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EFIKASNOST ADSORPCIJE, FOTOKATALIZE I MIKROBIOLOSKIH
TRANSFORMACIJA U REMEDIJACIJI VODE ZAGADENE PERFLUOROVANIM
JEDINJENJIMA

Sazetak

U okviru rada ispitani su razli€iti pristupi remedijaciji voda kontaminiranih per- i polifluoroalkilovanim
supstancama (PFAS), sa perfluorooktanskom kiselinom (PFOA) kao model jedinjenjem, primenom
adsorpcionih, fotokatalitickih i bioloskih metoda. Adsorpcija na aktivnom uglju i jonoizmenjivackim
smolama pokazala se efikasnom, pri cemu su Amberlite IRA 402 i praskasti aktivni ugalj K/B ostvarili
najbolje performanse. Temkinov model najbolje opisuje adsorpciju na oba sorbenta, §to ukazuje na
viSeslojnu adsorpciju na heterogenoj povrSini, dok vrednosti energije adsorpcije prema Dubinin-
Radushkevich modelu potvrduju dominantnu fizisorpciju. Razvijeni imobilisani fotokatalizatori na bazi
TiO2 i TiO2 dopiranog redukovanim grafen-oksidom (rGO) pokazali su visoku efikasnost u degradaciji
PFOA, pri ¢emu je po prvi put demonstrirana primena plazma elektroliticke oksidacije za njihovu
sintezu. Prisustvo rGO unapredilo je fotokataliticku aktivnost zahvaljuju¢i efikasnijem razdvajanju
elektronsko-supljinskih parova, veéem broju kiseoni¢nih vakanci i uzem energetskom procepu.
Fotokataliti¢ki tretman doveo je do nastanka kracih perfluorovanih jedinjenja i oslobadanja fluoridnih
jona, uz smanjenje toksi¢nosti tretiranih uzoraka. Proucavani su i adaptacioni odgovori bakterije
Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca pri izlaganju PFOA. Utvrdene su promene u rastu,
¢elijskoj membrani, metabolizmu 1 antioksidativnim mehanizmima, $to pruza bolji uvid u interakcije
mikroorganizama sa PFAS jedinjenjima. Rezultati potvrduju da je kombinovanje adsorpcionih i
fotokatalitickih procesa, uz razumevanje odgovora mikroorganizama, perspektivan pristup remedijaciji
voda zagadenih PFAS jedinjenjima.

Kljuéne re¢i: PFAS, PFOA, adsorpcija, fotokataliza, TiO», redukovani grafen-oksid, bioremedijacija,
remedijacija voda.

Naucna oblast: Hemija

UzZa naucna oblast: Biohemija

UDK:



EFFICIENCY OF ADSORPTION, PHOTOCATALYSIS, AND MICROBIAL
TRANSFORMATIONS IN THE REMEDIATION OF WATER CONTAMINATED WITH
PERFLUORINATED COMPOUNDS

Abstract

This study examined different approaches to the remediation of water contaminated with per- and
polyfluoroalkyl substances (PFAS), with perfluorooctanoic acid (PFOA) as a model compound, using
adsorptive, photocatalytic and biological methods. Adsorption on activated carbon and ion-exchange
resins was efficient, with Amberlite IRA 402 and powdered activated carbon K/B showing the best
performance. The Temkin model best described adsorption on both sorbents, indicating multilayer
adsorption on a heterogeneous surface, while Dubinin-Radushkevich adsorption energies confirmed that
physisorption was the dominant mechanism. The immobilized TiO2 and reduced graphene oxide (rGO)-
doped TiO> photocatalysts achieved high PFOA degradation efficiency, and the use of plasma
electrolytic oxidation for their synthesis was demonstrated for the first time. The presence of rGO
enhanced photocatalytic activity through more efficient separation of electron-hole pairs, a higher
number of oxygen vacancies and a narrower band gap. Photocatalytic treatment produced shorter-chain
perfluorinated compounds and released fluoride ions, while reducing the toxicity of the treated samples.
The adaptive responses of the bacterium Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca to PFOA
exposure were also investigated. Changes in growth, cell membrane, metabolism and antioxidant
mechanisms were identified, providing better insight into microbial interactions with PFAS. The results
confirm that combining adsorption and photocatalytic processes, together with an understanding of
microbial responses, is a promising approach to the remediation of PFAS-contaminated water.

Keywords: PFAS, PFOA, adsorption, photocatalysis, TiO», reduced graphene oxide, bioremediation,
water remediation.

Scientific field: Chemistry
Specific scientific field: Biochemistry
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Lista skracenica i akronima

ABC — transporteri sa ATP-vezuju¢om kasetom (od engl. ATP-binding cassette transporters)
ABTS - 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

AC — aktivni ugalj (od engl. activated carbon)

AcnA — akonitaza A

AcnB — akonitaza B

AFFF — vodena pena za gasenje pozara (od engl. aqueous film-forming foam)
ALT — alanin-aminotransferaza

AOP — napredni oksidacioni procesi (od engl. advanced oxidation processes)
AST - aspartat-aminotransferaza

AstA - arginin sukciniltransferaza

ATP — adenozin-trifosfat (od engl. adenosine triphosphate)

BE - vezne energije (od engl. binding energies)

CAT - katalaza (od engl. catalase)

CheY — regulator odgovora hemotaksije (od engl. chemotaxis response regulator)
DH — dehidrogenaza

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DRS - spektroskopija difuzne refleksije (od engl. diffuse reflectance spectroscopy)
ED — Entner-Doudoroffov put

Eg — opticki energetski procep (od engl. optical band gap)

ESI — elektrosprej jonizacija (od engl. electrospray ionization)

FADH: — flavin-adenin-dinukleotid (redukovani oblik) (od engl. flavin adenine dinucleotide, reduced
form)
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FESEM/EDS - skenirajuca elektronska mikroskopija sa emisijom polja i energetski-disperzivnom
rendgenskom spektroskopijom (od engl. field emission scanning electron microscope with energy
dispersive X-ray spectroscopy)

FMN — flavin-mononukleotid (od engl. flavin mononucleotide)

FTAL — fluorotelomerni aldehid (od engl. fluorotelomer aldehyde)

FTCA — fluorotelomerna karboksilna kiselina (od engl. fluorotelomer carboxylic acid)

FTOH — fluorotelomerni alkoholi (od engl. fluorotelomer alcohols)

FTUCA - fluorotelomerna nezasi¢ena karboksilna kiselina (od engl. fluorotelomer unsaturated
carboxylic acid)

GAC — granulisani aktivni ugalj (od engl. granular activated carbon)

GenX — trgovacki naziv za HFPO-DA (heksafluoropropilen-oksid-dimer kiselinu) (od engl.
hexafluoropropylene oxide dimer acid)

HPLC — te¢na hromatografija visokih performansi (od engl. high performance liquid chromatography)
HU — histonu-sli¢an protein (od engl. histone-like protein)

IER — jonoizmenjivacke smole (od engl. ion exchange resins)

iIRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

KEGG - Kjotska enciklopedija gena i genoma (od engl. Kyoto encyclopedia of genes and genomes)

LC-PFCAs — Dugolancane perfluorokarboksilne kiseline (od engl. long-chain perfluorocarboxylic
acids)

LPS — lipopolisaharid

M2PFOA — perfluoro-n-[1,2-13C;]oktanska kiselina
M3PFBA — perfluoro-n-[2,3,4-*Cs]butanska kiselina
MPFDA — perfluoro-n-[1,2-3C;]dekanska kiselina
MPFOS — natrijum perfluoro-1-[1,2,3,4-*C4]oktansulfonat

NADPH — nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (od engl. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, NADPH)

PAC — aktivni ugalj u prahu (od engl. powdered activated carbon)
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PEO - plazma-clektroliticka oksidacija (od engl. plasma electrolytic oxidation)

PFAA — perfluoroalkilovane kiseline (od engl. perfluoroalkyl acids)

PFAS — per- i polifluoroalkilovane supstance (od engl. per- and polyfluoroalkyl substances)
PFBA — perfluorobutanska kiselina (od engl. perfluorobutanoic acid)

PFBS — perfluorobutan-sulfonska kiselina (od engl. perfluorobutane sulfonic acid)

PFDA — perfluorodekanska kiselina (od engl. perfluorodecanoic acid)

PFDoA — perfluorododekanska kiselina (od engl. perfluorododecanoic acid)

PFDoS - natrijum-perfluoro-1-dodekansulfonat (od engl. sodium perfluoro-1-dodecanesulfonate)
PFDS — natrijum-perfluoro-1-dekansulfonat (od engl. sodium perfluoro-1-decanesulfonate)
PFHpA — perfluoroheptanska kiselina (od engl. perfluoroheptanoic acid)

PFHpS — natrijum-perfluoro-1-heptansulfonat (od engl. sodium perfluoro-1-heptanesulfonate)
PFHXA — perfluoroheksanska kiselina (od engl. perfluorohexanoic acid)

PFHXDA — perfluoroheksadekanska kiselina (od engl. perfluorohexadecanoic acid)

PFHXS — perfluoroheksan-sulfonat (od engl. perfluorohexane sulfonate)

PFNA — perfluorononanska kiselina (od engl. perfluorononanoic acid)

PENS — natrijum-perfluoro-1-nonansulfonat (od engl. sodium perfluoro-1-nonanesulfonate)
PFOA — perfluorooktanska kiselina (od engl. perfluorooctanoic acid)

PFODA - perfluorooktadekanska kiselina (od engl. perfluorooctadecanoic acid)

PFOS - perfluorooktan-sulfonska kiselina (od engl. perfluorooctane sulfonate)

PFOSF — perfluorooktansulfonil-fluorid (od engl. perfluorooctane sulfonyl fluoride)

PFPeA — perfluoropentanoi¢na kiselina (od engl. perfluoropentanoic acid)

PFPeS — natrijum-perfluoro-1-pentansulfonat (od engl. sodium perfluoro-1-pentanesulfonate)
PFPrA — perfluoropropionska kiselina (od engl. perfluoropropanoic acid)

PFTeDA — perfluorotetradekanska kiselina (od engl. perfluorotetradecanoic acid)



PFTrDA — perfluorotridekanska kiselina (od engl. perfluorotridecanoic acid)

PFUdA — perfluoroundekanska kiselina (od engl. perfluoroundecanoic acid)

PG — peptidoglikan

pPNPP — p-nitrofenil-palmitat (od engl. para-nitrophenyl palmitate)

POPs — perzistentne organske zagadujuce supstance (od engl. persistent organic pollutants)
PTFE — politetrafluoroetilen (od engl. polytetrafluoroethylene)

Pvd — pioverdin

PVDF — poliviniliden-fluorid (od engl. polyvinylidene fluoride)

rGO — redukovani grafen-oksid (od engl. reduced graphene oxide)

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (od engl. reactive oxygen species)

rRNK — ribozomalna ribonukleinska kiselina

SOD - superoksid-dismutaza (od engl. superoxide dismutase)

TCA — ciklus trikarboksilnih kiselina (od engl. tricarboxylic acid cycle)

TFA — trifluorosircetna kiselina (od engl. trifluoroacetic acid)

U — jedinica enzimske aktivnosti (od engl. unit)

XPS — rendgenska fotoelektronska spektroskopija (od engl. X-ray photoelectron spectroscopy)

XRD - rendgenska difrakcija (od engl. X-ray diffraction)
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1. Uvod



Remedijacija PFAS (per- i polifluoroalkilovane supstance) predstavlja jedan od najvecih izazova
savremene hemije Zivotne sredine zbog izuzetne stabilnosti C—F veze, velike raznovrsnosti ovih
jedinjenja 1 sloZenosti matriksa u kojima se javljaju. Zbog toga ne postoji jedinstvena tehnologija koja
je podjednako efikasna za sve tipove kontaminacije, ve¢ se savremeni pristupi zasnivaju na
kombinovanju vise komplementarnih metoda u okviru jedinstvenog sistema tretmana. Osnovni koncept
remedijacije zasniva se na tri uzastopna koraka, koji obuhvataju izdvajanje PFAS iz vode, njihovo
koncentrisanje u $to manju zapreminu i kona¢nu razgradnju. U prvoj fazi najceS¢e se primenjuju
adsorpcija na aktivnom uglju, jonoizmenjivacke smole ili membranski procesi, dok se u zavr$noj fazi
koriste destruktivne tehnologije, kao Sto su elektrohemijska oksidacija, plazma, fotokataliza 1 drugi
napredni oksidacioni procesi. Ovakav pristup omogucava vecu efikasnost uklanjanja i razgradnje PFAS,
uz manju potros$nju energije i nize operativne troSkove u odnosu na primenu pojedinacnih tehnologija.

U okviru ove doktorske disertacije ispitivani su razliciti pristupi remedijaciji voda kontaminiranih PFAS
jedinjenjima, koris¢enjem PFOA (perfluorooktanska kiselina) kao model jedinjenja. Pored adsorpcionih
1 fotokatalitickih metoda, ispitan je 1 bioloski pristup sa ciljem procene potencijala mikroorganizama u
procesima remedijacije i sagledavanja njihovih odgovora na prisustvo PFAS jedinjenja.

Analizirana je efikasnost adsorpcije PFOA na razli¢itim sorbentima, ukljucujuéi aktivni ugalj 1
jonoizmenjivacke smole. Rezultati su pokazali da su svi ispitivani materijali ostvarili visoku efikasnost
uklanjanja, pri ¢emu su se kao najefikasniji izdvojili Amberlite IRA 402 1 praSkasti aktivni ugalj K/B.
Modelovanje adsorpcionih izotermi primenom cetiri razli¢ita modela ukazalo je na dominaciju
fizisorpcije, pri ¢emu je proces voden viseslojnom adsorpcijom na heterogenoj povrsini. Ovi nalazi
potvrduju da adsorpcija predstavlja pouzdan i primenljiv pristup za uklanjanje PFAS jedinjenja iz
kontaminiranih voda.

Nakon adsorpcionih metoda remedijacije, fokus je bio na razvoju i ispitivanju naprednih fotokataliti¢kih
materijala za degradaciju PFOA. Po prvi put su ispitani imobilisani fotokatalizatori na bazi TiO2 i rGO-
dopiranog TiO2, koji su sintetisani metodom plazma elektroliticke oksidacije na titanijumskim
supstratima. Dobijeni rezultati pokazali su da rGO-dopirani TiO. sistemi imaju znacajno veéu
fotokataliticku aktivnost u odnosu na Cist TiOz, $to se pripisuje sinergijskom efektu izmedu rGO 1 TiOz,
smanjenju Sirine zabranjene zone 1 smanjenoj rekombinaciji elektronsko-Supljinskih parova. Pored toga,
povecan sadrzaj rGO doprinosi ve¢em broju kiseoni¢nih vakanci, §to unapreduje adsorpciju PFOA i
ukupnu efikasnost degradacije. Proces degradacije odvija se putem visoko reaktivnih radikala 1 ukljucuje
postepeno skracivanje perfluorovanog lanca, uz formiranje kracih perfluorovanih kiselina i fluoridnih
jona. Takode, utvrdeno je smanjenje toksicnosti nakon tretmana, Sto dodatno potvrduje potencijal ovih
materijala za prakti¢nu primenu.

Kako bi stekli uvid u bioloski aspekt interakcije mikroorganizama sa PFOA, prou¢avan je adaptacioni
mehanizam bakterije Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca. 1zlozenost PFOA dovela je do
usporenog rasta i produZene lag faze, Sto ukazuje na stresne uslove za ¢elije. Komparativna proteomska
analiza otkrila je niz promena u Celijskim procesima, ukljucuju¢i modifikacije u strukturi i funkciji
¢elijske membrane, poremecaje u homeostazi metalnih jona, naroCito gvozda, kao i1 promene u
centralnim metaboliCkim putevima povezanim sa metabolizmom lipida. Takode je uoceno povecano
formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i aktivacija antioksidativnih mehanizama. Ovi rezultati pruzaju
dublji uvid u mehanizme prezivljavanja mikroorganizama u prisustvu PFAS jedinjenja i mogu posluZiti
kao osnova za razvoj biotehnoloskih strategija u remedijaciji.

Sprovedena istrazivanja pruzaju sveobuhvatan pristup problemu uklanjanja PFAS, iz voda, kombinuju¢i
efikasne adsorpcione metode, napredne fotokataliticke procese i razumevanje bioloskih odgovora
mikroorganizama na ove perzistentne zagadujuce supstance.
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2. Pregled literature



2.1. Istorijat per- i polifluoroalkilovanih supstanci

Per- i polifluoroalkilovane supstance (eng. per- and polyfluoroalkyl substances, PFAS), nekada su
karakterisane kao ,,éudesne hemikalije®, dok se danas nazivaju ,,ve¢nim hemikalijama“ jer predstavljaju
globalni ekoloski izazov (Slika 1) (Gonzélez-Rubio et al., 2021; Perera & Meegoda, 2024).

Kako bi se istorija ovih jedinjenja sagledala, potrebno je krenuti od samih temelja PFAS hemije, tj. od
1886. godine kada je sintetisan ugljen-tetrafluorid (CF4), najjednostavniji perfluorougljenik. Zatim se 6.
aprila 1938. godine dogodila velika prekretnica, u laboratoriji kompanije DuPont (Sjedinjene Americke
Drzave), hemicar Roy J. Plunkett, sasvim slucajno otkriva politetrafluoroetilen (eng.
polytetrafluoroethylene, PTFE). Ovo slucajno otkri¢e dovelo je do razvoja Teflona, materijala koji nakon
toga nalazi primenu u brojnim industrijskim oblastima. Tokom Drugog svetskog rata, PTFE je imao
kljuénu primenu u okviru Projekta Manhattan, gde je koris¢en zbog svoje otpornosti na korozivno
dejstvo uranijum-heksafluorida tokom procesa razdvajanja izotopa uranijuma (Gaines, 2023).

Nakon Drugog svetskog rata, 1940-tih i 1950-tih godina, velike svetske kompanije poput 3M i Du Pont,
pocele su sa masovnom proizvodnjom dugolan¢anih PFAS, narocito perfluorooktansulfonske kiseline
(eng. perfluorooctane sulfonate, PFOS) i perfluorooktanske kiseline (eng. perfluorooctanoic acid,
PFOA). Ova jedinjenja postala su sastavni deo velikog broja potrosackih i industrijskih proizvoda
(Dodds et al., 2021; Gaber, Bero & Woodruff, 2023).

Revolucija u protivpozarnoj zastiti dogodila se 1960-tih godina, razvojem vodene pene za gasenje pozara
(eng. aqueous film-forming foam, AFFF) koja je sadrzala PFAS (Dodds et al., 2021; Perera & Meegoda,
2024). Tokom ovog perioda, jedinstvena sposobnost PFAS jedinjenja da odbijaju i ulje i vodu ucinila ih
je nezamenljivim surfaktantima u brojnim industrijama $irom sveta (Benaafi & Bafaqgeer, 2024).

Do kraja 20. veka, akumulirali su se nau¢ni dokazi o toksi¢nosti i bioakumulativnoj prirodi ovih
supstanci. Istrazivanja su pokazala da PFAS jedinjenja nisu samo izuzetno otporna na razgradnju u
zivotnoj sredini, ve¢ su sposobna i za transport na velike udaljenosti, zbog ¢ega su detektovana u divljim
zivotinjama u udaljenim regionima poput Arktika (Giesy and Kannan, 2002; Dodds et al., 2021).

Pocetkom 21. veka poveana svest nau¢ne i javne zajednice o Stetnosti ovih supstanci dovodi do
medunarodne regulacije PFAS jedinjenja. Sa pocetkom 2000-ih godina, vodeci proizvodaci zapoceli su
dobrovoljno povlacenje dugolancanih PFAS jedinjenja iz proizvodnje (Dodds et al., 2021; Mashima,
2025).

Na cetvrtoj konferenciji Stokholmske konvencije, 2009. godine, PFOS, njegove soli, kao i
perfluorooktansulfonil-fluorid (eng. perfluorooctane sulfonyl fluoride, PFOSF), klasifikovane su kao
perzistentne organske zagadujuée supstance (eng. persistent organic pollutants, POPs). Zatim, 2019.
godine na listu dospeva PFOA i srodna jedinjenja. Godine 2022., perfluorheksansulfonat (eng.
perfluorohexane sulfonate, PFHXS), njegove soli i PFHXS-srodna jedinjenja takode su ukljuceni na listu.
Najnovija izmena usledila je 2025. godine, kada su na dvanaestoj konferenciji ¢lanica Stokholmske
konvencije u Aneks A uvrStene dugolancane perfluorokarboksilne kiseline (eng. long-chain
perfluorocarboxylic acids, LC-PFCAs; C9-C21), njihove soli i srodna jedinjenja, ¢ime je dodatno
prosiren medunarodni regulatorni okvir za kontrolu PFAS jedinjenja. Danas se regulatorni okvir fokusira
na upravljanje nasledem ,,vecnih hemikalija®, reSavanje problema kontaminacije vode za pice i procenu
bezbednosti savremenih kratkolancanih alternativa koje su zamenile prethodna dugolan¢ana jedinjenja
(Brennan et al., 2021; Mashima, 2025; Junqueé et al., 2026). O usmeravanju paznje ka PFAS jedinjenjima
male molekulske mase (<1000 Da), posebno svedoce nove regulative za vodu za pice, kao $to su
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Nacionalna primarna regulativa SAD za vodu za pice iz 2024. godine (eng. U.S. EPA National Primary
Drinking Water Regulation) i EU Direktiva 0 vodi za pice (2020/2184). U skladu sa tim, Sjedinjene
Americke Drzave usvojile su obavezujuée nacionalne standarde za odabrana PFAS jedinjenja u vodi za
pice, dok u Evropskoj uniji od 12. januara 2026. godine postaju obavezne grani¢ne vrednosti za ,,ukupne
PFAS” (0,5 ug/L) i ,,zbir PFAS* (0,1 pg/L) (Urbanska-Koztowska, Wolska and Solipiwko-Piescik,
2025; Mallek and Barcelo, 2026).

+—— Industrija 2.0 Industrija 3.0 Industrija 4.0 —»

Radnici izloZeni na
radnom mestu

Opsta populacija

‘ Monitoring Zivotne sredine

1930s 1940s 1950s 1960s 1970s 1980s 1990s 2000s 2010s 2020s

I I I I | I I I I I

e —
Pros —

lzum Pocetna proizvodnja _ Regulacija Alternativne PFAS —Zabrinutost—=

Slika 1. Hronologija PFAS jedinjenja u pogledu izuma, proizvodnje, primene, regulativa, alternativa i
zabrinutosti. Preuzeto od (Wee and Aris, 2023).

2.2. Primena PFAS

PFAS jedinjenja se koriste u velikom broju industrija: hemijskoj, tekstilnoj, elektronskoj, vojnoj i
vazduhoplovnoj (Wee and Aris, 2023). Znacajnu ulogu imaju i u gradevinskoj, automobilskoj industriji,
kao i u proizvodnji poluprovodnika, medicinske opreme i biotehnologije (Dobrzynska, Wasilewski and
Posniak, 2025; Narasimhappa et al., 2025). Siroko su rasprostranjeni u potrodackim proizvodima, pa se
tako mogu naci u ambalazama za hranu, poput kutija za picu, kesama za pripremu hrane u mikrotalasnoj
pecnici, nelepljivom posudu, kozmetici, vodootpornoj odec¢i i tepisima (Dobrzynska, Wasilewski and
Posniak, 2025; Narasimhappa et al., 2025).

Ova njihova Siroka upotreba je posledica jedinstvenih fizi€¢ko-hemijksih osobina, koje potic¢u od jedne
od najjacih (oko 480 kJ/mol)i najinertnijih veza u organskoj hemiji, veze ugljenika i fluora (Dobrzynska,
Wasilewski and Pos$niak, 2025). Ovakva struktura im obezbeduje izuzetnu hemijsku 1 termicku
stabilnost, kao i otpornost na metabolicku razgradnju (Dobrzynska, Wasilewski and Posniak, 2025;
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Narasimhappa et al., 2025). Zahvaljuju¢i tome, PFAS jedinjenja obezbeduju visoke performanse i
dugotrajnost proizvoda kroz kombinovanu otpornost na masti, ulja, vodu i visoke temperature (Wee and
Aris, 2023; Dobrzynska, Wasilewski and Posniak, 2025). Pored toga, veoma su efikasni surfaktanti zbog
njihove dvostruke prirode, hidrofobnog ugljeni¢nog lanca i hidrofilne funkcionalne grupe. Ova
oleofobna svojstva i sposobnost smanjenja trenja kljucni su za izradu razlicitih proizvoda kojima su
potrebni otpornost na mrlje i stabilnost na visokim temperaturama (Dobrzynska, Wasilewski and
Posniak, 2025; Narasimhappa et al., 2025).

2.3 Hemijska klasifikacija PFAS

Hemijska klasifikacija per- i polifluoroalkilnih supstanci obuhvata veliku i kompleksnu grupu sa vise od
4700 antropogenih jedinjenja (Thakur et al., 2025). PFAS jedinjenja se klasifikuju po svojoj molekulskoj
strukturi, odnosno prema tome da li su polimerne ili nepolimerne strukture (Slika 2) (Hussain et al.,
2025; Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025). Prema ovoj podeli mogu se odrediti njihove fizi¢ko-
hemijske osobine, ponaSanje u Zivotnoj sredini, kao i bioloske interakcije (Lendewig et al., 2025).

Nepolimerne PFAS predstavljaju jasno definisane molekule, koji sadrZze ugljeni¢ne lance sa 2-10
fluorougljeni¢nih ponavljajucih jedinica. Oni se dalje dele na perfluoroalkilovane i polifluoroalkilovane
supstance (Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Perfluoroalkilovane supstance sastoje se od ugljeni¢nog lanaca u kome su svi atomi vodonika (osim onih
u funkcionalnoj grupi) zamenjeni atomima fluora (Lendewig et al., 2025). Najznacajniji predstavnici
ove grupe su perfluoroalkilovane kiseline, medu koje spadaju perfluoroalkilovane karboksilne kiseline,
kao Sto je PFOA, i perfluoroalkilovane sulfonske kiseline, kao §to je PFOS (Hussain et al., 2025; Thakur
etal., 2025).

