazumevaju Sirok raspon temperatura, od umerenih, do visokih
pa ¢ak i niskih, na kojima funkcioni$u neke bakterijske vrste (opisano u poglavlju 2.2.5.3.). Kao $to
je ve¢ navedeno, svaka biorazgradiva organska supstanca moze posluziti kao supstrat za MFC,
ukljucujuéi kiseline, ugljene hidrate, proteine, alkohole, pa ¢ak i relativno kompleksne polimere
poput celuloze. Sistem je osmisljen sa minimalnim entropijskim gubicima zahvaljuju¢i tome $to ne
zahteva zagrevanje. Visoka konverzacijska efikasnost, sa pokazanih preko 70%, dajuéi hemijsko
gorivo ¢elijama uz istovremeno resavanje problema otpada, ¢ini MFC skoro idealnom tehnologijom.
Ovaj sistem je pozeljan i za omogucavanje dugoro¢ne primene elektri¢ne energije, sa potencijalnim
zdravstvenim i bezbednosnim implikacijama. Istrazivanja su pokazala, da MFC koja moze da
generise 25 mW snage predstavlja pogodno sredstvo za stimulaciju rada srca. Glavni cilj je postizanje
odgovarajuceg intenziteta struje i snage $to bi omogucilo primenu za napajanje malih elektri¢nih
uredaja. Rahimnejad i saradnici su uspeli da upale deset LED lampi i jedan digitalni sat, uz pomo¢
slozenog MFC sistema sa vise ¢elija, koji je predstavljao izvor napajanja i omogucio da oba uredaja
uspesno rade 2 dana (Hoang et al., 2022, Logan, 2008, Rahimnejad et al., 2015).

Zahtevi da se sistem MFC odrzi ekonomic¢nim su izuzetno visoki. Postoji mnogo alternativnih
metoda proizvodnje energije koji su dostigli visok nivo razvoja, $to ih ¢ini konkurentnim za
proizvodnju energije. Glavni nedostatak u koris¢enju MFC tehnologije povezan je sa nedovoljnom
izlaznom snagom. Pitanje visoke cene materijala za elektrode, membrana i katodnog katalizatora
predstavlja dodatno ograni¢enje za ovu tehnologiju. Pribavljanje materijala za elektrode velike
povrsine, u cilju poboljSanja izlazne snage je pravac koji bi trebalo da predstavlja fokus ove
tehnologije u buducnosti, §to bi dodatno doprinelo ekonomicnosti tehnologije (Hoang et al., 2022,
Logan, 2008).

2.5.2. Tretman otpadnih voda

Veliki potencijal u vidu neiskori$¢ene energije se krije u otpadnim vodama. Navodi se da je
cak do 10 puta viSe energije uskladisteno u otpadnim vodama u odnosu na trenutno iskori§¢eni
potencijal za njihovo preciS¢avanje. Razli€ite vrste otpadnih voda, kao $to su sanitarni otpad, otpadne
vode od preradene industrijske hrane, otpadne vode iz stocne industrije, otpadne vode tekstilne
industrije, samo su jedan od mnogih izvora u kojima je sadrzana velika koli¢ina biorazgradive
organske supstance (Logan, 2008, Liu et al., 2021, Rahimnejad et al., 2015). Konvencionalne
tehnologije preciS¢avanja otpadnih voda zahtevaju transformaciju, jer nisu u stanju da zadovolje
rastuéu potraznju, a pritom su ekonomski i energetski veoma neisplative. MFC predstavlja alternativu
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konvencionalnim metodama preci§¢avanja otpadnih voda (Venkatramanan et al., 2021). MFC
sistem se pominje jos iz 1991, kao tehnologija za potencijalno resavanje problema otpadnih voda, a
primena ovog sistema na tretiranju otpadne sirovine sa sobom donosi i stvaranje elektri¢ne energije
ili proizvodnju vodonika (Logan, 2008). Mehanizam i efikasnost tretmana otpadnih voda u velikoj
meri zavise od MFC dizajna, pH vrednosti sistema, temperature, konfiguracije elektroda, dostupnog
supstrata i prisustva membrane. Naravno, sve spomenute parametre treba prilagoditi tako da Sto
efikasnije mogu da iskoriste energiju iz vrste otpadne vode koja se tretira. Zbog jedinstvenih
karakteristika 1 brojnih prednosti MFC sve viSe je poZeljna njihova primena u tretmanu otpadnih
voda. UmreZavanjem MFC sistema i postrojenja za preradu otpadnih voda, povecava se robustnost 1
stabilnost samog sistema. Formiranjem biofilma kroz koje deluje zajednica mikroorganizama,
obezbedena je otpornost MFC sistema, pogotovo na toksi¢ne zagadujuce supstance i promenu pH
sistema. Kod konstantno dostupnog supstrata, moguce je funcionisanje MFC sistema u dosta duzem
vremenskom periodu, ¢ak i do 2 godine, u odnosu na eksperimente na maloj skali. Integracija MFC
sistema 1 anaerobne digestije jako je poZeljna, pogotovo kod otpadnih voda visoke toksi¢nosti 1 kod
otpadnih voda pivske industrije (Gul et al., 2021, Li etal., 2023, Santoro et al., 2017, Venkatramanan
et al., 2021).

Proces preciS¢avanja otpadnih voda zahteva izvesno vreme, ali i pogodne metode za sanaciju.
Glavna ideja kod svakog tretmana je spre¢avanje nastanka novog i smanjenje postojeceg zagadenja
zivotne sredine, kao i maksimalna iskoris¢enost dostupnih resursa u otpadu. Primenom MFC na
tretmane otpadnih voda, uporne zagadujuce supstance poput jedinjenja koja sadrze azot, sumpor i
teSke metale bivaju uklonjene. Vecina otpadnih voda je bogata hranljivim materijama kao §to su azot
1 fosfor, Cije velike koncentracije u vodama dovode do eutrofikacije. Otpustanje azota u Zivotnu
sredinu predstavlja veliki problem, a dosada$nje metode njegovog uklanjanja podrazumevaju procese
nitrifikacije (oksidacije amonijaka do nitrata) i denitrifikacije (redukcije nitrata u gasoviti azot) koji
su dosta skupi, energetski neisplativi i dovode do stvaranja velikih koli¢ina mulja (Venkatramanan
et al., 2021). MFC sistemi, koriste se i za tretiranje azota u vodi, primenom mikroorganizama poput
Nitrosomonas, Nitratireductor i Acidovorax (Jia et al., 2008, Lefebvre et al., 2008). Jonizovani oblik
amonijaka (NH4") najcesce zavrsava u katodnom delu i tu se redukuje do azota. Za ovaj proces
neophodno je obezbediti neutralnu pH vrednost i anaerobnu sredinu u sistemu, kako i kombinovanje
autotrofnih denitrifikuju¢ih membranskih bioreaktora, kako bi se uklonio azot i istovremeno
proizvela bioelektri¢na energija (Sahinkaya et al., 2015).

Prisustvo fosfora nanosi veliku Stetu u vodenom ekosistemu 1 od velike vaznosti je pristupiti
njegovom uklanjanju. Tradicionalno, fosfor se uklanja koris¢enjem tehnologija kao §to su hemijska
precipitacija i obogacivanje sa mikroorganizmima koji mogu da akumuliraju fosfor, koji se zatim
eliminiSe u vidu aktivnog mulja (Guan et al., 2019). Uklanjanje fosfora se uspesno izvodi i
koris¢enjem MFC sistema. Kod ovog tretmana, u katodnom delu vrsi se redukcija gvozde fosfata pri
¢emu se oslobada ortofosfat, koji zajedno sa dodatim magnezijumovim i amonijacnim solima formira
struvit. Struvit predstavlja fosfatni mineral (NHsMgPO4 x 6H20) koji taloZzenjem omogucava
uklanjanje i1 azota i fosfora. Na ovaj nacin uklonjen fosfat iz otpadnih voda, moze se koristiti kao
dubrivo. Integracija MFC sistema sa bioreaktorom algi, takode se pokazala kao dobra u svojoj
primeni na uklanjanju fosfora. Autohtoni organizmi, poput algi troSe fosfor i druge hranljive
supstance iz otpadne vode kako bi proizvele vecu koli¢inu svoje biomase (Venkatramanan et al.,
2021).

Industija papira i celuloze, prehrambena, petrohemijska, kao i kisele rudnicke vode, sadrze
velike koli¢ine sulfata u svojim otpadnim vodama. Zbog negativnog uticaja na zivotnu sredinu i
zdravlje ljudi, velika koli¢ina sulfata i sulfida zaista predstavlja problem. Isparavanje, precipitacija,
adsorpcija 1 oksidacija su tradicionalne metode koje ukljucuju redukciju sulfata do sulfida, sa ciljem
da se izvrsi potpuno eliminisanje sulfida. Unapredenjem tehnologije i upotrebom MFC sistema kod
tretmana otpadnih voda, zahvaljujuci radu mikroorganizama dolazi i do oksidacije i redukcije, uz
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stvaranje elektricne energije. UKklanjanje sulfata je obezbedeno zahvaljujué¢i delovanju
mikroorganizama, prvenstveno sulfat-redukujucih bakterija (eng. sulfate reducing bacteria, SRB)
(Desulfovibrio desulfuricans, Desulfuromonas acetoxidans, Desulfobulbus mediterraneus i drugi),
koje redukuju sulfate do sulfida na anodi (Li et al., 2009, Sahinkaya et al., 2015). Sulfat-redukujuce
bakterije u anodnoj sredini, redukuju sulfat u sulfid, koji se potom oksiduje u elementarni sumpor
pomoc¢u Thiobacter vrsta. Za uklanjanje sulfata idealno se pokazalo dodavanje konzorcijuma
mikroorganizama, Clostridium, Desulfovibrio i Tetrathiobacter, koje zahtevaju blago alkalnu
sredinu. Prelazak sa tradicionalnih metoda na MFC sisteme, dovelo je do brzeg uklanjanja sulfata,
manjih troskova i dobijanja elementarnog sumpora kao krajnjeg proizvoda (Venkatramanan et al.,
2021).

Uklanjanje teskih metala poput bakra, cinka, hroma i nikla, javilo se kao jo$ jedna od
potencijalnih primena MFC kod reSavanja problema otpadnih voda. Metali sa visokim redoks
potencijalom mogu se koristiti kao akceptori elektrona u katodnom delu, pri ¢emu dolazi do njihovog
talozenja. Elektroni koji nastaju usled procesa mikroorganizama, omogucavaju disimilatornu
redukciju metala, zahvaljuju¢i kojoj oni Cuvaju energiju nastalu procesom oksidacije supstrata.
Svojom redukcijom, metali mikroorganizmima obezbeduju i neophodnu energiju za rast. Kao i do
sada, najbolje se pokazala upotreba konzorcijuma mikroorganizama prilikom tretiranja otpadnih
voda bogatih metalima (Venkatramanan et al., 2021, Xu et al., 2018).

2.5.3. Biosenzori

Senzori predstavljaju merne uredaje koji pretvaraju ulazne fizi¢ke veli¢ine od interesa u
izlazni signal koji je merljiv i Citljiv. Napajanje senzora se ¢esto vrsi preko elektrohemijskih baterija,
koje su ograni¢enog ili relativno kratkog roka trajanja. MFC tehnologija nasla je svoju potencijalnu
primenu i u biosenzorima. PronalaZenje efikasnih i samoobnovljivih izvora energije za uredaje
postavljene na udaljenim ili teSko dostupnim lokacijama, predstavlja izazov na koji MFC sistemi
mogu da odgovore (Rahimnejad et al., 2015). Zamena konvencionalnih baterija, u udaljenim
senzorima, znac¢ajno smanjuje troskove ali 1 rizike po zivotnu sredinu. Samoobnovljivi MFC sistemi
se predstavljaju kao dugorocno alternativno napajanje za daljinska merenja kod senzora i biosenzora,
Sto je ilustrovano na slici 2.13 (Ivars-Barcelo et al., 2018).
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Racunar «— Prijemnik

Slika 2.13. Shematski dijagram daljinskog senzora, koji napaja izvor energije u vidu MFC
(Adaptirano: Ivars-Barcel0 et al., 2018).

Kljuéni faktor za energetsku efikasnost MFC je pronalazenje odgovarajuéih uslova, kako bi
uspesno mogla da se obezbedi odrzivost senzora. Neophodno je prilagoditi dizajn MFC, izvoru
dostupnog supstrata, bilo da je u pitanju organska ili neorganska sirovina, u cilju postizanja $to vece
izlazne snage iz sistema. Ne treba zanemariti ni ostale faktore sredine, kao $to su pH vrednost, brzina
organskog opterecenja, prisustvo toksi¢nih supstanci i inhibitora. IstraZivanja su pokazala da se
mnogo veca koli¢ina energije generise u sluc¢aju paralelnog ili serijskog povezivanja vise MFC, ¢ime
bi se reSio problem male snage u slucaju koris¢enja samo jedne MFC za napajanje senzora
(Kadivarian et al., 2020). Ipak, zahtevi za napajanjem izvorom velike snage, ne mogu se ispuniti ni
paralelnom ni rednom vezom MFC, jer na ovaj naéin nije mogucée da se nadmasi zbirna vrednost
OCV pojedinacnih ¢elija, kao $to je pokazano u literaturi (Ivars-Barcel6 et al., 2018). Upotreba ultra-
kondenzatora, koji bi skladistio niske koli¢ine generisane energije, kako bi se ona isporucivala samo
kada se postigne adekvatan nivo izlazne energije koji je dovoljan da obezbedi funkcionisanje senzora,
mogla bi da resi spomenuti problem niske izlazne snage (Ivars-Barcelo et al., 2018).

Biosenzor, po IUPAC (eng. International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC)
definiciji predstavlja samostalni integrisani uredaj koji pruza specificne analiticke informacije
koriste¢i element bioloskog prepoznavanja koji je u kontaktu sa elementom elektrohemijske
transdukcije. Prema ovoj definiciji, MFC se moze dizajnirati tako da funkcioniSe kao samostalni
biosenzor, koji ¢e moéi da radi na daljinskom monitoringu zeljenih parametara (Thevenot et al.,
1999). Zahvaljujuci biofilmu koji se na njoj formira, u MFC sistemu anoda deluje kao element
prepoznavanja. Reakcije anodne oksidacije, izazivaju promenu brzine protoka elektrona na anodi, te
se ona ponasa kao pretvarac, transformisuci promenu struje u merljiv signal. Bioloske komponente
za prepoznavanje analita su uglavnom enzimi, fluorescentni proteini ili drugi pigmentni molekuli.
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Razvijene su razli¢ite vrste enzimskih senzora glukoze. Medu prvim MFC biosenzorima koji su
realizovani je uredaj koji meri koli¢inu proizvedenog vodonika i nedostatka kiseonika. Oni se
odlikuju malim dimenzijama i jednostavnom izradom. Drugi tip biosenzora koristi ferocen za prenos
elektrona do elektrode (Rahimnejad et al., 2015). Kod do sada koris¢enih biosenzora, spoljasnji izvor
napajanja je neophodan za rad svih elektronskih komponenata, ukljucujuci i elemente odgovorne za
konverziju, pojacanje i prenos signala, sto dosta ograni¢ava primenu na udaljenim mestima u Zivotnoj
sredini. Nasuprot tome, kod MFC mikroorganizmi imaju ulogu elementa za detekciju, dok generisana
elektri¢na struja predstavlja izlazni signal koji je lako merljiv. Dakle, senzori zasnovani na MFC ne
zahtevaju dalju konverziju signala pa se stoga smatraju pogodnim za reciklazu. Posebno obecavajuce
su njihove primene za brzo pracenje faktora zivotne sredine kao $to su pH vrednost, temperatura,
sastav i koncentracija organske supstance i drugih parametara koji ¢e tek naci primenu. Ono $§to je
trenutno glavna prepreka za Siru primenu MFC kao biosenzora je dosta visoka cena (lvars-Barceld
etal., 2018).

Bioloska potrosnja kiseonika (eng. Biological Oxygen Demand, BOD) je parametar koji se
koristi kao standardna metoda za odredivanje koncentracije biorazgradivih organskih materija u
otpadnoj vodi, na osnovu ¢ega se procenjuje kvalitet same vode. Test se sastoji u merenju koli¢ine
rastvorenog kiseonika pre i posle inkubacije otpadne vode od pet dana na 20 "C. Procena BOD u vodi
koriS¢enjem MFC zasnovana je na proporcionalnosti koja postoji izmedu trenutne efikasnosti elije
(Kulonova ili Faradejeva efikasnost) i koli¢ine oksidovane organske supstance koja se koristi za MFC
sistem. Ta¢nost, ponovljivost, jednostavna neinvazivna metoda, stabilan i brz odgovor biosenzora za
detekciju BOD na bazi MFC je glavna prednost u odnosu na dosadasnje tradicionalne metode. Glavni
nedostaci koji se javljaju kod ovog tipa biosenzora su ograni¢enost dostupnih organskih supstanci i
ogranicen broj bakterijskih vrsta §to doprinosi niskoj efikasnosti sistema (lvars-Barcelo et al., 2018).

Svakodnevna upotreba vode zahteva i procenu kvaliteta, od kojih je toksi¢nost jedna od
klju¢nih parametara. MFC predstavljaju osetljive biosenzore, jer svaka toksi¢na supstanca, poput
fenola i jedinjenja nafte koja se detektuje u vodenoj sredini uti¢e na metabolicku aktivnost
mikroorganizama, a samim tim i na brzinu potro$nje supstrata, $to rezultuje u smanjenju intenziteta
generisane izlazne snage (Rahimnejad et al., 2015). Svaka toksi¢na promena u okolini moze se
detektovati pracenjem perturbacija u elektri¢noj struji koju stvara MFC sistem, ¢ime se smanjuje
vreme detekcije, kao i troskovi u odnosu na konvencionalne metode. Performanse i osetljivost na
razlicite toksi¢ne supstance u senzoru toksi¢nosti zasnovanom na MFC modelu, veoma zavise od
elektroaktivnin mikroorganizama koji se koriste u sistemu. Prilikom dizajniranja ovih biosenzora,
kljuan faktor je odabir mikroorganizama sa posebnom pove¢anom osetljivos¢u na toksicne
supstance od interesa (lvars-Barcel6 et al., 2018).

2.5.4. Produkcija biovodonika

Modifikacijama na MFC sistemu, produkcija elektri¢ne energije lako se moze transformisati
u produkciju vodonika. Generalno, protoni oslobodeni na anodi migriraju do katodnog dela gde
zajedno sa kiseonikom grade molekul vode. Generisanje vodonika iz oslobodenog protona i elektrona
je termodinamicki nepovoljan proces, ali pove¢anjem katodnog potencijala moguce je prevazici
barijeru i kao finalni proizvod dobiti vodonik. Prilikom proizvodnje vodonika, kiseonik vise nije
potreban sistemu i na taj nacin se reSava problem njegovog curenja u anodnu sredinu, povecavajuci
efikasnost MFC. Jedna od prednosti je $to se vodonik moze akumulirati i skladistiti kasnije za dalju
upotrebu, kao u slu¢aju kondenzatora (Ivars-Barcel6 et al., 2018).

2.5.5. Perspektive primena MFC

Do sada se nekoliko metoda pokazalo kao dobar odabir za trenutno reSenje problema odrzive
energije. MFC tehnologija svakako pruza potencijalni pristup za eksploataciju energije iz odrzivih
izvora koji bi mogli zameniti do sada konvencionalne izvore energije u vidu fosilnih goriva (Hoang
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et al., 2022). Elektroni nastali iz metabolizma mikroorganizama se koriste za obezbedivanje
pouzdanog i kontinuiranog izvora proizvodnje obnovljive energije. Visegodisnji napredak na
usavr$avanju MFC sistema, nudi $iroku potencijalnu primenu u rasponu od proizvodnje energije,
preko bioremedijacije i uklanjanja zagadujucih supstanci, do proizvodnje biogoriva. S jedne strane,
bioelektri¢nost se smatra odrZivim izvorom energije jer koristi sposobnost elektrogenih bakterija u
proizvodnji elektrona kroz svoj metabolizam i oksidaciju organskih supstrata. Istovremeno,
anaerobni procesi mikroorganizama olakSavaju efektivno uklanjanje zagadujucih supstanci iz
otpadnog supstrata (Hoang et al., 2022, Rahimnejad et al., 2015).

MFC

’Direktnn prenos elektrum{

Samoreparacija
Otpornost sistema
Primena u realnim
uslovima

Nema otpada

Energetski

benefiti
Nema potrebe za
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Prigodava se radnim
uslovima

[ ]
KATODA
Th

[

Energetski
oporavak
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Ne proizvodi

organski otpad Visoka cena
Bioremedijacija Oporavak proizvoda

Ekonomski
aspekti

Slika 2.14. Karakteristike MFC sistema na energetskom, ekonomskom, odrzivom i polju
zivotne sredine (Adaptirano: Li et al., 2014).

Dalja optimizacija i buduca primena je neSto na ¢emu se radi ve¢ duzi vremenski period.
Odabir odgovaraju¢ih elektroda, kao i selekcija odgovaraju¢ih mikroorganizama su medu
popularnim istraziva¢kim trendovima vezanim za MFC tehnologije, slika 2.14. Odabir mikrobnih
vrsta igra vaznu ulogu u proizvodnji izlazne snage, s toga se ocekuje buduca upotreba genetickog
inzenjeringa kako bi se poboljsale performanse i efikasnost uklanjanja otpada. U daljim
istrazivanjima ocekuje se optimizacija rada mikrobnog konzorcijuma, tako da se u radu prenos
elektrona moze obavljati bez stranih medijatora ili formiranja biofilma, uz postizanje veceg prenosa
brzine i mase. Fokus pri odabiru i usavrSavanju elektrodnog materijala je poboljsan protok elektrona,
Sto bi dodatno doprinelo velikoj samoodrzivosti MFC sistema (Rahimnejad et al., 2015). Potreban je
iskorak u stvaranju elektroda od lako dostupnih i povoljnih materijala. Za industrijsko pokretanje
sveobuhvatnog sistema upravljanja energijom neophodno je i pracenje izlazne snage i minimiziranje
gubitka potencijalne energije prilikom njene konverzije preko MFC. Resenje ovog problema se krije
u buduc¢em razvoju integrisanih kola sa visokom efikasnos¢u. Takode, radi se na razvoju naprednih
sistema za optimalan energetski menadzment, koji se baziraju na komponentama kao S$to su:
ultrakondenzatori, charge pump kondenzatori, poluprovodnicki prekida¢i (solid-state switches) i
podizaci napona. Naravno, treba uzeti u obzir i pove¢ane ekonomske izdatke koje sa sobom nosi
konstrukcija ovog slozenijeg sistema, $to postavlja pitanje da li se izgradnja ovakvog sistema isplati
(Hoang et al., 2022, Ivars-Barcel6 et al., 2018).
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2.6. Reaktivne organske (azo) boje

Boje predstavljaju sastavni deo savremenog Zivota sa Sirokom primenom pre svega u
tekstilnoj, farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji (Murmann, Homburg, 2001). Danas,
godisnja proizvodnja iznosi negde oko 0,7 miliona tona boja, gde postoji oko 100 000 razlicitih
nijansi (Wani et al., 2020).

Az0 boje su medu najzastupljenijim bojama koje se trenutno primenjuju u svim oblastima.
Najvece su po obimu proizvodnje u hemiji boja, sa preko 60% sa daljom tendencijom rasta u
buducnosti. Kljucna uloga im je na trzistu tekstila i u Stamparstvu (Wani et al., 2020). Ono $to ih
izdvaja od ostalih sitntetickih boja je njihova sposobnost za brzo formiranje kovalentne veze sa
tekstilnim podlogama (Benkhaya, et al., 2020). Azo boje ¢ini grupa jedinjenja koja sadrze jednu ili
viSe azo grupa (—N=N-), zahvaljuju¢i kojim poseduju hromoforu, grupu koja ima proSireni
konjugovani sistem m-elektrona, §to dovodi do apsorpcije na vidljivim talasnim duzinama (400 do
700 nm) (Feng et al., 2012). Ove boje se sintetiSu jednostavnom metodom diazotizacije i kuplovanja,
gde se razli¢itim modifikacijama postize zeljena boja, stabilnost i prinos (Benkhaya et al., 2020).

lGrupa koja sc rastvara u vodi

Auksohrome \
. S0,CH,CH,080;Na
N303SOH2CH2C02S
\©\ OH NH,
N
NQN N

g ‘ SO;Na
- .
Osnova molekula \ Grupa koja sc rastvara u

vodi

Hromofora NaO,S

Slika 2.15. Struktura azo boje (Adaptirano: Benkhaya et al., 2020).

Diazotizacijom aromati¢nog primarnog amina, na koji se odvija kuplovanje sa jedne ili vise
nukleofila bogatih elektronima kao §to su amino i hidroksi, sintetiSe se ve¢ina azo boja. Postoje i
druge metode, koje se slabije koriste, poput redukcije nitroaromati¢nih derivata u alkalnoj sredini,
redukcije nitrozo jedinjenja pomocu litijum-aluminijum-hidrida, zatim oksidacijom primarnih amina
kalijum-permanganatom, kondenzacijom primarnih amina sa nitrozo derivatima i jo$ sli¢nih
postupaka. Azo grupa je kljucan faktor koji odreduje boju, a moze biti vezana za benzenove
prstenove, naftalene, aromati¢ne heterocikle u kombinaciji sa nekom od funkcionalnih grupa (amino
(-NH>), hidroksil (-OH), metil (-CHs), nitro (-NO2) i mnoge druge). Azo boje, sintetisane iz
aromati¢nih jedninjenja nisu bazne u vodenom rastvoru, zbog prisustva N=N veze, te se lako
redukuju na hidrazine i primarne amine, $to ih ¢ini dobrim oksiduju¢im agensima (Ventura-Camargo,
Martin-Morales, 2013). Kao $to je prikazano na slici 2.15., hemijsku strukturu same azo boje ¢ini

osnova molekula na koje se dodaju auksohromne, hromoforne i solubilizuju¢e grupe (Benkhaya et
al., 2020).

2.6.1. Podela boja po broju azo grupa

Osnovna karakteristika azo boja je formiranje kovalentnih veza sa grupama koje se nalaze na
tekstilnim supstratima. Dele se prema broju azo veza koje se nalaze u istom molekulu, kao $to su
monoazo, diazo, triazo, poliazo i azoik. Indeks boje (eng. Color Index, Cl), koje je razvilo drustvo
bojadzija i kolorista (eng. Society of Dyers and Colourists, SDC) u saradnji sa Americkom
asocijacijom za tekstil 1 boje (eng. American Association of Textile Chemists and Colourists,

42



AATCC), koristi se za klasifikaciju. U tabeli 2.4. se nalazi prikazana klasifikacija azo boja i njihovi
indeksi koji prate odgovarajucu grupu (Ayele et al., 2021, Benkhaya et al., 2020).

Tabela 2.4. Klasifikacija azo boja i odgovarajuci indeksni broj boje (Benkhaya et al., 2020).

Klasa azo boja Opseg indeksa boja
Monoazo 11 000-19 999
Diazo 20 000-29 999
Triazo 30 000-34 999
Poliazo 35 000-36 999
Azoik 37 000-39 999

Monoazo boje sadrze jednu -N=N- vezu, koja za N ima vezanu neku od spomenutih
funkcionalnih grupa. Ukoliko sadrzi vezanu heterocikli¢nu ili benzen grupu, boje se u zuto ili
narandzasto, a mogu se Koristiti za bojenje pamuka, poliestra i celuloznih vlakana. Kombinacijom
benzena, vezanog sa jedne strane i naftalena sa druge, dominatna azo boja je crvena ili plava.
Sintezom monoazo boje koja sadrzi samo naftalen vezan za azo grupu, dobija se crna boja, od kojih
je najpoznatija i najvise zastupljena Mordant black 17. Kod diazo boja, postoje dve funcionalne azo
grupe u molekulu, a javljaju se u tri oblika: primarne diazo boje (nastaje kuplovanjem dva molekula
diazokiseline na istom mestu), sekundarne diazo boje (simetri¢an molekul nastao iz diamina koji je
dva puta dijazotizovan i kuplovan) i sekundarne nesimetri¢ne diazo boje (nastale kuplovanjem azotne
kiseline sa fenolom). Poliazo boje predstavljaju sloZene boje za koje je specificno ponavljanje azo
grupa, tri ili viSe puta u istom molekulu. Namenjene su za farbanje koZe i pretezno su tamnih nijansi,
crvena, braon i crna (Ayele et al., 2021, Benkhaya et al., 2020).

2.6.2. Hemijske osobine azo boja

2.6.2.1. Reaktivnost

Reaktivnost boje zavisi od strukture njenog reaktivnog dela. Najcesce reakcije koje se
odvijaju na azo bojama su reakcije adicije vodonika i oksidacija vodonik-peroksidom. Najreaktivniji
su dihlorotriazini, di- ili tetrafluoropirimidini i dihlorhlorkinoksalini. Boje srednje reaktivnosti
predstavljaju vinilsulfoni, bisfunkcionalne boje tipa monohlortriazina/vinil-sulfona. Kod boja
izvedenih iz aminohlortriazina javlja se relativno niska reaktivnost, od kojih je najmanje reaktivan
trihlorpirimidin. Njihova reaktivnost odreduje sposobnost vezivanja za odredene materijale sa kojima
boje treba da interaguju (Benkhaya et al., 2020).

2.6.2.2. Izomerizacija

Azo boje se nalaze u dve izomerne forme, Z i E, kao $to je pokazano na slici 2.16. kod
molekula azobenzena. Forma E je dosta nestabilna, i poti¢e od trans oblika nastalog
fotoizomerizacijom. Izomerizacija predstavlja proces kojim se molekul transformise u drugu formu
istog molekula, sa istim brojem atoma, ali drugacijim rasporedom. Kod nekih molekula izomerizacija
dolazi potpuno sponatano (Benkhaya et al., 2020).
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Slika 2.16. Molekul azobenzena u Z i E formi (Adaptirano: Benkhaya et al., 2020).

Molekul azobenzena predstavlja interesantan primer izomerizacije azo veze izmedu termicki
stabilnije E konfiguracije i metastabilnog Z oblika. U kiseloj sredini, ova dva molekula azobenzena,
u cis i trans formi izazivaju stvaranje konjugovanih kiselina razli¢itih konfiguracija (Benkhaya et al.,
2020).

2.6.2.3. Tautomerizam

Intramolekulska migracija protona sa jednog elementa na drugi podrazumeva tautomerizam.
Reakcija tautomerizacije azo boja podrazumeva migraciju atoma vodonika, pra¢enu promenom
lokacije dvostruke veze, sto se vidi na slici 2.17. Kod azo boja on je od velikog znacaja, jer ovim se
poboljsavaju neke od karakteristika prilikom vezivanja za materijale, kao §to su postojanost na
svetlosti, intenzitet boje 1 njena jacina. Ovo je narocCito vazno za profitabilnost boje, te je veoma
korisno da ih bude u izobilju u tautomernom obliku (Benkhaya et al., 2020).

A= AW

D A Tautomerizam N\ (J

R=H

Zuta boja Narandzasta boja

Slika 2.17. Prikaz zute boje od koje tautomerizacijom nastaje narandzasta (Adaptirano: Benkhaya
et al., 2020).

U zavisnosti od rastvora, hidroksi azo boje daju istovremeno razli¢ite procente tautomera azo
i hidrazona, kao i azo i fenol tautomera koje se javljaju kod ovih boja, sa izuzetkom kod odredenih
slu¢ajeva. Formiranjem imino grupe na molekulu stvara se nestabilno jedinjenje koje daje razli¢itu
boju. Kod diazo boje tautomerizacijom uocava se koegzistencija izmedu dve grupe, jedne u azo,
druge u hidrazo obliku. U slu¢aju kada do protonizacije dolazi na nivou azota koji je u p polozaju,
favorizovan je azonijum tautomer Kkoji je stabilizovan rezonancom.
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2.6.3. Primena azo boja

Od svih sintetickih boja, azo boje predstavljaju najrasprostranjeniju grupu sa Sirokom
primenom u oblasti farmacije, plastike, za bojenje celija raka, bioloskih i1 visoko tehnoloskih
aplikacija kao $to su laseri i nelinearni opti¢ki sistemi. One se koriste za solarne ¢elije, fotodinamic¢ku
terapiju, metalohromne indikatore, bojenje tekstila, papira, koze, hrane, kozmetike kao i lekova. Kod
primene na lekovima i kozmeti¢kim preparatima, azo boje se kombinuju sa supstituisanim
aromati¢nim ligandima. Ono $to ¢ini njihovu upotrebu veoma rasprostranjenom je pre svega njihova
fizicko-hemijska stabilnost i opticka svojstva sa razli¢itim primenama u teCnim Kristalima i
nanocevima. Posebnu paznju privlace zbog Sirokog spektra boja, otpornosti i jednostavne
proizvodnje i dobrih performansi bojenja (Benkhaya et al., 2020, Ventura-Camargo, Martin-Morales,
2013).

Boje se prilikom industrijske i tehni¢ke primene spremaju putem polimerizacije obojenih
monomera i polimernog fiksiranja molekula boje za prethodno formirane polimere. Formirani
polimeri sadrZe vecu koncentraciju boje koja vise pogoduje pojedinim materijalima. Vezivanje boje
se vrsi kovalentnim ili nekovalentnim putem (Benkhaya et al., 2020.

2.6.4. Toksi¢nost azo boja

Brojni ekoloski problemi Sirom sveta su povezani sa tekstilnom industrijom. Tekstilna
industrija otpusta ogromnu koli¢inu obojene otpadne vode, koja uglavnom nije tretirana na propisan
nacin, $to dovodi do velikog zagadenja u Zivotnoj sredini. Upravo sveprisutnost i prevelika upotreba,
azo boje svrstava medu jedne od glavnih zagaduju¢ih supstanci zivotne sredine. Zbog svoje
ksenobiotic¢ke prirode i velike otpornosti, azo boje imaju dugotrajan efekat na Zivi svet (Lellis et al.,
2019, Selvaraj et al., 2021). Naravno tu su i druge vrste otpada koje su posledica rada tekstilne
industrije. Oslobadanje sitnih Cestica i praSine, oksida azota, sumpora i lako isparljivih organskih
jedinjena, doprinosi zagadenju vazduha. Komadi zaostalih tkanina i odbacena ambalaza,
predstavljaju ¢vrst otpad (Rovira, Domingo, 2019).

Azo0 boje su mahom fotoliticki stabilne i mogu se otkriti golim okom u vodi, ¢ak i kada su
prisutne u tragovima (manje od 1 ppm). Kada se boja mesa sa vodom, efikasnost prodiranja svetlosti
u vodenom sistemu se smanjuje sto uti¢e na vodeni ekosistem. Pored promene boje vode, kod reka i
jezera, hemijske komponente iz boja imaju tendenciju da trose rastvoreni kiseonik, $to za posledicu
dovodi do pomora ribe, ali 1 drugih vodenih organizama. Neke od azo boja poseduju toksicne delove
koji su opasni po zivi svet u vodi, ali i mogu da dovedu do ozbiljnih zdravstvenih problema kod ljudi
putem lanca ishrane. Otpad boje koji zaostane prilikom bojenja tekstila izaziva ekstremne varijacije
promenom pH vrednosti, rastvorenog kiseonika, temperature, kao i promenom koncentracije
rastvorenih soli. Biohemijska potreba za kiseonikom ili bioloska potros$nja kiseonika predstavlja
koli¢inu rastvorenog kiseonika koja je potrebna aerobnim bakterijama da razgrade organski materijal
koji je prisutan u datom uzorku vode na odredenoj temperaturi tokom nekog vremenskog perioda.
BOD azo boje je u opsegu od 80 do 6 000 mg/L. Hemijska potreba za kiseonikom (eng. Chemical
Oxygen Demand, COD) predstavlja meru kapaciteta vode sposobnu da troSi kiseonik tokom
hemijskog razlaganja organske supstance i oksidacije neorganskih hemikalija prisutnih u otpadnoj
vodi razli¢itih industrija i u rasponu je od 150-12 000 mg/L (Selvaraj et al., 2021).