Polifluoroalkilovane supstance karakteriSe ugljeni¢ni lanac koji je samo delimi¢no fluorisan i sadrzi
najmanje jednu ugljenik-vodonik vezu (Lendewig et al., 2025). Vecina ovih jedinjenja, kao §to su
fluorotelomerni alkoholi i diesteri polifluoroalkil-fosfornih kiselina, su prekursori koji se u Zivotnoj
sredini mogu razgraditi do perzistentnih perfluoroalkilovanih kiselina (eng. perfluoroalkyl acids, PFAA)
(Hussain et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Polimerne PFAS ¢ine velike molekule sastavljene od vise od 10 ponavljajucih strukturnih jedinica i
velikom molekulskom masom. One se mogu podeliti u tri glavne podgrupe: fluoropolimere,
perfluoropolietre i polimere se fluorisanom bo¢nom grupom (Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Fluoropolimeri poseduju osnovni lanac sastavljen isklju¢ivo od ugljenika, na koji su direktno vezani
atomi fluora, kao $to su politetrafluoroetilen (PTFE) i poliviniliden-fluorid (PVDF) (Hussain et al., 2025;
Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025).

U perfluoropolietrima atomi ugljenika u osnovnom lancu razdvojeni su atomima kiseonika rasporedenim
duz lanca (Hussain et al., 2025; Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Polimeri sa fluorisanom bo¢nom grupom sastoje se od nefluorisanog polimernog osnovnog lanca (npr.
poliuretani ili akrilati), na koji su vezane perfluoroalkilne ili polifluoroalkilne bo¢ne grupe (Hussain et
al., 2025; Lendewig et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Glavna razlika izmedu ovih klasa ogleda se u njihovoj veli¢ini i stabilnosti. Dok su nepolimerne PFAS
dovoljno male da budu pokretljive u vodi i vazduhu, polimerne PFAS su obi¢no veliki, nerastvorljivi
molekuli (Hussain et al., 2025; Thakur et al., 2025).
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Slika 2. Klasifikacija PFAS supstanci. Preuzeto od (Thakur et al., 2025).

2.4. Struktura i fizicko-hemijske osobine PFAS

Neke od najpoznatijih PFAS supstanci su: perfluoroheksansulfonska kiselina (eng. perfluorohexane
sulfonic acid, PFHxS), perfluorononanska kiselina (eng. perfluorononanoic acid, PFNA),
perfluorodekanska kiselina (eng. perfluorodecanoic acid, PFDA), perfluoroheptanska kiselina (eng.
perfluoroheptanoic acid, PFHpA), perfluorobutanska sulfonska kiselina (eng. perfluorobutane sulfonic
acid, PFBS), i perfluorobutanska kiselina (eng. perfluorobutanoic acid, PFBA) (Rani et al., 2025), a
njihove strukturne i molekulske formule prikazane su u Tabeli 1.

PFHXS, PFNA, PFDA i PFHpA su znacajna perfluoroalkilna jedinjenja koja se sve ¢eSce prate zbog
svoje postojanosti u zivotnoj sredini i regulatornih zahteva (Wee and Aris, 2023). PFBS i PFBA
Klasifikovane su kao kratkolanc¢ane alternative, a odlikuju se izuzetno visokom rastvorljivoséu u vodi i
velikom pokretljivoséu, Sto im omogucava da se lako ispiraju u podzemne vode 1 Siroko rasprostiru u
svim vodenim ekosistemima (Kannan et al., 2026).

Ipak, dva najpoznatija PFAS jedinjenja su PFOA i PFOS koji predstavljaju dve najvise istrazene i
ekoloski najzastupljenije dugolancane PFAS (Wee and Aris, 2023; Dobrzynska, Wasilewski and
Posniak, 2025). Njihov jedinstveni hemijski 1 fizicki profil odreden je njthovom molekulskom
strukturom. Osnovu strukture ovih jedinjenja ¢ini ugljenik—fluor veza, koja se smatra jednom od najjacih
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i najinertnijih jednostrukih veza u organskoj hemiji (Dobrzynska, Wasilewski and Po$niak, 2025;
Hussain et al., 2025; Sanzana et al., 2025). Izuzetna stabilnost ove veze potice upravo od visoke
elekronegativnosti atoma fluora, pa se tako stvara veoma polarizovanu vezu koju je izuzetno tesko
raskinuti, pa je za hemijsku i biolosku razgradnju potrebna velika koli¢ina energije (Arias Espana,
Mallavarapu and Naidu, 2015; Hussain et al., 2025).

Medutim, otpornost PFAS jedinjenja na razgradnju ne potice samo od izuzetne jacine C—F veze same po
sebi, ve¢ u velikoj meri zavisi i od molekulske strukture jedinjenja u celini. Analiza energija disocijacije
C—F veza pokazuje da su veze u terminalnim trifluorometilnim grupama najstabilnije, dok su one u
unutra$njosti lanca, naroCito u neposrednoj blizini karboksilne grupe, znatno slabije i podloznije
aktivaciji. Upravo zbog toga jedinjenja poput perfluorokarboksilnih kiselina relativno brze podlezu
defluorinaciji, za razliku od fluorotelomernih kiselina kod kojih prisustvo —CH>CH>— mosta izmedu
fluorovanog lanca i funkcionalne grupe povecava stabilnost molekula. Perfluorosulfonske kiseline su, s
druge strane, najtvrdi orah; sulfonatna grupa ne aktivira susedne C—F veze u istoj meri kao karboksilna,
Sto ova jedinjenja ¢ini posebno rezistentnim na razgradnju. Vazno je 1 to da jedinjenja s duzim
perfluorovanim lancima pokazuju veéu reaktivnost, jer duzi lanac donosi vise C—F veza s relativno nizim
energijama disocijacije u centralnim delovima molekula. Sve ovo ukazuje da pri razvoju tehnologija za
uklanjanje PFAS iz zivotne sredine molekulska struktura jedinjenja mora biti uzeta u obzir kao jedan od
klju¢nih faktora koji odreduju efikasnost procesa defluorinacije (Bentel et al., 2019).

122.7
(a) @F$-CcH,CH,CO0-

(b) 118.1 109.4 109.0 1109
CF3—CF2—CF2—CF2_C HLCHACOO_
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Slika 3. Izracunate energije disocijacije C—F veza (kcal mol™) odabranih PFAS jedinjenja na nivou
teorije B3LYP-D3(BJ)/6-311+G(2d,2p). Preuzeto od (Bentel et al., 2019).

Strukturno, PFOA i PFOS su amfifilni molekuli; poseduju nepolarni, hidrofobni fluorovani ,,rep” i

polarnu, hidrofilnu ,,glavu* (Dobrzynska, Wasilewski and Po$niak, 2025; Hussain et al., 2025). lako oba

jedinjenja sadrZe perfluorisani lanac od osam ugljenikovih atoma, PFOA poseduje karboksilnu
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funkcionalnu grupu, dok PFOS sadrzi sulfonatnu (sulfonsku) funkcionalnu grupu (Tabela 1.) (Arias
Espana, Mallavarapu and Naidu, 2015; Dobrzynska, Wasilewski and Pos$niak, 2025). Sa fizickog
aspekta, PFOA ima molekulsku masu od 414 g/mol i visoku rastvorljivost u vodi od 9500 mg/L (9500
ppm), dok PFOS ima molekulsku masu od 538 g/mol i manju rastvorljivost od 680 mg/L (680 ppm).
Oba jedinjenja imaju nizak napon pare i izuzetnu postojanost u zivotnoj sredini, pri ¢emu procenjeni
poluzivot u vodi (poluzivot u zivotnoj sredini) prelazi 41 godinu za PFOA i 92 godine za PFOS (Arias
Espana, Mallavarapu and Naidu, 2015).

Tabela 1. Strukturne i molekulske formule nekih od najznacajnijih PFAS supstanci. Preuzeto i
modifikovano od (Ahrens and Bundschuh, 2014).

Naziv Molekulska formula Strukturna formula

Perfluorobutanska

kiselina (PFBA) CaHF7O
Perfluorobutansulfonska
kiselina (PFBS) CaHFoO=5
Perfluoroheksanska
kiselina (PFHXA) CoHF1.0;
Perfluorononanska CoHF 120

kiselina (PFNA)




Perfluorooktanska

kiselina (PFOA) ColiFs0z
Perfugéﬂ%l;t?;gggmka CsHF1703S
Perfugg?izeak(ssgai)'(gmka CeHF130sS
Perfluorodekanska C1oHF 150>

kiselina (PFDA)

2.5. PFAS u Zivotnoj sredini

Izuzetna hemijska stabilnost PFAS jedinjenja, koja proisti¢e iz snaznih C—F veza, im omogucava da
opstanu u atmosferi, vodi, zemljistu i otpadnim vodama, S$to je dovelo do globalnog zagadenja
(Dobrzynska, Wasilewski and Posniak, 2025). Ovo sveobuhvatno zagadenje PFAS potice iz razli¢itih
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industrijskih i potrosackih aktivnosti. Fabrike koje proizvode ili koriste PFAS oslobadaju ove hemikalije
u zivotnu sredinu putem emisije, prosipanja i ispustanja otpadnih voda. Pored industrijskih izvora,
upotreba protivpozarnih pena doprinela je zagadenju povrsinskih voda, podzemnih voda, vode za pice,
vazduha, zemljista 1 sedimenta. Prekomerna upotreba pena za gasenje pozara tokom protivpozarnih
vezbi dovela je do ispustanja PFAS u otpadnim vodama, Sto je dodatno pogorsalo izlozenost zivotne
sredine PFAS jedinjenjima (Slika 4) (Wee and Aris, 2023).

Deponije, kao i postrojenja za preradu otpadnih voda, takode spadaju u klju¢ne izvore zagadenja
(Dobrzynska, Wasilewski and Posniak, 2025). U morskim i kopnenim ekosistemima, PFAS supstance
se deponuju u zavisnosti od duzine lanca; duzi lanci se akumuliraju u sedimentima, dok se kraéi
zadrzavaju u vodi. PFAS jedinjenja lako ulaze u biljke preko korena, a njihova visoka rastvorljivost u
vodi omogucava transport i akumulaciju u biljnim tkivima, Sto predstavlja direktnu pretnju po ljudsko
zdravlje jer se mogu preneti u lanac ishrane (Dobrzynska, Wasilewski and Posniak, 2025).

Prema Nannaware, Mayilswamy i Kandasubramanian, (2024), metode ispustanja PFAS supstanci u
zivotnu sredinu treba kategorisati u dva glavna tipa:

» Tackasti izvori: kanalizacija, mesta za obuku vatrogasaca, postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda
i postrojenja koja proizvode jedinjenja fluora.

* Neprecizni izvori: ovi izvori nastaju usled odlaganja proizvoda koji sadrze PFAS supstance, oticanja
sa poljoprivrednih polja i neuredenih deponija, padavina i upotrebe kontaminiranih podzemnih voda
(Kurwadkar et al., 2022; Nannaware, Mayilswamy and Kandasubramanian, 2024)

&=
2D
e 2
spaljivanje otpada vazduh
o e Bioakumulacija
industrija =/”"“\_ u ljudimai
= - > .
— kopneni ekosistem =lCHujama
Proizvodnja, I@'
preradai ' " Eﬁ't r
skladistenje
upotreba PFAS J otpadaj
jedinjenja 4 L 4 N CN
@ vodeni ekosistem
stk % ' Bioakumulacija
& s
e rezervoari slatke vode, 4 vo‘_jen!m
E] | rezervoari slane vode, organizmima

podzemni sloj tla,

tlo
pene za gasenje

pozara

Slika 4. Nacini putem kojih ljudi i Zivotna sredina dolaze u kontakt sa PFAS jedinjenjima. Preuzeto od
(Dobrzynska, Wasilewski and Pos$niak, 2025).
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2.6. PFAS u otpadnim vodama

PFAS supstance dospevaju u sisteme otpadnih voda prvenstveno direktnim ispusStanjem industrijskih
efluenata iz postrojenja koja proizvode ili koriste fluorovana hemijska jedinjenja u svojim proizvodnim
procesima (Wee and Aris, 2023; Narasimhappa et al., 2025). Pored toga, u otpadne vode ulaze i putem
komunalne kanalizacije, usled svakodnevne upotrebe potroSackih proizvoda kao Sto su ambalaza za
hranu, kozmetika i obradeni tekstilni materijali, koji tokom upotrebe i odlaganja oslobadaju PFAS
jedinjenja (Fernandes et al., 2025; Narasimhappa et al., 2025).

Prisustvo PFAS supstanci u otpadnim vodama predstavlja sve ozbiljniji ekoloski problem, jer postrojenja
za preciS¢avanje otpadnih voda funkcioniSu kao kljucne tacke sakupljanja, ali i ponovne distribucije ovih
,,veCitih hemikalija“ (Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025). Konvencionalni sistemi za pre¢i§¢avanje
otpadnih voda nisu dizajnirani a i samim tim nisu sposobni da efikasno uklone jedinjenja ¢ija je hemijska
stabilnost zasnovana na jakoj ugljenik-fluor vezi, koja ostaje prakti¢no nerazgradena tokom standardnih
bioloskih i hemijskih tretmana (Hussain et al., 2025; Sanzana et al., 2025).

Tako su postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda postala zna¢ajni tackasti izvori kontaminacije PFAS
supstancama, pri ¢emu koncentracije u preciS¢enim efluentima ¢esto premasuju regulatorne granice
bezbednosti za vodene ekosisteme (Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025). Istrazivanja monitoringa na
globalnom nivou dodatno potvrduju da kontaminacija PFAS jedinjenjima viSe nije ograni¢ena na
industrijske zone, ve¢ se gotovo rutinski detektuje u rekama, podzemnim vodama, pa ¢ak i u udaljenim
polarnim regionima, pri ¢emu se njen izvor ¢esto povezuje sa ispustima precis¢enih otpadnih voda
(Sanzana et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Glavni izazov u upravljanju PFAS jedinjenjima u otpadnim vodama jeste velika varijabilnost njihovih
koncentracija, koja zavisi od specifi¢nih industrijskih i stambenih izvora koji dolaze dotokom u odredeno
postrojenje. Pa tako komunalne otpadne vode obi¢no sadrze PFAS jedinjenja u koncentracijama od 10
do 100 ng/L (ppt), industrijski efluenti dostizu izuzetno visoke koncentracije. U industrijskim zonama
gde se proizvode organofluorne supstance, jedinjenja poput PFOA i PFOS detektovana su u
koncentracijama izmedu 950 i1 4320 ppm, Sto ukazuje na izuzetno veliko lokalno optere¢enje koje ova
postrojenja stvaraju za infrastrukturu za preciS¢avanje otpadnih voda. Znacajan izvor PFAS predstavljaju
i procedne vode sa deponija, koje se smatraju dominantnim rezervoarom ovih jedinjenja, sa detektovanih
oko 40 razli¢itih PFAS vrsta (Chen et al., 2025).

Realna procena prisustva PFAS jedinjenja u otpadnim vodama je dodatno oteZana sa prisustvom
prekursora. Mnogi industrijski i potrosacki proizvodi sadrze polifluoroalkilovana jedinjenja, kao $to su
fluorotelomerni alkoholi i perfluorooktan-sulfonamidi, koja nisu krajnji PFAA proizvodi, ali se mogu
transformisati u njih (Narasimhappa et al., 2025; Kannan et al., 2026). Tako se na primer desava da se
prilikom primene bioloSkih tretmana, kao Sto je proces aktivnog mulja, prekursori produ kroz
biotransformaciju, pa tako koncentracije terminalnih PFAA jedinjenja, poput PFBA, PFHXA i PFOA
porastu za 2 do 59 puta u efluentu nego $to su bile u ulaznoj sirovoj vodi (Wee and Aris, 2023; Chen et
al., 2025). Do ove transformacije dolazi zato §to mikroorganizmi, iako nisu sposobni da razgrade vezu
ugljenik—fluor, mogu da metabolisu nefluorovane delove molekula prekursora, pretvaraju¢i ih u
kracelancane, veoma stabilne homologe (Chen et al., 2025; Sanzana et al., 2025).

Konvencionalni tretmani bioloskim metodama, ukljucujuci reaktore sa pokretnim nosacima biofilma,
membranske bioreaktore i bioloske aerisane filtere, pokazali su ograni¢enu efikasnost u uklanjanju PFAS
jedinjenja u realnim uslovima (Chen et al., 2025). lako su neki anaerobni postupci koji ukljucuju
specijalizovane kulture dehalogeniSu¢ih mikroorganizama pokazali potencijal za reduktivnu
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defluorinaciju PFOS-a, ove reakcije su obi¢no spore, nepotpune i teSko primenljive u postrojenjima
komunalnog nivoa (Sanzana et al., 2025).

Umesto razgradnje, glavni mehanizam uklanjanja PFAS jedinjenja u vecini postrojenja za preci§¢avanje
otpadnih voda zapravo je njihova raspodela izmedu faza, odnosno adsorpcija hidrofobnih dugolanc¢anih
PFAS na ¢vrstu frakciju mulja (Slika 5) (Wee and Aris, 2023; Kannan et al., 2026). Dugolanc¢ana
jedinjenja poput PFOS i PFDA pokazuju visok afinitet prema organskoj supstanci, $to dovodi do
njihovog znacajnog nakupljanja u mulju, pri ¢emu su zabelezene koncentracije u rasponu od 126 do 809
ng/g suve mase (Chen et al., 2025). Medutim, ovo otvara drugi ekoloSki problem, u slu¢aju kada se
zaostali mulj koristi kao dubrivo na poljoprivrednom zemljistu moze do¢i do kontaminacije zemljista i
useva (Narasimhappa et al., 2025; Thakur et al., 2025).

Poslednjih godina profil PFAS jedinjenja u otpadnim vodama se promenio, prelazeci sa tradicionalnih
dugolancanih jedinjenja na kracelanCane alternative poput PFBA, PFBS i GenX (eng.
hexafluoropropylene oxide dimer acid, HFPO-DA) (Rani et al., 2025; Kannan et al., 2026). Ove
kracelancane varijante karakteriSe veca rastvorljivost u vodi i manji afinitet prema adsorpciji, $to ih ¢ini
jos§ tezim za uklanjanje primenom konvencionalnih metoda filtracije ili adsorpcije (Chen et al., 2025;
Kannan et al., 2026). Zbog slabog vezivanja za mulj, ova jedinjenja uglavnom ostaju u vodenoj fazi
efluenta, $to dovodi do njihove visoke mobilnosti u sistemima podzemnih i povrsinskih voda (Kannan
et al., 2026). Naglo povecéanje prisustva ovih jedinjenja u zivotnoj sredini ukazuje na nedovoljnu
efikasnost postoje¢ih tehnologija tretmana i1 naglasava hitnu potrebu za razvojem specijalizovanih
strategija remedijacije (Thakur et al., 2025).

Ispustanje otpadnih voda koje sadrze PFAS supstance u vodene ekosisteme pokrece niz ekoloskih 1
zdravstvenih posledica za ljude (Fernandes et al., 2025; Narasimhappa et al., 2025). U vodenim
sredinama ova jedinjenja su veoma biodostupna, $to dovodi do znacajne bioakumulacije u ribama i
drugim organizmima (Narasimhappa et al., 2025; Thakur et al., 2025). U pojedinim regionima kod ptica
su zabeleZene koncentracije PFOS 1 do 11.300 ng/g, Sto ukazuje na izraZenu biomagnifikaciju u lancu
ishrane (Giesy and Kannan, 2002; Thakur et al., 2025). Kod ljudi se izlozenost ovim jedinjenjima
najcesce javlja putem konzumacije kontaminirane vode za pice i morskih plodova, kao i unosom biljnih
proizvoda gajenih na zemljistu dubrenom biosolidima (Stabilizovani kanalizacioni mulj) kontaminiranim
PFAS jedinjenjima (Narasimhappa et al., 2025; Thakur et al., 2025).
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Slika 5. Dospevanje PFAS jedinjenja u mulj i njihove implikacije po zivotnu sredinu. Preuzeto od
(Ismail and Tizaoui, 2025).

2.7. Uticaj PFAS na zdravlje ljudi

PFAS dospevaju u nas§ organizam uglavnom putem konzumacije vode i hrane, ali i udisanjem prasine i
direktnim kontaktom sa proizvodima koji ih sadrZe; kozmetikom, ode¢om, posudem ili ambalazom
(Polychronidou and Nag, 2025). Zbog visoke stabilnosti, oni se ne razgraduju u probavnom traktu niti
se lako izlu¢uju putem urina. Jednom kada dospeju u krv, vezuju se za proteine plazme, pogotovo za
albumin i tako cirkuli$u kroz celo telo (Rispens and Hendriks, 2024).

Zarazliku od vecine drugih zagadujucih supstanci, PFAS se ne akumuliraju u mastima, ve¢ u proteinima,
Sto znaci da imaju veci period zadrzavanja u organizmu 1 sporije se izlu€uju. Period poluraspada (vreme
potrebno da se koncentracija u ljudskom telu smanji na polovinu pocetne vrednosti) za neke PFAS moze
biti vise godina, za PFOA to je oko 3,5 godine, a za PFOS cak i do 4,8 godina (Rispens and Hendriks,
2024; Dobrzynska, Wasilewski and Pos$niak, 2025)

2.7.1. Uticaj na imuni sistem

Prvi 1 najjasniji toksi¢ni efekti ovih jedinjenja primeceni su na imunoloskom sistemu. Epidemioloske
studije pokazale su da deca izloZena ve¢im koncentracijama PFAS imaju slabiji odgovor na vakcine, sto
znaci da njihov imuni sistem nema dovoljno snaznu reakciju. Istrazivanja su pokazala da PFAS na
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molekularnom nivou remete signalne puteve u ¢elijama imunog sistema, posebno one koji regulisu
upalne procese i produkciju antitela. Dugoro¢no, to moze dovesti do povecane osetljivosti na infekcije i
smanjene sposobnosti organizma da se izbori sa napadima na imuni sistem (Marchiandi et al., 2020).

2.7.2. Hepatotoksi¢nost (oStecenje jetre)

Jetra je jedan od glavnih organa u kojima se PFAS jedinjenja akumuliraju. Studije su pokazale da
izlozenost PFAS jedinjenjima moze izazvati promene u funkciji jetre, ukljucujuci povisene enzime ALT
i AST (eng. alanine aminotransferase ALT; aspartate aminotransferase AST), masnu degeneraciju tkiva
1 poremecaj u metabolizmu lipida. Kod ljudi, hroni¢na izlozenost PFOA i PFOS povezuje se sa boles¢u
nealkoholne masne jetre i povisenim holesterolom u krvi (Zhang et al., 2023).

2.7.3. Hormonalni i reproduktivni efekti

PFAS supstance deluju kao endokrini disruptori, odnosno, one su supstance koje remete normalno
funkcionisanje hormona. Istrazivanja su pokazala da PFAS uti¢u na normalnu funkciju Stitne zlezde,
izazivajuéi poremecaje u lucenju hormona T3 i T4 (Noyes et al., 2025). Kod trudnica, koje su izloZene
ovim jedinjenjima, ona mogu preéi u placentu i tako dospeti u krv fetusa, a detektovane su i u maj¢inom
mleku. Neka istrazivanja ukazuju da izloZzenost PFAS supstancama tokom trudno¢e moze ¢ak i biti
povezana sa nizom tezinom novorodencadi i usporenim razvojem (Polychronidou and Nag, 2025). Kod
muskaraca, primeéena je veza izmedu povisenog nivoa PFAS jedinjenja u krvi i smanjenog broja i
pokretljivosti spermatozoida (Sun et al., 2023).

2.7.4. Kancerogeni potencijal

Jedan od najzabrinjavaju¢ih aspekata ovih hemikalija jeste njihova moguca povezanost sa razvojem
karcinoma. Studije su pokazale da hroni¢na izlozenost PFOA i PFOS moze povecati rizik od karcinoma
jetre, bubrega, testisa i Stitne Zlezde. Mehanizam delovanja nije jednostavan, a prema analizama mrezne
toksikologije 1 molekularnog dokinga, PFAS hemikalije mogu da aktiviraju viSe signalnih puteva
povezanih sa karcinogenezom, ukljucuju¢i PI3SK/AKT put, mTOR signalizaciju i MDM2-p53
mehanizam, odnosno sve kljuéne procese u rastu, deljenju i smrti ¢elija (Lin et al., 2024). Drugim re¢ima,
PFAS hemikalije mogu poremetiti ¢elijski balans izmedu zivota i smrti, Sto viemenom moze dovesti do
razvoja tumora. Ove supstance su takode povezane sa oksidativnim stresom i oStecenjem DNK, sto
dodatno doprinosi riziku od mutacija.

2.7.5. Neurotoksicnost i razvojni efekti

IzloZzenost ovim jedinjenjima povezuje se sa neuroloskim razvojnim poremecéajima i
neurodegenerativnim bolestima kod ljudi. Istrazivanja su pokazala da PFAS mogu da produ kroz krvno
mozdanu barijeru i da se akumuliraju u mozdanom tkivu, pa tako naruse funkciju vaznih
neurotransmiterskih sistema, ukljucujuéi acetilholin, dopamin i1 glutamat, kao i da poremete regulaciju
kalcijuma i sinapticku aktivnost (Bharal et al., 2024).
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2.8. Remedijacija PFAS

Podvrgavanje otpadnih voda i zaostalog mulja rigoroznim postupcima remedijacije od sustinskog je
znacaja kako bi se prekinuo kontinuirani ciklus kontaminacije zivotne sredine 1 zastitilo javno zdravlje
(Hussain et al., 2025; Narasimhappa et al., 2025). Ekonomski teret nepreduzimanja mera je ogroman,
pri cemu troskovi zdravstvene zastite povezani sa PFAS jedinjenjima u pojedinim regionima premasuju
62 milijarde dolara godisnje, dok se procenjuje da bi godiSnji troSkovi sveobuhvatne remedijacije mogli
premasiti globalni bruto domaci proizvod ukoliko se sadasnje stope emisije nastave (Lendewig et al.,
2025; Sanzana et al., 2025).