Niska akutna toksi¢nost azo boja (LDso), prema kriterijumima Evropske unije za klasifikaciju
opasnih materija, iznosi od 250 do 2 000 mg/kg telesne mase. Bez obzira na to $to je donja propisana
granica izuzetno niska, malo koja od azo boja ima LDsp vrednost ispod 250 mg/kg. Neke azobazne,
kisele ili same po sebi boje mogu da se klasifikuju u toksi¢ne ili u veoma toksi¢ne za ribe, rakove,
alge 1 bakterije, dok su reaktivne azo boje toksi¢ne samo u visokim koncentracijama (ve¢im od 100
mg/L), pa se ne uzimaju u obzir u studijama testiranja na vodene organizme (Ventura-Camargo,
Martin-Morales, 2013). Toksi¢ni materijali prisutni u azo bojama, kada se nadu u vodenom
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ekosistemu, putem lanca ishrane svoj put pronadu i do ¢oveka. Mnoge od njih, kao §to su aromati¢ni
amini, uzrokuju ozbiljne zdravstvene probleme kod ljudi (Rovira, Domingo, 2019). Siroka je i
primena azo boja u ishrani, lekovima i kozmetici, gde se koriste boje poput Tartazina i Alur crvene,
koje do sada nisu pokazale Stetne efekte (Feng et al., 2012). Pojava hipertenzije, sporadi¢ni
poremecaji, akutni dermatitis, ucestalost nastanka raka mokraéne beSike, pa sve do poremecaja
centralnog nervnog sistema, samo su neke od bolesti koje se vezuju za posledice koris¢enja azo boja
(Selvaraj et al., 2021, Ventura-Camargo, Martin-Morales, 2013).
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Smanjen prolazak svetlosti

Slika 2.18. Industrijska upotreba i uticaj azo boja. (Adaptirano: Ayele et al., 2021)

Zbog lakog udisanja i rastvaranja u vodi, azo boje izazivaju brzu apsorpciju u kozi $to dovodi
do rizika od alergijskih reakcija. Neke od azo boja, kao i njihove posledice su prikazani u tabeli 2.5.
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Tabela 2.5. Primena i Stetni efekti najcesce koriS¢enih azo boja. (Selvaraj et al., 2021).

Naziv azo boje Struktura Primena Stetna dejstva
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u bioloskim
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Koristi se za bojenje
svile, koze, papira i
kao antimikrobno
sredstvo u
akvakulturi.
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Para-fenilendiamin, PPD se smatra jednom od glavnih komponenti azo boja, koji je ujedno i
vrlo toksi¢na komponenta. Uticaj na ljudsko zdravlje se ispoljava ve¢ u fabrikama pri proizvodnji,
gde se udisanjem ili gutanjem Cestica praSine stvaraju iritacije na kozi i o¢ima, kao i simptomi
mucnine ili povrac¢anja (Hassaan, EI Nemr, 2017). PPD u kontaktu sa humanim organizmom izaziva
kontaktni dermatitis, alergijski konjuktivitis, rinitis, gastritis, hipertenziju, astmu i druge alergijske
reakcije koje nastaju kao posledica njegove upotrebe (Nijman et al., 2022). Gutanjem PPD doprinosi
brzom razvoju edema na licu, vratu, zdrelu, jeziku zajedno sa ostalim respiratornim problemima.
Spomenute posledice nastaju usled redukcije azo boje koja je dovela do stvaranja aromati¢nih amina,
koje se metabolic¢ki oksiduju u reaktivne elektrofilne vrste i kovalentno vezuju za DNK, gde se
desavaju trajni efekti na hromozomima (Lellis et al., 2019).

2.6.5. Degradacija azo boja

Usled brojnih komplikacija koje nastaju koris¢enjem azo boja, godinama se traga za metodom
koja ¢e uspesno ukloni boje i njihove komponete iz otpadnih voda. Do danas je koris¢en veliki broj
razlicitih tretmana za obradu otpadnih voda koje su pigmentisane ili sadrze molekule boje, ali svaka
od njih ima problem u potpunom i efikasnom resavanju problema. Sta vise, moderne boje su
dizajnirane tako da se odupiru i mikrobnim i fizickim reakcijama, pa je posao dodatno otezan.
Tehnike su podeljene na fizicko-hemijske i bioloSke. Svaka od tehnika koja ¢e biti spomenuta ima
prednosti i ograni¢enja, Sto ukljucuje faktore kao $to su priroda boja, sastav i koncentracija otpadnih
voda, troskovi potrebnih hemikalija, troskovi rukovanja i operativni troskovi. Spomenuti faktori su
kljuéni za tehni¢ku i ekonomsku izvodljivost svake od metoda tretmana otpadnih voda i degradacije
i obezbojavanja azo boja (Ayele et al., 2021, Selvaraj et al., 2021).
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Degradacija azo boja

Fizicko-hemijske Biodegradacija
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Slika 2.19. Metode za uklanjanje azo boja iz industrijskih otpadnih voda (Selvaraj et al., 2021).

Primenom svake od metoda nastaju i neZeljeni proizvodi, koji takode mogu biti toksicni, pa
Cesto upotreba jednog pojedinacnog procesa nije dovoljna da se postigne degradacija ili potpuno
uklanjanje boje. Procesi otklanjanja kontaminanata su novi i dalje predstavljaju izazov za ublazavanje
postojecih ekoloskih problema koji se javljaju u zivotnoj sredini. Na slici 2.19. su prikazane metode
koje se trenutno koriste za resavanje problema industrijskih otpadnih voda (Ajaz et al., 2020, Lellis
etal., 2019).

2.6.5.1. Fizi¢ko-hemijske metode degradacije azo boja

Za prakti¢ne i komercijalne upotrebe, tretman otpadnih voda najée$¢e podrazumeva fizicke
ili hemijske tretmane. U fizi¢ko-hemijskim metodama, Siroko koris¢ena membranska filtracija,
koagulacija/flokulacija, adsorpcija i precipitacija daju ogromne koli¢ine mulja, Sto dalje zahteva
bezbedno razlaganje i uklanjanje (Selvaraj et al., 2021). Pored njih primenjuju se jo$ jonska izmena,
ekstrakcija jonskih parova, ultrazvu¢na mineralizacija, elektroliza i napredne metode oksidacije
(hlorisanje, beljenje, ozoniranje, Fentonova i fotokatalitiCka oksidacija) (Ajaz et al., 2020, Selvaraj
etal., 2021).

2.6.5.2. Membranska filtracija

Reverzna osmoza i nano-filtracija se mogu primeniti kao glavni ili naknadni procesi tretmana
za odvajanje soli i ve¢ih molekula, poput boja. Membrane koje se koriste za tretman otpadnih voda
moraju imati grani¢nu vrednost za prolazak molekula (cut-off) ispod 10 000 Daltona. Filtracija sa
visoko poroznim membranama, ta¢nije ultrafiltracija i mikrofiltracija generalno nisu prikladne jer je
veli¢ina pora prevelika da bi sprecila prolaz molekula boje, ali moze biti uspesna kao predtretman za
dalju nanofiltraciju ili proces reverzne osmoze. Nano-membranska filtracija ima veliku prednost, jer
nema prevelike prostorne zahteve a i neke od nereaktivnih boja se mogu ovom metodom
skoncentrovati i ponovo Kkoristiti. Membranske tehnike imaju smanjen protok i neophodno je
konstantno ¢iS¢enje membrana ili njihova zamena, $to je glavni nedostatak ovih tehnika. Jo$ jedna
mana je $to se generisani koncentrat ili otpadni materijal moraju obraditi za oksidaciju ili upotrebu.
Siroka primena ovih membrana je naroito popularna u tekstilnim industrijama za preradu otpadnih
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voda u Juznoj Africi, ¢ak i pored visokih kapitalnih troskova za membrane koje se koriste u ovim
tehnikama filtracije (Selvaraj et al., 2021).

2.6.5.3. Koagulacija/flokulacija

Tehnike koagulacija i flokulacija se ¢esto primenjuje kod predtretmana sirovih tekstilnih
otpadnih voda radi uklanjanja boje, ali i za uklanjanje COD, posle ¢ega sledi dalja obrada otpada
nekom od pomenutih metoda. Princip metode obuhvata dodavanje koagulanata kao $to su kre¢ i soli
magnezijuma, gvozda i aluminijuma, pri ¢emu dolazi do formiranja flokula ili taloga, koji se mogu
ukloniti iz vodene faze preko procesa filtracije. Ova neorganska jedinjenja generalno nisu pogodna
za uklanjanje visoko rastvornih, sulfonovanih boja iz rastvora, osim ako se ne dodaju u prilicno
velikim koli¢inama. Problem je i velika koli¢ina beskorisnog ili toksi¢nog mulja koji treba bezbedno
spaliti ili odloziti, Sto moze uzorkovati dodatne visoke troSkove ali i probleme u zivotnoj sredini.
Nedavni razvoj organskih polimera se vrlo efikasno pokazao kod tretmana uklanjanja boja, a i
proizvodnja mulja je znacajno niZza u poredenju sa neorganskim polimerima. Veéina katjonskih
polimera Kkoji se koriste u ovim slu¢ajevima tretmana otpadnih voda Su toksi¢ni po vodeni svet, ¢ak
i kada se koriste u niskim koncentracijama (manjim od 1 mg/L). Utvrdeno je da katjonski polimeri
kao koagulansi inhibiraju procese nitrifikacije mikroorganizama u biljkama (Selvaraj et al., 2021).

2.6.5.4. Elektrohemijska degradacija

Poslednja decenija je bila znacajna u razvoju elektrohemijskih tehnika za sanaciju otpadnih
voda. Elektrohemijske tehnike koje se koriste za uklanjanje boja mogu se klasifikovati kao
elektrohemijska oksidacija, indirektna elektrohemijska oksidacija sa jakim oksidansima (elektro-
oksidacija sa hlorom i elektro-Fenton), elektrohemijska redukcija, elektro-koagulacija, i foto-
potpomognute  elektrohemijske  metode (foto-elektro-Fenton, foto-elektrokataliza). Ove
elektrohemijske tehnike prilikom svojih procesa ukljucuju samo elektrone 1 ne zahtevaju upotrebu
hemikalija §to ih ¢ini ekloloski jako prihvatljivim. Jednostavna upotreba, lak rad i niZza radna
temperatura olakSavaju njihovu primenu. Zanimljivo je napomenuti da se velike koli¢ine zagadujuce
supstance mogu ukloniti uz efikasnu ustedu energije, odnosno tro§i se minimalna energija za
redukciju maksimalne koli¢ine boje. Elektri¢na energija indukuje redoks reakcije na povrSini
elektroda koje dovode do transformacije i degradacije organskih jedinjenja, a kao krajnji proizvodi
nastaju voda i ugljen-dioksid (Selvaraj et al., 2021). Elektrohemijska oksidacija boja se moze obaviti
u elektrohemijskoj ¢eliji bilo kojom od slede¢ih metodologija:

» Direktna oksidacija na povrsini same anode ili direktan prenosa elektrona na anodu, u kojoj
se redoks reakcija odvija tokom ciklicnog procesa. Kao rezultat oksidacije je loSa degradacija
boje.

» Hemijska reakcija u kojoj proces tece putem elektrogenerisanih vrsta, kao $to su formirani
hidroksil radikala ("OH), nastali praznjenjem vode na anodi. Hidroksil radikal predstavlja
drugi najja¢i oksidans posle fluora sa visokim standardnim elektrodnim potencijalom
(Eo=2,80 V).

Elektrohemijska oksidacija predstavlja unapredene oksidacione procese (eng. Advanced
Oxidation Process, AOP) prilikom kojih dolazi do elektro-generisanja visoko reaktivnih radikala kao
posrednog oksidansa. Generisane hemijske vrste imaju kratak Zivotni vek, ali zato jaku moé
oksidacije vec¢ine organskih zagadujucih supstanci. Medu aktivnim radikalima koji odlikuju AOP
procese ukljuceni su hidroksil radikali ("OH), superoksid radikali ("O2) i drugi. Od spomenutih
upravo hidroksil radikal ima najveci oksidacioni potencijal Eo=2,8 V i sposobnost brze, neselektivne
reakcije sa skoro svim organskim jedinjenjima (Selvaraj et al., 2021).

Uprkos prisustvu velikog broja metoda za tretiranje otpadnih voda, AOP se sa razlogom
smatraju najboljom metodom prilikom reSavanja tog problema. Odlikuje ih visoka efikasnost
mineralizacije organskih zagadujuc¢ih supstanci, brza reakcija oksidacije i $to je najvaznije nema
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sekundarnog zagadenja. Stvaranje radikala moguce je posti¢i bez promena spoljasnjih uslova sredine,
poput temperature i pritiska, a mogucéa je i kombinacija AOP sa drugim procesima prilikom tretmana
otpadnih voda. Cetiri napredna procesa oksidacije su najvise proudavana: ozonizacija, UV/H20x,
Fentonova reakcija i UV/TiO2 (Miklos et al., 2018, Selvaraj et al., 2021).

Ozon je dugo godina primenjivan kao oksidans i dezifincijens u tretmanima voda. Kao
oksidans, veoma je selektivan i napada funkcionalne grupe bogate elektronima, kao sto su dvostruke
veze izmedu molekula azota kod azo boja (Miklos et al., 2018). Prilikom procesa ozonizacije,
hidroksilni radikali se formiraju kada se 0zon raspada u vodi, prema jednaéini 25 (Brillas, Martinez-
Huitle, 2015):

Iako je ozon jak oksidans, srednji hidroksilni radikali su jo$ reaktivniji od njega samog. Dalje
uklanjanje ozona zahteva visoku pH vrednost (> 10), pa se procesi gde se organski ozon Kkoristi kao

glavni oksidans brze odvijaju u alkalnim, nego u neutralnim ili kiselim sredinama (Miklos et al.,
2018, Selvaraj et al., 2021).

Proces UV/H20:2 je Siroko ispitivan za preciS¢avanje voda, od laboratorijskog nivoa do
aplikacija za tretmane povrSinskih voda. Kombinacija UV zragenja i vodonik-peroksida dovodi do
fotolitickog cepanja na dva hidroksil radikala. Ipak molarni apsorpcioni koeficijent vodonik-
peroksida je relativno nizak, pa je prevodenje radikala u vodonik-peroksid, vise od 10 %. Upotrebom
UV lampi, stvara se dovoljna koli¢ina radikala, ali neophodno je uklanjanje preostalog vodonik-
peroksida. Uspostavljanje UV/H20; za naprednije tretmane nije jo$ uvek naslo veliku primenu, zbog
lose UV propustljivosti i niskog stepena ¢iS¢enja sekundarnih i tercijalnih tretiranih otpadnih voda.
Ipak, mogu¢a je njegova primena kod tretmana Kkoji koriste integrisane membranske sisteme
(ultrafiltracija/reverzna osmoza) pri obradi pijacih voda za ponovnu upotrebu (Miklos et al., 2018).

Fentonov proces je indirektna unapredena elektro-oksidaciona metoda kojom se generiSu
aktivne kiseonicne vrste za degradaciju neorganskih i organskih supstanci, u reakciji izmedu jona
Fe?*, koji su prisutni u rastvoru (ili dodati), sa vodonik-peroksidom, jednagina 26. Ova reakcija
predstavlja pocetni korak i nosi naziv klasi¢na Fentonova reakcija.

(26) Fe?* + H,0, - Fe3* +: OH + OH™

Dobro je poznato da se vodonik-peroksid proizvodi u vodenoj sredini preko redukcije dva
elektrona sa kiseonikom koji se dovodi na katodu i on predstavlja pogonsku silu za ceo dalji postupak.
Mehanizam odvijanja Fentona prikazan je u jednac¢inama od 27 do 30 (Miklos et al., 2018).

(27) Fe3t + e~ — Fe?*
(28) Fe?* + - OH - Fe3* + OH™
(29) H,0, + - OH - HO, + H,0

(30) Fe?t — Fe3t + e

Fe?* deluje kao katalizator sa maksimalnom katalitickom aktivno$éu pri pH 3, jer pri visim
pH vrednostima dolazi do precipitacije gvozde(III)-hidroksida (Fe(OH)3), sto dovodi do redukcije
Fe3* u Fe?*. Nasuprot tome, porast koncentracije hidroksilnog jona, inhibira nastajanje hidroksil
radikala i dovodi do usporavanja Fentonovog procesa (Brillas, Martinez-Huitle, 2015).

Povecanje efikasnosti Fentonovog procesa se moze posti¢i poveéanjem koncentracije soli
Fe®* i vodonik-peroksida. Ipak prevelika koli¢ina vodonik-peroksida smanjuje dostupnost Fe** jona
¢ime se usporava nastajanje hidroksil radikala. DeSava se da i viSak vodonik-peroksida moze stupiti
u reakciju sa hidroksil radikalima i usporiti proces oksidacije, ¢ime se pove¢ava COD. Koncentracije
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Fe?* iznad 500 g/L je pozeljno izbegavati, jer se na taj nadin izbegava usporavanje Fentonovog
procesa (Miklos et al., 2018).

Glavne prednosti Fentonovog procesa su rad sa niskim troskovima i moguénost magnetnog
odvajanja gvozda, pa je u svom punom obimu uspostavljanjen u industrijskim postrojenjima. Takode,
energetski je nezavisan proces. Ipak nedostaci ovog procesa se javljaju zbog sporednih reakcija koje
pravi vodonik-peroksid, kao i njegovo samorazlaganje (Brillas, Martinez-Huitle, 2015, Miklos et al.,
2018).

2.6.5.5. Fotokataliticka degradacija

Fotokataliza predstavlja jednu od odlicnih metoda za degradaciju boja, koris¢enjem
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species, ROS). Fotorazgradnja predstavlja vazan
proces abioticke degradacije u vodenoj sredini, jer se smatraju ekoloski prihvatljivim i ne dovode do
pojave sekundarnih izvora zagadenja. Pri apsorbovanju svetlosti dolazi do stvaranja fotokatalizatora
i rupa elektronskih parova, koji uéestvuju u reakciji za ubrzavanje razgradnje boje. Bezbedni i visoko
efikasni fotokataliti¢ki procesi se koriste za eliminaciju hlorisanih fenolnih jedinjenja diktirani
odgovaraju¢im uslovima, temperaturom, pritiskom i koncentracijom. Proizvodi koji nastaju su
uglavnom bezopasni. Osim u razgradnji boja, direktna fotorazgradnja pesticida u vodenim sredinama
se smatra veoma znac¢ajnom (Selvaraj et al., 2021).

Fotokataliza se sastoji u osvetljavanju stabilne poluprovodnic¢ke anode UV svetlom (A<400
nm) kako bi se izazvala oksidacija organskih materijala u otpadnim vodama. Kljuc¢an faktor je
materijal koji se koristi kao veza izmedu valentnih 1 provodnih pojaseva, koji mora biti
poluprovodnicki, dok je vrednost ovog rastojanja jednaka energiji upadnog fotona za pobudivanje
elektrona (e-CB) iz valentnog u provodni pojas koji stvara pozitivno naelektrisanu Supljinu (h+VB)
(Brillas, Martinez-Huitle, 2015). Ako fotoni sa dovoljno energije udare u povrsinu fotokatalizatora,
elektron se pobuduje u provodnom pojasu, ostavljajuéi pozitivno naelektrisanu rupu (h+) u
valentnom pojasu. Ovakve vrste mogu izazvati oksidativne ili reduktivne transformacije sastava
vode, bilo direktno na povrsini poluprovodnika ili putem slobodno radikalskih reakcija (Miklos et
al., 2018).