Pored toga, prisustvo PFAS jedinjenja predstavlja prepreku razvoju cirkularne ekonomije, jer se
kontaminirane otpadne vode ne mogu bezbedno ponovo koristiti za navodnjavanje, a zagadeni muljevi
ne mogu se reciklirati kao dubrivo bez daljeg Sirenja zagadujuéih supstanci (Lendewig et al., 2025;
Narasimhappa et al., 2025). Stoga je efikasna remedijacija od kljuénog znacaja ne samo za oCuvanje
zivotne sredine, ve¢ i za ispunjavanje sve strozijih regulativa na globalnom nivou, kao i za smanjenje
velikih pravnih i finansijskih obaveza sa kojima se suo¢avaju industrija i komunalni sistemi (Lendewig
et al., 2025).

NajceS¢e primenjivane metode remedijacije u savremenim sistemima za tretman voda ukljucuju
adsorpciju na granulisanom aktivnom uglju, upotrebu specijalizovanih jonoizmenjivackih smola i
membranske procese pod visokim pritiskom, kao $to je reverzna osmoza (Narasimhappa et al., 2025;
Sanzana et al., 2025). Ove tehnike funkcionisu tako $to fizi¢ki izdvajaju ili zadrzavaju PFAS molekule
iz vodenog toka, pri cemu u kontrolisanim uslovima cesto postiZu efikasnost uklanjanja veéu od 95% za
mnoge vrste jedinjenja (Chen et al., 2025; Kannan et al., 2026). Medutim, njihova efikasnost je Cesto
ograni¢ena prisustvom konkurentne organske supstance, kao i visokim troskovima upravljanja nastalim
koncentrisanim otpadnim tokovima ili istro§enim adsorbentima (Hussain et al., 2025; Sanzana et al.,
2025). Membranske tehnologije, kao $to su reverzna osmoza i nanofiltracija, efikasno uklanjaju PFAS
iz vode i mogu raditi u razli¢itim pH uslovima, ali zahtevaju visoku potro$nju energije i generiSu
koncentrisani otpadni tok koji trazi dalji tretman, pa se smatraju metodama koncentrovanja, a ne
kona¢nog uklanjanja. Termalne tehnologije, koje ukljucuju zagrevanje na 600—1000 °C, mogu dovesti
do gotovo potpune destrukcije PFAS, ali su ogranic¢ene visokim energetskim zahtevima, troSkovima i
mogucéim negativnim uticajem na zemljiSte 1 ekosisteme. Hemijske oksidacione i redukcione tehnologije
omogucavaju delimi¢nu ili potpunu mineralizaciju PFAS, ali njihova efikasnost zavisi od strukture
jedinjenja, dok kratkolancani produkti ostaju otporniji, a primena zahteva velike koli¢ine hemikalija 1
visoke operativne troSkove. Pranje zemljista predstavlja jednostavniji pristup ekstrakcije PFAS iz Cvrste
faze, koji omogucava ponovnu upotrebu zemljiSta, ali je vremenski zahtevan i stvara sekundarni
kontaminirani vodeni tok.

Za razliku od ovih fizi¢ko-hemijskih metoda, bioremedijacija upotrebom mikroorganizama, gljiva ili
biljaka predstavlja odrziviji pristup sa nizim troskovima i mogucnoscu in situ primene, uz minimalno
naruSavanje ekosistema. Najveée ograniCenje bioremedijacije je nedovoljno razjaSnjen mehanizam
biodegradacije PFAS i spor tok bioloskih procesa, ali se i pored toga smatra jednom od najperspektivnijih
dugoroc¢nih strategija, posebno u kombinaciji sa drugim tehnologijama (Tabela 2). Analiza dostupnih
metoda pokazuje da trenutne tehnologije uglavnom efikasno uklanjaju PFAS iz vode, ali ne reSavaju
kontaminaciju zemljiSta ni potpunu mineralizaciju svih jedinjenja. Zbog toga se savremena istrazivanja
usmeravaju ka kombinovanim pristupima koji integriSu koncentrisanje, destrukciju i biolosku

transformaciju PFAS radi postizanja odrzivog reSenja za remedijaciju (Shahsavari et al., 2021).
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Tabela 2. Tehnologije uklanjanja PFAS jedinjenja iz Zivotne sredine. Preuzeto i modifikovano od

(Shahsavari et al., 2021).

Tehnologija Kontamlrvl!rano Prednosti Mane Izvor
podrucje
Niski operativni  Neefikasno za uklanjanje
troSkovi, kratkolan¢anih PFAS
primena jedinjenja; moze
Adsorpcije EX situ/in situ razlicitih interferirati sa drugim (Zh;%glf; al,
komercijalno zagadivac¢ima; moze biti
dostupnih potrebna velika koli¢ina
materijala adsorbenta
Visoki troskovi; zavisnost
. od molekulske mase
Efikasno u S L
. . : .. PFAS jedinjenja; (Tang et al.,
Filtracije Ex situ Sirokom opsegu -
. generisanje otpada sa 2007)
pH vrednosti . .
visokom koncentracijom
zagadivaca
Visok potenciial Vremenski zahtevno,
Termalne , potenci) skupo i energetski (Yamada et al.,
o Ex situ razgradnje PFAS . . y
tehnologije S . intenzivno; narusava 2005)
jedinjenja. eyl s .
zemljiste 1 ekosistem.
Visoki troskovi usled
potrebe za velikim
Potencijal za koli¢inama hemikalija i
Hemijske mineralizaciju centralizovanom (Yates et al
ok3|da(:|_one| In situ/ ex situ PFAS_JedanenJa; opremom; ogranicena 2014: Arvaniti
redukcione efikasno u primenljivost na sva etal., 2015)
tehnologije uklanjanju PFAS jedinjenja; moguéa N
PFOA. formacija kratkolan¢anih
PFAS; interferencija sa
drugim zagadivacima.
. Zahteva de Bruecker,
jednostavnu T "Status
tehnologiju; Skupo i vremenski e 'ort PEOS
Pranje zemljiSta Ex situ moguca je zahtevno; nastaje re?ne diation
ponovna kontaminirana voda. DEC Environ. "
upotreba (2015) '
zemljista '
Ograniceni dokazi o
Jednostavan, , . ..
isplativ i mogucnosti _deg_radacue
. T . : o PFAS jedinjenja; zbog (Presentato et
Bioremedijacija  In situ/ ex situ ekoloski . -
bezbedan spore biodegradacije al., 2020)

proces moze trajati veoma

(zeleni) pristup dugo
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Tehnike remedijacije se uopsteno mogu podeliti na nedesktruktivne metode separacije i destruktivne
tehnologije razgradnje (Hussain et al., 2025; Sanzana et al., 2025).

Nedesktruktivne metode su fokusirane na izdvajanje i koncentrisanje zagadujucih supstanci iz vode, ali
ne dovode do potpunog uklanjanja samih molekula. U nedestruktivne metode spadaju adsorpcije,
membranske filtracije, elektrokoagulacije, kao i penasto/ozonsko frakcionisanje (Hussain et al., 2025;
Sanzana et al., 2025).

Destruktivne metode, ukljuc¢uju¢i biodegradaciju, elektrohemijsku oksidaciju, plazma tretman i
napredne oksidacione procese, imaju za cilj potpunu mineralizaciju razbijanjem izuzetno stabilnih
ugljenik-fluor veza. Ove metode znatno su energetski zahtevnije i teze primenljive u velikim razmerama
(Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025).

2.8.1. Membranske filtracije pod visokim pritiskom

Tehnologija membranske filtracije pod visokim pritiskom, kao §to su reverna osmoza i nanofiltracija,
veoma su znacajne nedestruktivne fizicke metode separacije kod uklanjanja PFAS jedinjenja iz otpadnih
voda. Proces ukljucuje koriS¢enje polupropusnih membrana za filtraciju zagadivaca putem mehanizama
kao $to su iskljucivanje na osnovu veli¢ine molekula i elektrostaticko odbijanje (Hussain et al., 2025;
Sanzana et al., 2025).

Prednosti ove nedestruktivne metode je visoka efikasnost uklanjanja, koja doseze 1 99% pri uklanjanju
dugolancanih PFAS jedinjenja, poput PFOA i PFOS. Za razliku od membrana koje rade pod nizim
pritiskom, ove tehnologije mogu efikasno zadrzati Sirok spektar zagadujucih supstanci bez obzira na
hemijski sastav vode, ¢ime se ispunjavaju strogi regulatorni standardi (Sanzana et al., 2025).

Nedostaci membranske filtracije pod visokim pritiskom, ogledaju se u tome da se ovi sistemi suocavaju
sa znacajnim izazovima u pogledu odrzivosti. Oni zahtevaju visoke radne pritiske (5-70 bar), $to
rezultira velikom potroSnjom energije 1 visokim operativnim troSkovima. Efikasnost ovih sistema moze
ograniciti i samo zapuSavanje membrane, Sto uti¢e na uspesnost oporavka vode, te zahteva Ceste 1 skupe
postupke odrzavanja (Chen et al., 2025; Sanzana et al., 2025). Svakako glavni nedostatak je to $to ove
metode ne razgraduju PFAS jedinjenja ve¢ samo stvaraju visoko kontaminirani koncentrat, za koji je
kasnije neophodno obezbediti dodatni specijalizovani tretman ili bezbedno odlaganje (Hussain et al.,
2025; Sanzana et al., 2025).

2.8.2. Elektrokoagulacija

Elektrokoagulacija predstavlja efikasan, nedestruktivan elektrohemijski postupak tretmana koji koristi
jednokratne (Zrtvene) metalne elektrode, poput gvozda ili aluminijuma, za stvaranje amorfnih
hidroksidnih flokula koje adsorbuju zagadujuce supstance. Osnove ove metode su hidrofobne interakcije
i viSeslojne sorpcije izmedu PFAS molekula i metalnih hidroksidnih flokula (Hussain et al., 2025).
Istrazivanja su pokazala da se elektrokoagulacija moze kombinovati sa drugim elektrohemijskim
tehnikama kako bi se postigla bolja efikasnost pri uklanjanju jedinjenja kao $to su PFBA (2%), PFHxS
(99%) 1 PFBS (96%) u sintetickim vodenim sistemima (Chen et al., 2025).

Glavna prednost elektrokoagulacije je relativno nizak kapitalni troSak i jednostavnija primena u
poredenju sa slozenim tehnologijama razgradnje (Rani et al., 2025). Posebno je efikasna za tretman
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otpadnih voda sa visokim koncentracijama zagaduju¢ih supstanci, pri ¢emu ukupna efikasnost
uklanjanja moze dostiéi priblizno 90% (Hussain et al., 2025).

Glavni nedostatak ove metode, je §to kao nedestruktivna metoda ne razgraduje ugljenik-fluor vezu, zbog
Cega je potrebno dodatno upravljanje kontaminiranim flokulama (Hussain et al., 2025). Pored toga,
povrsina potrosne elektrode vremenom moze postati pasivirana, $to dovodi do smanjenja efikasnosti
procesa (Rani et al., 2025).

2.8.3. Frakcionisanje pomoc¢u pene i 0zona

Frakcionisanje pene i njegova varijanta, ozonsko frakcionisanje pene (ili ozo-frakcionisanje),
predstavljaju nedestruktivne metode separacije koje koriste amfifilnu prirodu PFAS jedinjenja za
razdvajanje (Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025). Postupak se zasniva na uvodenju mehuric¢a vazduha
ili ozona u otpadne vode, nakon ¢ega se PFAS molekuli vezuju za mehuriée i podizu na povrSinu. Kada
se mehuri¢i podignu na povrsinu oni formiraju penu koja je zapravo koncentrat PFAS jedinjenja, nakon
toga pena se skuplja i kondenzuje u te¢ni koncentrat (Hussain et al., 2025; Narasimhappa et al., 2025).

Prednost ove metode je $to naj¢esce ne zahteva ni upotrebu dodatnih hemikalija ni filtracionih materijala.
Pored toga odlikuje se nizom potro$njom energije u poredenju sa sistemima koji koriste membrane pod
visokim pritiskom (Chen et al., 2025). Ozonirana frakcionacija pene posebno poboljsava efikasnost
uklanjanja, sa uspesnosc¢u uklanjanja do 95% ukupnih PFAS jedinjenja. Pored toga, proizvodi dva do
Cetiri puta manje otpada u odnosu na sisteme koji koriste vazduh, tako zna¢ajno smanjujuéi troskove
odlaganja (Chen et al., 2025; Narasimhappa et al., 2025).

Nedostatak ove metode je Sto efikasnost frakcionacije pene u velikoj meri zavisi od hidrofobnosti, pa je
tako delotvorna za dugolancana jedinjenja poput PFOS i PFOA, ali uglavnom nije efikasna za
kratkolan¢ana PFAS jedinjenja (npr. PFBA i PFBS) zbog njihove nize povrsinske aktivnosti (Chen et
al., 2025). Pored toga, kao metoda separacije, ona ne razgraduje C—F veze, §to rezultira visoko
koncentrisanim toksi¢nim otpadom koji zahteva sekundarno upravljanje ili unistavanje (Chen et al.,
2025; Hussain et al., 2025).

2.8.4. Adsorpcione metode

Adsorpcija se istiCe kao Siroko primenjiva nedestruktivna metoda remedijacije, koja funkcioniSe po
principu vezivanja ¢vrstih materijala, fizicki ili hemijski, za PFAS jedinjenja u otpadnim vodama
(Sanzana et al., 2025). Ovaj proces zasniva se na razli¢itim mehanizmima, prvenstveno hidrofobnim i
elektrostatiCkim interakcima, uz doprinos Van der Waalsovih sila i mehanizmima jonske izmene
(Sanzana et al., 2025; Kannan et al., 2026). Najcescée koris¢eni adsorbensi su granulisani aktivni ugalj
(eng. granular activated carbon, GAC) i jonoizmenjivacke smole (eng. ion exchange resins, IER)
(Ruckbeil et al., 2025; Sanzana et al., 2025).

Prednosti adsorpcionih metoda se ogledaju u tome Sto su te tehnologije razvijene i pouzdane, a poznate
po visokoj efikasnosti uklanjanja, koja ¢esto prelazi 90% za PFAS jedinjenja (Narasimhappa et al., 2025;
Kannan et al., 2026). Sistemi zasnovani na GAC posebno su zastupljeni zbog nizih investicionih
troskova 1 jednostavne integracije u postojece sisteme za pre¢iS¢avanje voda (Sanzana et al., 2025;
Kannan et al., 2026). Pored toga, IER ¢esto pokazuju brzu kinetiku adsorpcije i veéi kapacitet za pojedine
anjonske PFAS vrste (Dixit et al., 2021; Zeidabadi et al., 2024).

Medutim, glavni nedostatak ove metode je $to kao separaciona tehnika, ne razgraduje C—F vezu, $to
dovodi do stvaranja visoko kontaminiranog istrosenog adsorbensa Koji zahteva dodatni tretman, kao $to
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je spaljivanje na visokim temperaturama (Sanzana et al., 2025; Kannan et al., 2026). GAC pokazuje
znatno manji afinitet prema PFAS jedinjenjima kratkog lanca (npr. PFBA i PFBS), koja obi¢no prolaze
kroz adsorbens znatno ranije u poredenju sa jedinjenjima dugog lanca (Ruckbeil et al., 2025; Kannan et
al., 2026). Pored toga, proces je podlozan kompetitivnoj adsorpciji, pri ¢emu rastvorena organska
supstanca i neorganski joni (kao $to su sulfat ili bikarbonat) zauzimaju aktivna mesta na adsorbensu,
¢ime se znacajno smanjuje njegov kapacitet za uklanjanje PFAS jedinjenja (Hussain et al., 2025;
Rickbeil et al., 2025).

Mehanizam adsorpcije PFAS jedinjenja je slozen zbog jedinstvene amfifilne prirode ovih molekula
(Dixit et al., 2021; Khazdooz, Zarei and Abbaspourrad, 2025). Uopsteno, adsorpcija je vodena dvema
osnovnim vrstama interakcija, elektrostatickim interakcijama i hidrofobnim interakcijama (Dixit et al.,
2021; Ruckbeil et al., 2025).

Elektrostati¢ke interakcije predstavljaju dominantan mehanizam kod jonoizmenjivackih smola. Ovi
materijali sadrZe pozitivno naelektrisane funkcionalne grupe koje privlace anjonske ,,glave” PFAS
molekula, pri ¢emu Cesto dolazi do stehiometrijske razmene hloridnih jona (Dixit et al., 2021).

Nasuprot tome, hidrofobne interakcije su glavna pokretacka sila kod nepolarnih adsorbenasa kao §to je
aktivni ugalj (Ruckbeil et al., 2025). Ovaj proces je voden entropijski potpomognutim pokretanjem
fluorovanih ,,repova“ iz vode ka povrsini adsorbensa (Dixit et al., 2021). Ja¢ina hidrofobnih interakcija
raste linearno sa duzinom lanca molekula, po dodatnoj CF, grupi, $to objasnjava zasto se dugolanc¢ana
jedinjenja poput PFOS uklanjaju efikasnije od kratkolan¢anih analoga kao $to je PFBA (Woke et al.,
2025).

Pored navedenih primarnih mehanizama, nekoliko sekundarnih mehanizama takode doprinosi vezivanju
PFAS jedinjenja:

e Vodoni¢ne veze i Van der Waalsove sile; pruzaju dodatnu stabilizaciju na odredenim povr$inama
(Dixit et al., 2021; Riickbeil et al., 2025).

o Molekulska agregacija; ¢ak i pri koncentracijama ispod kritiéne koncentracije micela, PFAS
mogu formirati hemimicele (monoslojeve) ili admicele (dvoslojeve) na povrSinama adsorbensa.
lako ove strukture mogu povecati kapacitet adsorpcije na naelektrisanim povr§inama, mogu i
blokirati unutrasnje mikropore, otezavajuci dalju difuziju (Dixit et al., 2021).

« Dvoslojna adsorpcija; neka istrazivanja ukazuju na sinergisticki efekat, pri kojem se prvi sloj
PFAS molekula vezuje elektrostatickim silama, stvaraju¢i hidrofobnu povrSinu koja potom
omogucava formiranje drugog sloja kroz hidrofobne interakcije ,,rep-rep* (Khazdooz, Zarei and
Abbaspourrad, 2025).

Vazno je napomenuti da tip funkcionalne grupe utice na mehanizam adsorpcije, pa tako na primer,
perfluorosulfonati su hidrofobniji i kiseliji od perfluorokarboksilata, $to ima za posledicu veéi afinitet
prema vecini adsorbenasa (Khazdooz, Zarei and Abbaspourrad, 2025; Woke et al., 2025).

2.8.4.1. Jonoizmenjivacke smole

Jonske smole su sinteticki polimeri, uz pomo¢ kojih se selektivno mogu ukloniti PFAS jedinjenja iz
otpadnih voda zamenom jonskih kontaminanata manje Stetnim jonima. Ove smole obi¢no imaju
mrezastu strukturu od polistirena ili poliakrilata sa specijalizovanim funkcionalnim grupama, kao §to su
kvaternarni amonijum za jake bazne anjonske smole ili tercijarni amini za slabe bazne anjonske smole.
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Za preradu vode, od skoro, pocele su da se koriste i smole koje uklanjaju i PFAS, poput Amberlite™
PSR2 Plus ili Purolite A592E, koje se Cesto koriste jednokratno kako bi se izbegla komplikovana obrada
koncentrisanog regeneracionog rastvora (Dixit et al., 2021).

U poredenju sa GAC, IER smole obi¢no imaju veci kapacitet uklanjanja i brzu kinetiku, ¢esto postizuci
superiorno uklanjanje kako dugolancanih, tako i kratkolan¢anih PFAS jedinjenja, a posebno su efikasne
u hvatanju kratkolan¢anih PFAS jedinjenja (Dixit et al., 2021; Zeidabadi et al., 2024). Njihova efikasnost
dobro se opisuje pseudo-drugim redom kineti¢kih modela, §to dovodi do brze hemijske interakcije
izmedu smole i kontaminanata (Dixit et al., 2021).

Medutim, performanse jonoizmenjivackih smola mogu biti znac¢ajno smanjene zbog konkurentne
adsorpcije, npr. kada uobicajni neorganski anjoni poput sulfata (S04%) ili nitrata (NO3") konkuriu za
ista aktivna mesta kao i kontaminanti. Pored toga, perfluorosulfonati poput PFOS jedinjenja obi¢no
pokazuju jaci afinitet prema ovim smolama u odnosu na perfluorokarboksilate poput PFOA jedinjenja,
zbog vece hidrofobnosti i kiselosti (Woke et al., 2025).

Glavni nedostatak je Sto se ove smole tesko regeneriSu zbog jakih hidrofobnih interakcija koje se
standardnim rastvorom soli ne mogu lako ponistiti, $to ¢esto zahteva upotrebu organskih rastvaraca, koji
predstavljaju bezbednosni i ekoloski rizik (Zeidabadi et al., 2024; Riickbeil et al., 2025). Pored toga,
kod jednokratne upotrebe, potrebno je termalno uniStavanje iskoriS¢enog materijala radi upravljanja
otpadom, dok sam proces proizvodnje smole nosi znacajan ekoloski teret, ukljucujuéi uticaje na globalno
zagrevanje i ekotoksi¢nost (Dixit et al., 2021).

Vezivanje PFAS jedinjenja za jonoizmenjivacke smole prvenstveno se zashiva na elektrostatickim
interakcijama izmedu negativno naelektrisanih ,,glava“ PFAS molekula i pozitivho naelektrisanih
funkcionalnih grupa smole. Pored elektrostati¢kih interakcija vaznu ulogu igraju i hidrofobne interakcije
koje nastaju izmedu nepolarnih fluorovanih ,,repova“ i polimernog matriksa smole. Ovim primarnim
mehanizmima doprinose i Van der Waalsove sile i vodoni¢ne veze, koje dodatno stabilizuju adsorbovane
molekule na povr$ini adsorbenata (Slika 6) (Dixit et al., 2021).

Pri vi§im koncentracijama, PFAS molekuli mogu agregirati u strukture poput hemimicela ili micela na
povrsini adsorbensa, §to moze povecati kapacitet adsorpcije, ali takode moze dovesti i do blokiranja
unutra$njih pora (Dixit et al., 2021).
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Slika 6. (A) Mehanizam procesa jonske izmene, (B) Struktura PFAS jedinjenja sa hidrofobnim
»repovima“ i hidrofilnim ,,glavama‘, (C) Sematski prikaz hidrofobnih efekata, (D—G) Sematski prikaz
agregacije PFAS jedinjenja putem formiranja micela, micelarnog dvosloja i hemimicela.

* Organska supstanca (OS)
Preuzeto od (Dixit et al., 2021).
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2.8.4.2. Aktivni ugalj

Aktivni ugalj (eng. activated carbon, AC) je najc¢esce koris¢en adsorbens za uklanjanje PFAS jedinjenja
zbog svoje operativne jednostavnosti i stabilnih performansi (Meservey et al., 2026). Aktivni ugalj se
uglavnom proizvodi iz organskih materijala bogatih ugljenikom, kao $to su ugalj, kokosova ljuska i drvo,
pod visokom temeperaturom procesima karbonizacije i aktivacije, pri ¢emu se formira razvijena mreza
pora i velika specifi¢na povrsina (Chen et al., 2025; Meservey et al., 2026).

Dve najéesée koris¢ene forme aktivnog uglja u remedijaciji otpadnih voda su GAC i aktivni ugalj u
prahu (eng. powdered activated carbon, PAC), koji se prvenstveno razlikuju po veli¢ini ¢estica. GAC
obi¢no ima veca zrna (0,4-1,2 mm), nasuprot tome, PAC se sastoji od mnogo finih ¢estica (< 1 mm), Sto
mu omogucéava znacajno vecu specifiénu povrsinu i kra¢e interne difuzione puteve za PFAS molekule
(Ahrens et al., 2025; Chen et al., 2025; Sanzana et al., 2025). Istrazivanja su pokazala da PAC moze
posti¢i stopu masovnog optereenja (koliko mase kontaminanta se nanosi ili uklanja po jedinici mase
adsorbensa) gotovo dvostruko veéu od GAC-a (npr. 11,0 pug-g* naspram 6,2 pg-g?) i éesto pokazuje
vecu efikasnost uklanjanja od GAC-a za Sirok spektar detektovanih PFAS jedinjenja (Yang et al., 2022;
Chen et al., 2025). Medutim, GAC se pokazao kao bolje reSenje za dugoro¢ne i velike primene, jer PAC
zahteva vise radnog pritiska i specijalizovane korake separacije, poput sedimentacije ili membranske
filtracije, kako bi se nakon kori$é¢enja uklonio iz izlazne vode (Ahrens et al., 2025; Chen et al., 2025).

Glavna prednost aktivnog uglja je njegova isplativost, sa jedini¢nim cenama u rasponu od 2,75 do 4,41
USD po kilogramu, §to je znacajno jeftinije u odnosu na alternativne adsorbense poput jonskih smola
(Meservey et al., 2026). AC je veoma efikasan u uklanjanju dugolan¢anih PFAS jedinjenja, kao §to su
PFOS i PFOA, pri ¢emu postize stopu uklanjanja izmedu 70% i 90% (Arias Espana, Mallavarapu &
Naidu, 2015; Ahrens et al., 2025). Pored toga, AC pokazuje visoku hemijsku i termalnu stabilnost, $to
omogucava tretman razlicitih i zahtevnih otpadnih voda (Chen et al., 2025).

Najveci nedostatak je nizak afinitet za kratkolan¢ane PFAS (npr. PFBA 1 PFBS), koji obi¢no pokazuju
momentalni prolazak kroz filter ili efikasnost uklanjanja ispod 50% (Ahrens et al., 2025; Sanzana et al.,
2025). Takode, GAC ima sporu kinetiku, ponekad je potrebno vise od 72 sata da se postigne ravnoteza,
§to moze biti neprakti¢no za sisteme sa velikim protokom otpadnih voda (Arias Espana, Mallavarapu
and Naidu, 2015). Jo$ jedan veliki izazov je konkurentna adsorpcija, pri kojoj rastvorene prirodne
organske materije i neorganski joni zauzimaju aktivna mesta, znacajno smanjujuci dostupni kapacitet za
PFAS jedinjenja (Hussain et al., 2025; Sanzana et al., 2025). Na kraju remedijacije, iskori§¢eni AC
postaje koncentrisan otpad, a buduci da je regeneracija na licu mesta tesko izvodljiva, ¢esto je neophodna
energetski zahtevna termalna obrada ili odlaganje na deponiju (Sanzana et al., 2025).

Adsorpcija PFAS jedinjenja na aktivni ugalj prvenstveno je vodena hidrofobnim interakcijama izmedu
fluorovanih ,,repova” molekula i nepolarnih povrsina pora, pri ¢emu jacina ove sile raste linearno sa
duzinom lanca molekula (Sanzana et al., 2025; Meservey et al., 2026). Ove interakcije se dopunjuju
elektrostatickim silama izmedu anjonskih ,,glava“ PFAS molekula i naelektrisanih funkcionalnih grupa
na povrSini AC, pri ¢emu ih mogu modifikovati pH rastvora i jonska ja¢ina (Hussain et al., 2025;
Sanzana et al., 2025). Pored toga, specifi¢na raspodela veli¢ine pora (mikropore naspram mezopora) i
mogucnost molekulske agregacije u hemimicele na povrSini dodatno uticu na ukupan kapacitet
adsorpcije i brzine difuzije molekula (Slika 7) (McCleaf et al., 2017; Sanzana et al., 2025).
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Slika 7. Adsorpcioni mehanizmi uklanjanja PFAS supstanci na aktivnom uglju. Preuzeto od (Sanzana
et al., 2025).

2.8.4.3. Bioéar

Biocar (bio¢umur) je odrzivi ugljeni¢ni adsorbens dobijen termalnim tretmanom (pirolizom) organskih
bioloskih otpada, kao $to su poljoprivredni otpad, otpad od hrane i mulj iz kanalizacije (Krahn et al.,
2023; Rani et al., 2025). Ovaj materijal poseduje visoko poroznu strukturu i raznovrsne funkcionalne
grupe, ukljucujuéi hidroksilne, karbonilne i1 aromati¢ne prstenove, koje olakSavaju vezivanje PFAS
jedinjenja iz kontaminiranih vodenih (Rani et al., 2025; Yadav, Propper & Moreira, 2026).

Glavne prednosti bio¢ara Su njegova izuzetna isplativost i to $to predstavlja ekoloSku opciju, odnosno
koristi sirovine iz otpada i podrzava sekvestraciju ugljenika, $to ga ¢ini ,,zelenijom* alternativom
granulisanom aktivnom uglju. Fizicka svojstva bio¢ara, poput raspodele veli¢ine pora i specifi¢ne
povrsine, mogu se podesavati tokom proizvodnog procesa kako bi se omogucila bolja adsorpcija
specifi¢éne kontaminacije, pri ¢emu neki specijalizovani biocar-ovi od mulja iz kanalizacije pokazuju
veci afinitet za PFOA od pojedinih komercijalnih aktivnih ugljeva (Krahn et al., 2023; Rani et al., 2025).

S druge strane, glavni nedostatak biocara je njegova relativno niska efikasnost uklanjanja kratkolan¢anih
PFAS supstanci, koje obi¢no ostaju mobilne i slabo vezane u poredenju sa dugolanéanim PFAS
supstancama (Krahn et al., 2023; Yadav, Propper and Moreira, 2026). Takode, njegova efikasnost je
neujednacena, jer performanse u velikoj meri zavise od tipa sirovine i uslova pirolize (Mai et al., 2026;
Yadav, Propper and Moreira, 2026). Postoji i zabrinutost zbog moguceg prisustva sekundarnih
kontaminanata, poput policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, §to zahteva pazljivu kontrolu kvaliteta
pre primene u zivotnoj sredini (Yadav, Propper and Moreira, 2026).

Vezivanje PFAS jedinjenja za bioCar prvenstveno je vodeno hidrofobnim interakcijama izmedu
nepolarnih fluorovanih ,repova“ i ugljenicne povrsine, kao i elektrostatickim interakcijama izmedu
anjonskih ,,glava“ PFAS supstanci i pozitivno naelektrisanih mesta na biocaru (Rani et al., 2025; Yadav,
Propper and Moreira, 2026). Ove dominantne sile ¢esto dopunjuju sekundarni mehanizmi, poput
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vodoni¢nih veza i Van der Waalsovih sila, koji dodatno stabilizuju adsorbovane molekule (Krahn et al.,
2023; Yadav, Propper and Moreira, 2026).

Kao $to je veé reCeno i za prethodne adsorbense, buduéi da jac¢ina hidrofobnih interakcija raste sa svakom
dodatnom CF jedinicom, ja¢ina adsorpcije je znatno veca za dugolan¢ane PFAS u poredenju sa
kratkolan¢anim PFAS supstancama (Krahn et al., 2023; Yadav, Propper and Moreira, 2026).

2.8.4.4. Gline

Glineni minerali, poput montmorilonita i kaolinta, su odrzivi, jeftini i lako dostupni adsorbensi za
remedijaciju PFAS jedinjenja (Li and Mohseni, 2025; Meegoda, Mudalige and Perera, 2026). lako
prirodne gline imaju veliku specifi¢nu povrsinu i mogu vezivati PFAS, njihove negativno naelektrisane
povrsine Cesto dovode do slabog uklanjanja anjonskih PFAS zbog elektrostatskog odbijanja (Li and
Mohseni, 2025; Meegoda, Mudalige and Perera, 2026). Kako bi se to prevazislo, istrazivaéi razvijaju
modifikovane gline (organogline) premazivanjem surfaktantima, aminima ili katjonskim polimerima
poput polidialildimetilamonijum-hlorida kako bi stvorila pozitivno naelektrisana mesta na povrsini
adsorbensa (Li and Mohseni, 2025).

Glavna prednost modifikovanih glina je njihova izuzetna regeneraciona efikasnost; ¢esto se mogu
obnoviti kori$¢enjem jednostavnog rastvora natrijum-hlorida, pri ¢emu zadrzavaju vise od 98%
inicijalnog kapaciteta kroz vise ciklusa (Li and Mohseni, 2025). Ovaj proces zasnovan samo na slanoj
vodi je znacéajno prakti¢niji i jeftiniji od slozene regeneracije koja je potrebna za aktivni ugalj ili jonske
smole (Chen et al., 2025; Li and Mohseni, 2025). Pored toga, ovi materijali su znatno ekoloski
prihvatljivije reSenje u poredenju sa sintetickim adsorbensima (Sanzana et al., 2025).

Medutim, znaajan nedostatak je njihova osetljivost na pH, gde visoka pH vrednost moze povecati
negativno naelektrisanje povrsine i konkurenciju hidroksilnih jona, $to znacajno smanjuje vezivanje
kratkolan¢anih PFAS supstanci. Takode, prisustvo prirodne organske materije u otpadnim vodama moze
ozbiljno umanjiti performanse, jer te materije konkurisu za dostupna mesta za vezivanje (Li and
Mohseni, 2025).

Adsorpcija na modifikovanim glinama prvenstveno je vodena jakom elektrostatskom privlacnoséu
izmedu katjonskih modifikovanih povrsina i anjonskih ,,glava“ PFAS supstanci, koja je dodatno
dopunjena Van der Waalsovim silama (Li and Mohseni, 2025).

U pros$irivim 2:1 glinama, poput montmorilonita, molekuli PFAS supstanci mogu se takode vezivati
unutar meduslojnih prostora minerala (Meegoda, Mudalige and Perera, 2026). Pored toga, hidrofobne
interakcije izmedu fluorovanih ,,repova“ i organskih domena na povrsini gline, obezbeduju znacajnu
energiju vezivanja, naroCito za dugolanéana PFAS jedinjenja (Li and Mohseni, 2025; Meegoda,
Mudalige and Perera, 2026).

2.8.5. Elektohemijska oksidacija

Elektrohemijska oksidacija predstavlja efikasnu destruktivnu metodu koja raskida stabilne ugljenik-fluor
veze u PFAS jedinjenjima pomocu elektroliticke ¢elije (Sanzana et al., 2025). Ovaj proces se zasniva na
dva osnovna mehanizma: direktnoj oksidaciji, pri kojoj dolazi do prenosa elektrona sa anode na
adsorbovane PFAS molekule, i indirektnoj oksidaciji, koja ukljucuje stvaranje reaktivnih vrsta in situ,

25



kao $to su hidroksilni radikali (¢OH) ili sulfatni radikali (SO4™) (Chen et al., 2025; Sanzana et al., 2025).
Elektrode od borom dopiranog dijamanta pokazale su se kao najefikasnije u ovom procesu, postizuci
vise od 99% razgradnje PFAS jedinjenja (Sanzana et al., 2025).

Glavna prednost elektrohemijske oksidacije je njena sposobnost da postigne visok stepen mineralizacije,
pri ¢emu se toksi¢ni molekuli pretvaraju u fluoridne jone i ugljen-dioksid (Sanzana et al., 2025). Zatim,
ovaj proces ne zahteva dodatne hemikalije, odvija se na sobnoj temperaturi i moze se primenjivati na
razli¢ite vrste industrijskih otpadnih voda (Sanzana et al., 2025).

Primena elektrohemijske oksidacije u velikim razmerama suocava se sa znac¢ajnim izazovima, pre svega
zbog visoke potrosnje energije i zahtevne proizvodnje specijalizovanih elektroda (Sanzana et al., 2025).
Kao jedan od glavnih problema ove metode navodi se nastajanje toksi¢nih nusproizvoda, kao $to su
perhlorat (ClOy4) i hlorat (ClO3"), naro¢ito u prisustvu hloridnih jona u vodi (Chen et al., 2025; Sanzana
et al., 2025). Takode, akumulacija fluoridnih jona u tretiranoj vodi moze dovesti do stvaranja korozivnih
ostataka koji zahtevaju dodatno upravljanje (Sanzana et al., 2025).

2.8.6. Netermalna plazma

Netermalna plazma je nova destruktivna tehnologija za remedijaciju PFAS jedinjenja koja koristi
visokoenergetski jonizovani gas za razgradnju ovih postojanih supstanci (Hussain et al., 2025). U ovom
procesu nastaje niz veoma reaktivnih vrsta, uklju¢ujuéi slobodne radikale, jone i1 visokoenergetske
elektrone, pa tako vrste kao Sto su *OH i SO4™, omogucavaju raskidanje ugljenik-fluor veza (Hussain et
al., 2025; Sanzana et al., 2025). Ova razgradnja se najc¢es$¢e odvija na granici izmedu te¢nosti i plazme,
gde plazma direktno reaguje sa PFAS molekulima (Hussain et al., 2025).

Znacajna prednost ove metode je mogucnost rada pri sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku, $to je
¢ini potencijalno energetski efikasnijom alternativom u odnosu na termalne metode destrukcije (Hussain
et al., 2025; Sanzana et al., 2025). Pokazana je i visoka efikasnost u razli¢itim vrstama matriksa,
ukljucujuéi industrijske otpadne vode 1 procedne vode sa deponija, pri cemu je postignuto uklanjanje
priblizno 90% PFOA u roku od 60 minuta. Pored toga, lak prenos ove metode omogucava joj primenu
u decentralizovanim ili udaljenim sistemima (Hussain et al., 2025).

Mane ove metode su visoki energetski zahtevi 1 operativni troSkovi povezani sa generisanjem plazme
(Hussain et al., 2025). Veliki tehnicki problem predstavlja formiranje nusproizvoda kraceg lanca (C4—
C7), kao 1 razli¢itih organskih 1 neorganskih meduproizvoda, koji mogu biti mobilniji i ¢iji dalji tretman
moze biti otezan (Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025). Dodatno, bezbednosni izazovi i sloZenost
povecanja obima tehnologije za velike komunalne sisteme trenutno ograni¢avaju njenu Siru primenu
(Hussain et al., 2025).

2.8.7. Napredni oksidacioni procesi

Napredni oksidacioni procesi (eng. advanced oxidation processes, AOP) predstavljaju destruktivne
tehnike remedijacije koje, kako bi razgradile postojane PFAS molekule, stvaraju veoma reaktivne
kiseoni¢ne vrste, prvenstveno hidroksilne radikale (*OH) i sulfatne radikale (SO4™) (Hussain et al., 2025;
Narasimhappa et al., 2025). lako standardni AOP sistemi zasnovani na hidroksilnim radikalima, kao §to
su UV/H:0: ili Fentonov reagens, Cesto nisu efikasni jer hidroksilni radikali teSko napadaju C—F veze
(jer nema prisutnog vodonika) u jedinjenjima PFOS i PFOA, sistemi zasnovani na sulfatnim radikalima
pokazali su znacajan potencijal (Arias Espana, Mallavarapu and Naidu, 2015). Tokom ovih procesa
dogada se mineralizacija, pri Cemu se toksi¢na jedinjenja pretvaraju u fluoridne jone (F), CO2 i
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perfluorokarboksilne kiseline krac¢eg lanca (Arias Espana, Mallavarapu and Naidu, 2015; Hussain et al.,
2025).

Glavna prednost AOP tehnologija je njihova sposobnost da razgrade PFAS in situ, ¢ime se sprecava
prenos kontaminacije u sekundarne tokove otpada, kao $to su mulj ili koncentrovana slana voda (Arias
Espana, Mallavarapu and Naidu, 2015). Ovi procesi su veoma prilagodljivi i mogu se primenjivati za
tretman slozenih industrijskih otpadnih voda i1 procednih voda sa deponija, uz istovremeno uklanjanje
razli¢itih prate¢ih zagadujucih supstanci (Hussain et al., 2025).

Veliki nedostatak predstavljaju visoki operativni troskovi, zbog velike potrosnje energije i stalne potrebe
za skupim hemijskim reagensima (Hussain et al., 2025). Pored toga, AOP procesi ¢esto dovode do
nepotpune razgradnje, pri ¢emu nastaju perfluorovani nusproizvodi kraceg lanca (C4-C7) koji su
mobilniji i tezi za uklanjanje (Chen et al., 2025; Hussain et al., 2025). Takode, organska materija prisutna
u otpadnoj vodi moze reagovati sa reaktivnim radikalima, ¢ime se znacajno smanjuje ukupna efikasnost
procesa remedijacije PFAS jedinjenja (Chen et al., 2025).

2.8.7.1. Fotokataliza

Fotokataliza je napredni oksidacioni proces koji pokrece svetlost, a koristi poluprovodnicke materijale,
kao §to su TiOz ili ZnO, za mineralizaciju organskih zagadivaca (Leung et al., 2022; Liang et al., 2023).
Proces zapocinje kada se katalizator izlozi svetlosti ¢ija je energija jednaka ili veca od Sirine njegovog
energetskog procepa (eng. band gap), sto dovodi do prelaska elektrona (e°) iz valentne u provodnu zonu
(Liang et al., 2023; Fernandes et al., 2025). Nakon eksitacije nastaju pozitivno naelektrisane Supljine
(h™), ¢ime se formiraju reaktivni elektron-supljinski parovi (eng. electron-hole pairs) (Xu et al., 2017;
Liang et al., 2023). Ove vrste zatim reaguju sa okolnom vodom i kiseonikom, pri ¢emu se generisu
visoko reaktivni kiseoni¢ni radikali, poput hidroksilnih radikala (*OH) i superoksidnih anjona (O2")
(Liang et al., 2023; Fernandes et al., 2025). Fotokataliza je posebno pogodna za remedijaciju organskih
jedinjenja jer ovi radikali poseduju izuzetno visok oksidacioni potencijal, neophodan za raskidanje jakih
hemijskih veza, ukljucuju¢i C—F veze u perzistentnim PFAS jedinjenjima (Xu et al., 2017; Fernandes et
al., 2025). Pored toga, poluprovodnicki nanomaterijali imaju veliku specificnu povrSinu i veliki broj
aktivnih mesta, sto omogucava efikasnu, postepenu mineralizaciju sloZzenih zagadivaca u netoksi¢ne
proizvode (Juve et al., 2024; Fernandes et al., 2025).

Najopseznije istrazivani fotokatalizatori za remedijaciju PFAS jedinjenja su titanijum-dioksid (TiO2),
indijum-oksid (In203) i galijum-oksid (Ga203) (Leung et al., 2022; Fernandes et al., 2025). TiO- se
izdvaja kao najcesce koriséen fotokatalizator zbog svoje isplativosti i hemijske stabilnosti, iako njegova
efikasnost ¢esto moze biti smanjena prisustvom prirodne organske supstance (Xu et al., 2017; Leung et
al., 2022). Nasuprot tome, In203, naroCito u obliku nanoporoznih plocica, Cesto se navodi kao
najefikasniji fotokatalizator pri UV zraCenju, pri ¢emu u laboratorijskim uslovima ¢esto pokazuje bolje
performanse od TiO2 i Ga,0O3 (Xu et al., 2017; Fernandes et al., 2025). Pored ovih tradicionalnih
poluprovodnika, materijali na bazi bizmuta (BiOX, gde je X = Cl, Br ili I) pojavljuju se kao perspektivni
kandidati zahvaljujuéi svojoj slojevitoj strukturi i pogodnosti za konverziju solarne energije (Juve et al.,
2024; Fernandes et al., 2025). Drugi prouc¢avani materijali ukljucuju oksid gvozda (Fe20s3), cink-oksid
(Zn0O) i kompozitne sisteme, WO3/TiO: ili kompozitne sisteme sa redukovanim grafen oksidom koji su
dizajnirani da poboljsaju apsorpciju svetlosti i smanje rekombinaciju elektronsko-supljinskih parova
(Lashuk et al., 2022; Leung et al., 2022; Fernandes et al., 2025).
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TiO, fotokatalizatori

Titanijum-dioksid (TiO>) istice se kao veoma efikasan i primenjiv u fotokatalitickoj degradaciji PFAS
jedinjenja zbog svoje hemijske i bioloske stabilnosti, dostupnosti i niske cene, $to ga ¢ini prakti¢nom i
odrzivom opcijom za obradu zagadenih voda u velikim razmerama (Chen et al., 2015; Xu et al., 2017).
Za razliku od mnogih tradicionalnih metoda remedijacije, TiO> posredovana fotokataliza predstavlja
efikasnu ,,zelenu® tehnologiju koja radi pod blagim uslovima i ne proizvodi znacajno sekundarno
zagadenje. Efikasnost TiO> proizilazi iz njegove jedinstvene strukture energetskih pojaseva (Liang et
al., 2023). Pri ozracivanju UV svetlo$éu, elektroni se pobuduju u provodnu traku (eng. conduction band),
ostavljajuci iza sebe pozitivno naelektrisane Supljine (h*) u valentnoj traci, a koje poseduju izuzetno
snazan oksidacioni potencijal. Ove Supljine mogu direktno napasti molekule PFAS adsorbovane na
povrsini katalizatora, omogucavajuéi postepeno kidanje izuzetno stabilnih C—F veza (Liang et al., 2023;
Juve et al., 2024).

Pored toga, TiO> stvara reaktivne kiseoni¢ne radikale koji doprinose mineralizaciji organskih zagadivaca
u bezopasne krajnje proizvode kao $to su COz i fluoridni joni (Chen et al., 2015; Liang et al., 2023).
lako TiO2 ima veliki energetski procep od 3,2 eV, njegova efikasnost moze se znacajno poboljsati
modifikacijama kao §to su dopiranje metalnim jonima ili formiranje kompozitnih heterostruktura, ¢ime
se smanjuje rekombinacija fotogenerisanih nosilaca naelektrisanja (Chen et al., 2015; Duan et al., 2022).

Studije su pokazale da integracija redukovanog grafen-oksida (rGO) sa TiO2 znacajno uti¢e na efikasnost
remedijacije PFAS supstanci. rGO deluje kao efikasan hvata¢ elektrona, preuzimajuc¢i fotogenerisane
elektrone i na taj nac¢in smanjujuci rekombinaciju nosilaca naelektrisanja, Sto omogucava cetvorostruko
veci stepen degradacije PFOA u poredenju sa ¢istim TiO2 (Gomez-Ruiz et al., 2018). Prisustvo rGO
poboljsava separaciju naelektrisanja, tako Sto visoka elektri¢na provodljivost rGO olakSava prenos
elektrona, ¢ime se podsti¢e direktna oksidacija pomocu Supljina i reaktivnih radikala. Kompozit
rGO/TiO2 ne samo da proSiruje opseg apsorpcije svetlosti prema vidljivom spektru, ve¢ i zahvaljujuéi
velikoj specificnoj povrSini rGO obezbeduje dodatna aktivna mesta, $to rezultira znacajnom
mineralizacijom, ukljucujuci smanjenje ukupnog organskog ugljenika za oko 60% (Gomez-Ruiz et al.,
2018; Rivero et al., 2020).

Efikasnost fotokatalitiCke degradacije PFAS supstanci odredena je nizom klju¢nih ekoloskih i
operativnih faktora:

e pH rastvora: Predstavlja jedan od najvaznijih parametara, jer se u kiselim uslovima (obi¢no oko
pH 4) povecava adsorpcija anjonskih PFAS jedinjenja na povrsini katalizatora. Uz to poboljSava
se 1 aktivnost fotogenerisanih nosilaca naelektrisanja (Xu et al., 2017; Fernandes ef al., 2025).

e Doza katalizatora i koncentracija PFAS: Sto je vec¢a koncentracija katalizatora u odnosu na
koncentraciju PFAS supstanci, to je ve¢i broj aktivnih mesta, ali sa druge strane prevelike
koncentracije katalizatora mogu dovesti do rasipanja svetlosti i samogasenja reakcije. Nasuprot
tome, visoke pocetne koncentracije PFAS mogu zasititi povrSinu katalizatora, ¢ime se smanjuje
ukupna brzina degradacije (Liang et al., 2023; Fernandes ef al., 2025).

e Intenzitet i talasna duzina svetlosti: Intenzitet i talasna duzina svetlosti su parametri koji su
kljuéni za stvaranje elektronsko-Supljinskih parova, pri ¢emu veci intenzitet svetlosti uglavnom
ubrzava kinetiku reakcije (Xu ef al., 2017; Fernandes et al., 2025).

e Prisustvo drugih komponenti u rastvoru: Prisustvo prirodnih organskih materija 1 neorganskih
jona (npr. bikarbonati ili sulfati) moZe zna€ajno smanjiti efikasnost, jer konkuriSu za ista aktivna
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mesta kao 1 PFAS supstance i hvataju reaktivne vrste (Leung et al., 2022; Liang et al., 2023;
Fernandes et al., 2025).

e Temperatura: Povecanje temperature reakcije (do priblizno 100 °C) moze poboljsati efikasnost
uklanjanja PFAS supstanci (Xu et al., 2017).

Glavne prednosti upotrebe fotokataliticke degradacije su visoka efikasnost defluorinacije pri relativno
blagim temperaturnim i pH uslovima (Liang et al., 2023; Juve et al., 2024). Za razliku od tradicionalnih
metoda separacije, ovaj proces moze dovesti, u nekim slucajevima, do potpune mineralizacije PFAS
supstanci u neorganske produkte, kao $to su fluoridni joni i CO2 (Juve et al., 2024). Pored toga,
mogucnost koriS¢enja sunceve energije smanjuje operativne troskove i povecava odrzivost procesa u
poredenju sa energetski zahtevnim termickim ili hemijskim tretmanima, $to je ¢ini ekoloski
prihvatljivom metodom (Liang et al., 2023; Juve et al., 2024).

Medutim, i dalje postoje znacajni nedostaci, medu kojima su nizak kvantni prinos i ograni¢en opseg
apsorpcije svetlosti kod mnogih katalizatora (Juve et al., 2024). Poseban problem predstavlja nastajanje
PFAS intermedijera kraceg lanca, koji mogu zadrzati odredeni stepen ekotoksicnosti ukoliko
mineralizacija nije potpuna (Leung et al., 2022; Liang et al., 2023). Dodatno, uobicajeni katalizatori
poput TiO2 tesko se izdvajaju iz tretiranog rastvora, a njihova efikasnost je ¢esto znacajno smanjena
prisustvom prirodne organske materije u vodama pri realnim uslovima (Xu et al., 2017; Leung et al.,
2022). Zbog ovih prakti¢nih ogranicenja i izazova u dizajnu reaktora, vecina primena fotokatalize za
degradaciju PFAS supstanci za sada ostaje na laboratorijskom nivou (Liang et al., 2023; Juve et al.,
2024).

Imobilizovani i praskasti fotokatalizatori

Plocasti fotokatalizatori (imobilizovani sistemi) nude znacajne operativne prednosti u odnosu na
praskaste fotokatalizatore (suspenzioni sistemi) u procesu remedijacije voda kontaminiranih PFAS. lako
praskasti katalizatori imaju veliku specifiénu povrsinu, njihovo izdvajanje iz sistema nakon remedijacije
je veoma otezano i obi¢no zahteva energetski zahtevne postupke separacije, kao sto su centrifugiranje
ili membranska filtracija, kako bi se kataliticka suspenzija odvojila od tretiranog efluenta (Park, Ali and
Kim, 2018; Juve et al., 2024). Nasuprot tome, plocasti sistemi, kao $to su oni zasnovani na titanijumskim
plo€ama, ne zahtevaju naknadno sakupljanje ili filtraciju nakon tretmana, ¢ime se znaajno
pojednostavljuju ponovna upotreba i operativna logistika (Park, Ali & Kim, 2018).