Brojni katalizatori poput titanijum-dioksida (TiO.), volfram-trioksida (WOs3), cink-oksida
(Zn0O) i mnogi drugi, ukljuceni su u fotokataliticke reakcije. Na osnovu rastvorljivosti katalizatora
reakcije se dele u dve vrste (Miklos et al., 2018):

» Homogeni foto-Fentonovi procesi, predstavljeni u jednacini 31,
(31) Fe(OH)?* + hv - Fe?* + - OH

» Heterogena fotokataliza zasnovana na poluprovodnicima, odnosno titanijum-dioksidu,
predstavljena u jednacini 32 i 33.

(32) TiO, + hv — (e~ + h*)
(33) h+ + OH_ad i OHad

Prednost fotokatalize ukljucuje niske troSkove samog katalizatora i laku komercijalnu
dostupnost u razlic¢itim kristalnim oblicima. Katalizatori su fotohemijski stabilni i netoksicni.
Ogranicenja nastaju u odvajanju koloidnog katalizatora iz vodene suspenzije nakon tretmana
otpadnih voda i ograni¢enja prenosa mase na povrSinu imobilizovanog katalizatora na podlozi.
Uprkos dobrim rezultatima, primena fotokatalize na industrijskom nivou, jo§ uvek nije zaZivela
(Brillas, Martinez-Huitle, 2015).
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2.6.6. Biodegradacija azo boja

Bioloski pristup uklanjanja azo boja se generalno smatra ekoloski prihvatljivim, jer bioloski
agensi mogu mineralizovati organske zagadujuce supstance bez stvaranja sekundarnog toksi¢nog
mulja, kao kod fizi¢ko-hemijskih metoda. Pristup biodegradacije zahteva upotrebu nativnih
mikroorganizama koji imaju sposobnost degradacije boja. Brojni mikroorganizmi, kao §to su gljive,
kvasci, bakterije i alge, ne samo da mogu da obezboje azo boje, ve¢ ih u potpunosti mogu degradovati
pod odredenim ekoloskim uslovima. Proces razgradnje ovih sloZenih boja, nije nimalo lak.
Koris¢enjem razli¢itih vrsta mikroorganizama primarni cilj je da se raskine dvostruka veza formirana
izmedu dva molekula azota (-N=N-) (Ajaz et al., 2020).

Mikrobioloska degradacija otpadnih voda uglavnom se fokusira na upotrebi razli¢itih vrsta
mikroorganizama za obezbojavanje kako bi se povecala efikasnost degradacije boja. Efikasnost
dekolorizacije zavisi i od sredine rasta i metabolizma mikroorganizama koji su ukljuceni u proces
razgradnje. Vrlo je vazno prilagoditi uslove mikroorganizmima, kako bi se dobili $to bolji rezultati
pri obezbojavanju i degradaciji boja (Selvaraj et al., 2021). Dekolorizacija azo boja upotrebom
bakterijskih vrsta, smatra se vrlo brzim procesom. Sirok spektar aerobnih i anaerobnih bakterijskih
vrsta rodova Bacillus, Pseudomonas, Escherichia, Rhodobacter, Enterococcus, Staphylococcus,
Xenophilus, Corynebacterium, Clostridium, Acinetobacter, Geobacillus, Lactobacillus, Rhizobium,
Aeromonas i Klebsiellla, opisani su kao uspesni degraderi azo boja. Neki od mikroorganizama koriste
azo boje kao jedini izvor ugljenka, dok drugi samo redukuju azo grupe (Sudha et al., 2014). Upotreba
Cistih kultura za obezbojavanje je efikasna metoda, medutim odredene bakterijske vrste ne mogu u
potpunosti da degraduju boju i1 takode mogu nastati kancerogeni aromati¢ni amini, kao prelazni
proizvodi, koji se zbog toksi¢nosti moraju dalje ukloniti (Zhang et al., 2023). Potpuno uklanjanje
boja se reSava primenom meSovitih zajednica koje zahvaljujuéi sinergistickom delovanju bakterija
postizu napredni nivo mineralizacije i1 biorazgradnje boje, u odnosu na Ciste pojedinac¢ne kulture.
Kako bi se ubrzao proces razgradnje, bakterijski konzorcijum podrazumeva kombinaciju razli¢itih
kultura koje imaju sposobnost degradacije Sirokog spektra azo boja ili sposobnost koris¢enja
metabolita koji nastaju usled delovanja drugih bakterijskih vrsta (Ajaz et al., 2020).

Ekonomican, ekoloski prihvatljiv proces proizvodnje mulja, ponudio je novo reSenje za
sanaciju problema otpadnih voda industrije boja upotrebom gljiva i kvasaca. Za razliku od
bakterijskih vrsta, gljive snazno razgraduju viSestruke komplekse zahvaljujuéi proizvodnji
ektracelularnog enzimskog kompleksa koji sadrzi mangan-peroksidazu, lakazu i lignin-peroksidazu.
Potencijal primene kvasaca za dekolorizaciju 1 degradaciju azo boja jo§ uvek nije dovoljno ispitan.
Nekoliko vrsta, ukljuc¢uju¢i Candida tropicalis, C. zeylanoides, Aspergillus ochraceus, Trametes
versicolor, Debaryomyces polymorphus, Issatchenkia occidentalis i Saccharomyces cerevisiae,
testirano je za procese dekolorizacije raznih azo boja. Procesi su mahom diktirani uslovima u kojima
su izvodeni eksperimenti, ali kod vecine je izvrSena uspes$na dekolorizacija (Ajaz et al., 2020).

Sveprisutni fotosintetski mikroorganizmi, kao §to su alge i cijanobakterije, takode su privukli
paznju u potencijalnoj primeni tretmana azo boja, zahvaljuju¢i azoreduktazama koje poseduju. Vise
od 30 vrsta azo kompleksa i osnovnih aromati¢nih amina je degradovano pomocu Chlorella vulgaris,
C. pyrenoidosa i Oscillatoria sp. Stoga, alge mogu igrati znac¢ajnu ulogu u eliminaciji azo boja kao i
aromati¢nih amina. Osim toga, pokazale su se kao povoljnija metoda i njihova primena bi smanjila
trenutne postojece troSkove (Ajaz et al., 2020).

2.6.6.1. Anaerobna degradacija azo boja

Redukcija azo boja pod anaerobnim uslovima je relativno jednostavna, obecavajuca tehnika
koja obuhvata dekolorizaciju razli¢itih azo grupa u molekulu. Raznovrsne grupe bakterija koje
ucestvuju u procesu dekolorizacije azo boja zahtevaju jednostavne organske supstrate poput glukoze,
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skroba, etanola kao izvor energije. Anaerobna biomasa dovodi do niza ekstracelularnih reakcija koje
generisu elektrone, koji se potom koriste u dekolorizaciji boje (Pandey et al., 2007).

Veéima anaerobnih mikroorganizama katalizuje proces redukcije azo boja, zahvaljujuci
enzimu azoreduktazi (EC 1.7.1.6). Proces ukljuCuje prenos 4 elektrona, kao i kofaktore i
intermedijere koji nastaju tokom razgradnje boje. Trenutno opisani intermedijeri podrazumevaju
NAD (nikotinamid adenin dinukleotid) i NAD(P)H (nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat), koji
mogu da prime elektrone i da ih prenesu na azo boju. Tokom procesa dolazi do prekida dvostruke
veze, ¢ijom redukcijom nastaju aromatiéni amini i na taj nacin se vrsi obezbojavanje azo boja. Nastali
proizvodi su toksi¢ni i bez mirisa. Reakcija redukcije boje, azoreduktazom je predstavljena na slici
2.20 (Ajaz et al., 2020).
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Slika 2.20. Proces dekolorizacije boje i mehanizam delovanja azoreduktaze (Adaptirano: Ajaz et
al., 2020).

Kako bi se efektivno i nesmetano odvijala dekolorizacija azo boja u anaerobnim uslovima,
oksidacija zahteva redoks potencijal od 50 mV. Redoks potencijal katalizatora je takode odgovoran
za nespeciﬁéne reakcije redukcije izrnedu azo boja i formiranja intermedijera U aerobnim uslovima

v

kiseonika smanjuje se redukcija azo veze, zbog ometanja NADH, sto Onemogucuje transfer elektrona
ka azo vezi od NADH. Pored toga, pokazano je da neki od aromati¢nih amina, koji sadrze hidroksilne
i karbonilne grupe mogu biti mineralizovani i u anaerobnim uslovima, dok su neki od njih skloni

samooksidaciji, Sto takode resava problem toksi¢nih intermedijera nastalih degradacijom azo boja
(Selvaraj et al., 2021).

2.6.6.2. Aerobna degradacija azo boja

Nekoliko bakterijskih vrsta se do sada pokazalo jako uspesnim u dekolorizaciji azo boja, od
kojih je P. aeruginosa najvise primenjivan za aerobni proces. Veéina bakterija prilikom aerobnih
procesa zahteva dodatni izvor ugljenika, zbog nemogucénosti da koriste boju za svoj rast. Naime,
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njihova sposobnost razaranja hromofore je dosta slabija u odnosu na razlaganje u anaerobnoj sredini,
te upotreba aerobnih muljeva nije toliko popularna za dekolorizaciju boje. Do sada je pronadeno
samo nekoliko bakterijskih vrsta koje imaju mogucnost da raskinu dvostruku vezu izmedu azota i da
iskoriste boju za svoj rast, a poticu iz rodova Bacillus, Xanthomonas i Pseudomonas (Pandey et al.,
2007).

Razgradnja boje u aerobnim uslovima je takode katalizovana enzimom azoreduktazom. U
vecini sluCajeva razgradnje koristi se kombinacija razli¢itih mikroorganizama kako bi se poboljsala
kinetika razgradnje boje. Faktori, poput koncentracije boje, koncentracije enzima, temperature i
brzine formiranja intermedijera, takode uti¢u na to kojom brzinom ¢e biti uklonjena azo boja iz
otpadne vode. Poznato je da prilikom razgradnje boje nastaju aromaticni amini kao meduprodukti
metabolizma, koji se potom pomocu aerobnih mikroorganizama mineralizuju i na taj nacin u
potpunosti uklanjaju (Ajaz et al., 2020). Upravo je konvencionalni proces tretmana aktivnog mulja
je jedan od vaznijih procesa aerobnog tretmana za proces razgradnje azo boja, koji omogucava
stabilizaciju metabolita. Tretman otpada aktivnim muljem je Cesto efikasan i visoko ekonomican
metod smanjenja organskih zagadujucih supstanci prisutnih u otpadnoj vodi (Selvaraj et al., 2021).

2.6.6.3. Kombinovani ,,anaerobni/aerobni” tretman za degradaciju azo boja

Proces kombinacije tretmana za dekolorizaciju azo boja podrazumeva upotrebu meSovitih
aerobnih ili fakultativno aerobnih konzorcijuma mikroorganizama. Sam proces dekolorizacije
zahteva anaerobnu sredinu, iako u procesima ucestvuju mikroorganizmi koji mahom rastu u
aerobnim uslovima. Ciste bakterijske vrste poput Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Pseudomonas
luteola, vrse dekolorizaciju boja pod anaerobnim uslovima. Proces dekolorizacije zahteva podloge
koje su uglavnm sacinjene od kompleksnih organskih izvora kao §to su ekstrakt kvasca, pepton ili
kombinacija nekog slozenog organskog izvora i ugljenih hidrata. Upotreba glukoze u anaerobnim
uslovima nije pozeljna, jer dovodi do stvaranja kisele sredine, Sto onemogucava dekolorizaciju
(Pandey et al., 2007, Selvaraj et al., 2021).
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3. Materijal 1 metode
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3.1. Uzorkovanije i ispitivanje sedimenta

Za potrebe istrazivanja koriS¢en je sediment prikupljen na us¢u reke Save u Dunav sa
koordinatama 44°49°23,2°" severno i 20°26°32,4 isto¢no. Sediment sa dubine od oko 20 cm je
uzorkovan sterilnom kasikom i pakovan u sterilne tegle. Kompozit prikupljenog sedimenta je do
upotrebe ¢uvan u frizideru na +4 °C.

Slika 3.1. Lokacija sa us¢a Save u Dunav, odakle je prikupljen uzorak sedimenta.

3.1.1. Analiticke metode

3.1.1.1. Odredivanje pH vrednosti sedimenta

pH vrednost sedimenta je merena prema standardnoj metodi ISO DIS 10390:2002,
koris¢enjem digitalnog pH-metra (tip pH 300i) sa kombinovanom elektrodom (WTW-Vajlhajm,
Nemacka).

3.1.1.2. Odredivanje sadrzaja vlage

Homogenizovani uzorak recnog sedimenta je odmeren u vegeglase ustaljene mase i osusen u
susnici na 105 ‘C tokom 2 h. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost tri ponavljanja (1ISO
11465:1993).

3.1.1.3. Odredivanje sadrzaja karbonata

Procenat sadrZzaja karbonata u uzorcima re¢nog sedimenta je odreden standardnom ISO
10693:1995 metodom.
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3.1.1.4. Elementarna organska mikroanaliza uzorka sedimenta

Uzorak sedimenta osusen je na 105 "C do konstantne mase, potom sprasen. Sadrzaj ugljenika,
vodonika, azota 1 sumpora pripremljenih uzoraka odreden je elementarnom organskom analizom
(EOMA) koriste¢i automatski analizator Vario EL III CHNS/O (Elementar, Nemacka). Analiza je
radena u tri nezavisna ponavljanja i rezultati predstavljaju srednju vrednost.

3.1.1.5. Odredivanje sadrzaja metala indukovano spregnutom plazmom sa masenom
spektrometrijom (ICP-MS)

Sadrzaj metala u sedimentu odreden je indukovano spregnutom plazmom sa masenom
spektrometrijom (ICP-MS) (iCAP Kc/SN02767R Thermo Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo 2014)
sa mernim opsegom > 0,0003 mg/L. Za obradu rezultata koris¢en je softver Intuitive Thermo
Scientific™ Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution™ (ISDS) verzije 2.6.2270.4 (bit.4). Svi
uzorci su analizirani u tri ponavljanja i kori§¢ena je prosecna vrednost.

3.1.2. Mikrobioloske metode

3.1.2.1. Podloge za izolovanje, umnoZavanje i odredivanje broja mikroorganizama

Podloge koris¢ene za izolovanje, umnozavanje i odredivanje broja mikroorganizama u
sedimentu su pre upotrebe autoklavirane na 121 °C, tokom 20 min. Nakon zasejavanja, podloge su
inkubirane na 28 °C tokom 48 h, odnosno 4 do 7 dana u slu¢aju rasta sulfat-redukujucih bakterija.
Rezultati broja mikroorganizama su predstavljeni kao broj poraslih kolonija u 1 g sedimenta (eng.
Colony Forming Units, CFU), CFU/q.

3.1.2.2. Hranljivi agar

Za odredivanje ukupnog broja hemoorganoheterotrofnih aerobnih i fakultativno anaerobnih
bakterija (HAB) prisutnih u re¢nom sedimentu koris¢en je Hranljivi agar (Torlak, Srbija). Podloga
je pripremljena prema uputstvu proizvodaca.

3.1.2.3. Sladni agar

Broj kvasaca i plesni (KP) u sedimentu odreden je na Sladnom agaru (Torlak, Srbija),
postujuci uputstva proizvodaca.

3.1.2.4. Hranljivi agar sa 0,5 % glukoze

Hranljivi agar sa 0,5 % glukoze je podloga koja je kori$¢ena za odredivanje broja anaerobnih
mezofilnih hemoorganoheterotrofnih bakterija (AB). U Hranljivi agar, pripremljen prema uputstvu
proizvodaca (Torlak, Srbija), dodato je se 0,5 % glukoze (Merck, Nemacka) i potom sterilisano.

3.1.2.5. Sulfitni agar

Sulfitni agar je podloga koris¢ena za odredivanje 1 odrzavanje broja sulfat-redukujucih
bakterija u sedimentu. Podloga je pripremljena prema uputstvu proizvodaca (Torlak, Srbija).

3.1.2.6. Baar-ova podloga

Za izolovanje i umnoZzavanje sulfat-redukuju¢ih bakterija koris¢ena je modifikovana Baar-
ova podloga sledeéeg sastava (g/L) (Zhang, Wang, 2017):
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KoHPO4 0,5

Na2SO4 4,5
NH4CI 1,0
CaCl2 x 4H20 0,1
MgSOs x 7H20 0,06
CsHsNaOs 6,0
FeSO4 x 7 H20 0,5
CsHsNasO7x 6 H20O 0,3
Ekstrakt kvasca 1,0

pH vrednost podloge je podesena na 7,4 i tako pripremljena je sterilisana (Zhang, Wang,
2017). Podloga je inkubirana tokom 4-7 dana (do pojave bakterijskih kolonija) na 28 °C, u
anaerobnim uslovima. Anaerobna sredina je obezbedena BD GasPak EZ™ anaerobnim sistemom
(Becton, Dickinson and Company, Velika Britanija).

3.1.2.7. Pomo¢ni mikrobioloski rastvori

Za pripremanje serijskog razblaZzenja sedimenta, koris¢en je 0,9 % fizioloski rastvor (9,0 g
NaCl u 1000 mL demineralizovane vode). Rastvor je sterilisan prema postupku opisanom u odeljku
3.1.2.1.

3.1.3. Identifikacija bakterijskih sojeva
3.1.3.1. 16S rRNK analiza

Genomska DNK iz izolovanih ¢istih bakterijskih kultura je ekstrahovana kori§¢enjem
DNeasy Blood & Tissue Kit (Nemacka), prema protokolu proizvodaca za bakterijske ¢elije. Prajmeri
koris¢eni za umnozavanje 16S RNK za PCR sekvenciranje su bili 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") i 1492R (5-CGGCTACCTTGTTACGACTT-3"). Umnozene
bakterijske DNK su ekstrahovane iz 1% agaroznih gelova i pre¢iscene koris¢enjem QIAquick PCR
Purification Kit (Nemacka) kompleta za precis¢avanje. Sekvenciranje je radeno u Macrogen,
Holandija. Proverene su sli¢nosti dobijenih sekvenci sa DNK sekvencama u NCBI (eng. National
Center for Biotechnology Information, NCBI) bazi podataka koris¢éenjem BLAST programa.