Imobilizovani katalizatori pogodniji su i za primenu u velikim razmerama, jer omogucavaju
projektovanje reaktora sa kontinuiranim protokom i eliminisu rizik od sekundarnog zagadenja koje bi
moglo nastati oslobadanjem slobodnih nanomaterijala u zivotnu sredinu (Juve et al., 2024; Fernandes et
al., 2025). Jedna od istaknutih metoda sinteze za dobijanje ovakvih visokoefikasnih ploca zasniva se na
anodizaciji metalnih supstrata, pri ¢emu se na povrsini titanijuma direktno formiraju stabilne, vertikalno
orijentisane strukture, poput nizova nanotuba (Park, Ali and Kim, 2018). Ovakav pristup obezbeduje
¢vrsto mehanicko vezivanje 1 visoku stabilnost katalizatora, Sto je od klju¢nog znacaja za odrzavanje
efikasnosti degradacije tokom vise ciklusa ponovne upotrebe u slozenim vodnim matricama (Park, Ali
and Kim, 2018; Juve et al., 2024). Plazma elektroliticka oksidacija (eng. plasma electrolytic oxidation,
PEO) takode se pokazala kao veoma korisna metoda za dobijanje fotokataliticki aktivnih oksidnih
previlaka. PEO fotokatalizatori pogodni su za prakti¢nu primenu, jer ih je potrebno samo izdvojiti iz vode
nakon procesa tretmana. Uz to fotokatalizatori dobijeni na ovaj nacin pokazuju dobru hemijsku, fizicku
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i fotokataliti¢ku stabilnost, s$to ih ¢ini dodatno pogodnim za njihovu prakti¢nu primenu (Stojadinovi¢
and Radi¢, 2025).

2.8.8. Biodegradacija

Biodegradacija je proces od sustinskog znacaja za recikliranje elemenata u biogehemijskim ciklusima
na Zemlji. Ovo je destruktivna, ekoloski odrziva metoda koja koristi mikroorganizme, poput bakterija,
gljiva i algi/mikroalgi za razgradnju organske supstance (Sanzana et al., 2025). Dok se vecina prirodnih
organskih supstanci relativno lako uklju¢uje u metabolicke procese, organofluorna jedinjenja
predstavljaju poseban izazov zbog izuzetne stabilnosti veze ugljenik—fluor i toksi¢nosti oslobodenog
fluoridnog jona. lako je fluor trinaesti najzastupljeniji element u Zemljinoj kori, njegova uloga u biologiji
je izuzetno ograni¢ena. Za razliku od elemenata kao $to su ugljenik, azot, fosfor i sumpor, fluor nije
prepoznat kao esencijalni biogeni element. Zbog visoke reaktivnosti fluoridnog jona (F°), koji moze
inhibirati brojne enzime i poremetiti osnovne metabolicke procese, tokom evolucije veéina organizama
je razvila mehanizme kojima spre¢ava njegov ulazak i akumulaciju u ¢elijama. Tokom veceg dela
geoloske istorije fluor je u Zivotnoj sredini bio prisutan uglavnom u obliku mineralnih jedinjenja, kao
§to su fluorit (CaF2), fluorapatit [Cas(POas)sF] i kriolit (NasAlFg). Dugotrajna izloZenost prirodnim
koncentracijama fluorida tokom evolucije dovela je do razvoja razli¢itih mehanizama rezistencije kod
mikroorganizama, zasnovanih prvenstveno na efikasnom transportu fluoridnih jona iz celije. Ovi
mehanizmi smatraju se jednom od najstarijih adaptacija mikroorganizama na prisustvo fluorida u
zivotnoj sredini (Stockbridge and Wackett, 2024).

Prirodni metabolizam organofluornih jedinjenja izuzetno je redak. Samo mali broj biljaka i
mikroorganizama sposoban je da sintetiSe fluorovana organska jedinjenja. Najpoznatiji primer
predstavlja biosinteza fluoroacetata, jedinjenja koje deluje kao snazan metabolicki toksin 1 sluzi kao
hemijska zastita od biljojeda i drugih organizama. Pored fluoroacetata, poznato je svega nekoliko
prirodnih fluorovanih metabolita, ukljucujuci 4-fluoro-L-treonin i odredene fluorovane masne kiseline
(Stockbridge and Wackett, 2024).

Industrijska revolucija i razvoj savremene hemijske industrije doveli su do naglog povecéanja proizvodnje
1 primene organofluornih jedinjenja, §to je za posledicu imalo znacajan porast prisustva fluorovanih
organskih jedinjenja u biosferi, ¢ime je istovremeno izvrsen novi selekcioni pritisak na mikroorganizme.
Ova promena otvara moguénost kori§¢enja evolutivno razvijenih mehanizama rezistencije kao osnove
zarazvoj biotehnoloskih strategija za uklanjanje PFAS 1 drugih perzistentnih organofluornih zagadujuc¢ih
supstanci (Slika 8) (Stockbridge and Wackett, 2024).
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Slika 8. Evolucija interakcija izmedu fluora i zZivih sistema. Tokom preantropocenskog perioda (levo),
fluor je bio prisutan uglavnom u obliku fluoridnih jona poreklom iz minerala, $to je dovelo do razvoja
mehanizama rezistencije kod mikroorganizama. U poslednjih stotinu godina (desno), antropogene
aktivnosti znacajno su povecale prisustvo neorganskih i organskih fluorovanih jedinjenja u biosferi,
narocCito PFAS supstanci, koje zbog svoje perzistentnosti predstavljaju rizik za zdravlje ljudi i
ekosisteme. Preuzeto i modifikovano od (Stockbridge and Wackett, 2024).

lako su PFAS ranije smatrane bioloski inertnim, istrazivanja radena proteklih godina su pokazala da
PFAS jedinjenja mogu podleéi bioloski posredovanoj biotransformaciji, pa ¢ak 1 biodefluorinaciji.
Glavna prednost biodegradacije je njena isplativost i minimalan uticaj na zivotnu sredinu u poredenju sa
energetski intenzivnim fizickim ili hemijskim sistemima remedijacije. Ova metoda ne dovodi do
stvaranja toksi¢nih sekundarnih tokova otpada, pa tako predstavlja ekolosko resenje koje se potencijalno
moze integrisati u postojece sisteme za precis¢avanje otpadnih voda (Sanzana et al., 2025).

Medutim, primena biodegradacije je ograni¢ena brzinom razgradnje, koja je izrazito spora, kao i
potrebom za specificnim uslovima ili dodatnim supstratima koji stimuliSu mikrobnu aktivnost. Znac¢ajan
tehni¢ki izazov predstavlja nepotpuna mineralizacija, pri ¢emu se prekursori dugog lanca Cesto
transformiSu u jo§ postojanija i mobilnija PFAS jedinjenja kraceg lanca, kao Sto su PFBA i
perfluoropentanoi¢na kiselina (eng. perfluoropentanoic acid, PFPeA). Takode, visoke koncentracije
PFAS mogu imati inhibitorni efekat na rast mikroorganizama, sto dodatno otezava primenu ove metode
u tretmanu razlicitih industrijskih otpadnih voda (Sanzana et al., 2025).

Mikrobna transformacija PFAS (Slika 9) moze se generalno podeliti na biotransformaciju,
biodegradaciju i mineralizaciju. Biotransformacija podrazumeva delimi¢nu promenu strukture molekula
(oksidaciju, karboksilaciju...), pri ¢emu najces¢e nastaju postojani meduproizvodi, ali ne dolazi do
potpune razgradnje PFAS jedinjenja. Biodegradacija podrazumeva ozbiljnije strukturne promene, poput
gubitka dela molekula. Nasuprot tome, mineralizacija predstavlja potpunu konverziju ugljeni¢nog
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skeleta u CO2 uz oslobadanje fluoridnih jona. lako mineralizacija terminalnih perfluoroalkilnih kiselina
jos uvek nije potvrdena u prirodnim uslovima zivotne sredine, biotransformacija se ¢esto uocava kod
prekursorskih jedinjenja (Shahid and Shafi, 2026).

Izvori zagadenja Komponente zivotne sredine

Emisija zagadujuéih supstanci é A == ‘

vodena tela okeani

Izolovanje mikroorganizama iz
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PFOA

< L S b %
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Slika 9. Shematski prikaz procesa izolovanja mikroorganizama koji mogu da degradiraju PFAS
jedinjenja sa principima degradacije. Preuzeto i modifikovano od (Ye et al., 2025).

Polifluorovani prekursori, kao sto su fluorotelomerni alkoholi i sulfonati (npr. 6:2 FTSA), su znatno
podlozniji mikrobnom razlaganju, jer sadrze ugljenik—vodonik (C—H) veze koje enzimi lak$e metabolisu.
Ova jedinjenja prolaze kroz proces biodegradacije, pri ¢emu se transformisu u jedinjenja kraceg lanca
ili terminalne PFAA (Berhanu et al., 2023; Kannan et al., 2026). Medutim, kada je jedinjenje potpuno
fluorovano, izuzetna jac¢ina C—F veze, zajedno sa ¢injenicom da mikroorganizam iz takve transformacije
ne dobija energetsku korist za rast, stvara termodinamicku barijeru. Zbog toga su ove terminalne kiseline
prakti¢no otporne na dalju prirodnu razgradnju (Omagamre and Custer, 2025; Shahid and Shafi, 2026).

Medu bakterijama koje pokazuju potencijal za razgradnju izdvajaju se Acidimicrobium sp. soj A6,
Rhodococcus jostii RHAL i vise vrsta roda Pseudomonas, kao $to su P. aeruginosa, P. putida i P.
parafulva (Ye et al., 2025).

U carstvu gljiva, vrste koje razgraduju drvo, poput Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor
I Gloeophyllum trabeum, pokazale su sposobnost transformacije ovih jedinjenja, ¢esto uz pomoc
ekstracelularnih enzima, kao Sto su peroksidaze. Pored toga, odredene mikroalge, ukljucujuéi rodove
Chlorella i Scenedesmus, takode mogu ucestvovati u degradaciji PFAS jedinjenja (Ye et al., 2025).

Vazno je naglasiti da veéina ovih mikroorganizama ne koristi PFAS supstance kao primarni izvor
ugljenika ili energije. Umesto toga, oni najces¢e ucestvuju u kometabolizmu, procesu u kome se
razgradnja supstrata koji ne podrzava rast odvija paralelno dok mikroorganizam aktivno metabolise
drugi, pristupacniji supstrat koji sluzi kao primarni izvor energije i rasta (Berhanu et al., 2023). Enzimi
Siroke supstratne specifi¢nosti, evoluirali su za transformaciju drugih jedinjenja, ali nespecificno
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katalizuju i pojedine korake transformacije fluorovanih molekula. Monooksigenaze se izdvajaju kao
najvazniji kandidati za inicijalnu aktivaciju fluorotelomernih jedinjenja, a posebno je uocena veza
izmedu metanotrofnih bakterija 1 transformacije fluorotelomernih sulfonata, Sto ukazuje na ulogu metan
monooksigenaze. Mikroorganizmi povezani sa metabolizmom sumpora, poput rodova Gordonia i
Rhodococcus, takode imaju znac¢ajnu ulogu, jer ograni¢ena dostupnost sumpora stimuliSe kori$¢enje
organskih sulfonata kao alternativnog izvora, §to dovodi do uklanjanja sulfonatne grupe i nastanka
reaktivnijih intermedijera. Alkanske hidroksilaze i drugi oksidativni enzimi doprinose stvaranju
fluorotelomernih karboksilnih 1 nezasi¢enih kiselina, kljuénih meduproizvoda koji dalje vode
sukcesivnom skra¢ivanju fluorovanog lanca. Uloga dehalogenaza, iako centralna kod hlorovanih
jedinjenja, kod PFAS je manje razjasnjena, sa ograni¢enim dokazima o uceS¢u u defluorinaciji
perfluorovanih alkilnih supstanci. U celini, transformacija PFAS najcesc¢e je povezana sa aktivnoS¢u
mikroorganizama koji metabolizuju ugljovodonike, alkohole, sulfate, sulfonate i jednougljeni¢na
jedinjenja. Ovakvi nalazi ukazuju da bi razvoj bioremedijacionih tehnologija trebalo usmeriti ka
stimulaciji kometabolickih puteva i optimizaciji uslova koji pogoduju mikroorganizmima sa izrazenim
oksidativnim potencijalom (LaFond et al., 2023).

2.8.8.1.Mehanizmi mikrobioloske transformacije

Mikrobna transformacija PFAS supstanci obuhvata sloZzen niz enzimskih reakcija (Slika 9), koje se
najcesce svrstavaju u oksidativne, reduktivne, hidroliticke, eliminacione i supstitucione puteve. Ovi
mehanizmi mogu se znacajno razlikovati u zavisnosti od toga da li je cilj polifluorisani ,,prekursor ili
stabilnija perfluorisana kiselina (Berhanu et al., 2023).

Razumevanje pojedinac¢nih reakcija koje dovode do raskidanja C—F veze zahteva detaljniji uvid u
mehanizme mikrobne defluorinacije. Ovi procesi predstavljaju centralni korak u biotransformaciji
organofluornih jedinjenja i mogu se odvijati kroz vise razli¢itih biohemijskih puteva (Wackett, 2022).

Mikrobna defluorinacija odvija se kroz nekoliko biohemijskih puteva ¢iji izbor zavisi od strukture
supstrata i raspoloZzivih enzimskih sistema u mikroorganizmu. Reduktivna defluorinacija podrazumeva
prenos elektrona koji destabilizuje C—F vezu, a posebno je znacajna u anaerobnim uslovima i kod
razgradnje pojedinih PFAS prekursora. Oksidativni mehanizmi ukljucuju uvodenje hidroksilne ili druge
oksidovane grupe u blizini fluorisanog ugljenika, ¢ime se molekul aktivira za oslobadanje fluorida, a
ovaj put je naroCito vazan kod aromati¢nih i heterocikli¢nih jedinjenja. Hidroliticka defluorinacija,
najbolje prouc¢en mehanizam, odvija se napadom molekula vode na ugljenik vezan za fluor, pri cemu
fluor biva zamenjen hidroksilnom grupom, kao §to je slucaj kod fluoroacetat dehalogenaza. Postoje i
supstitucioni mehanizmi gde fluor biva zamenjen drugim funkcionalnim grupama, Cesto kao deo
slozenijih, viSestepenih metaboli¢kih puteva. Eliminacione reakcije, poput B-eliminacije, uklanjaju
fluorid i susedni vodonik istovremeno, formiraju¢i dvostruku vezu, §to je relevantno kod delimi¢no
fluorovanih, ali ne i potpuno perfluorovanih jedinjenja. Svi ovi mehanizmi (Slika 10) pokazuju da
mikroorganizmi imaju raznovrsne enzimske alate za raskidanje izuzetno stabilne C—F veze, mada su te
reakcije sporije i energetski zahtevnije od razgradnje nefluorovanih jedinjenja. Ovo ukazuje da
biodegradacija organofluornih supstanci nije onemogucena samom hemijskom prirodom fluora, veé
zavisi od dostupnosti odgovaraju¢ih enzima, §to otvara put za razvoj biotehnoloSkih reSenja za
razgradnju PFAS i sli¢nih zagadivaca (Wackett, 2022).
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Reduktivna defluorinacija
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Hidroliticka defluorinacija

C-F + H,0O

Supstituciona defluorinacija

CF+X ———a C-X+F

C-OH + H* +F

Eliminaciona defluorinacija
Alfa eliminacija

CI-C-F + H,O

C-C-C-F + 26 —= C=C + CI + F-

CO + 2HF + G % F

Slika 10. Generalizovani mehanizmi defluorinacije zasnovani na primerima iz naucne literature,
ukljucujuéi reduktivnu, oksidativnu, hidroliticku, supstitucionu i eliminacionu defluorinaciju.
Ugljenikovi atomi mogu biti alkilni, olefinski ili aromati¢ni. Reakcije su pojednostavljene kako bi se
prikazali klju¢ni elementi svakog tipa reakcije. B-eliminacija se moZze odvijati i kod jedinjenja koja
sadrZe strukturni motiv H-C—C-F, pri ¢emu kao produkti nastaju H* i F~joni. Preuzeto od (Wackett,
2022).

Oksidativna defluorinacija predstavlja jedan od najznacajnijih puteva koji povezuje opSte mehanizme
raskidanja C—F veze sa transformacijom specificnih PFAS prekursora, a posebno se uocava kod
polifluorisanih jedinjenja kao $to su fluorotelomerni alkoholi. Enzimi poput butan monooksigenaza i
alkan monooksigenaza zapocinju razgradnju napadom na C—H veze, pri ¢emu se 8:2 FTOH transformise
u meduproizvode kao §to su 8:2 fluorotelomerna karboksilna kiselina (8:2 FTCA) i 8:2 fluorotelomerna
nezasi¢ena karboksilna Kiselina (8:2 FTUCA), s§to za posledicu ima formiranje terminalnih produkata
poput PFOA (Berhanu et al., 2023).

Kod gljiva, ekstracelularni enzimi poput peroksidaza i lakaza koriste reaktivne kiseoni¢ne vrste za
katalizovanje oksidativne humifikacije, procesa koji tokom duzeg vremenskog perioda moze razgraditi
i do 50% PFOA (Kumar et al., 2023). Vazan molekulski mehanizam ukljucuje i enzime citohroma P450
koji uz pomo¢ koenzima NADPH formiraju feril-okso hem radikal katjon, koji obezbeduje oksidacionu
snagu potrebnu za raskidanje C—F veza (Noori et al., 2025).

Reduktivna defluorinacija najc¢esce se odvija u anaerobnim uslovima, narocito na dvostrukim vezama u
blizini karboksilnih grupa (a-nezasicenost) ili na tercijarnim C—F vezama, koje imaju nizu energiju
disocijacije veze (Kumar et al., 2023; Noori et al., 2025). Sojevi poput Acetobacter mogu Kkoristiti
razgranate metabolicke puteve, kao §to je metabolicki put redukcije kafeinske kiseline, kako bi
omogucili ovaj proces (Ye et al., 2025). Pored toga, enzimi kao §to su haloalkan dehalogenaze i
fluoroacetat dehalogenaze mogu katalizovati hidroliticko cepanje C—F veza. Posebno je utvrdeno da
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aminokiselinski ostatak ASP105 u odredenim dehalogenazama predstavlja mesto nukleofilnog napada
na o—C—F veze, pri ¢emu dolazi do njihove transformacije u glikolat (Noori et al., 2025).

Da bi se ublazio toksi¢ni uticaj koji potic¢e od oslobodenih fluoridnih jona tokom ovih procesa, mnoge
bakterije koriste proteine tipa CrcB, koji funkcioniS$u kao specifi¢ni transporteri za izbacivanje fluorida
iz ¢elije, ¢ime se odrzava unutrasnja (intracelularna) homeostaza (Ye et al., 2025).

2.8.8.2. Metabolicki putevi biodegradacije PFAS proizvoda

Biodegradacija PFAS prekursora, kao $to su fluorotelomerni alkoholi (FTOH), odvija se kroz visestepeni
enzimski proces u kome se slozene polifluorovane strukture postepeno ,,usmeravaju ka formiranju
terminalnih perfluoroalkilnih kiselina. Mnogi slozeni prekursori, ukljucujuéi fluorotelomerne sulfonske
kiseline i polifluoroalkilne fosfatne estre, najpre podlezu desulfonaciji ili hidrolizi pod dejstvom
mikroorganizama, pri cemu nastaju FTOH, koji predstavljaju klju¢ne meduproizvode za dalju razgradnju
(Berhanu et al., 2023).

Glavni metabolicki put za FTOH zasniva se na sekvencijalnoj oksidaciji. Na primer, degradacija 8:2
FTOH zapocinje njegovom transformacijom u 8:2 fluorotelomerni aldehid (8:2 FTAL), a zatim u 8:2
fluorotelomernu karboksilnu kiselinu (8:2 FTCA). Klju¢na tacka grananja nastaje formiranjem 8:2
fluorotelomerne nezasi¢ene karboksilne kiseline (8:2 FTUCA). Od ove faze put razgradnje se obi¢no
deli na PFCA put koji vodi ka formiranju terminalnih perfluoroalkilnih karboksilnih kiselina, kao §to je
PFOA i na x:3 put kiselina koji dovodi do metabolita poput 7:3 kiseline (Slika 11) (Berhanu et al., 2023).
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Slika 11. Aerobna degradacija 8:2 fluorotelomernih alkohola (8:2 FTOH). Preuzeto i modifikovano od
(Berhanu et al., 2023).

Studije sprovedene sa sojevima roda Pseudomonas pokazale su da se 6:2 i 8:2 FTOH tokom perioda od
28 dana transformisu u perfluorokarboksilne kiseline krac¢eg lanca (npr. PFHXA i PFBA) i ketone, kao
Sto su 5:2 i 7:2 ketoni. U anaerobnim uslovima, degradacija 8:2 FTOH dovodi do oslobadanja priblizno
19,6% ukupnog fluorida, pri ¢emu nastaju metaboliti poput 7:2 sekundarnog FTOH (7:2 sSFTOH). Na
kraju, iako su ovi prekursori bioloski reaktivni, njihovi metabolic¢ki putevi konvergiraju ka izuzetno
postojanim perfluorisanim kiselinama, koje su otporne na dalju prirodnu degradaciju (Berhanu et al.,
2023).

Terminalni produkti biodegradacije polifluorovanih prekursora, pre svega perfluoroalkilne karboksilne
kiseline, dugo su smatrani krajnjim i bioloski inertnim oblicima PFAS jedinjenja. Medutim, novija
istrazivanja ukazuju na mogucnost njihove dalje transformacije i postepene defluorinacije (Wackett,
2022; Berhanu et al., 2023)

Wackett (2022) je prikazao hipoteticki mehanizam potpune defluorinacije PFOA zasnovan na
radikalskim reakcijama (Slika 12). Proces zapocinje aktivacijom molekula u blizini karboksilatne grupe,
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pri ¢emu dolazi do raskidanja veze izmedu prvog i1 drugog ugljenikovog atoma i1 formiranja
perfluoroalkil-radikala. Nastali radikal se zatim stabilizuje reakcijom sa vodom ili drugim donorima
protona, pri ¢emu nastaje perfluorovani alkohol. Ovaj meduprodukt nije stabilan i spontano podleze
eliminaciji fluorovodonika (HF), nakon ¢ega nastaje kraci perfluorovani karboksilat.

Nastali produkt predstavlja lanac skracen za jedan ugljenikov atom u odnosu na polazno jedinjenje, pri
¢emu i dalje zadrzava sposobnost ponovnog ulaska u isti reakcioni ciklus. Ponavljanjem ovih koraka
dolazi do sukcesivnog skracivanja perfluorovanog lanca, pa tako i do oslobadanja fluoridnih jona, pri
¢emu se perfluorooktanoat transformiSe u perfluoroheptanoat, zatim u perfluoroheksanoat i druge
homologe kraceg lanca. Takav iterativni mehanizam omogucéava postepeno uklanjanje fluora iz
molekula i predstavlja jedan od moguéih puteva njihove potpune mineralizacije PFAS jedinjenja.
Predlozeni mehanizam zasniva se na analogijama sa poznatim procesima oksidativne i1 reduktivne
defluorinacije, kao i na eksperimentalnim podacima koji ukazuju na nastanak krac¢elan¢anih homologa
tokom mikrobne transformacije PFOA. Radikalske dekarboksilacije su dobro poznate u biologiji, Sto
ukazuje da mikroorganizmi potencijalno poseduju biohemijske alate potrebne za inicijalnu aktivaciju
perfluorovanih karboksilnih kiselina (Wackett, 2022).

Enzimi odgovorni za ovaj proces jo$ uvek nisu u potpunosti identifikovani i okarakterisani, ali prikazani
model je vazna polazna osnova za razumevanje mogucih puteva mikrobne razgradnje PFAS.
Istovremeno on pokazuje da klju¢ni izazov nije sama moguénost raskidanja C—F veze, ve¢ pronalazenje
mikroorganizama i enzima sposobnih da efikasno katalizuju pocetne korake aktivacije i kontrolisu
fluoridni stres koji nastaje tokom defluorinacije (Wackett, 2022).
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Slika 12. PredloZeni mehanizam potpune defluorinacije perfluorooktanoata. Mehanizam prikazuje
inicijalno radikalsko raskidanje C1-C2 veze, nakon ¢ega dolazi do gaSenja radikala i formiranja C7
perfluorovanog alkohola. Reakcije prikazane na desnoj strani, koje vode od alkohola do odgovarajuce
karboksilne kiseline, nisu enzimske prirode i odvijaju se spontano i brzo. Nastala C7 karboksilna
kiselina dalje ulazi u isti reakcioni ciklus, pri ¢emu nastaje C6 karboksilat, a proces se iterativno
nastavlja, dovodeci do progresivnog skrac¢ivanja lanca. Preuzeto od (Wackett, 2022).
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2.8.8.3.Faktori koji uticu na mikrobiolosku degradaciju

MikrobioloSka degradacija PFAS supstanci u velikoj meri zavisi od uslova zivotne sredine i
karakteristika sredine u kojima se mikroorganizmi nalaze. Redoks uslovi imaju presudnu ulogu, pa tako
aerobna sredina obi¢no pogoduje oksidativnoj transformaciji prekursora poput FTOH putem
monooksigenaza, dok su anaerobni uslovi ¢esto neophodni za reduktivnu defluorinaciju, pri kojoj PFAS
supstance mogu sluziti kao akceptori elektrona (Berhanu et al., 2023; Niu et al., 2024).

Tip sredine i adsorpcija na ¢esticama dodatno komplikuju proces degradacije. Molekuli PFAS su izrazito
povrsinski aktivni, §to dovodi do njihove snazne adsorpcije na Cestice zemljista ili sedimenta putem
hidrofobnih i elektrostatic¢kih interakcija (Kumar et al., 2023; Shahid and Shafi, 2026). Ova sekvestracija
smanjuje njihovu bioraspoloZivost, jer su molekuli koji su vezani za Cvrstu fazu manje dostupni
mikrobnim enzimima. Pored toga, visok sadrzaj organske supstance u matriksu moze povecati broj

adsorpcionih mesta, $to dodatno smanjuje koncentraciju ovih zagadivaca u vodenoj fazi (Shahid and
Shafi, 2026).

Dostupnost supstrata takode je od klju¢nog znacaja, jer se vecéina razgradnje PFAS supstanci odvija
putem kometabolizma (Berhanu et al., 2023). Posto PFAS cesto ne obezbeduju znacajnu energetsku
korist za mikroorganizam, prisustvo primarnih izvora ugljenika, kao $to su acetat, glukoza ili propan,
neophodno je za odrzavanje metabolicke aktivnosti potrebne za njihovu razgradnju (Berhanu et al.,
2023; Niu et al., 2024). Medutim, potreban je odredeni balans, jer prevelike koncentracije primarnih
supstrata ponekad mogu dovesti do kompetitivne inhibicije, pri ¢emu mikroorganizmi preferiraju lakse
razgradive izvore ugljenika umesto PFAS supstanci (Berhanu et al., 2023).

MikrobioloSka degradacija PFAS suocava se sa znacajnim ogranicenjima zbog izuzetne jacine C-F veze
1 1zrazene termodinamicke barijere koja mikroorganizmima ne donosi energetsku korist povezanu sa
rastom (Thakur et al., 2025; Shahid and Shafi, 2026). Kao §to je ve¢ reeno, do sada potpuna
mineralizacija terminalnih perfluoroalkilnih kiselina nije potvrdena u prirodnim uslovima, dok se ve¢ina
uspesnih rezultata odnosi se na delimi¢nu transformaciju ,,prekursorskih* jedinjenja (Shahid and Shafi,
2026). Pored toga, kinetika ovih bioloskih procesa za nekoliko redova veli¢ine sporija je u poredenju sa
fizicko-hemijskim metodama (Shahid and Shafi, 2026). Prakti¢na primena dodatno je ograniena
toksicnoS¢u fluoridnih jona, koji mogu narusiti funkciju mikroorganizama, kao 1 slabim vezivanjem
supstrata za aktivna mesta enzima usled niske polarizabilnosti PFAS molekula (Thakur et al., 2025;
Shahid and Shafi, 2026).

lako je fluor jedan od najelektronegativnijih elemenata, prirodno prisutna organofluorna jedinjenja su
izuzetno retka, pri ¢emu je do danas identifikovano svega oko 30 takvih molekula u prirodi. Nasuprot
tome, ljudska industrijska aktivnost dovela je do sinteze gotovo 15.000 PFAS, ¢ime je doslo do bez
presedana proSirenja organofluorne hemije u Zivotnoj sredini. Ovaj nesrazmer jasno ukazuje na 0Snovno
evolutivno ogranicenje: mikroorganizmi tokom evolucije nisu bili izloZeni znacajnim koncentracijama
organofluornih jedinjenja, te stoga nije postojao dovoljan selektivni pritisak za razvoj enzimskih sistema
sposobnih za efikasnu defluorinaciju. Kao posledica toga, raskidanje C—F veze predstavlja veliki izazov
za bioloske sisteme, a potpuni putevi mikrobne mineralizacije ve¢ine PFAS jedinjenja i dalje su
nedovoljno razjasnjeni i u velikoj meri nepoznati.

Uprkos ovim izazovima, buduc¢i pravci istrazivanja usmereni su ka sintetickoj biologiji i molekularnom

inzenjerstvu. Istrazivaci ispituju primenu CRISPR tehnologije za uredenje metabolic¢kih puteva i de novo

konstrukcija puteva za dizajn mikrobioloskih sistema osetljivih na PFAS, kako bi se razvili mikrobni
38



sistemi sposobni da reaguju na prisustvo PFAS (Shahid and Shafi, 2026). Identifikacija specifi¢nih
enzima za defluorinaciju, poput onih koji ukljucuju citohrom P450 ili odredene dehalogenaze, mogla bi
omoguciti razvoj stabilnih biokatalizatora (Berhanu et al., 2023). Takode, integracija bioloskih strategija
kao dopunskih pristupa uz napredne fizicko-hemijske tretmane (npr. plazma ili elektrohemijske metode)
predstavlja realniji pristup za tretman kontaminanata u niskim koncentracijama direktno na mestu
zagadenja (Sisay, Li and Tabassum, 2025; Shahid and Shafi, 2026).

2.8.9.4. Metode za istrazivanje odgovora mikroorganizama na zagadujucu supstancu na
molekulskom nivou

Ispitivanje odgovora mikroorganizama na zagadujucu supstancu na molekulskom nivou obuhvata Sirok
spektar analitiCkih i molekularnih metoda. Prisustvo i promene koncentracije zagadivaca tokom
izlaganja prate se hromatografskim tehnikama povezanim sa masenom spektrometrijom, medu kojima
su posebno znacajne te¢na hromatografija sa tandemskom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) i
gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS), kao i nuklearna magnetna rezonanca
(Medi¢ & Karadzi¢, 2022). Ove metode, pored koncentracije polaznog jedinjenja, omogucavaju
detekciju i identifikaciju proizvoda transformacije, odnosno metabolita kao direktnih proizvoda
enzimske aktivnosti u zivim sistemima (Medi¢ et al., 2022). Paralelno se prate fizioloski i biohemijski
parametri, kao $to su rast ¢elija, respiraciona aktivnost, enzimske aktivnosti i sadrzaj proteina, pri ¢emu
su biomarkeri od posebnog znacaja jer predstavljaju merljive bioloske karakteristike ¢ije promene
ukazuju na izloZenost zagadivacu ili na specific¢an tip ¢elijskog odgovora (Cui et al., 2026). Biomarkeri
koji se prate obuhvataju antioksidativne enzime, poput katalaze i superoksid dizmutaze, proteine
toplotnog Soka (npr. Hsp70), transportne proteine i ATPaze, efluks pumpe, Saperone, kao i enzime
ukljucene u degradaciju aromati¢nih jedinjenja (Lacerda, Choe & Reardon, 2007; Cui et al., 2026).

Omiks metode u istrazivanju odgovora mikroorganizama

Omiks metode omoguéavaju sveobuhvatno proucavanje odgovora mikroorganizama na stres kroz
analizu promena na nivou genoma, transkripcije gena, proteoma i metabolita (Guan et al., 2017).
Proteomika je od posebnog znaCaja jer promene u sastavu i obilju proteina mogu odrazavati rane
fizioloske odgovore celije, dok savremene kvantitativne proteomske metode zasnovane na masenoj
spektrometriji omogucavaju istovremenu identifikaciju 1 kvantifikaciju velikog broja proteina.
Metaproteomika omogucava analizu ukupnog proteinskog sastava mikrobne zajednice i pruza uvid u
njenu funkcionalnost, kao i u odgovore i mehanizme adaptacije na promene u uslovima sredine (Wang
et al., 2016). Mogu¢nosti metaproteomike ilustruje analiza meSovite bakterijske zajednice izlozene
kadmijumu (10 mg/L), u kojoj je proteinima, razdvojenim dvodimenzionalnom gel elektroforezom i
identifikovanim masenom spektrometrijom (2DE MS/MS), pracena dinamika odgovora u vremenskim
tackama 0,25, 1, 2 1 3 h nakon izlaganja. Ve¢ posle 15 minuta uocene su promene u nivou najmanje 100
proteina, a u svakoj tacki uzorkovanja zabeleZeno je viSe od 100 promena u ekspresiji u odnosu na
kontrolu (Lacerda, Choe & Reardon, 2007). Medu 109 identifikovanih proteina sa promenjenom
ekspresijom posebno su znacajni ATPaze, koje ucestvuju u transportu jona kroz membranu,
oksidoreduktaze 1 transportni proteini, Sto ukazuje na aktivne mehanizme prilagodavanja zajednice na
toksi¢ni metal (Lacerda, Choe & Reardon, 2007). Ovaj primer pokazuje da metaproteomika moze da
otkrije brze 1 dinami¢ne promene u funkcionisanju mikrobne zajednice ¢ak 1 pri kratkotrajnom izlaganju
zagadivacu.
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Integraciju omiks pristupa ilustruje istraZivanje soja Pseudomonas aeruginosa san ai, koji je za 48 h
uklonio gotovo 430 mg/L benzoata. Kombinacijom funkcionalne proteomike, ciljane metabolomike i
genomskih analiza potvrdeno je ucesce kateholne i protokatehuatne grane -ketoadipatnog puta, kao i
aktivnost orto-kateholne grane. Identifikovano je sedam metabolita benzoata, ukljucujuci katehol,
mukonat i mukonolakton. Istovremeno, ni visoke koncentracije benzoata nisu dovele do znaajne
indukcije proteina povezanih sa odgovorom na stres, $to ukazuje na izrazenu toleranciju ovog soja na
benzoat i njegov potencijal za primenu u bioremedijaciji (Medic¢ et al., 2022).

Omiks pristupi primenjuju se i na ispitivanje jedinjenja izuzetno otpornih na razgradnju, kao S§to su
PFAS. Meta-analiza 97 mikrobioloskih studija pokazuje da je verovatnocéa biotransformacije PFAS veca
u aerobnim uslovima, pri vi§im koncentracijama i kod manje fluorisanih jedinjenja (Skinner et al., 2025),
a omiks analize ukazuju na aktivaciju opStih mehanizama stresa; povecanu ekspresiju transportera i
efluks pumpi, regulaciju oksidativnog stresa, kao i povisene nivoe oksidoreduktaza, hidrolaza i proteina
sli¢nih dehalogenazama (Shahid & Shafi, 2026). Budu¢i da nijedan enzim nije eksperimentalno potvrden
kao katalizator cepanja perfluorisanih C-F veza, uoCene promene verovatno odraZavaju opste
mehanizme detoksikacije, a ne direktan metabolizam PFAS .
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3.1. Metode za ispitivanje adsorpcije PFOA

3.1.1. Osiguranje kvaliteta

Pre upotrebe, sve posude za uzorkovanje, ukljucujuci staklene tegle i boce od polipropilena, kao i sva
staklena posuda poput staklenih Spriceva, ¢asa, normalnih sudova i epruveta, temeljno su ispirani
metanolom i Milli-Q vodom. Tokom rada nisu upotrebljavane teflonske boce i ¢epovi sa teflonskom
oblogom.

Kako bi se potvrdilo odsustvo kontaminacije, ultracista voda, blank uzorci, rastvaraci, su analizirani LC-
MS/MS.

3.1.2. Hemikalije

Perfluorooktanska kiselina je poru¢ena od kompanije Sigma Aldrich, Cat. No. 171468. Koris¢ene su dve
vrste aktivnog uglja, granulisani aktivni ugalj (KRF) i spraseni aktivni ugalj (K/B prah), dobijeni od
kompanije Trayal, Srbija. Granulisani aktivni ugalj (KRF) je aktivni ugalj u granulama veli¢ine Cestica
0,25-1,0 mm, proizveden karbonizacijom kokosove ljuske i aktiviran vodenom parom u stati¢koj peci,
dok je praskasti aktivni ugalj u prahu (K/B prah), veli¢ine sita 0,080 mm (maksimalno 70%), proizveden
od istog materijala i takode aktiviran vodenom parom u stati¢koj pe¢i. Jonoizmenjivacke smole koje su
kori¢ene su Amberlite IRA402 u hloridnom obliku, veli¢ina ¢estica 600—750 pwm broj proizvoda 06466,
broj serije bccgb078, brend SIAL, CAS broj 52439-77-7, poruc¢ena od Supelco kompanije i Amberlite®
IRA67 u slobodnoj bazi, u obliku gela, 16-50 mesh (vlazan), broj proizvoda A9960, broj serije
SLCB3374, brend SIGMA, CAS broj 65899-87-8, MDL broj MFCD00145567, poruc¢ena od Sigma—
Aldrich kompanije. Standard perfluorooktanske kiseline i obeleZeni standard perfluoro-n-(*3C8)
oktanske kiseline (M8PFOA) kupljeni su od kompanije Wellington Laboratories Inc.

3.1.3. Ispitivanje adsorpcije PFOA

Kako bi se ispitala sposobnost razli¢itih adsorbenata za adsorpciju PFOA, sproveden je serijski test.
Odmereno je po 50 mg sorbenata Amberlite IRA 402, Amberlite IRA 67 (aktivirane tokom prethodne
no¢i u destilovanoj vodi) i KRF i K/B praha u vialama zapremine 50 mL. U svaku vialu sa sorbentom je
potom dodato po 25 mL rastvora PFOA, iz prethodno pripremljenog Stok rastvora koncentracije 100
ppm. Eksperiment je izveden na rotacionom Sejkeru pri brzini od 200 rpm tokom 24h. Nakon 24h uzorci
su profiltrirani kroz filter od 0,22 pum i skladisteni na 4 °C do dalje analize kako bi bila odredena preostala
koncentracija PFOA u rastvoru. Kako bi ispitali uticaj razli¢itih temperatura i promenljivih koncentracija
PFOA (5-35 ppm), na osobine najefikasnijih sorbenata bilo je potrebno postaviti dodatni baé
eksperiment. U cilju procene uticaja temperature na procese sorpcije, eksperiment je postavljen na dve
temperature, 4 °C i 28 °C, na rotacionom Sejkeru pri brzini od 200 rpm, tokom 24h, a potom su uzorci
profiltrirani kroz filter veliine pora 0,22 um i skladisteni na 4 °C do dalje analize.

3.1.4. Izotermski modeli

Kako bi se identifikovali mehanizmi koji kontroliSu proces adsorpcije PFOA, prikupljeni podaci o

adsorpcionoj ravnotezi analizirani su koris¢enjem Langmuir, Freundlich, Temkin i Dubinin-

Radushkevich izotermskih modela (Jasper, Ajibola and Onwuka, 2020). Langmuir-ov model

adsorpcione izoterme tretira adsorpciju kao hemijski fenomen, podrazumevajuci da se adsorpcija odvija

na homognoj povrsini adsorbensa i da je ograni¢ena na formiranje monomolekulskog sloja, dok
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Freundlich-ov model izoterme opisuje viSeslojnu adsorpciju na heterogenoj povrSini adsorbensa.
Temkin-ov model izoterme, pretpostavlja da se toplota adsorpcije za sve molekule na povrSini
adsorbensa linearno smanjuje sa povecanjem pokrivenosti, usled interakcija izmedu adsorbovanih
molekula i adsorbensa. Ovaj model karakteriSe viSeslojna adsorpcija sa ujednacenom raspodelom
energija vezivanja. Dubinin-Radushkevich model izotermi moZe opisati adsorpciju na heterogenim
povrSinama i pruza dragocene uvide u raspodelu energije i prirodu procesa adsorpcije. Softver OriginPro
2021 korisc¢en je za linearnu regresionu analizu izoterma. Koris¢ene su dve funkcije greske, koeficijent
determinacije (R?) i hi-kvadrat (y) test, kako bi se obezbedile ta¢ne i konzistentne procene pri uklapanju
eksperimentalnih podataka u ispitivane izotermske modele (Nastasovi¢ et al., 2022).

3.1.5. Te¢na hromatografija kuplovana sa tandemnom masenom spektrometrijom

Kvantitativna analiza PFOA sprovedena je koriS¢enjem Thermo Scientific Accela teCnog hromatografa
visokih performansi (eng. High performance liquid chromatograph, HPLC) sa trostrukim kvadrupolnim
masenim analizatorom TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Kori§¢ena je kolona Waters Acquity UPLC BEH Shield RP18 (130 A, 1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm,
Waters, SAD), opremljena zastitnim drza¢em SecurityGuard Ultra za UHPLC kolone (2,1 do 4,6 mm,
Phenomenex, SAD) i uloScima SecurityGuard ULTRA za EVO-CI18. Elucija je vrSena koris¢enjem
mobilne faze koja se sastojala od ultraciste vode, 0,1% HCOOH i 5 mM HCOONH;4 (rastvor A) i
metanola, 0,1% HCOOH i 5 mM HCOONH;  (rastvor B), prema slede¢em gradijentu: 0 min: 72% A,
28% B; 4,5 min: 15% A, 85% B; 4,6 min: 1% A, 99% B; 10 min: 1% A, 99% B; 12 min: 72% A, 28%
B. Protok kroz kolonu iznosio je 250 uL/min, dok je temperatura kolone iznosila 40 °C. Jonizacija je
vrsena u H-ESI rezimu, dok je maseni spektrometar radio u negativhom rezimu jonizacije. Kao
injekcioni standard koris¢en je M8PFOA. Pre injektovanja, uzorci su filtrirani kroz 0,22 um PP $pric
filtre, prethodno isprane metanolom. Analiza podataka izvrSena je koriste¢i softver Thermo Xcalibur
3.0.63 (2014) (Thermo Fisher Scientific, SAD). Parametri MS/MS analize prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Parametri MS/MS detekcije PFOA.

Parametar PFOA M8PFOA
Tip standarda Nativni standard Injekcioni standard
Retenciono vreme, min 4,21 4,21
Mati¢ni jon (M/z) 413 421

Jon za kvantifikaciju (m/z) 369 376

Jon za potvrdu (m/z) 169 172
Napon konusa, eV 10 10
Energija sudara Q1, eV 17 18
Energija sudara Q2, eV 10 10

Vreme skeniranja, s 0,05 0,05
Sirina skeniranja (m/z) 0,2 0,2
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3.2. Metode za ispitivanje fotoliticke degradacije PFOA

3.2.1. Hemikalije

Perfluorooktanska kiselina (PFOA) C7F1sCOOH 95% je poru¢ena od kompanije Sigma Aldrich. Poéetni
material za pripremu fotokatalizatora, koji kao bazu imaju imobilizovani TiOz, je film titanijuma debljine
0,25 mm (99,95% ¢istoce, Alfa Aesar).

Premazi na bazi TiO, formirani su u standardnom elektrolitu koji je sadrzao NazsPOs x 12 H,O (ACS
reagens, > 98%, Sigma Aldrich), uz dodatak redukovanog grafen-oksida (rGO) (5 mas.% rGO vodene
disperzije, ¢istoce > 99,9%, AntlerBau, Srbija). Standardne mesavine PFAS jedinjenja (PFAC-MXC),
koje sadrze 21 jedinjenje, kao 1 maseno obeleZeni standardi za ekstrakciju 1 injektovanje (MPFAC-C-
ES, MPFAC-C-IS), nabavljeni su od kompanije Wellington Laboratories.

3.2.2. Priprema fotokatalizatora

Pravougaone titanijumske folije dimenzija 25 x 10 x 0,25 mm, kori$¢ene su kao pocetni material za
dobijanje prevlaka na bazi TiO». Uzorci titanijuma su pripremljeni za plazma elektroliticku oksidaciju
(eng. plasma electrolytic oxidation, PEO), tako $to su o¢is¢eni ultrazvuc¢no u acetonu, osuseni strujom
toplog vazduha, pa prekriveni izolacionom smolom, pri ¢emu je ostavljena povrsina od 10 mm x 15 mm
kako bi bila dostupna elektrolitu. Prevlake na bazi TiO2 formirane su u vodenom rastvoru koji je sadrzao
10 g/L NasPO4-12 H>0, uz dodatak 1 ili 10 g/L rGO. U zavisnosti od koncentracije rGO (g/L) u
elektrolitu, prevlake su oznacene kao Ti/TiO2, Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10). PEO postupak je
sproveden pri gustini struje od 150 mA/cm? (Stojadinovi¢ et al., 2016).

3.2.3. Karakterizacija fotokatalizatora

Fazni sastav 1 kristalna struktura fotokatalitickih filmova je ispitana rendgenskom difrakcijom (eng. X-
ray diffraction, XRD) primenom Ni-filtrisanog CuKa zraenja (A = 1,54178 A), kori¥éenjem
difraktometra Rigaku Ultima IV u Bragg—Brentano geometriji. Difrakcioni podaci prikupljani su u
opsegu ugla rasejanja 20 od 20° do 80°, sa korakom od 0,020° i brzinom akvizicije od 2°/min.
Morfologija povrSine, hemijski sastav 1 elementarno mapiranje premaza odredeni su primenom
skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa sa emisijom polja, opremljenog energijski disperzivnom
rendgenskom spektroskopijom (eng. field emission scanning electron microscope with energy dispersive
X-ray spectroscopy, FESEM/EDS) (FEI Scios 2, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).
FESEM snimci i EDS spektri registrovani su pri pritisku od 1 x 10 Pa i naponu elektronskog snopa od
10 kV.

PovrSinska pokrivenost ugljenikom odredena je na osnovu elementnog mapiranja koris¢enjem programa
za obradu slike ImageJ (opcija Analyze Particles). Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (eng. X-
ray photoelectron spectroscopy, XPS) koris¢ena je za odredivanje hemijskog stanja i elementnog sastava
povrsine prevlaka, uz upotrebu AXIS Supra elektronskog spektrometra (Kratos Analytical Ltd.), pri
baznom vakuumu u analitickoj komori od priblizno 107 Pa.

Podaci su dobijeni koriS¢enjem ahromatskog AlKa zracenja energije 1486,6 eV, uz primenu uredaja za
neutralizaciju naelektrisanja. Energetska skala kalibrisana je postavljanjem energije veze (eng. binding
energies, BE) alifati¢nog Cls signala na 284,6 eV. Ta¢nost merenja BE bila je u okviru 0,1 eV.
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Koncentracije elemenata (u atomskim procentima) odredene su uklapanjem povrsina fotoelektronskih
pikova sa odgovaraju¢im faktorima osetljivosti, koriS¢enjem softvera za obradu podataka kompanije
Kratos Analytical Ltd. Dekonvolucija visokorezolucionih elementnih spektara izvrSena je pomocu
softvera ESCApe™ (Kratos Analytical Ltd.).

Ramanovi spektri snimljeni su spektrometrom HORIBA Scientific LabRAM HR Evolution. Ekscitacija
je vriena kori$¢enjem linije od 514,5 nm Ar* jonskog lasera.

Opticke apsorpcione karakteristike i spektri difuzne refleksije (eng. diffuse reflectance spectroscopy,
DRYS) ispitivani su pomo¢u UV-Vis spektrofotometra Shimadzu UV-3600 (Japan) u opsegu talasnih
duzina od 300 do 600 nm. Dobijene vrednosti reflektance transformisane su u apsorpcione spektre
primenom Kubelka—Munkove funkcije F(R), pri ¢emu se apsorbanca izraGunava prema izrazu F(R)=
(1-R)?/2R, gde R predstavlja reflektancu.

Opticki energetski procep (eng. optical band gap, Eg) odreden je koris¢enjem Kubelka—Munkove
metode u kombinaciji sa Tauc-ovom relacijom (ohv)™ = A(hv — Eg), gde je hv energija fotona, A je
konstanta karakteristicna za dati materijal, dok vrednost eksponenta m zavisi od tipa elektronskog
prelaza.

Mehanicka stabilnost i adhezija prevlaka je odredjena pomocu ,,Testa savijanja“ (EN 1SO 2819-
1994:2.9) koji je izvrSen pracenjem promena prevlaka koje nastaju kao posledica ponovljenog savijanja
folije pod uglom od 180°. Mehanicki defekti kao Sto su habanje, pucanje 1 otpadanje prevlake su
odredjeni SEM analizom i merenjem mase uzorka pre i posle testa.

Hemijska stabilnost prevlaka je odredena analizom njihovih konstitutivnih elemenata u reakcionom
rastvoru nakon 8 h u realnim uslovima fotokatalitiCkog testa. Elementi u rastvoru su analizirani metodom
ICP-OES (Induktivno spregnuta plazma-opticka emisiona spektrometrija) na aparatu Spectro Ametek
(Acros Il FHX22).

3.2.4. Ispitivanje fotoliticke degradacije PFOA

Fotoindukovana degradacija PFOA u vodenom rastvoru koriS¢ena je za procenu fotokatalitiCke
efikasnosti Cistih TiO2 i rGO-dopiranih TiO2 prevlaka (u MiliQ vodi). Pocetna koncentracija PFOA
iznosila je 50 ppm.

Uzorci u obliku folije (5 mm x 10 mm) potapani su u 10 mL vodenog rastvora PFOA. Eksperimenti su
izvodeni u otvorenom cilindriénom termostatisanom polipropilenskom reaktoru zapremine 25 mL,
precnika 3,8 cm, na temperaturi od 20 °C. Uzorci su postavljeni na nosa¢ 5 mm iznad dna reaktora.
Rastvor PFOA meSan je magnetnom mesalicom.

Uzoreci su ozracivani svetlosnim izvorom snage 300 W (OSRAM ULTRA-VITALUX UV-A, Nemacka),
postavljenim 25 ¢cm iznad povrsine rastvora. Fotoaktivnost je odredivana pracenjem razgradnje PFOA u
funkciji vremena ozracivanja (Stojadinovi¢ et al., 2012).

Pre pocetka ozracivanja sproveden je adsorpcioni test, pri ¢emu je reakciona smesa meSana u mraku
tokom 8 h, kako bi se uspostavila ravnoteza adsorpcije PFOA. Degradacija PFOA ispitivana je i u
odsustvu fotokatalizatora, pod istim uslovima osvetljivanja kao u fotokatalitickim eksperimentima.