3.1.3.2. Metagenomska analiza

Iz originalnog uzorka sedimenta i uzorka koji je stajao mesec dana pod anaerobnim uslovima,
ekstrahovana je DNK i pre¢is¢ena kori¢enjem ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kita (Zymo
Research Corp., Irvin, SAD) za izolovanje DNK iz sedimenta. Pomoc¢u PCR tehnike umnozena je
izolovana DNK u dva koraka. Prvi korak je podrazumevao umnozavanje V3-V4 regiona 16S rRNK
gena uz pomo¢ prajmera: 341F (ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-NNNNN-—
CCTACGGGNGGCWGCAG) i 805R (GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-
NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAATCC). Dobijeni PCR proizvodi su ponovo umnozeni
pomocu indeksnih prajmera, takode PCR metodom. Sekvenciranje dobijenih proizvoda je uradeno
na lllumina MiSeq platformi (San Dijego, SAD) u Bioengineering Lab. Co. Ltd. (Kanagava, Japan),
a podaci obradeni softverom QIIME2 (verzija 2019.01). Podaci su obradeni i nakon skracivanja
prajmera pomoc¢u Dada2 softvera, potencijalne himerne sekvence su identifikovane i ukonjene pre
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pretrage sekvenci amplikona u MiDAS bazi podataka (Bolyen et al., 2018). Obradene sekvence su
poredene sa kulturama deponovanim u NCBI bazi podataka.

3.1.4. Priprema 1 umnozavanje biomase konzorcijuma mikroorganizama izolovanih
sulfat-redukujucih bakterija za pripremu sedimenta MFC

Obogacivanje biomase SRB vrseno je visestrukim presevima u Baar-ovu podlogu. Podloge
su inkubirane na 28 “C tokom 7 dana, odnosno do pojave crnih kolonija. Postupak obogaéivanja je
ponovljen tri puta. Umnozena bakterijska biomasa je pre dodavanja u sediment za formiranje MFC
isprana fizioloS§kim rastvorom, a potom centrifugirana 10 min na 7 000 obrtaja po minuti.

Za postavku jednokomorne MFC kori§¢ena su 4 tipa sedimenta:

MFCg— sa sterilnim re¢nim sedimentom,

MFC, — sa kompozitom recnog sedimenta,

MFC,,— sa biostimulisanim kompozitom re¢nog sedimenta,

MFCi1—sa biostimulisanim i bioaugmentisanim kompozitom re¢nog sedimenta.

YV VYV

MFCo je konstruisana od sterilnog kompozitnog sedimenta autoklaviranog 30 min na 121 °C.
Kompozit re¢nog sedimenta je predstavljao osnovu za konstrukciju ¢elije ozna¢ene kao MFC,. MFC;,
je pripremljen od kompozitnog sedimenta sa dodatim solima sulfata (NaSOa4) i karbonata (Na2CO3)
u ukupnoj zapremini 1% (w/w), kako bi se stimulisao rad autohtonih mikroorganizama, zbog ¢ega je
I sam sediment cuvan mesec dana u anaerobnoj atmosferi (3.1.2.6.) na 28 °C, nakon ¢ega je formirana
¢elija i meren je napon. Sediment ¢elije MFCy; je pored neorganskih soli, koje je sadrzao u istom
odnosu kao i MFCy, dodatno bioaugmentisan sa sojevima izolovanih i okarakterisanih
mikroorganizama. Ovaj sediment je ¢uvan na isti na¢in kao MFC,.

3.2. Konstrukcija mikrobne gorivne celije (MFC)

Slika 3.2. Jednokomorna MFC ¢elija sa setom elektroda. Plava boja buzira oznac¢ava katodu, dok je
crvenom predstavljena anoda.

Jednokomorni MFC sistem prikazan na slici 3.2. je kori§¢en u svim eksperimentima. Osnovni
elementi sistema su: plasticni kontejner (16,8 cm x 10,8 cm x 6,0 cm), recni sediment, anodne 1
katodne elektrode. Identi¢ne elektrode, dimenzija 11,0 cm x 7,3 cm (80,3 cm?) su izradene od inoks
mreze (Fasil, Srbija) i1 kontaktnog uskog pravougaonog dela od inoks folije, izolovanog
termoskupljaju¢im buzirom (Good Fellow, Velika Britanija). Elektrode su dizajnirane u skladu sa
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standardom IC 316. MFC je formirana tako da je anoda smesStena na dno plasticnog kontejnera,
potom sledi re¢ni sediment (zapremine 363 cm?) na koji naleZe katoda, koja je u dodiru sa vazduhom.

3.2.1. Merenje aktivnosti MFC

Za merenje aktivnosti MFC, koris¢en je eksperimentalni sklop koga cine: MFC sa
elektrodama, protobord SD35N sa 2420 rupa (Velleman, Belgija) i digitalni multimetar Peak Tech
2025 (PeakTech, Nemacka). Anoda i katoda MFC su povezane na protobord preko buksni za
napajanje. Otpornici iz Sirokog opsega od 10 Q do 10 MQ, su postavljeni na protobord tablu. Po
jedan kraj otpornika je u kratkom spoju i vezan na anodu, dok se drugi kraj svakog otpornika pri
merenjima sukcesivno priklju¢uje na katodu MFC. U svakom mernom koraku, jedan od otpornika je
povezan sa digitalnim multimetrom radi oCitavanja vrednosti otpornosti i napona. Ceo sistem je
prikazan na slici 3.3.

Merne sonde i kablovi za povezivanje sistema su posebno adaptirani za ovaj merni proces.
Merne sonde multimetra, sa finim i malim * hvataljkama™ su prilagodene da odgovaraju osetljivim
otpornicima. Kablovi za povezivanje elektroda na buksne za napajanje test table su takode
prilagodeni za ova merenja. Na jednom kraju kablova nalaze se krokodili, dok su na drugom kraju
zalemljeni banana konektori.

Pre povezivanja MFC na protobord, izmerene su vrednosti niza otpornika, od najmanjeg ka
najveéem, zbog mogucih odstupanja od nominalnih fabri¢kih vrednosti. Merenje napona je zapoceto
povezivanjem MFC na prvi otpornik u nizu, nakon ¢ega se nastavlja sukcesivno merenje. Vrednosti
napona za dati otpornik su o€itavane na multimetru nakon sto je dostignuto kvazi-stacionarno stanje
pri ¢emu je pad napona manji od 0,5 mV/min (Capodaglio et al., 2013). Empirijski je utvrdeno da je
potrebno od 3 do 10 minuta da se napon na datom otporniku stabilizuje. Merni ciklus je zavrSen
merenjem napona otvorenog kola tokom 20 minuta. Sva merenja napona na MFC sistemima su
sprovodena jednom dnevno, u maksimalnom trajanju od 12 dana, ukoliliko nije drugacije naglaSeno.
Zapremina MFC tokom ovog perioda je odrzavana svakodnevnim merenjem i dodavanjem sterilne
demineralizovane vode do pocetne zapremine.
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Slika 3.3. Eksperimentalni sklop: MFC ¢elija, protobord tabla sa otpornicima i multimetar.
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3.2.3. Obrada i predstavljanje podataka

Primenom Omovog zakona, na osnovu oc¢itanih vrednosti napona U [V], raunata je ja¢ina
struje | [A] kroz dati spoljasnji otpornik.

(34)1=U/R

Snaga razvijena na otporniku P [W], posledica je aktivnosti mikrobne gorivne celije i
racunata je upotrebom sledece formule:

(35 P=UXI

Na osnovu ovih vrednosti dobijeni su grafici slede¢ih zavisnosti: izmerenog napona 0d
otpornosti, intenziteta generisane struje od otpornosti, koli¢ine generisane snage 0d otpornosti, kao i
gustine snage u zavisnosti od gustine struje.

Gustina struje J [A/m®] i gustina snage Pd [W/m®] su dobijene nakon $to se izracunate
vrednosti podele sa ukupnom zapreminom MFC sistema.

3.3. Elektrohemijska degradacija Reactive Black 5 (RB5)

Za elektrohemijsku degradaciju azo boja, gde je MFC kori$¢ena kao izvor elektri¢ne energije,
upotrebljen je vodeni rastvor boje Reactive black 5 (> 50%, Sigma-Aldrich). Radni rastvor RB5 je
napravljen u koncentraciji od 25 i 50 mg/L, u ukupnoj zapremini od 100 mL. Kao pomo¢ni elektrolit
koris¢en je 0,1M Na>SO4 (Jovi¢ et al, 2013). Za generisanje hidroksil radikala, elektro-Fentonovom
reakcijom, u nepodeljenu elektrohemijsku ¢éeliju dodavan je vodonik-peroksid (30% wi/w, Zorka), u
koncentracijama od 0,5, 1, 3, 5, 7 i 10 mM. Da bi se utvrdio udeo elektricne energije generisane iz
MFC u ukupnoj degradaciji RB5 postavljen je kontrolni eksperiment u kome su koris¢eni isti odnosi
RB5 i vodonik-peroksida ali bez uklju¢ivanja MFC u strujno kolo. Za degradaciju je koris¢en
dvoelektrodni sistem koji se sastojao od Pt (3 cm?) elektrode i radne elektroda koja sadrzi Fe (15%
Fe, 12,56 cm?). Razlika potencijala izmedu elektroda tokom procesa degradacije praéena je pomocu
pH-metra (MA 5705, Iskra, Jugoslavija). Sva merenja su izvodena u tri ponavljanja.

3.3.1. Radna elektroda

Radna elektroda koja je koris¢ena u studiji je mikroporozna grafitna elektroda sa 15% Fe.
Napravljena je kalcinacijom grafitnih granula veli¢ine 70 pm (prose¢na srednja vrednost granula),
smole i gvozde(IlI)-nitrata nanohidrata (Fe(NOz3)3 x 9H20). Za pripremu elektrode koriséeno je 3 g
grafitnih granula visoke gustine (oznake VPG-4), 0,9 g Novolac fenol-formaledehid smole SFPR-
054 (koja sadrzi 26% mase heksametilentetramina) i 0,585 g Fe(NOz)3 X 9H20. Termoliza je vrSena
na 950 °C, tokom 10 h. Ceo proces pravljenja grafitne elektrode sa gvozdem opisali su Manojlovi¢ i
saradnici (Manojlovi¢ et al., 2020). Na slici 3.4. predstavljen je SEM snimak kompozitne
mikroporozne grafitne elektrode sa 7% gvozda i granulacijom od 70 pum, koji najvise odgovara
opisanoj radnoj elektrodi.
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Slika 3.4. SEM prikaz (A, B) grafitne mikroporozne elektrode sa 7% gvozda pod
uvecanjem od 500 x; C) model kompozita radne elektrode na kome su prikazane grafitne granule
(1), sloj staklastog ugljenika (2), otvorene pore (3), zatvorene pore (4) i ¢estice gvozde(I1,III)-
oksida (Fe304) (Adaptirano: Manojlovi¢ et al., 2020).

3.4. Detekcija proizvoda degradacije

3.4.1. UVIVIS spektrofotometrija

Efikasnost obezbojavanja RBS5 je pracena nakon 0, 2, 4 1 6 h elektrodegradacije snimanjem
spektra na talasnim duzinama u opsegu od 200-800 nm (UV Visible 1280 spektrofotometar,
Shimadzu). Procenat dekolorizacije RBS5 boje je odreden na osnovu sledece relacije:

(36) Dekolorizovana boja (%) = (4, — A)/A — 100
Ao - izmerena absorbanca pocetnog rastvora boje na maksimalnoj talasnoj duzini (Amax=590)

A - izmerena absorbanca boje nakon odredenog vremenskog intervala elektrohemijske
degradacije

Procenat dekolorizacije praen je poredenjem UV spektara uzorka boje posle
elektrodegradacije kao i ekvivalentne kontrole koja je identicna uzorku ali nije podvrgnuta
elektronemijskoj degradaciji.

3.4.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

Prisustvo odgovarajuc¢ih funkcionalnih grupa kod degradovane i nedegradovane RB5 je
potvrdeno snimanjem spektara na aparatu Nicolet 6700 (Thermo Scientific, SAD) metodom
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priguSene totalne refleksije (eng. Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, ATR-FTIR). Oblast snimanja je obuhvatala od 4000 do 500 cm™. Snimljeni su spektri
za inicijani rastvor boje RB5 25 mg/L (0 h) i degradovane boje (25 mg/L + 3% H202) nakon 6 h.
Spektri su obradivani u Omnic 7.0 programu, a potom su uporedivani sa literaturnim podacima
(Pretsch et al., 2000).

3.4.3. Te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC)

Identifikacija glavnih proizvoda degradacije RB5 je izvrSena koris¢enjem Thermo Scientific
Accela te¢ne hromatografije visokih performansi (eng. High-performance liquid chromatography,
HPLC) sa trostrukim kvadrupolnim analizatorom mase, TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Koris¢ena je kolona Termo Scientific Accucore aQ. Eluiranje je izvedeno
koris¢enjem mobilne faze koja se sastojala od rastvora A: ultra ¢iste vode, 0,1% HCOOH, 5 mM
HCOONHqs i rastvora B: MeOH, 0,1% HCOOH, 5 mM HCOONHya, na sledeci nacin: 0-0,5 min 0%
rastvora B, 0,5-7 min 70% rastvora B, 7-12 min 100% rastvora B i od 12-16,5 min 0% rastvora B.
Jonizacija je izvedena u H-ESI rezimu. MS spektri su dobijeni skeniranjem koje pokriva opseg od
40-1000 m/z. Uzorci su bili filtrirani kroz PFTE filtere od 0,22 mm, pre pustanja kroz kolonu. Podaci
su analizirani koris¢enjem softvera Xscalibur 3.0.63, 2014 (Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.5. Ispitivanje ekotoksicnosti proizvoda degradacije RB5 boje

Ekotoksi¢nost boje RB5 pre i nakon elektrohemijske degradacije ispitivana je u skladu sa
standardom ISO 11348-3, pri ¢emu je koris¢en luminometar BioFix® Lumi-10 (Macherei-Nagel
GmbH & Co. KG, Duren, Nemacka). Liofilizovana bakterijska suspenzija, Aliivibrio fischeri NRRL
B-11177, koris¢ena za ispitivanje toksi¢nosti pripremljena je od komercijalno dostupnog reagensa
(Macherei-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Nemacka). Nakon rekonstitucije, bakterije su inkubirane
na 15 °C sa 0,5 mL razli¢itih koncentracija netretirane i tretirane azo boje u koje je dodat NaCl do
finalne koncentracije od 2%. Uzorci su pripremljeni metodom serijskog razblazenja i ispitivane
koncentracije su bile: 3,13%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% (v/v). Bioluminiscencija je prac¢ena nakon
15 min. Svi testovi su radeni u triplikatu. Rezultati su prikazani kao ECso vrednosti tj. efektivno
razblazenje uzorka koje izaziva 50% inhibicije luminiscencije.
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4. Rezultati 1 diskusija
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U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je upotreba elektriéne energije generisane u
metaboli¢kim procesima anaerobne i aerobne respiracije mikroorganizama prisutnih u MFC sistemu
za elektrohemijsku degradaciju reaktivnih organskih (azo) boja.

Prvi deo eksperimenata je obuhvatio fizicko-hemijsko i mikrobiolosko ispitivanje sedimenta
prikupljenog sa usca reke Save u Dunav. Dizajnirana je MFC sa re¢nim sedimentom i analizirane su
njene performanse merenjem napona, a potom i preraCunavanjima na generisanu struju i snagu u
samom sistemu. Za postizanje maksimalnih radnih performansi, ispitivane su MFC ¢elije nakon
biostimulacije i bioaugmentacije reénog sedimenta. Pored ispitivanja pojedinatne MFC, pracene su
i vrednosti produkcije elektriéne energije prilikom paralelnog vezivanja 3 MFC ¢elije.

Zajednica mikroorganizama koja je odgovorna za generisanje elektri¢ne energije, opisana je
u drugom delu, izolovani su i okarakterisani mikroorganizmi zastupljeni u anodnom i katodnom delu
MFC, molekulskom karakterizacijom. Takode, metagenomskom analizom okarakterisan je re¢ni
sediment i re¢ni sediment koji je biostimulisan.

Fokus u tre¢em delu eksperimentalnog rada je bio na upotrebi generisane elektricne energije
na dekolorizaciju i degradaciju azo boje Reactive Black 5 (RB5). Pra¢ena je promena koncentracije
boje RB5 i variran je sadrzaj vodonik-peroksida u elektrohemijskim reakcijama dekolorizacije.
Strukturnim instrumentalnim metodama detaljno je pracen proces razgradnje same boje i njenih
nastalih proizvoda. Azo boje stvaraju ogromne probleme u Zivotnoj sredini, pa je ekotoksikoloSkom
analizom ispitan uticaj RB5 i njenih novonastalih degradacionih proizvoda.

4.1. Optimizacija rada MFC sistema

4.1.1. Karakterizacija re¢nog sedimenta fizicko-hemijskim 1 mikrobioloSkim

metodama

Originalni uzorak re¢nog sedimenta sa usca reke Save u Dunav okarakterisan je blago
alkalnom pH vredno$¢u, umerenim sadrzajem organske supstance i sa visokim sadrZzajem azota
(Tabela 4.1.). Zastupljenost teSkih metala je u okviru granica propisanih Pravilnikom o kvalitetu
zemljista Srbije (Sluzbeni glasnik, 2019), osim nikla i kobalta, ¢ije su koncentracije nesto vise od
gornjih grani¢nih vrednosti.