Stabilnost prevlaka i njihova regeneraciona aktivnost je ispitana ponavljanjem 4 konsekutivna
fotokataliticka testa pri istim eksperimentalnim uslovima. Odredena regenerativnost prevlaka
poredenjem njihove aktivnosti u fotodegradaciji PFOA svakog testa je posluZila za procenu efikasnosti
prevlaka u njihovoj industrijskoj upotrebi.
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Dodatno ispitivanje mehanizma degradacije PFOA izvrseno je koriS¢enjem ,hvataca“ (sakupljaca)
slobodnih radikala, H*, OH", O>™ i €. Kao hemikalije hvataci (skuplja¢i) su koris¢ene oksalna kiselina
(H"), terc-butanol (OH'), p-benzohinon (O2™) i kalijum-persulfat (¢)). Kod svih uzoraka, stepen
degradacije PFOA u vodenom rastvoru PFOA je uporeden sa degradacijom PFOA u vodenom rastvoru
koji je sadrzao koncentraciju svakog pojedinaénog hvatada od 1 x 10 M. Ova koncentracija hvatada je
odabrana da se ne poremeti pH vrednost vodenog rastvora PFOA, a da ih istovremeno ima sasvim
dovoljno da sakupe sve njima odgovarajuce reaktivne slobodne radikale. U cilju dobijanja koncentracija
hvataéa od 1 x 10 M njihova ta¢no odredena koli¢ina je direktno ubacivana u 10 mL reakcionog
rastvora sa po¢etnom koncentracijom PFOA od 50 ppm.

3.2.5. Kvantifikacija PFOA i perfluorovanih Kiselina kra¢eg lanca primenom te¢ne
hromatografije sa tandemskom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS)

Kvantitativna analiza PFOA 1 perfluorovanih kiselina krac¢eg lanca sprovedena je koris¢enjem sistema
za teénu hromatografiju visokih performansi (HPLC) Thermo Scientific Accela, u kombinaciji sa
trostrukim kvadrupolnim masenim analizatorom TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Kao interni standard za injektovanje koris¢en je MPFAC-C-IS (Wellington Laboratories),
mesavina Cetiri izotopski obelezena PFAS jedinjenja: perfluoro-n-[2,3,4-13Cs]butanske Kiseline
(M3PFBA), perfluoro-n-[1,2-13C;]oktanske kiseline (M2PFOA), perfluoro-n-[1,2-13C;]dekanske
kiseline (MPFDA) i natrijum perfluoro-1-[1,2,3,4-13C4]oktansulfonata (MPFOS), svako na koncentraciji
2000 ng/mL u metanolu. Hromatografski uslovi opisani su u odeljku 3.1.4., a parametri MS/MS analize
prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Prametri MS/MS analize PFOA i perfluorovanih kiselina kraceg lanca.

Analit Retenciono Mati¢ni Jon za Jonza Energija Energija
vreme, jon kvantifikaciju potvrdu sudara  sudara
min (m/z) (m/2) (m/z) Ql, eV Q2eV
PFBA 4,83 213 169 n/a 9 n/a
PFPeA 5,83 263 219 n/a 15 n/a
PFBS 5,95 299 80 99 30 28
PFHXA 6,47 313 269 119 19 8
Natrijum 6,52 349 80 99 30 30
perfluoro-1-
pentansulfonat
(PFPeS)
PFHpA 6,92 363 319 169 16 10
PFHXS 6,92 399 80 99 33 33
PFOA 7,2 413 369 169 17 10
Natrijum 7,21 449 80 99 35 35
perfluoro-1-
heptansulfonat
(PFHpS)
PFNA 7,49 463 419 15
PFOS 7,49 499 80 99 40 39
PFDA 7,77 513 469 269 21 10
Natrijum 7,77 549 99 474 40 30
perfluoro-1-
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nonansulfonat
(PENS)
Perfluoro-n- 8,06 563 519 269 14 12
undekanska
kiselina (PFUdA)
Natrijum 8,06 599 80 99 52 48
perfluoro-1-
dekansulfonat
(PFDS)
Perfluoro-n- 8,34 613 569 n/a 30 n/a
dodekanska
kiselina (PFDoA)
Natrijum 8,62 699 80 99 55 55
perfluoro-1-
dodekansulfonat
(PFDoS)
Perfluoro-n- 8,7 663 619 319 19 14
tridekanska
kiselina
(PFTrDA)
Perfluoro-n- 8,98 713 669 n/a 12 n/a
tetradekanska
kiselina
(PFTeDA)
Perfluoro-n- 9,66 813 769 n/a 15 n/a
heksadekanska
kiselina
(PFHxDA)
Perfluoro-n- 10,3 913 869 n/a 15 n/a
oktadekanska
kiselina (PFODA)

3.2.6. Analiza fluoridnih jona

Koncentracija fluoridnih jona u svim uzorcima prikupljenim tokom ove studije odredena je koris¢enjem
selektivne elektrode za fluoridne jone, Thermo Scientific Orion. Analiza je sprovedena u skladu sa
uputstvom proizvodaca, kao i prema standardnim metodama za analizu fluoridnih jona u vodi (ASTM
D1179-16, 2021).

3.2.7. Non-target analiza uzoraka dobijenih nakon fotokatalize

Za non-target analizu koris¢en je LC-MS sistem koji se sastojao od tecnog hromatografa ExionLC AD i
masenog spektrometra X500R (SCIEX). Non-target analiza sprovedena je bez unapred definisane liste
analita, pri ¢emu su detektovana sva jedinjenja prisutna u uzorcima na osnovu njihove tacne mase i
fragmentacionih spektara. Nakon toga izvrSena je skrining analiza sumnjivih jedinjenja (eng. suspect
screening) radi potvrde identiteta detektovanih proizvoda fotokataliticke degradacije PFOA poredenjem
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sa bazom moguc¢ih PFAS homologa, njihovom tacnom masom, izotopskim obrascem i MS/MS
fragmentacionim spektrima.

Analiza je sprovedena pod dve LC postavke, za hidrofobne i hidrofilne komponente.

Za hidrofobne komponente koris¢ena je kolona YMC-Triart C18 (1,9 um, 2,0 mm x 50 mm; YMC) sa
gradijentom vode i metanola koji je uklju¢ivao 2 mM amonijum-bikarbonata. Dodatno, kolona
InertSustain AQ-C18 HP postavljena je kao odlozena kolona.

Za hidrofilne komponente kori$¢ena je kolona HILICpak VG-50 (5 um, 2,0 mm % 150 mm; Shodex) sa

gradijentom vode i acetonitrila koji je uklju¢ivao 0,5% amonijaka. Kolone su odrzavane na temperaturi
od 40 °C.

Elektrosprej jonizacija (eng. electro spray ionization, ESI) primenjivana je posebno u negativhom i
pozitivnom modu. Masena rezolucija iznosila je priblizno 30.000. MS1 spektri su dobijeni u opsegu m/z
50-550, dok su MS2 spektri prikupljeni u opsegu m/z 30-500. MS1 oznacava maseni spektar bez
kolizione ¢elije, dok MS2 predstavlja maseni spektar dobijen fragmentacijom uz upotrebu kolizione
¢elije. Primenjivana je koliziona energija u rasponu od +10 V do 30 V. Uzorci su pre snimanja razblazeni
10 ili 100 puta metanolom. Pored uzorka kontrole (blank), analizirano je sedam uzoraka fotodegradacije
sa vremenom degradacije od 60 i 120 minuta.

3.2.8. Fotoluminiscentna merenja

Fotoluminiscentni spektri reakcionog rastvora snimljeni su na spektrofluorometru Horiba Jobin Yvon
Fluorolog FL3-22 pri talasnoj duzini ekscitacije od 315 nm. Za fotoluminiscentna merenja koris¢ena je
tereftalna kiselina kao sonda za detekciju formiranja slobodnih hidroksilnih radikala (*OH) na ozracenim
Ti/TiO2, Ti/TiO2—+GO(1) i Ti/TiO>—rGO(10) prevlakama (Gaji¢ et al., 2026).

3.2.9. Ekotoksi¢nost

Inhibitorni efekat na svetlosnu emisiju bakterije Aliivibrio fischeri odreden je u skladu sa standardom
(I1SO 11348, 2007), koriste¢i liofilizovane bakterije. Analiza toksi¢nosti sprovedena je pomocu uredaja
BioFix® Lumi-10 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Nemacka).

Za testove ekotoksi¢nosti koriS¢eni su alikvoti (2 mL) rastvora PFOA nakon 2 1 8 sati fotokatalize, kao
i netretirani rastvor PFOA. Bioluminiscencija je pracena nakon 15 minuta inkubacije sa test rastvorom.

3.3. Metode za ispitivanje biodegradacije PFOA

3.3.1. Uzorkovanje i selekcija mikrobnih zajednica

Kako bi izolovali i selektovali mikrobne zajednice i pojedinaéne sojeve koje pokazuju potencijal za
degradaciju PFAS, prikupljeni su uzorci sa lokacija za koje se zna ili pretpostavlja da su ve¢ dugo

izloZzene visokim koncentracijama zagadivaca. Uzorci koji su prikupljeni, kao 1 njihove lokacije date su
u Tabeli 5.
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Tabela 5. Lokacije uzorkovanja sedimenta i zemlji$ta za izolaciju mikroorganizama.

Oznaka §
Lokacija
uzorka
. Aktivni mulj iz postrojenja za preci§¢avanje otpadnih voda, industrijska zona
Panceva, Srbija
2 Zemljiste navodnjavano vodom zagadenom PFAS-ovima
IM.1 Sediment sakupljen 200 m od mesta ispustanja vode kompanije MITENI, Vicenca,
Italija
AM.2 Sediment sakupljen 10 m od mesta ispustanja vode kompanije MITENI, Viéenca,
Italija
5 Poljoprivredno zemljiste iz Loniga, Italija
6 Sediment iz kanala za navodnjavanje u Lonigu, Italija

3.3.2. 1zolovanje ¢istih kultura

Kako bi se mikroorganizmi adaptirali na prisustvo PFOA, pripremljena je mineralna podloga u kojoj je
PFOA bio jedini izvor organskog ugljenika, a ¢ija je koncentracija postepeno povecavana. Cilj nije bio
isklju¢ivo koris¢enje PFOA kao izvora ugljenikovih atoma, ve¢ prvenstveno selektivni pritisak na
prezivljavanja mikroorganizama u uslovima aerobnog rasta u uslovima poviSene koncentracije PFOA,
gde je dominantni izvor ugljenika bila organska supstanca iz samog uzorka upotrebljenog za inokulaciju
1 potom reciklaza bakterijskih ¢elija.

Aerobna mineralna podloga pripremljena je rastvaranjem slede¢ih komponenti (Yi et al., 2016):

NHiNO3

NaCl

KH2PO4
KoHPO4
MgSO4-7H,0
CaCl>2H.0
destilovana voda
pH

59
29
1g
1g
059
0,05¢g
1L
7
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Nakon sterilizacije i hladenja, podloga je inokulisana uzorkom sedimenta i inkubirana aerobno na 28 °C
uz muckanje pri 120 rpm na orbitalnom Sejkeru Witeg Wis-30 (Wertheim, Nemacka). Postupak je
sproveden kroz tri uzastopne serije kultivacija, svaka u trajanju od 10 dana. Zasejavan je 5% inkulum
prethodne kulture. Koncentracija PFOA, koji je dodat kao jedini spoljasnji izvor ugljenika (pored
ugljenika poreklom iz sedimenta), iznosila je 200, 500 i 1000 ppm u prvoj, drugoj i tre¢oj seriji, redom.

Ciste kulture dobijene su metodom iscrpljenja. Bakterije su identifikovane na osnovu sekvence 16S
rRNA gena. Gen 16S rRNA amplifikovan je iz genomske DNK PCR metodom koris¢enjem prajmera
27F 1 1492R, a amplifikovani fragmenti su sekvencirani putem komercijalne usluge Macrogen. Sekvenca
16S rRNA gena deponovana su u bazi NCBI. Taksonomska analiza izvrSena je kori§¢enjem platforme
EzBioCloud.

3.3.4. Pracenje rasta mikroorganizama

Bakterije su aktivirane na komerijalnoj podlozi, tripton-soja agaru (Torlak, Beograd, Srbija) na 28 °C
tokom 24 h. Celije su suspendovane u fizioloskom rastvoru i prenete u erlenmajere zapremine 500 mL
koji su sadrzali 100 mL aerobne mineralne podloge (Yi et al., 2016) uz dodatak 1 g/L ekstrakta kvasca
(izvor organskog ugljenika) i 500 ppm PFOA (podloga A). Za inokulaciju je kori$¢ena bakterijska
suspenzija opticke gustine ODgoo = 0,2. Ovako inokulisane podloge inkubirane su na 28 °C tokom cetiri
dana uz muckanje pri 120 obrtaja/min na orbitalnom Sejkeru Witeg Wis-30. Neinokulisana podloga sa
PFOA koris¢ena je kao kontrola. Rast bakterija pracen je spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 600
nm pomocéu UV-VIS spektrofotometra Shimadzu UV-1280 (Kyoto, Japan).

3.3.5. Analiza respiracije

Rast i1 razvoj bakterija praceni su analizom respiracije, merenjem kumulativne potrosnje kiseonika i
produkcije ugljen-dioksida (mL). Respiracija je odredivana pomoéu Micro Oxymax respirometra
(Columbus Instruments, Columbus, SAD). Eksperimenti su izvodeni u svetlosno nepropusnim bocama
zapremine 250 mL (Duran, Wertheim, Nemacka), koje su sadrzale 50 mL podloge A i bile povezane sa
mernim sistemom. Sterilne podloge sa 1 bez PFOA koriS¢ene su kao nebioloske kontrole, dok je
inokulisana podloga bez PFOA koriS¢ena kao bioloSka kontrola. Svi uzorci inkubirani su bez meSanja
na 25 °C tokom 4 dana, pri ¢emu je respiracija ¢elija merena na svakih 240 minuta. Svi eksperimenti su
izvedeni u tri ponavljanja. Dobijeni podaci analizirani su kori§¢enjem Micro Oxymax softvera.

3.3.6. Kvantifikacija PFOA i perfluorovanih kiselina kra¢eg lanca primenom te¢ne
hromatografije sa tandemskom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS)

Kvantitativna analiza PFOA 1 perfluorovanih kiselina krac¢eg lanca sprovedena je koriS¢enjem sistema
za te¢nu hromatografiju visokih performansi (HPLC) Thermo Scientific Accela, u kombinaciji sa
trostrukim kvadrupolnim masenim analizatorom TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Detaljni uslovi kvantifikacije PFOA i perfluorovanih kiselina kra¢eg lanca opisani su u odeljku
3.2.5.
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3.3.7. Odredivanje siderofora i piocijanina

Siderofore (piocelin i pioverdin) i piocijanin identifikovani su i kvantifikovani u triplikatu u supernatantu
teCne kulture tokom 96 h mikrobnog rasta.

Odredivanje koncentracije pio¢elina

Za odredivanje koncentracije piocelina iz fermentacione te¢nosti uzeto je 5 mL uzorka, kojem su dodate
tri kapi 10% HCI (pH = 2) 1 3 mL etilacetata. Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani 10 minuta
na 1500 rpm na centrifugi Eppendorf 5804 R. Gornji organski sloj je izdvojen i uparen na 45 °C tokom
20 minuta u vakuum upariva¢u RVC 2-18 CDplus. Nakon uparavanja, ostatak je rastvoren u 1 mL
metanola. Uzorci su zatim desetostruko razblazeni metanolom (100 puL uzorka + 900 pL. metanola).
Koncentracija piocelina prac¢ena je spektrofotometrijski na 310 nm pomocu Shimadzu UV-VIS
spektrofotometra UV-1280 i izraunavana kori$¢enjem molarnog apsorpcionog koeficijenta € (310 nm)
= 4,2 x 10° M iz jednac¢ine A=€ x b x ¢ (Sokol, 1986).

Odredivanje koncentracije pioverdina

Uzorci su centrifugirani tokom 10 min na 10.000 g na Heraeus Biofuge 13 centrifugi, nakon ¢ega je
supernatant razblazen u odnosu 1:1 sa 50 mM fosfatnim puferom pH 7,0. Koncentracija pioverdina
odredivana je merenjem apsorbance na 400 nm i izraunavana primenom molarnog apsorpcionog

koeficijenta € (400 nm) = 2 x 10* Mt cm™ iz jednacine A=€ x b x ¢ (MEYER and ABDALLAH, 1978).

Odredivanje koncentracije piocijanina

Za ekstrakciju plavog pigmenta, 5 mL fermentacione te¢nosti pomeSano je sa 3 mL hloroforma i
nekoliko puta promuckano. Uzorci su zatim centrifugirani 15 minuta na 3000 rpm na centrifugi
Eppendorf 5804 R. Izdvojeno je 2 mL donje organske faze koja je sadrzala pigment, nakon ¢ega je dodat
1 mL 10% HCI. Nakon ponovne homogenizacije i centrifugiranja pod istim uslovima, 600 uL. gornje
faze preneto je direktno u Kivetu i merena je apsorbance na 520 nm. Koncentracija piocijanina odredena
je kori$éenjem molarnog apsorpcionog koeficijenta & (520 nm) = 3160 Mt cm™ iz jedna¢ine A=€ x b x
c (Essar et al., 1990).

3.3.8. Priprema proteinskog ekstrakta

Biomasa ¢elija gajenih u aerobnoj mineralnoj podlozi sa dodatkom 500 ppm PFOA, u ranoj stacionarnoj
fazi rasta (nakon 72 h inkubacije), prikupljena je centrifugiranjem pri 10.000 rpm tokom 20 min
koris¢enjem Sorvall centrifuge sa SS-1 rotorom (Ujedinjeno Kraljevstvo). Talog je ispran dva puta
puferom A (50 mM Tris pufer, pH 7,5, sa 0,1 mM fenilmetilsulfonil fluorida i 0,5 mM 1,4-ditiotreitola).

Zamrznuta biomasa homogenizovana je u dve zapremine pufera A na 4 °C, pomocu stakleno-teflonskog
homogenizatora, a zatim ultracentrifugirana pri 16.000 rpm tokom 90 min na 4 °C, kori§¢enjem
centrifuge Centric 200 R (Tehtnica, Domel, Slovenija).

Proteinski ekstrakti iz supernatanta koriS¢eni su za proteomske analize i odredivanje enzimske
aktivnosti. Sadrzaj proteina kvantifikovan je Bradford metodom (Bradford, 1976).
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3.3.9. Odredivanje enzimskih aktivnosti

Sva spektrofotometrijska merenja izvedena su pomocu UV-2600 spektrofotometra (Shimadzu, Japan).
Aktivnosti svih enzima odredivane su u triplikatu.

Aktivnost katalaze (eng. catalase, CAT) u ¢elijskim homogenatima, kao i u komercijalnoj preparaciji
govede katalaze, odredivana je spektrofotometrijskom metodom zasnovanom na direktnom pracenju
razgradnje vodonik-peroksida (H202) pod dejstvom katalaze na A = 240 nm (BEERS and SIZER, 1952).
Jedna jedinica (eng. unit, U) enzimske aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima koja razgradi 1 pmol
H202 do Oz i H20 u minuti, uz korigéenje molarnog ekstinkcionog koeficijenta & (240) = 43,6 Mt cm™,

Aktivnost superoksid-dismutaze (eng. superoxide dismutase, SOD) u celijskim homogenatima
odredivana je spektrofotometrijski na A = 340 nm, na osnovu inhibicije autooksidacije adrenalina u
adrenohrom u baznoj sredini (Sun & Zigman, 1978). Jedna jedinica (U) SOD aktivnosti predstavlja
koli¢inu enzima koja izaziva promenu apsorbance (AA/min) od 0,001 pod uslovima testa.

Aktivnost lakaze u celijskim homogenatima odredivana je metodom oksidacije 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline (eng. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid,
ABTS) praéenjem porasta apsorbance na A = 420 nm (¢ = 3,6 x 10* Mt cm™). Jedna jedinica aktivnosti
lakaze definisana je kao koli¢ina enzima potrebna za oksidaciju 1 umol ABTS-a u minuti (More et al.,
2011).

Aktivnost lipaze u filtratu kulture, kao i u komercijalnoj preparaciji lipaze iz Candida rugosa, odredivana
je metodom sa p-nitrofenil-palmitatom (eng. para-nitrophenyl_palmitate, pNPP) (Karadzic et al., 2006).
Koli¢ina p-nitrofenola oslobodenog enzimskom hidrolizom pNPP odredivana je spektrofotometrijski na
410 nm. Jedna jedinica enzimske aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima koja oslobada 1 pmol p-
nitrofenola (g (410) = 17.500 Mt cm™) u minuti pod uslovima testa.

Aktivnost peroksidaze odredivana je u celijskim homogenatima i u komercijalnoj preparaciji
peroksidaze iz rena, koriste¢i H2O2 kao supstrat i ABTS kao donor elektrona. Porast apsorbance na 420
nm tokom vremena predstavljao je meru aktivnosti peroksidaze (Holm, 1995). Jedna jedinica aktivnosti
definisana je kao koli¢ina enzima koja izaziva porast apsorbance od 1,0 u minuti na 420 nm.

Inhibicija komercijalnih enzima (katalaze, peroksidaze i lipaze) ispitivana je koris¢enjem vodenih
rastvora PFOA u kona¢nim koncentracijama 10, 100 1 500 umol/L, nakon preinkubacije od 30 minuta,
posle ¢ega su enzimski testovi sprovedeni na prethodno opisan nacin.

3.3.10. Maseno-spektrometrijska analiza proteoma

Proteomska analiza sprovedena je prema prethodno opisanom protokolu (Risha et al., 2020). Priblizno
4 ng proteina, kvantifikovanih Bradford metodom, injektovano je u spojeni sistem koji se sastoji od
UltiMate 3000 nanoRSLC (Dionex, Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, Kanada) i Orbitrap
Fusion masenog spektrometra (Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, Kanada) radi proteomske
analize.

3.3.11. Analiza podataka

Podaci masene spektrometrije iz tri ponavljanja obradeni su radi identifikacije 1 kvantifikacije proteina
koris¢enjem softvera MaxQuant 2.5.1.0 (Cox et al., 2011). Dobijeni peptidni spektri uporedeni su sa
proteinskom bazom podataka za Pseudomonas chlororaphis iz NCBI (taxonomy ID: 587753), uz
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dodatak baze potencijalnih kontaminanata, koris¢enjem Andromeda pretrazivaa integrisanog u
MaxQuant (Cox et al., 2011).

Koriséeni su sledeci parametri: varijabilne modifikacije oksidacije metionina i N-terminalne acetilacije,
fiksna modifikacija karbamidometilacije cisteina i tripsin kao enzim za digestiju. Masene tolerancije
podesene su na 10 ppm za prekursorske jone i 0,5 Da za fragmentne jone.

Diferencijalna zastupljenost proteina procenjivana je izraCunavanjem log, setepenom promene vrednosti
I p-vrednosti na osnovu neparnog t-testa. Analiza obogacenja metabolickih puteva za povecano
eksprimirane i jedinstvene proteine sprovedena je u odnosu na referentni genom Pseudomonas
chlororaphis koris¢enjem baze Kjotske enciklopedije gena i genoma (eng. Kyoto encyclopedia of genes
and genomes, KEGG), https://www.genome.jp/kega/.
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4.1. Adsorpcija PFOA

Kako bi se ispitala adsorpciona efikasnost cetiri razlicita sorbenta, uradeni su serijski testovi ¢iji su
rezultati prikazani u Tabeli 6. Aktivni ugljevi su pokazali izuzetnu efikasnost adsorpcije, preko 95% kod
KRF 1 98% kod K/B praha. Visoku efikasnost u adsorpciji PFOA pokazale su i jonoizmenjivacke smole,
IRA 67 sa viSe od 90% , dok je IRA 402 adsorbovala ¢ak 99% PFOA.

Tabela 6. Uporedni rezultati serijskog testa adsorpcije na ispitivanim sorbentima nakon 24 h.

Sorbent Koncentracija PFOA (ppm) Adsorpcija PFOA (%)
KRF 4,65 95,4
K/B prah 1,05 99,0
IRA 67 9,02 91,0
IRA 402 0,34 99,7

Kako su sorbenti IRA 402 i K/B prah pokazali najbolji adsorpcioni kapacitet, izabrani su za dalji rad, pa
su i detaljnije ispitivani. Radi analize eksperimentalno dobijenih podataka primenjeni su izotermni
modeli Langmuirov, Freundlichov, Temkinov i Dubinin-Radushkevichev. U Tabelama 7 i 8 prikazane
su vrednosti izraCunatih parametara izotermi, kao 1 odgovarajuce funkcije greSke za adsorpciju PFOA
na izabranim sorbentima.

Tabela 7. Vrednosti izracunatih parametara izotermskih modela za adsorpciju PFOA na K/B prahu.

Parametar Vrednost
lzoterma
t, °C 28 4
Gm, L, Mg/g 12,75 11,74
Ki, L/mg 5,98 16,71
R 1,10 x 1072 3,99 x 107
Langmuir
R? 0,827 0,685
e 1,107 2,150
Gm, L, Mg/g 12,75 11,74
Kr, dm*/g 9,34 10,46
n 2,95 3,51
Freundlich
R? 0,949 0,922
){2 0,527 0,703




Kr, dm®/g 56,61 162,10
b, kd/mol 0,96 1,03
Temkin
R2 0,969 0,937
e 0,268 0,540
gm, bR, Mg/g 12,43 12,37
Kpr, mol?/J? 2,58 x 108 1,81 x 108
E, kJ/mol 4,40 5,26
Dubinin-Radushkevich
R? 0,811 0,775
Ve 1,312 1,585
C3a D3 30

Tabela 8. Vrednosti izracunatih parametara izotermskih modela za adsorpciju PFOA na IRA 402.