Broj zastupljenih razlicitih grupa mikroorganizama u re¢nom sedimentu je bio u opsegu od
10* do 10° CFU/mL (Tabela 4.1.). Prema do sada opisanim rezultatima upotrebljenog re¢nog
sedimenta u MFC sistemima, broj sulfat-redukujuéih bakterija zahteva prisustvo od najmanje 107
CFU/mL (Angelov et al., 2013). Kako bi bile dobijene bolje performanse rada same ¢elije, stimulisan
je rad anaerobnih mikroorganizama, narocito SRB bakterija.
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Tabela 4.1. Sastav kompozita re¢nog sedimenta koris¢enog za konstrukciju MFC

Parametar Vrednost Sadrzaj Vrednost, _ Grupa_ Vrednost,
metala mg/kg s.s.  mikroorganizama CFU/g
Procenat vlage, % 334 Hg <0,01 HAB 2,40 x 10°
pH (1:2.5 u H20) 7,70 As 5,68 KP 7,90 x 108
CaCO03, % 4,99 Co 12,1 AB 2,40 x 104
Ukupni C, % 3,58 Ca 81066 SRB 6,47 x 10*
Organski C, % 2,98 Mg 15772
Neorganski C, % 0,60 Na 1150
Ukupni N, % 4,74 K 4667
Ukupni S, % 0,24 Fe 7715
Ukupni H, % 0,89 Ni 51,8
Cu 10,4
Zn 93,7
Pb 18,3
Al 6849
Cd 0,31
Mn 287
Cr 52,3
Mo <0,10
B 385

4.1.2. Eksperimentalna postavka MFC ¢elija

Osnovni sediment za formiranje MFC ¢elija je bio re¢ni sediment. U prvom delu je izvrSeno
postavljanje 1 karakterizacija 4 razli¢ite MFC ¢elije, kako bi se odredilo koja od ovih ¢elija se odlikuje
optimalnim performansama radi postizanja najboljih vrednosti gustine struje i snage u narednim
eksperimentima:

MFCo— kontrolna ¢elija,

MFC, — ¢elija sa kompozitom recnog sedimenta,

MFC;— ¢elija sa biostimulisanim kompozitom re¢nog sedimenta,

MFCiii—¢elija sa biostimulisanim i bioaugmentisanim kompozitom re¢nog sedimenta.

YV VY

MFCo je sadrzao sterilan sediment (kompozitni sediment autoklaviran 30 min na 121 C)
izmedu anode i katode. Snaga MFC poti¢e od biohemijskih procesa mikroorganizama (Hoang et al.,
2022, Obileke et al., 2021), te je ova ¢elija sluzila kao abioti¢ka kontrola za sve ostale MFC. Nakon
formiranja MFCo, odmah je izvrSeno merenje napona, zbog daljeg gubitka sterilnosti. MFCy; je
pripremljen od kompozitnog sedimenta sa dodatim solima sulfata (NaSO4) i karbonata (Na>COs) u
ukupnoj zapremini 1% (w/w), kako bi se stimulisani autohtoni mikroorganizmi. Nakon pravljenja,
sediment je ¢uvan mesec dana u anaerobnoj atmosferi (3.1.2.6.) na 28 "C, nakon &ega je formirana
¢elija i meren je napon. MFCy; je pored neorganskih soli, dodatno bioaugmentisan sojevima
izolovanih i okarakterisanih mikroorganizama. Skladisten je i uvan mesec dana u anaerobnoj sredini
na 28 ‘C, kao i MFCjy,.

Naponi za MFC,, MFC,; i MFCyj; su svakodnevno mereni, a potom su na osnovu njih racunate
vrednosti gustine struje i snage sistema. Maksimalne vrednosti napona, gustine struje i gustine snage
po zabelezenim danima, navedeni su u tabeli 4.2. Na slici 4.1. se moze videti da napon raste sa
povecanjem otpora za svaku od ¢elija. Kontrolna ¢elija, MFCo generisala je maksimalan napon od
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25,3 mV tokom merenja. MFC, je bila aktivna svega pet dana, nakon ¢ega njena aktivnost opada.
Najvece zabelezene vrednosti za napon su bile tokom drugog dana, od 261,2 mV. U sli¢nim studijama
sa recnim sedimentom, Abbas i koautori su dobili napone u rasponu od 200 do 300 mV (Abbas et
al., 2018). Poredenjem vrednosti napona izmedu MFCo i MFC,, jo$ jednom je dokazano da
mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u razgradnji organske supstance, samim tim i produkciji veceg
napona (Alipanahi, Rahimnejad, 2018). Kod MFCy, svi mikroorganizmi su iz re¢nog sedimenta
uklonjeni sterilizacijom i mala koli¢ina napona potice isklju¢ivo od organske supstance. Razlika u
prisustvu mikroorganizama, dovodi do generisanja skoro 10 puta ve¢eg napona kod MFC, u odnosu
na MFCo.

Tabela 4.2. Maksimalne vrednosti napona (U), gustine struje (lgen) i gustine snage (Pden) Za opisane Celije:
MFCo, MFC,, MFCy i MFCy;1. Opseg otpornika na kojima su vrSena merenja su od 1 kQ do 10 MQ.

MFC MFC, MFC MFCy
U (mvV) 25,3 261 480 521
lgen (MA/M?) 0,93 145 241 192
Pgen (MW/mM?3) 0,004 4,25 10,6 8,80
Postignut
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Slika 4.1. Vrednosti napona na nizu otpornika za Cetiri razlicita tipa MFC (MFCo, MFC,, MFCy,
MFCiii) tokom visednevnih merenja (Adaptirano iz Joksimovi¢ et al., 2020).
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Maksimalne vrednosti napona, od 480 mV, MFCy je proizvela osmog dana od pocetka
merenja. MFCj je dostigla nesto veci napon od 520 mV, dva dana kasnije. Znacaj sulfata i karbonata,
kao dodatnih izvora koji podsti¢u rast mikroorganizama u anodnom delu, ogleda se u produkciji
vec¢eg napona MFC i MFCyy;, u odnosu na MFC,. Sli¢an trend zapazili su Li i saradnici (Li et al.,

2019), koji su koristili sulfatni supstrat za mikroorganizme u MFC sistemima.
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Slika 4.2. Zavisnost napona od gustine struje za MFCo, MFC,, MFCy;, MFCyj.

Na slici 4.2. mogu se videti vrednosti napona u zavisnosti od gustine struje, gde se uocavaju
mala odstupanja medu krivama. Takode, moze se zakljuciti da sa porastom gustine struje dolazi do
naglog pada napona. Najvece vrednosti napona dostizu MFCy; i MFCyy; sistemi, osmog, odnosno
desetog dana. Vrednosti napona MFCy; iznose 480,4 mV pri gustini struje od 0,27 mA/m?3 za otpornik

otpornosti 10 MQ. Na istom otporniku MFCy;; ima vrednost napona 515 mV pri gustini struje od 0,28
mA/m3.
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Slika 4.3. Gustina struje izra¢unata na seriji otpornika za MFCo, MFC,, MFC,;, MFCy; (Adaptirano
iz Joksimovi¢ et al., 2020).

Prema prikazu na slici 4.3., najveée vrednosti struje su zabeleZene, upravo na najmanjim
otpornostima, Sto je u korelaciji sa jedna¢inom Omovog zakona. Oc¢ekivano, najmanja gustina struje
je zabelezena kod MFCo, od svega 0,93 mA/m3. Ova koli¢ina poti¢e prvenstveno iz organske
supstance i razlike potencijala u anodnom i katodnom delu, usled izostanka prisustva
mikroorganizama (Abbas et al., 2019; Guo et al., 2019). Kod MFCnajveca gustina struje je izmerena
nakon drugog i treéeg dana, i to 145,3 mA/m® (6.50 mA/m?) i 130,3 mA/m? (5.90 mA/m?) redom.
Do sada publikovane studije 0 koli¢ine struje, iz prirodnog rec¢nog sedimenta su daleko nizih
vrednosti (4,1 mA/m? i 0,75 mA/m?), koje su prikazali Abbas, Nastro i koautori (Abbas et al., 2018,
Nastro et al., 2019), Sto pokazuje da sediment Dunava ima visok potencijal za proizvodnju energije.
Dodatni supstrati i izolovani mikroorganizmi iz sedimenta kod MFC,; su pokazali dobre prinose u
koli¢ini generisane gustine struje, gde su tokom osmog i devetog dana zabeleZene vrednosti od 192,9
i 167,3 mA/m®. Dobijene vrednosti za gustinu struje kod MFCy su ipak nesto nize u odnosu na
MFCy, gde je zabelezeno tokom prvog dana gustinu struje od 251,8 mA/m? i tokom osmog dana
gustinu stuje od 241,1 mA/m3 Ovakav rezultat pokazuje da je bilo dovoljno biostimulisati
mikroorganizme ve¢ prisutne u sedimentu za bolju degradaciju i oslobadanje elektrona u MFC
sistemu (Gojgi¢-Cvijovié et al., 2012; Xu et al., 2019).

Napon dobijen uzastopnim merenjima i izraCunata gustina struje, omogucili su odredivanje
gustine snage po jedinici zapremine MFC sistema, slika 4.4. Kontrolna MFCy je pokazala najmanju
gustinu snage 4,89 x 10 mW/m?3 pri otporniku od 500 kQ. Najveca gustina snage je izra¢unata kod
MFCy 10,67 mW/m?3 pri otporniku od 5 kQ, zatim sledi MFCyj sa nesto nizim vrednostima od 8,80
mW/m? (na otporniku od 20 kQ) i MFC, sa svega 2,71 mW/m? (na otporniku od 2 kQ). Vrednosti
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dobijene gustine snage su korelaciji sa dobijenim vrednostima kod drugih publikacija (Wang et al.,
2019).
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Slika 4.4. Gustina snage po jedinici zapremine na seriji otpornika za MFCo, MFC,, MFC;, MFCy
(Adaptirano iz Joksimovi¢ et al., 2020).

Vazne podatke nam daje i kriva gustine snage, koja predstavlja zavisnost gustine snage od
gustine struje u MFC sistemu, $to je za svaku ¢eliju prikazano na slici 4.5. 1z ovoga se vidi da je
najveca aktivnost kod MFC), bila tokom osmog dana, kada su zabeleZene i najvece vrednosti gustine
snage i napona.
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Slika 4.5. Kriva gustine snage-poredenje gustine snage u odnosu na gustinu struje za sve Celije
(MFCo, MEC,, MFCy;, MFCii) (Adaptirano iz Joksimovi¢ et al., 2020).

Elektrogena zajednica prisutnih mikroorganizama, sa dovoljnom koli¢inom izvora hrane, u
obliku organske supstance, moze proizvesti aktivne MFC sisteme sa ovakvim gustinama snage
(Winfield et al., 2011). Razlika u aktivnosti kod MFCy; i MFCy;; se moze objasniti drugacijim
protokom elektrona i provodljivosti same ¢elije. Ne moze se sa sigurnoscu tvrditi da li je veci uticaj
konzorcijuma mikroorganizama ili specificnih vrsta na produkciju struje i snage MFC, jer je
neophodno uzeti u obzir i ostale faktore, poput izvora supstrata i radnih uslova (Cao et al., 2019,
Hoang et al., 2022, Logan et al., 2019).

4.1.3. Performanse MFC ¢elija koris¢enih za degradaciju RBS

Tri MFC ¢elije su formirane od sedimenta koji je kori$¢en za formiranje MFCy i paralelno
povezane, u cilju generisanja veceq intenziteta elektri¢ne struje (Prasad, Tripathi, 2018). Direktna
veza ostvarena je izmedu tri MFC sistema, radne i Pt elektroda koje su uronjene u rastvor boje RB5.
Pre tretmana same boje, opisane su elektrohemijske performanse MFC.
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Slika 4.6. Eksperimentalni rezultati karakterizacije MFC sistema, koji se sastoji od tri paralelno
povezane ¢elije, koriséene u procesu dekolorizacije: A) Gustina struje i gustina snage na eksternim
otpornicima povezanim na MFC sistem; B) Kriva gustine snage za MFC sistem koji se koristi u
elektrohemijskom tretmanu RB5 (Adaptirano iz: Joksimovi¢ et al., 2022).

Slika 4.6. predstavlja performanse MFC sistema koji Cine tri paralelno povezane MFC ¢elije.
Na osnovu svakodnevnih merenja, najve¢a zabelezena koli¢ina gustine struje iznosila je 276,05
mA/m3. Generisana struja je skoro pet puta visa, nego ona $to su Tampa i koautori koristili u svojim
eksperimentima za tretman otpadnih voda (Tampa et al., 2020). U nastavku, dalji eksperimenti su
pokazali da je ova koli¢ina elektricne energije dovoljna za dekolorizaciju i degradaciju RB5 nakon
samo 2 h. Da bi se proizvele veée koli¢ine elektriéne energije neophodna je i postavka ve¢ih MFC
sistema ili povecanje broja paralelno povezanih éelija, Sto bi doprinelo da se ceo proces degradacije
ubrza. Ne treba zaboraviti da je ovo besplatna energija koja se generiSe i ne zahteva dodatna ulaganja
(Jovic et al., 2013, Kariyajjanavar et al., 2011).

Pre otpocinjanja procesa degradaciju boje, merene su vrednosti napona koji generise MFC
sistem, iz C¢ega su potom obracunate vrednosti gustine struje i snage. Tokom elektrohemijske
degradacije, merena je razlika potencijala izmedu radne i platinaste elektrode, svakodnevno. Razlika
potencijala je iznosila od 264 do 320 mV, §to je pokazano u tabeli 4.4. Ovakvi rezultati odgovaraju
dobijenim podacima koje su saopstili Dios i saradnici (De Dios et al., 2014, Kariyajjanavar et al.,
2011). Proces dekolorizacije i degradacije rastvora boje od 25 mg/L RB5 sa 0,5 mM H2O; pri razlici
potencijala od 295 mV i gustini snage od 50 mW/m?3, iznosio je ¢ak 98%, §to je u rangu sa jac¢inom
MFC u drugim istrazivanjima (Khalik et al., 2017). Vrednosti napona za svaku ¢eliju ponaosob bice
predstavljeni u tabeli 4.4. u delu optimizacije degradacije RB5 (4.3.2).

4.2. Analiza mikrobnih zajednica u sedimentima

4.2.1. 1zolovanje i karakterizacija mikroorganizama

Iz kompozitnog sedimenta izolovane su i okarakterisane Ciste kulture bakterija, zastupljenih
u anodnom 1 katodnom delu MFC, pri ¢emu je paznja bila usmerena na anaerobne bakterije.
Sekvenciranjem 16s rRNK dobijene su slede¢e konsenzusne sekvence:

>Consensus |

ACCAATTTGTTCACCTTAGGCGGCTGGCTCCTTACGGTTACCCCCCCGACTTCCGGTGT
TACAAACTCTCCTGGGGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGGCCCGGAACGTATTCCCCCC
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GGCATGCTGATCCCCGATTACTAACGATTCCAGCTTCATGTAGGCCAATTGCAGCCTAC
AATCCGAACTGGGAATGGGTTTATGGGATTGGGTCTACCTCCCGGGTTCCCGACCCTTT
GTACCTTCCCTTTGTACCCGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGGGTGGAGAATTGGCC
GCCTCCCCACCTTCCCCCCGGTTGGCACCGGGAATCCCCTTTAAAGTGCCAACTTAAGG
GTGGCAACCTAAATTAAGGAAGGTTCCGCTTGCTGGACTTTTCCCCACAACACATCAC
CACAAGTTATGAACACCTAGGTGCACCACGTATTTTGTTGTCCCCCGAGGGGGAAAAC
TCTATCAGGAGAGCGGAAAAGGACAACAAAATTAAGAGAGCTCTTCTTGGTTGGACTG
AAAAAGTATATTTTACATTGTTAGTGAGAACCTAAAAAATACAATTTAAATTTTCTCTT
CCCACCCAGCAACGAACCGGACAAAAAAGGAGTAATCAG

>Consensus I

TGGTATAGACAGTGGAATCCGCCGACCGAGGTATTTCCAATGGGGTGGCTGAAGCCCA
CAATGTTTGAGAGCACCACACTGCCCGCCACACATGTTCCGGGCCCTTGCATAAGTGG
CGCCGTACGACTAGGCGCTAATGATCGCTAAGGTCGAAGTACATCCGCTCAACGTCGG
ATGTTAGGCTTGACTCTTGCCAAAATACTCTAATCGAGGTGGAGCGCCAGAACGTCTG
GGAAGGGGGGGTGCTAATATCATGCACAGATCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTA
CTTAACTGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGCCGTAACCTGCCCATAAG
ACTGGTTGAATAACTACCGTGACGCATACGACAACRTGAATGCATGGTTCGARATTGA
AAGGCTCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCTGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGRAACGGCTCACCAAGGTCTCCAACGATGCGTAGCCGATTCCTGAGAGGGTGATCG
AAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCGGCATGACGGACAACGCCTCACGAGTGATGAAGGCT
TTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACGTGAAGTGCTAGTTGAATAAGCTG
GCACCTTGACGGTACCATAGACCAGGACAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATAC

>Consensus 11

GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGGAGT
AACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAATGCTAAGTGTTAGAAGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACA
GGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAAAATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGG
TGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGGAAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGGC
CCTTTATGACCTGGGGCTACCCCCGTGCTAAAAAGGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAA
ACCGCCA

>Consensus IV

AATTATGACGTTTTTCGAATTGTAAAGCTTTTTTTTTAGGGACGATAATGACGGTACCT
AAGGAGGAAGCCAGGGGTAACTACGTCCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGACAA
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GCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGTGTATATTTAAGTGGGATGT
GAAATACCCGGGCTTAACCTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGATATCTAGAGTGCAGGA
GAGGAAAGGAGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAATACC
AGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTAGG
GGTTGTCATGACCTCTGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGACTTGACATCTCGTGAATTACT
CTGTAATGGAGGAAGCCACTTCGGTGGCAGGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTT
GCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAGCGAGACTGCCCGGGTTAACCGGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGGCTACACACCTGCTACAATGGTC
GGTACAATGAGATGCAACCTCGCGAGAATGAGCAAAACTATAAAACCGATCTCAGGT
CGGATTGTAAGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTGCTAGTAATCGCGAATCA
GAAGGCCCGGGAAACCTTCCCGGCCTGTACCCCCCCCTCCCCCCTTAAATTGCTACCCC
CATTTTGGGTTCCCCGGGGGGGGCCTTGGGGGGGGAGAGTGGGGGGGEEEGEGGGLETG
GGGGGGGGGGCCACCAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAGATAAGGGGTTCCTTCTCGAGGTGTAGGGTGAGGTATAGTTTTTGTGTAGTAAA
ACACCTCGTCGACCCCCCAGTGTAGCGGACCACAAAATAAAGTGGTATTAGAGCATGT
TATTTTGCGTAGTGTGATTGGACAAGCAGGCTACACACGTATCTCCTTTGCTGACTGTT
ATATTTAATACTCCATCGACGATTGTAGTGCAGAGTTTGCGTGTTT

>Consensus V

TTTTTTTCTTCCCAAAAAAACGGGGGGGGCCATAAAAAAAGAAGAAAAAAAAGGGTT
TTTCTTTTTTTTGGGGGAGGGGGGGAAAACGGTGAATTTCCTAAAGGGGGAAATTCCG
GAACCGGGGTAAAACCGGATAAAAAAAGAAGAAGCATTTCTTCTTTTTTAAAGTCGGT
TTCGGCTGACACTTACAGAAGAGCCCGCGGGGCCTTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGT

TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGCGA
AAGCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGAAAA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTTTTTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGGTT
CCACCCTCAGTGCTGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGA
TAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGA
TACAAAGGGTTGCGAAGCCGCCAGGCCAAGCCAATCCCAAAAAGTCATTCTCAGTTCG
GATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATTAAACCGGAATTGCTAGTTATCGCGGATCAAC
ATGCCGCGGTGAATAAGTTCCCGGGCCTTTTCCCCGCCGCTACCCCAAG

>Consensus VI
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CATGCAGTCGAGCGAGGAAAGATAGCTTGCTATCAATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACGCGTGGGTAACCTGCCCTATACACATGGATAACATACCGAAAGGTATGCTAATAC
AAGATAAAACATTGATAAGGCATCTTATTAATGTCAAAGATTTATCGGTATAGGATGG
GCCCGCGTCCCATTACTTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGACCACGATGGGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCG
TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTCCTCAAGGAAGAATATTGACGGT
ACTTGAGGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGG
GCTAGCGTTATCCRGTAATTWSKAGGGYRTAWAGSGTGCGTWGGKKGTTTWWTMAC
GTCMGMGGTGAMAKGSTRCGRYYCAACYGTAGTMASCCYTATGAAACTATARAACTT
GAGTGCMGGASAGGARAGTARAWTTCCCAGTGTASCGGTGAAATGCGTAGATATTTG
GGAGGAATACCAGTTGCGAAGGCGGCTTTTCTGGACTGTAACTGACACTGAGTGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGA
GTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCCTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCG
CCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
GCAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACA
TCCCTTAGACCGATTCTTAACCGAATCTTTCCCTTCGGGGACTAAGGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCCTATTTTTAGTTGCCAGCATTTCGGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGAGGATA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGCTAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCCCT
TAAAGCTAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTG
CTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCACGGGAGTCGGGGGCACCCGAAGTCAGCTATCCAACCGCAAGGAGG
AAG

Poredenjem dobijenih sekvenci sa bazom podataka dobijeni mikroorganizmi pripadaju
rodovima Clostridium, Bacillus i Tepidibacter. Prema dostupnoj literaturi, upravo ove grupe
mikroorganizama imaju najve¢i doprinos u MFC sistemima. Rodovi Clostridium (Abbas et al., 2019)
Bacillus (Liu et al., 2017) i Tepidibacter (Li, Nealson, 2015) omoguéavaju transfer ekstracelularnih
elektrona bez posrednika (Guo et al., 2019, Xu et al 2019). Medu izolovanim sojevima, Clostridium
se pokazao kao najbolji izbor u MFC sistemima za proizvodnju elektri¢ne energije i najvece snage.

Tabela 4.3. Molekularna identifikacija na osnovu sekvenciranja 16s rRNK izolovanih bakterijskih sojeva iz
recnog sedimenta

Oznaka Identifikacija Identifikacioni Procenat DuZina
konsenzusne broj u NCBI bazi sli¢nosti, % sekvence,
sekvence podataka ) .
bazni parovi
| Bacillus marasmi NR_147397.1 86,76 624
I Bacillus thuringiensis NR_043403.1 88,58 763
i Cytobacillus firmus NR_112635.1 98,08 1044
v Clostridium butyricum NR_113244.1 97,50 1320
\ Fictibacillus NR_118455.1 98,41 1375

phosphorivorans

VI Tepidibacter mesophilus NR_108539.1 91,58 1387
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4.2.2. Metagenomska analiza sedimenta

Metagenomska analiza je koriS¢éena da bi se utvrdile razlike u sastavu zajednice
mikroorganizama u kompozitu recnog sedimenta, koji je sluzio za formiranje MFC,, kao i u
biostimulisanom kompozitu reénog sedimenta, koji se koristio prilikom formiranja MFCy. Pored
Cistih bakterijskih kultura opisanih u poglavlju 4.2.1., metagenomskom analizom poredena su dva
sedimenta i detektovane su vrste koje nije uvek moguce izolovati u laboratorijskim uslovima. Uzorak
re¢nog sedimenta ima veliki diverzitet, vise od 50% identifikovanih rodova je zastupljeno sa manje
od 1%. Ostatak prisutnih rodova ¢inili su Nocardioides (10,7%), Ornatilinea (6,6%), Terrimonas
(3,9%), Methylobacter (3,8%), Anaerolinea (2,7%), Kaistobacter (2,4%), Longilinea (2,3%),
Rhodoplanes (1,6%), Luteibacter (1,6%), lamia (1,4%), Fodinicurvata (1,3%) i Dethiobacter (1,1%)
kao najzastupljeniji. U biostimulisanom sedimentu, odnos mikroorganizama je nesto drugaciji u
odnosu na polazni sediment. U ¢ak 84% opisanih mikroorganizama nasli su se Aliidiomarina
(17,2%), Halomonas (16,7%), Alkaliphilus (12%), Bacteroides (12%), Dethiobacter (5%), Bacillus
(4,4), Clostridium (4,3%), Dehalobacterium (2,6%), Fodinicurvata (2%), Pseudomonas (1,2%),
Desulfosporosinus (1,1%), Marinobacter (1,1%), Desulfosporosinus (1,1%) i Denitrobaculum
(1,1%). Poklapanja izmedu dva sedimenta se uo€avaju i na slici 4.7., ali je viSe nego ocigledno vece
prisustvo biostimulisanih mikroorganizama. Dominantan tip kod oba sedimenta je tip Proteobacteria
sa 39,6% zastupljenosti kod biostimulisanog sedimenta 1 12,87% kod kompozita re¢nog sedimenta.
U nativnom sedimentu posle tipa Proteobacteria, potvrdeno je jos prisustvo Actinobacteria (12,18),
Chloroflexi (10,55), Bacteroidetes (3,88) i Firmicutes (3,84). Poveéano prisustvo tipa Chloroflexi
obezbeduje nedostatak elektrona tako Sto proizvodi vodonik koji je neophodan za proizvodnju
energije (Wang et al., 2019). Kod biosimulisanog sedimenta uocava se povecana zastupljenost
bakterijskih tipova Firmicutes (33,33%) i Bacteroidetes (10,65%), dok je tip Actinobacteria (0,26%)
najmanjem procentu prisutan. U svojim nezavisnim studijama, Cao, Xu i Zhao sa saradnicima
prijavili su slican odnos dominantnih tipova egzoelektrogenih bakterija, $to pokazuje da upravo oni
igraju vaznu ulogu prilikom prenosa elektrona u prirodnom okruzenju koji je doprineo dobrim
performansama MFC ¢elije (Cao et al., 2019, Xu et al., 2018, Zhao et al., 2018).

78



B zastuplfenost rodeva bakterijo manfa od 1%
" Sphingomeonas
g Usitatibacter
g Thermomarinilinea
g_lamia
g Rhodoplanes
mg_ Longilinea
mg_ Kaistobacter
m g Anaerolinea
mg Tarimonas
mg  Luteibacter
mg  Metlplobacter
g_ Ornatilinea
g Nocardioides
g Niallia
g Denitrobaculum
40 mg_ Marinobacter
Wz Desulfosporosimis
B g Pseudomonas

30 mg__Dehalobacterium

100
20
80
70
60
30

m g Fodmicumata

Ude o pojedinaénih rodova u ukupnom broju bakte rija, %

mg  Closiridium

mg_ Bacilius

mg_ Dethiobacter
g_ Bactersides
g Alkaliphilus

mg_ Halomonas

10

kompozit refnog sedimenta biostimulisan komp ozit reénog
sedimenta

m g Alfidiomaring

Slika 4.7. Metagenomska analiza nativnhog kompozita i biostimulisanog kompozita re¢nog
sedimenta upotrebljenih za formiranje MFC.

4.3. Dekolorizacija i degradacija azo boje RB5

4.3.1. Dekolorizacija razli¢itih koncentracija boje RB5

Za ispitivanje efikasnosti dekolorizacije koris¢ene su razli¢ite koncentracije RB5 od 25 i 50
mg/L. Svi eksperimenti su izvodeni pri istim uslovima u okviru eksperimentalne greske. Medutim,
kako se u nasem slucaju radi o heterogenoj katalizi, usled nehomogenosti raspodele Cestica gvozda 1
magnetita na aktivnoj povrSini elektrode, moze do¢i i do povremenih promena u Kkatalitickoj
aktivnosti elektrode.
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Slika 4.8. Efikasnost dekolorizacije razli¢itih koncentracija RB5 boje, predstavljenih po bojama
zuta 25 mg/L i zelena 50 mg/L, sa koncentracijama H202: A) 0,5 mM H202 i B) 1 mM H20>
(Adaptirano iz: Joksimovi¢ et al., 2022).

Koncentracija boje od 25 mg/L se za naSe elektrohemijske degradacije pokazala kao idealan
model sistem za varijacije sa peroksidom. Sa 0,5 mM H20: doslo je do dekolorizacije od 98% nakon
svega 2 h. Kod primene 1 mM H0,, trebalo je 4 h kako bi se se dekolorizovalo 93% boje RBS.
Uspesnu potvrdu dekolorizacije 25 mg/L boje RB5 od preko 90% pokazali su i ostali istrazivaci,
Dafale, EI-Dein, Kansal i drugi (Dafale et al., 2008, El-Dein et al., 2003, Kansal et al., 2009). Dosta
dobar rezultat pokazan je i na rastvoru boje od 50 mg/L sa 1 mM H20O>, gde nakon 6 h se dobija
97,8% dekolorizovane RBS. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa ostalim istraZivanjima (Saba et al.,
2018). Na osnovu rezultata i grafickog prikaza na slici 4.8. vidimo da je sa 25 mg/L boje kod obe
varijante peroksida u najkra¢éem vremenskom intervalu postignuta najve¢a dekolorizacija. Ovi
preliminarni rezultati su pokazali da je za dalju optimizaciju dekolorizacije i degradacije najbolje
raditi sa koncentracijom RB5 boje od 25 mg/L.

4.3.2. Optimizacija dekolorizacije RB5 sa varijacijama u koncentraciji peroksida

Rastvor boje od 25 mg/L RBS5, sa razli¢itim koncentracijama H20. (0,5-10 mM)
elektrohemijski je tretiran sa MFC kao izvorom struje. Kontrola je predstavljala identian rastvor
boje i peroksida koji ne podleze tretmanu. Procenti dekolorizacije su prikazani u tabeli 4.4.
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Tabela 4.4. 1zmereni naponi kod rastvora RB5 prilikom elektrohemijske dekolorizacije i procenat
dekolorizacije nakon 2, 4 1 6 h, u prisustvu razli¢itih koncentracija H>O».

Procenat dekolorizacije, %

Izmereni srednji

napon, mv 2h 4h 6h
25 mg/LRB5 sa 0.5 mM H0: + 295 98,0 / /
Kontrola 0,8 19 /
25 mg/LRB5 sa 1 mM H0- + 264 87,7 93,3 /
Kontrola 0,5 1,3 3,6
25 mg/L RB5 sa 3 mM H20; + 289 28,6 49,5 96,9
Kontrola 5,2 6,1 8,9
25 mg/L RB5 sa 5 mM H;0, + 309 375 74,8 85,9
Kontrola 29 6,5 7,3
25 mg/LRB5 sa 7 mM H0- + 320 8,0 9,7 30,7
Kontrola 2,8 6,5 7,3
25 mg/L RB5 sa 10 mM H,0, + 305 25,2 38,1 355
Kontrola 16,2 29,7 39,9

Najveca vrednost postignuta je sa svega 0,5 mM H>O> za izuzetno kratko vreme. Nesto slabiji
rezultati su dobijeni sa 1 i sa 3 mM H202, gde je za 4 h, odnosno 6 h od pocetka tretmana
dekolorizovano 93% i 97% RB5 boje. Tretiranjem boje i 5 mM H;02, dobija se 85% dekolorizacije
nakon 6 h. Sli¢ne rezultate prikazali su i drugi istrazivaci, sa duzim vremenskim tretmanom (Al-
Tohamy et al., 2020). Najslabiji procenti dekolorizacije (30 i 35%) su dobijeni sa 7 i 10 mM H;O..
Ovakav rezultat potvrduje bolju efikasnost kod uklanjanja boje RB5 sa niskom koncentracijom H20»
(Bai et al., 2020, Yonus et al., 2020). Prisustvo vece koncentracije H2O, dovodi do sporednih reakcija
koje smanjuju koli¢inu dostupnog ‘OH radikala a samim tim i njihove manje raspoloZivosti za
reakciju sa bojom (Li et al., 2006). Kod vise koncentracije boje, postoje¢i radikali se dosta brze troSe,
a stvaranje novih je usporeno (Zhong et al., 2011), pa kod takvih koncentracija RB5 potrebne su ipak
vise koncentracije H202, $to se i vidi sa slike 4.8 kod koncentracije od 50 mg/L nakon dva sata. Nakon
4 sata je ve¢ generisano dovoljno za potpunu dekolorizaciju.

4.3.3. Analiza degradacionih proizvoda boje RB5
4.3.3.1. Rezultati UV/VIS spektrofotometrije

Za potvrdu degradacije boje koriS¢ene su analiticke metode. Prva od njih podrazumevala je
snimanje UV/VIS apsorbance RB5 boje u opsegu od 200 do 800 nm. Talasna duzina na kojoj je
pracena promena odgovara maksimumu od 590 nm (Dojc¢inovi¢ et al., 2011) Izabran je rastvor boje,
gde je pokazana najveca degradacija, od 25 mg/L i 0,5 mM H20,. Merena je promena apsorbance na
pocetku (0 h) i nakon §to je primeceno da je doslo do potpunog obezbojavanja rastvora, 2 h od pocetka
tretmana. Istovremeno je sniman spektar i kontrolnog uzorka, netretiran rastvor boje i peroksida.
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Slika 4.9. A) UV/VIS apsorpcioni spektri inicijalne boje RB5 boje (crna linija) i proizvoda
dekolorizacije (crvena linija) RB5 + 0,5 mM H202 nakon 2 h elektrohemijske degradacije, pomocu
struje iz MFC sistema, B) UV/VIS apsorpcioni spektri kontrole, rastvora boje RB5 (crna linija) i
boje RB5 sa 0,5 mM bez elektrohemijskog tretmana (crvena linija) (Adaptirano iz: Joksimovié et
al., 2022).

UV/VIS spektar inicijalne boje (RB5, 25 mg/L + 0,5 mM H202) nakon 2 h bez ukljucivanja
MEFC i nakon 2 h tretmana pod uobicajenim uslovima pri uklju¢enom MFC su prikazani na slici 4.9.
A. Uticaj vodonik-peroksida na boju, prikazan na 4.9. B slici, pokazuje da nema znacajne razlike u
spektrima na pocetku i nakon 2 h od postavke eksperimenta. Pik na 590 nm potic¢e od konjugovanih
aromati¢nih prstenova koji sadrze -N=N- vezu (Al-Tohamy et al., 2020), koja predstavlja
karakteristi¢nu odliku svake azo boje ponaosob (Noradin et al., 2017). Raskidanjem -N=N- veze,
koju izazivaju "OH radikali, dolazi do gubitka boje rastvora. Na slici 4.7. je oCigledno smanjenje
apsorbance RB5 boje na 590 nm nakon 2 h, §to je i vizuelno potvrdeno, slika 4.10.

Slika 4.10. Promena boje nakon elektrohemijske dekolorizacije RB5 25 mg/L + 0,5 mM H>O»,
nakon 2 h tretmana.
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Takode, na prilozenom spektru boje, mozemo zapaziti pik u oblasti izmedu 200-300 nm, Koji
poti¢e od prisustva manjih molekula (amina, ftalne kiseline, benzenovog prstena i drugih), gde takode
dolazi do smanjenja intenziteta pika, ali nakon duzeg elektrohemijskog tretiranja rastvora boje (Asad
et al., 2007, Bheemaraddi et al., 2014). Predlozen mehanizam degradacije boje je prikazan na slici
4.12. Evidentno je da, struja primenjenja iz MFC sistema ima stimulativan efekat na dekolorizaciju
RBS5, $to je u skladu sa drugim istrazivanjima (Lucas, Peres, 2006).

4.3.3.2. FTIR analiza degradovane RB5 bhoje

Za potvrdu degradacije RB5 boje, pored UV/VIS spektrofotometrije, radena je FTIR analiza
inicijalne boje od 25 mg/L RB5 i njenog rastvora nakon elektrohemijskog tretmana. IR spektri ova
dva proizvoda su poredeni i prikazani na slici 4.11.
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Slika 4.11. FT-IR spektar rastvora RBS5 boje, pre pocetka elektrohemijske degradacije (plava boja)
i nakon 2 h tretmana (crvena boja) (Adaptirano iz: Joksimovi¢ et al., 2022).

Najveca razlika u snimljenim spektrima se zapaza u intezitetu traka, prikazanih kod originalne
boje RBS5, koje su nakon tretmana dosta umanjene. Fisija aromati¢nih prstenova, potvrdena je
smanjenim intenzitetom i gubitkom pikova u niskofrekventnom podru¢ju od 620-850 cm™ (Al-
Tohamy et al., 2020). Spektar boje RB5 je imao uo¢ljivu traku na oko 3400 cm™, koja poti¢e od -NH
vibracija. Signal za C-C valentne vibracione strukture benzena je blago pomeren na 1637 cm™, sto je
pokazano u drugim istrazivanjima (Gahlout et al., 2013), a nakon elektronemijskog tretmana od 2 h,
intenzitet ovog pika je smanjen. Pikovi niskog intenziteta, koji poti¢u od -N=N- veza na 1500 cm™? i
1000 cm™ koji poti¢u od -C-O- valentnih vibracija, nakon tretmana nestaju. Ovo predstavlja potvrdu
da je doslo do razgradnje upravo tih veza kod same boje. Dva pika, na 1100 i 600 cm™, koji poti¢u
od C-H, odnosno -NH vibracija, zapazaju se i posle degradacije, $to je u skladu sa rezultatima koje
su prikazali Noex, Bilal i saradnici (Bilal et al., 2017, Neoh et al., 2015).

4.3.3.3. HPLC analiza degradovane RB5 boje

HPLC analiza rastvora boje RB5 (25 mg/L) je prikazana na hromatogramu slika 4.12A, dok
je hromatogram degradovanog proizvoda (25 mg/L + 0,5 mM H20 nakon 2 h) prikazan na slici 4.12
B. Na inicijalnom uzorku rastvora boje, primecuje se glavni pik sa retencionom vremenom od 12,67
minuta, $to odgovara retencionom vremenu za RB5. Nakon elektrohemijskog tretmana, usled
posledica degradacije, glavni pik boje se razlaze i prostire na hromatogramu u rasponu od 11,11 do
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13,34

minuta. Nestanak prvobitnog glavnog pika i1 pojava novih u razli¢itim vremenskim

zadrzavanjima ukazuje na to da je doslo do novih proizvoda degradacije RBS.

Relativna obilnost
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Slika 4.12. HPLC spektar: A) 25 mg/L rastvora RBS5 boje na pocetku i B) spektar RB5 boje nakon

2 h elektrohemijskog tretmana (Adaptirano iz: Joksimovi¢ et al., 2022).
Na osnovu podataka prikupljenih HPLC-MS/MS analizom, pokazano je da prvo dolazi do

razlaganja -N=N- veze kod RB5 boje. Daljim raspadom, dolazi do stvaranja nekoliko poluproizvoda
koji su takode pronadeni na osnovu fragmentacije i dobijenih vrednosti m/z. Vrednosti su prikazane
u tabeli 4.5., dok je mehanizam same degradacije RB5 boje predlozen na slici 4.13.

Tabela 4.5. Identifikovani proizvodi degradacije RB5 na osnovu opisanih analiti¢kih metoda.

Naziv jedinjenja Retenciono vreme MOIekUISka
tezina
J1 3, 4, 6-triamino-5-hidroksinaftalen-2,7-disulfonat 11,14 348
J2  2-(4-aminofenil)sulfoniletilen hidrogen sulfat / 280
J3 8-aminonaftalen-1,2,7-triol 8,52 191
J4  2-benzofuran-1,3-dione 11,81 150

Razlaganjem azo veze (-N=N-) kod RB5 dos$lo je do formiranja hidroksinaftalen-2,7-

disulfonata (J1) i 2-(4-aminofenil)sulfoniletil vodonik sulfata (J2). Daljom degradacijom J1 nastao
je 8-aminonaftalen-1,2,7-triol (J3), a kao konaéni proizvod razgradnje nastao je 2-benzofuran-1,3-
dion (J4). Retenciono vreme za jedinjenje J2 nije otkriveno, ali prema El Bouraieu i El Dinu, ono je
takode deo puta degradacije RB5 (El Bouraie, El Din, 2006).
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Slika 4.13. Predlozen mehanizam degradacije RB5 boje elektrohemijskim tretmanom pomocu
struje generisane iz MFC sistema (Adaptirano iz: Joksimovi¢ et al., 2022).

Primeceno je da, tokom degradacije boje dolazi do formiranja fragmentiranih jedinjenja koja
ne poseduju nikakve hromofore kao $to su azo veze i samim tim dolazi do gubitka boje (slika 4.10.),
Sto je u skladu sa prethodnim studijama Bilala (Bilal et al., 2017) i El Bouraie i El Dina (El Bouraie,
El Din, 2006).
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4.3.3.4. Uticaj boje RB5 1 njenih degradacionih produkata na Aliivibrio fischeri

Ekotoksi¢nost RB5 i njegovih proizvoda razgradnje dobijenih u ovoj studiji, ispitivani su na
bakterijskom modelu, Aliivibrio fischeri, da bi se procenilo da li je boja nakon tretmana strujom
dobijenom pomoc¢u MFC manje toksi¢na od originalnog rastvora boje. Toksi¢nost je ispitivana na
dekolorizovanom uzorku boje RB5 + 3 mM H20: i pripremljenoj bakterijskoj suspenziji. Rezultati
su izrazeni kao ECsg i dati su u tabeli 4.6.

Tabela 4.6. ECso vrednosti i njihovi odgovaraju¢i intervali od 95% pouzdanosti nakon 15 minuta izlaganja
A. fisheri RB5 boji koncentracije 25 mg/L sa 3 mM H,0; i produkata razgradnje dobijenih nakon 2, 4 i 6 sati
elektrohemijskog tretmana RB5 boje. (*ECso vrednosti su izrazene kao procenat razblazenja pocetnog

uzorka).
Degradacioni model ECso, %*
RB5 (25 mg/L+ 3 mM H,0,) 44,58 (42,81-46,35)

RB5 (25 mg/L + 3 mM H;0;) nakon 2 h degradacije 33,39 (25,53-41,25)
RB5 (25 mg/L + 3 mM H0;) nakon 4 h degradacije 56,52 (49,21-63,82)

RB5 (25 mg/L + 3 mM H;0,) nakon 6 h degradacije 57,03 (52,23-61,84)

Toksi¢nost boje nakon 2 h razgradnje bila je nesto veca od one kod pocetnog jedinjenja, RBS5.
Posle 4 h elektrohemijskog tretmana, dobijeni rastvori su sli¢ne toksicnosti kao 1 inicijalni rastvor
boje, dok su proizvodi degradacije posle 6 h nesto manje toksi¢ni od pocetne boje RB5. Ovo ukazuje
nakon cega sledi dalja transformacija u manje toksicna jedinjenja. Rehorek je izvestio da
koncentracija H20., koja je kori$¢ena u trenutnoj studiji za razgradnju boje, nije bila toksi¢na za
slican bakterijski test u kojem se takode koristi Aliivibrio fischeri (Rehorek et al., 2004). Sli¢ne
izvestaje o netoksi¢nim proizvodima razgradnje boje potvrdili su Bilal i saradnici (Bilal et al., 2017)
kao i Markovi¢ i saradnici (Markovi¢ et al., 2014).

86



87

5. Zakljucci



U okviru ove doktorske teze ispitivana je elektrohemijska degradacija organske reaktivne azo
boje, Reactive black 5, pri ¢emu je napajanje elektroda sprovedeno pomocu elektri¢ne energije koju
je generisao MFC sistem. Kao supstrat za pravljenje ¢elija koje ¢ine MFC sistem kori$¢en je sediment
sa uséa reke Save u Dunav, bogat organskom supstancom.

Prvi deo eksperimenata je posvecen ispitivanju fizicko-hemijskih i mikrobioloskih
karakteristika samog sedimenta, ali i napona, gustine struje i snage formirane MFC. U daljem
eksperimentalnom radu sediment je izmenjen, odnosno biostimulisan mikroorganizama koji su tu
zastupljeni, ali i kombinovano biostimulisan i bioaugmentisan u cilju dobijanja MFC sistema sa
najboljim karakteristikama. Nakon §to je utvrdeno koja MFC daje najbolje performanse, postavljene
su tri paralelno vezane optimizovane MFC koje su upotrebljene za degradaciju same boje.

U drugoj seriji eksperimenata su izolovani i okarakterisani dominatni bakterijski rodovi koji
omogucavaju degradaciju prisutne organske materije u samom sedimentu. Metagenomskom
analizom utvrden je sastav zajednice mikroorganizama u koris¢enom sedimentu, kao i onom koji je
dodatno biostimulisan.

Tre¢i deo rada je posvecen degradaciji azo boje i pracenjem degradacionih proizvoda
upotrebom UV/VIS, FTIR, HPLC-MS tehnika. Ekotoksikoloskom analizom, dobijeni degradacioni
proizvodi su testirani na model sistemu Aliivibrio fischeri, kako bi se procenilo da li dolazi do
smanjenja toksi¢nosti dobijenih proizvoda u odnosu na samu boju.

Na osnovu sprovedenih eksperimenata i dobijenih rezultata, moze se zakljuciti sledece:

» Kompozit sedimenta je okarakterisan sa umerenim sadrzajem organskog ugljenika, pracen
bogatim izvorom azota;

» Koncentracija teskih metala je u okviru propisanih grani¢nih vrednosti, sem nikla i kobalta,
koji su malo iznad dozvoljene koncentracije;

> Broj zastupljenih razli¢itih vrsta mikroorganizama je prisutan u velikom broju (od 10* do 10°
CFU/mL). Upravo ovakav odnos mikroorganizama doprinosi sveukupnoj aktivnosti MFC
sistema;

> Kod kontrolne MFCy zabelezen je napon od 25,3 mV, gustina struje od 0,93 mA/m? i gustina
snage od 0,004 mW/m?;

> Celija MFC, sa kompozitom re¢nog sedimenta je generisala najve¢i napon drugog dana, od
261 mV, gustinu struje od 145 mA/m? i gustinu snage od 4,25 mW/m3;

» Maksimalne vrednosti kod biostimulisane MFC); solima sulfata i karbonata, zabelezene su
osmog dana sa vrednostima napona od 480 mV, gustinom struje od 241 mA/m? i gustinom
snage od 10,6 mW/m?;

> Celija MFCyy;, koja je biostimulisana i bioaugmentisana dodatkom izolovanog konzorcijuma
mikroorganizama iz re¢nog sedimenta, desetog dana je pokazala najvece vrednosti napona od
521 mV, mV, gustinu struje od 192 mA/m? i gustinu snage od 8,80 mW/m?;

» Najvece vrednosti napona su zabelezene kod MFCyy, ali kako je MFCy postigla bolje
performanse u pogledu gustine struje i snage, ova MFC je odabrana za dalju postavku sistema
koji je sluzio za degradaciju boje;

» Sistem formiran od tri paralelno povezane MFC; ¢elije je generisao gustinu struje od 276,05
mA/m? i napon u rasponu od 264-320 mV;

» Medu izolovanim i okarakterisanim bakterijama javljaju se tri dominantna predstavnika,
rodovi Clostridium, Bacillus i Tepidibacter, koja upravo i doprinose najboljim
performansama MFC sistema;

» Metagenomskom analizom izdvojeno je oko 45% dominantnih vrsta mikroorganizama u
kompozitu re¢nog sedimenta i oko 84% u biostimulisanom sedimentu. U kompozitu re¢nog
sedimenta pronadeni su tipovi Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes i
Firmicutes. Medu njima su rodovi: Nocardioides, Ornatilinea, Terrimonas, Methylobacter,
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Anaerolinea, Kaistobacter, Longilinea, Rhodoplanes, Luteibacter, lamia, Fodinicurvata i
Dethiobacter. Kod biostimulisanog re¢nog sedimenta pored tipa Proteobacteria kao
preovladujuéeg, nalaze se i Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria, ukljuc¢uju¢i rodove:
Aliidiomarina, Halomonas, Alkaliphilus, Bacteroides, Dethiobacter, Bacillus, Clostridium,
Dehalobacterium, Fodinicurvata, Pseudomonas, Desulfosporosinus, Marinobacter,
Desulfosporosinus i Denitrobaculum.

Ispitivane su koncentracije azo boje (RB5) od 25 i 50 mg/L pri elektrohemijskoj
dekolorizaciji, u kombinaciji sa 0,5 i 1 mM vodonik-peroksida. Najbolje vrednosti od 100%
dekolorizacije su zabelezene upravo sa bojom koncentracije od 25 mg, nakon dva sata od
pocetka tretmana u prisustvu 0,5 mM peroksida i nakon 4 sata sa 1 mM vodonik-peroksida;
Optimizacija degradacije boje RB5 od 25 mg/L, ispitivana je sa koncentracijama peroksida
0d0,5,1,3,5,7i10 mM;

Najbolju degradaciju pokazuje boja sa 0,5 mM H20: (98%), zatim sa 1 mM H20: (93%), 3
mM H202 (96,9%) i sa 5 mM H»0; (85,9%), pri naponima od 295 mV, 264 mV, 289 mV i
309 mV. Nesto slabiju degradaciju su pokazale boje sa 7 mM i 10 Mm H20- (30,7% i 39,9%),
gde je zabelezen napon od 320 mV 1 305 mV.

Na osnovu poredenja koncentracija peroksida, moze se zakljuciti da je najbolja efikasnost
dekolorizacije boje upravo sa najmanjim koncentracijama vodonik-peroksida, zbog idealnog
odnosa troSenja i stvaranja hidroksilnih radikala koji reaguju sa RB5 bojom;

Dekolorizacija RB5 boje potvrdena je vizuelno, a zatim i njena degradacija upotrebom
analitickih metoda: UV/VIS, FTIR i HPLC-MS;

Ekotoksikoloska analiza pomoc¢u Aliivibrio fischeri je pokazala da manju toksi¢nost poseduju
proizvodi degradacije nakon 4 i 6 sati od tretmana boje RB5 (ECso 56,52 i 57,03 %), dok
nastali degradacioni proizvodi nakon 2 sata (ECso 33,39%) imaju vecu toksi¢nu vrednost ¢ak
I u odnosu na inicijalni rastvor boje (ECso 44,58).
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H3jaBbyjem

J1a je JOKTOpCKa AUcepTaIuja moJi HacJI0BOM

EaexTpoxeMHujcka aerpajanuja peakTHBHUX OPraHcKHX 00ja vinorpedoM MUKPOOHUX
ropuBHux heauja

® pe3ylNTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT pajia;

e Ja IucepTandja y IeTUHA HU Y JIeJIOBUMA HUje Ouiia MpeiioKeHa 3a CTULIAbE JPyre
JTUIUIOME TIpeMa CTYAH]CKUM MporpaMuMa APYruX BUCOKOIIKOJICKUAX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yaTaTh KOPEKTHO HAaBEJEHU U

e Jla HHCAM KpUIMO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTEJIEKTYalIHy CBOJUHY JPYTUX JIHIIA.
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VY beorpany,




0bpazay uzjage o UCMOBEMHOCIMU WMAMNAHE U eNeKMPOHCKE 8ep3uje OOKMOPCKo2 paoa

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3ume ayropa _Kpuctuna JokcumoBuh
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Crynujcku nporpam _buoxemuja

HacnoB pana EJekTpoxeMujcka nerpajanmja peaKTHBHHUX _OPraHCKHX _0oja _ynorpedom

MHKPOOHHUX ropuBHUX heanja

MenTop ap Baagumup Bemikocku, penoBHu npodecop Ynupepsurera v beorpaay-Xemmujckor

ShaKYJITeTa

ap Jlanujeaa Panhenosuh, Hayuny caBeTHUK YHuBep3utera y beorpany, MHcTHTYTA 32

XeMH|V, TEXHOJOTH|Y M MeTAJXYypPrujyv, UHCTUTYTA 01 HAIIMOHAJHOr 3HAa4Yaja 3a Penyoanky Cpoujy

M3jaBipyjeM Ja je mTaMiaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEP3UjHU KOJy
caM mpezao/na pajau noxpamuBama y Jlururaanom penosutopujymy YHusep3urteray beorpany.
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HayKa, Kao IITO Cy UME U Ipe3uMe, IoJInHa U MecTO polema u 1aTyM oaldpaHe paja.

OBu JMYHU TMOAAallM MOTy ce O0jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHULaMa JUTHTajdHEe OuOIMOTEKe, Y
eJICKTPOHCKOM KaTaJory u y nmyOnukarujaMa YHuBep3utera y beorpany.
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EjgexkTpoxeMujcka qerpaganvja peakTHBHUX OPraHCKHX 00ja ynoTpeOoM MUKPOOHHUX T'OPHMBHUX
heauja

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJIO.
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apXUBHPAbE.

Mojy IOKTOpCKY ITUCEpTalHjy MOXpameHy y JIMTUTaTHOM pENno3UTOpHjyMy YHUBEpP3HTETA Y
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caapkaHe y onabpanom tumy nunenie Kpeatusae 3ajennurie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTY4HO/1a.

1. Ayropctro (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepijanto (CC BY-NC)

3. AvropcTBo — HekoMmepumjaano — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEpLHUjaTHO — AeiauTH o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 nipepaga (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutu o uctum yeiaosuma (CC BY-SA)

(Monumo 1a 3a0KpYKUTE caMo jeIHY O IIeCT NOHY)eHUX JTUICHIIH.
Kpatak onvc IMILIeHIM je cacTaBHU JI€0 OBE H3jaBe).

IHornuc ayropa

VY beorpany,




1. AytopcrBo. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAoIlIITaBame JAena, U
npepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o/ CTpaHe ayTopa WiTH JaBaolia JIUICHIIE,
Yyak U y komepuujanae cepxe. OBo je Hajcino000HIja O] CBUX JIUIICHIIN.

2. AyTopcTBO — HeKOMepuujaaHo. /lo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIHM]Y U jaBHO
CaoNIITaBamkEe JIeNa, U TIpepasie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oxpeheH o cTpaHe ayTopa
WM J1aBaotia JuiieHiie. OBa JIMIIeHIIa He JJ03B0JhaBa KOMEPIIMjaJIHY YIOTpeOy nea.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepIHUjaJHO — Oe3 mpepaja. J[03BoJjpaBaTe yMHOKaBaWkE, JUCTPUOYIIN]Y
Y jaBHO CaOIIIITaBamke Jiesa, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIuKOBamka I YIIOTpeOe /1ea y CBOM ey, aKo
ce HaBeJ/Ie UMe ayTopa Ha Ha4uH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa WiH JaBaola JureHme. OBa JTUIeHIa
HE J103BOJbaBa KOMEPIUjaliHy yHoTpeOy /1ena. Y OQHOCY Ha CBE OCTaJIe JHUIICHIIE, OBOM JIMLICHIIOM
ce orpaHnyaBa HajBehu oOuM npaBa kopuithema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUHMjaJHO — /eJUTH TMoJA HCTHM YycaoBuMma. Jlo3BospaBarte
YMHOXaBamwe, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAaONILTaBambe Jelia, U Mpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4yMH ojipel)eH ox1 cTpaHe ayropa WM JaBaolia JUIICHIE U aKO ce Ipepajia AUCTPUOyrpa 1o
UCTOM MJIM CIMYHOM JuleHIoM. OBa JHIEHIa He 103B0JbaBa KOMEpLUjalIHy yIoTpeOy aena u
npepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepaga. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIM]y U jaBHO
CaollllITaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MPeodIUKOBakba UM yoTpede Jieia y CBOM JIelly, ako ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauuH ojapeheH ox cTpaHe ayTopa Wiu JaBaoua juieHue. OBa JuleHna
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yoTpeoy nena.

AYTOpPCTBO — 1eJINTH O] HCTHM yc10BUMA. J[03BOJbaBaTe YMHOKABabE, TUCTPUOYIIM]Y U JABHO
CaolIlTaBame Jela, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH on ctpaHe ayropa
WIH J1aBaolia JUIEHIIC U aKo Ce mpepaja JUCTPUOYUpa 1MoJ] UCTOM WIH CIMIHOM JuiieHIoM. OBa
JUICHIIA J03BOJbaBa KOMEpIMjaliHy ymoTpeOy aena u mpepana. CinudHa je cOPTBEPCKUM

JIMIIeHIIaMa, OTHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT kooa.