Parametar Vrednost
Izoterma
t, °C 28 4
gm, L, Mg/g 51,28 123,45
Ki, L/mg 0,02 3,73x 103
_ RL 0,71 0,93
Langmuir
R? 0,859 0,767
P 1,509 1,389
gm, L, mg/g 51,28 123,45
Kr, dm3/g 1,41 0,61
n 1,30 1,17
Freundlich
R2 0,862 0,775
e 1,236 1.252
Kr, dm®/g 0,81 0,48
br, kJ/mol 0,62 0,73
Temkin
R2 0,871 0,808
P 0,828 0,760
gm, DR, MQ/Q 9,39 6,58
Dubinin-Radushkevich
Kpr, mol?/J? 1,77 x 10 4,34 x 10°®
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E, kJ/mol 0,53 0,34

R? 0,818 0,743
P 0,935 0,962
C3a 9,39 6,58

Pri niskim pocetnim koncentracijama PFOA (5-20 ppm) Langmuirove adsorpcione izoterme kod oba
sorbenta, K/B i IRA 402, pokazuju dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima (Slika 13). Sa
poveéanjem koncentracije PFOA dolazi do odstupanja Langmuirovog modela od ekperimentalnih
podataka, Sto ukazuje na to da se adsorpcioni proces nastavlja i nakon formiranja monosloja na aktivnim
mestima sorbenta. Langmuirova konstanta (Kr), koja predstavlja meru energije adsorpcije, ima nize
vrednosti za sorbent IRA 402 (0,02 L/mg na 28 °C i 3,73x10 L/mg na 4 °C), §to ukazuje na to da je
adsorpcija PFOA dominantno fizisorpcija u odnosu na hemisorpciju. Vrednosti R. (bezdimenzionog
faktora separacije) za K/B i IRA 402 kretale su se u opsegu od 3,99x107 do 0,93, kako vrednost RL
ukazuje na prirodu adsorpcije kao povoljnu (0 < RL < 1), linearnu (R = 1) ili ireverzibilnu (RL = 0),
dobijene vrednosti potvrduju povoljnost adsorpcije.
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Slika 13. Langmuir-ove adsorpcione izoterme za: a) IRA 402 i b) K/B na 28 i 4 °C (pri uslovima: Co,
5-35 ppm, Madgs = 50 mg, V =25 mL, t =24 h).

Medutim, niske vrednosti koeficijenta determinacije (R?) i visoke vrednosti hi-kvadrat testa (%) za
Langmuirov izotermni model ukazuju na to da ovaj model ne mozZe pouzdano da predvidi proces
adsorpcije PFOA na oba ispitivana adsorbenta. Zbog toga je koriste¢i eksperimentalne podatke
primenjena linearna aproksimacija Freundlichovog izotermnog modela adsorpcije (Slika 14).
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Slika 14. Freundlich-ove adsorpcione izoterme za: a) IRA 402 i b) K/B na 28 i 4 °C (pri uslovima: Co,
5-35 ppm, Mags =50 mg, V =25 mL, 1 =24 h).

Dobijene vrednosti R? i y* za Freundlichovu adsorpcionu izotermu, ukazuju na nesto bolje slaganje sa
eksperimentalnim rezultatima u poredenju sa Langmuirovim modelom, kod oba materijala i na obe
ispitivane temperature. Dobijeni rezultati sugerisu da se adsorpcija odvija na heterogenoj povrsini putem
viSeslojne adsorpcije. Na osnovu dobijenih vrednosti Kr (Freundlichova konstanta, predstavlja meru
jacine adsorpcije) moze se zakljuciti da sorbent K/B poseduje veci adsorpcioni kapacitet za PFOA u
poredenju sa sorbentom IRA 402, $to je u skladu sa eksperimentalno dobijenim podacima. Freundlichov
empirijski parametar (1/n) koji opisuje intenzitet adsorpcije (adsorpcija je povoljna ako je 1/n veci od 0,
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a manji od 1) 1 stepen heterogenosti povrSine adsorbenta, (1/n = 0, veoma heterogena povrsinai 1/n = 1
homogena povrsina), daje nam uvid u svojstva sorbenata, odnosno njihovo ponasanje tokom adsorpcije.
Na osnovu vrednosti parametra 1/n koje se kre¢u u opsegu od 0,28 do 0,85, moze se zakljuciti da su
analizirani adsorpcioni procesi na sorbentima K/B i IRA 402 povoljni, dok heterogena priroda adsorpcije
postaje izrazenija sa snizavanjem temperature, §to se moze videti iz Tabela 7 i 8.

Na eksperimentalne podatke je primenjen i Temkinov izotermni model adsorpcije. Graficki prikazi
eksperimentalnih rezultata prilagodenih linearizovanom obliku Temkinovog modela za adsorpciju
PFOA na K/B i IRA 402 sorbentima prikazani su na Slici 15. Na osnovu vrednosti R? i y?, moze se
zakljuciti da ovaj model najbolje opisuje adsorpcione procese na oba ispitivana sorbenta i pri obe
ispitivane temperature (Tabela 7 i 8). Pozitivne vrednosti parametra bt (opisuje intenzitet adsorbat—
sorbent interakcija uzimaju¢i u obzir medusobne interakcije adsorbiranih molekula) ukazuju na
egzotermnu prirodu adsorpcionih procesa. ViSe vrednosti konstante Kt za sorbent K/B pri obe
temperature ukazuju na vecéi adsorpcioni kapacitet za PFOA u poredenju sa sorbentom IRA 402.
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Slika 15. Temkin-ove adsorpcione izoterme za: a) IRA 402 i b) K/B na 28 i 4 °C (pri uslovima: Co, 5-
35 ppm, Mags = 50 mg, V =25 mL, T =24 h).

Kako bi se odredio tip interakcije izmedu adsorbata i adsorbenta tokom adsorpcionog procesa, primenjen
je Dubinin-Radushkevichev izotermni model adsorpcije. Dobijeni eksperimentalni rezultati prikazani su
na Slici 16. kao krive linearne regresije za adsorpciju PFOA na sorbentima IRA 402 i K/B. Vrednosti
konstante Dubinin—Radushkevicha (Kpr) za sorbent K/B iznosile su 2,58x10% i 1,81x10® mol?/J?, dok
su za sorbent IRA 402 iznosile 1,77x10° i 4,34x10°° mol?/J? pri temperaturama od 28 i 4 °C, redom.
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Slika 16. Dubinin-Radushkevich-ove adsorpcione izoterme za: a) IRA 402 i b) K/B na 284 °C (pri
uslovima: Co, 5-35 ppm, Mags =50 mg, V =25 mL, T=24 h).

Na osnovu dobijenih vrednosti Kpr izracunate su energije adsorpcionih procesa (E), ¢ije su se vrednosti
za adsorpciju PFOA na sorbentima kretale u opsegu od 0,34 do 5,26 kJ/mol, $to odgovara fizisorpciji (E
< 8 kJ/mol).
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4.2. Rezultati fotokataliticke degradacije PFOA

4.2.1. Karakterizacija fotokatalizatora

Na fotokataliticka svojstva PEO prevlaka utice vise faktora, ukljucujuc¢i povrSinsku teksturu i
morfologiju, hemijski sastav, faznu strukturu, sposobnost apsorpcije svetlosti, kao i efikasnost prevlake
u generisanju dugovecnih elektrona i Supljina, koji omogucavaju formiranje visoko reaktivnih
fotokatalitickih vrsta (Karbasi et al., 2023). Ipak, uspesna aplikacija prevlake u velikoj meri zavisi od
njenog ¢vrstog prianjanja za Ti podlogu. Budu¢i da se fotoaktivni oksidni slojevi na povrsini Ti folije
mogu lako odvojiti od PEO supstrata u realnim radnim uslovima, ¢ime se proces imobilizacije ¢ini
neefikasnim, veoma je vazno uraditi procenu stabilnosti prevlaka.

Radi procene stabilnosti prevlaka, svi uzorci su podvrgnuti istim uslovima kao u fotokatalitickim
eksperimentima (T, 20 °C; zapremina vode, 10 mL; meSanje, 500 rpm). Nakon 8 sati ispitivanja nisu
uoceni znaci habanja niti pucanja prevlake, sto ukazuje na to da fotoaktivni sloj ostaje nepromenjen na
Ti supstratu nakon realnog fotokatalitickog testa 1 da su uzorci spremni za naredni fotokataliticki ciklus.

Na Slici 17 prikazane su povrsinske morfologije prevlaka dobijenih u baznom elektrolitu i u elektrolitu
sa dve razlicite koncentracije rGO. Radi poredenja povrSinske morfologije, na Slici 17 dat je prikaz
gornje povrsine svih uzoraka pri tri razli¢ita uvecanja (2.500x%, 35.000x i 150.000x).

2 um

Slika 17. FESEM mikrografije povrsine prevlaka: (a) Ti/TiOo, (b) Ti/TiO2—rGO(1) i (c) Ti/TiO2—
rGO(10); uvecanja: 2.500%, 35.000% i 150.000x.
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Sve prevlake pokazivale su karakteristi¢nu poroznu strukturu formiranu tokom PEO tretmana titanijuma,
sa brojnim mikro kanalima razli¢itih dimenzija i zonama nastalim usled brzog hladenja istopljenog
materijala (Ebrahimi et al., 2019; Stojadinovi¢ et al., 2022). Mikro praznjenja i oslobadanje zarobljenih
mehuri¢a gasa doveli su do formiranja mikropora, $to je rezultovalo Cipkastom, odnosno mrezastom
strukturom povrsSine prevlake. Dodatak rGO u bazni elektrolit nije imao uocljiv uticaj na morfologiju,
poroznost niti veli¢inu Cestica dobijenih prevlaka. Na svim uzorcima primecene su gotovo zanemarljive
pukotine, nastale kao posledica razli¢itih koeficijenata termi¢kog Sirenja metalnog Ti i TiO> slojeva
formiranih tokom PEO procesa, ali one nisu uticale na dobru stabilnost oksidnog sloja. Analiza pomoc¢u
softvera ImagelJ pokazala je da su dominantne veli¢ine pora kod uzoraka Ti/TiO2, Ti/TiO2>—rGO(1) i
Ti/TiO2—rGO(10) iznosile 0,244 pum, 0,226 pm i 0,220 um, redom. Daljom analizom utvrdeno je da su
glavne veli¢ine Cestica povrsinskog sloja kod istih uzoraka bile 13, 11 i 10 nm, redom. Relativno velike
(submikrometarske) pore u gornjem sloju prevlake, zajedno sa unutrasnjom poroznom strukturom TiO2
matrice, formiraju hijerarhijsku poroznu strukturu u svim ispitivanim uzorcima. Ovakva hijerarhijska
poroznost, kao i druge povrSinske nepravilnosti, mogu znacajno doprineti povecanju fotokataliticke
aktivnosti. EDS mapiranje (Slika 18.) pokazuje da sve prevlake sadrze titan (Ti), kiseonik (O), fosfor (P)
i ugljenik (C).

Slika 18. FESEM-EDS elementne mape povrsine prevlaka Ti/TiOz, Ti/TiO2—rGO(1) i Ti/TiO2—
rGO(10) pri uveéanju od 150.000x%.
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Rezultati EDS mapiranja (Tabela 9) pokazuju da su svi elementi ravnomerno rasporedeni u povrsinskim
prevlakama.

Tabela 9. Rezultati FESEM-EDS analize elementarnog sastava Cistih TiO2 i rGO-dopiranih TiO>

previaka.
Uzorak Ti (Wt%) O (wt%) P (wt%) C (wt%)
TilTiO 23,0 70,6 52 1,3*
Ti/TiO2-rGO(1) 28,3 63,4 55 2,8%*
Ti/Ti0.-rGO(10) 29,3 61,0 53 4,4**

*- Ugljenik poreklom sa nosaca mrezice i povrSinski adsorbovane ugljenicne vrste iz okoline.

**- Ukupna koli¢ina adsorbovanog ugljenika.

Treba napomenuti da kod svih uzoraka deo ugljenika poti¢e od nosaca mrezice, kao i od vrsta koje sadrze
C, koje su se adsorbovale iz okoline na povrsinu prevlaka. Medutim, kod prevlaka Ti/TiO2—rGO(1) i
Ti/TiO2-rGO(10), deo ugljenika potice i od samog rGO. Povrsinska pokrivenost ugljenikom izra¢unata
je primenom softvera Imagel. Elementarna povrSinska pokrivenost C za uzorke Ti/TiO2, Ti/TiO>—
rGO(1) i Ti/TiO>—rGO(10) iznosila je 1,8%, 4,9% i 6,7%, redom.

Jednostavnom razlikom izmedu ukupnog sadrzaja C (kod uzoraka dopiranih rGO) i atmosferskog (iz
okruzenja) C (kod ¢istog TiO2) dobijene su vrednosti od 3,1% za Ti/TiO>—+GO(1) i 4,9% za Ti/TiO>—
rGO(10), $to ukazuje na pokrivenost povrSine ugljenikom u obliku Ti—C vrsta. Ovakav rezultat je
ocekivan, imajuci u vidu da je u uzorku Ti/TiO2—rGO(10) dodat ve¢i sadrzaj rGO u odnosu na uzorak
Ti/TiO2-rGO(1).

Koncentracija Ti poti¢e od titanijumske podloge i TiO2 sloja, dok je prisustvo O rezultat oksidacije
tokom PEO procesa, a prisustvo P posledica fosfata u baznom elektrolitu. EDS analiza pokazuje da
koncentracija C raste sa povecCanjem sadrzaja rGO u baznom PEO elektrolitu, §to potvrduje interakciju
rGO sa TiOz prevlakom tokom PEQ procesa u elektrolitima sa dodatim rGO.

Prevlake TiO2 dopirane rGO pokazale su veci sadrzaj Ti u poredenju sa nedopiranom TiO> prevliakom,
§to se najverovatnije moze objasniti nesto manjom veli¢inom Cestica na povrsini rGO-dopiranih uzoraka.

Faze i kristalna struktura prevlaka ispitane su metodom XRD. Na Slici 19 prikazani su XRD
difraktogrami uzoraka Ti/TiO2, Ti/TiO2—rGO(1) i Ti/TiO>—rGO(10), pripremljenih u baznom elektrolitu
i u elektrolitu sa dve razlicite koncentracije rGO. Difrakcioni pikovi pri 20 vrednostima za 25,3°, 37,1°,
37,9°, 38,5°, 48,0°, 53,9°, 55,2°, 63,0° i 75,2° odgovaraju ravnima 101, 111, 004, 112, 200, 105, 211,
204 i 215 anatazne forme TiO2 (JCPDS Kkartica br. 21-1272).
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Slika 19. XRD difraktogram prevlaka: (a) Ti/TiO2, (b) Ti/TiO2-rGO(1) i (c) Ti/TiO2-rGO(10).

Difrakcioni pikovi metala Ti prisutni su u svim XRD obrascima (JCPDS Kartica br. 44-1294). Pikovi
pri vrednostima 26 za 35,1°, 38,5°, 40,2°, 53,0°, 62,9°, 70,7° i 77,4° odgovaraju ravnima 100, 002, 101,
102, 110, 103 i 112 titanijuma. Ovi pikovi poticu od neoksidisanog Ti supstrata.

Odsustvo difrakcionog pika karakteristi¢nog za rGO verovatno je posledica relativno niske koncentracije
dopiranog rGO. Takode, nisu uoceni pikovi koji bi se mogli pripisati fosforu iz PEO elektrolita.
Izostanak pikova karakteristicnih za Ti—C fazu ukazuje na to da je rGO amorfan ili dobro dispergovan u
prevlaci.

Kod oba rGO-dopirana TiO2 uzorka jasno je da je deo rGO u bliskom kontaktu sa TiO> reSetkom. Ipak,
izvesna koli¢ina rGO verovatno ostaje kao zasebna, visoko dispergovana amorfna faza. Treba
napomenuti da deo ovih dispergovanih rGO vrsta moze formirati specificne rGO-TiO; strukture, $to je
povoljno za formiranje velikog broja adsorpcionih mesta i visoko reaktivnih fotokataliti¢kih centara.

Radi ispitivanja hemijske strukture i valentnih stanja elemenata u PEO prevlakama, sprovedena su XPS
ispitivanja na uzorcima pripremljenim samo u osnovnom elektrolitu (natrijum-fosfat), kao i u osnovnom
elektrolitu uz dodatak 1 i 10 g/L rGO. Na Slici 20 prikazani su fotoelektronski spektri Ti 2p, O 1s, C 1s
1 P 2p svih elemenata detektovanih na povrsini prevlaka.

Za sve uzorke, Ti*" joni u anataznoj fazi TiO; karakterisani su Ti 2p3/2 i Ti 2p1/2 pikovima na 458,9 i
464,5 eV, sa spin—orbitnim razdvajanjem od 5,6 eV (Slika 20(a)) (Sikdar, Pathak and K Ghorai, 2015).
Ti 2p spektri ¢istog TiO2 i rGO-dopiranih TiO: prevlaka pokazuju da kod uzoraka dopiranih rGO nema
pomeranja Ti pikova ka viSim energijama vezivanja, $to ukazuje da rGO i TiO2 ne ostvaruju jaku
interakciju na povrsini prevlaka.
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Ti 2p spektar moze pruziti detalje o vezivanju titana u sredini bogatoj C i O. Kod rGO-dopiranih TiO-
prevlaka, formiranje Ti—-O—C veza moze izazvati blago pomeranje Ti 2p pikova u odnosu na ¢isti TiO2.
Nasuprot tome, Ti—C veze bi pokazale izraZenije pomeranje ka nizim energijama vezivanja. Vecina
ugljenika na povrsini rGO-dopiranih TiO> prevlaka verovatno postoji u obliku Ti—-O—-C vrsta.

Na Slici 20(b) prikazan je O 1s spektar razloZen je na Cetiri pika pri 530,0, 531,2, 531,51 532,5 eV, koji
se mogu povezati sa vezama Ti—O, P-O4>, kiseoni¢nim vakansama i OH", respektivno (Jiang et al.,
2022; Yan et al., 2025). U Tabeli 10 prikazan je odnos povrsina (%) dekonvoluisanih O i C pikova.

Tabela 10. Udeo povrsina dekonvoluisanih C i O pikova (%).

Uzorci odnos povrsina C pikova (%) odnos povrsina O pikova (%)
Qo O m ™ Q o C|) ™ %)’ N S n T o
Ox 0w O R w Fe Jd9 ©og O
N o0 Ioe) o) o] I3Y ™ > m ™
og S 8 Og L © oL L

Ti/TiO2 88 8 3 1 37 47 4 12

Ti/TiO2-

rGO(1) 81 12 5 2 34 44 9 13

Ti/TiO2-

rGO(10) 70 18 9 3 33 41 14 12
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Slika 20. Fotoelektronski spektri Ti 2p (a), O 1s (b), C 1s (c) i P 2p (d) za: (I) Ti/TiO2, (1) Ti/TiO2-
rGO(1) i (1) Ti/TiO2-rGO(10).

Kada se u bazni PEO elektrolit uvede 1 1 10 g/ rGO, povecava se udeo vakancije kiseonika, dok se
udeo kiseoni¢nih vrsta Ti-O i P-04% blago smanjuje. Pik na 529,3 eV pripisan je resetkastom kiseoniku
vezanom za Ti*" jone u kristalnoj strukturi Ti-O. Pojava pika na 531,2 eV (P—-04*) posledica je prisustva
natrijum-fosfata u osnovnom elektrolitu, kao i akumulacije fosfata na povrsini svih prevlaka. Pik na
531.5 eV pripisan je O jonima u regionima sa nedostatkom kiseonika (vakancija kiseonika), dok pik na
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532,5 eV odgovara slabo vezanim kiseoni¢nim vrstama adsorbovanim na prevlaci, poput adsorbovanih
OH" grupa.

Rezultati dekonvolucije O 1s spektra pokazuju da je veza izmedu TiO2 i rGO veoma jaka, Sto omogucava
efikasniji transport naelektrisanja u rGO-dopiranim TiO2 prevlakama. Povecane koncentracije O
(poreklom iz Ti-O) i *OH radikala generalno ukazuju na visu fotokataliticku aktivnost. Takode,
prisustvo kiseoni¢ne vakancije povecava pozitivno naelektrisanje u TiO> reSetki, privlace¢i elektrone
susednih O atoma i formirajuci reaktivne kiseoni¢ne vrste (reactive oxygen species, ROS, eng.). Zbog
toga prevlake sa ve¢im sadrzajem O2", *OH 1 O-vakancije pokazuju vecu aktivnost u procesima napredne
oksidacije.

Dekonvolucija C 1s spektra pokazuje Cetiri pika pri energijama vezivanja od 284,6, 286,3, 287,3 i 288,9
eV, koji odgovaraju C—C (ili C=C), C-O, C=0 i O—C—OH vezama (Slika 20(c)) (Wangetal., 2012). U
C 1s spektru nije uocen signal Ti—C veze na 282,4 eV, Sto ukazuje da ugljenik nije inkorporiran u TiO>
reSetku. Medutim, posto se pikovi C—C i Ti—C preklapaju, interakcija izmedu rGO i TiO> Cestica, kao i
adsorpcija rGO vrsta na povrsini TiO2, ne moze se iskljuciti (Ruidiaz-Martinez et al., 2020).

Spektri P 2p pokazuju dva pika na 132,9 i 133,4 eV, koji odgovaraju P-C i P-O vezama (Slika 20(d)),
energija vezivanja od 132,9 eV moze se pripisati POs* grupama, koje mogu biti povezane sa *OH
vrstama iz adsorbovane vode na povr$ini (Ruidiaz-Martinez et al., 2020). Pik na 132,9 eV prisutan je
kod ¢istog TiO2, dok se pik na 133,4 eV javlja samo kod rGO-dopiranih TiO> prevlaka. P-C signal kod
¢istog TiO2 potice od atmosferskog ugljenika, sa druge strane, dodatak rGO u bazni elektrolit pojacava
interakciju PO4* sa TiO, &esticama. Formiranje P—O—Ti vrsta podsti¢e generisanje *OH i Oz radikala i
povecava fotokataliti¢ku aktivnost ¢istog TiO2 (Costa et al., 2025).

XPS analiza elemenata Ti, O, C i P u prevlakama potvrduje prisustvo Ti—O i Ti-O—C veza, $to potvrduje
hemijsko vezivanje izmedu TiO2 i rGO. Ti—-O—C veze omogucavaju efikasan prenos naelektrisanja, bolju
separaciju nosilaca naelektrisanja, potencijalno proSirenu apsorpciju svetlosti i povecanu adsorpciju
reaktanata. Posledi¢no, fotokataliticka aktivnost rGO-dopiranog TiO2 moze se unaprediti efikasnom
hibridizacijom TiOz sa rGO.

Defekti i strukturni poremecaji prevlaka ispitivani su Ramanovom spektroskopijom (Slika 21).
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Slika 21. Ramanovi spektri: (a) Ti/TiOz, (b) Ti/TiO2-rGO(1) i (c) Ti/TiO2-rGO(10).

Ramanovi spektri potvrduju formiranje anatazne faze TiO2 (pikovi na priblizno 142 (Eg), 391 (Bug), 512
(A1g/B1g) 1 634 (Eg) cm™). Spektri uzoraka Ti/TiO2—rGO(1) i Ti/TiO2—rGO(10) su sli¢ni, ali pokazuju
D (~1401 cm™) i G (~1605 cm™) trake karakteristi¢ne za rGO. Intenzitet TiO, pikova opada sa
poveéanjem udela rGO, §to potvrduje prekrivanje TiO- sloja rGO-om.

In/lc odnosi iznose 1,005 za Ti/TiO—rGO(10) i 0.989 za Ti/TiO2—rGO(1). Veci odnos relativnih
intenziteta D i G traka ukazuje na visi stepen defekata u materijalu. Povecan Ip/lc odnos kod Ti/TiO2>—
rGO(10) predstavlja dokaz veceg broja defekata, kao i jaCeg hemijskog vezivanja izmedu TiO2 i rGO
vrsta.

UV-Vis difuzni reflektivni spektri koriS¢eni su za ispitivanje optickih apsorpcionih svojstava Cistih i
rGO-dopiranih TiO2 prevlaka. DRS spektri analizirani su u opsegu 300-600 nm. Opticki energetski
procep odreden je primenom Tauc-ove metode (Slika 22).
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Slika 22. Tauc-ovi dijagrami uzoraka (crveno) Ti/TiOz, (crno) Ti/TiO2-rGO(1) i (plavo) Ti/TiO>-
rGO(10).

Na Slici 22 uocen je karakteristican apsorpcioni prag za TiO pri Eg = 3,14 eV, dok je kod rGO-dopiranih
TiO2 uzoraka primeéen batohromni pomak apsorpcionog praga. Sa povecanjem sadrzaja rGO u baznom
elektrolitu, vrednost zabranjenog pojasa se blago smanjuje i iznosi Eg = 3,04 eV za Ti/TiO>-rGO(1) i
Eg = 3,01 eV za Ti/TiO>-rGO(10).

Batohromni pomak u spektrima rGO-dopiranog TiO2 moze se pripisati formiranju novih energetskih
nivoa usled prisustva Ti—C ili Ti-O-C veza u TiO2—rGO prevlakama, §to je u skladu je sa XPS
rezultatima i podacima iz literature (Liu, 2014; Ebrahimi et al., 2019). Suzavanje energetskog procepa
kod rGO-dopiranih TiO2 uzoraka ukazuje na uspe$nu modifikaciju elektronske strukture TiO:
uvodenjem rGO, kao 1 na formiranje novih elektronskih nivoa odnosno defekata. Interakcija izmedu rGO
i TiO2 dovodi do smanjenja Sirine energetskog procepa i istovremenog povecéanja opticke apsorpcione
sposobnosti materijala u smeru povec¢avanja iskoris¢enja koli¢ine svetlosti iz vidljivog regiona UV-Vis
spektra.

Smanjeni energetski procep i povecana opticka apsorpciona sposobnost mogu unaprediti razdvajanje e’
/n* parova tokom fotokatalize, §to dovodi do smanjenja stope njihove rekombinacije.
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4.2.2. Fotokataliticka degradacija PFOA

Pre merenja fotokatalitiCke degradacije PFOA, ispitana je adsorpcija PFOA na fotokatalitickim
prevlakama tokom 8 h u mraku. Takode je uraden test fotolize PFOA pod UV-Vis zraenjem bez
prisustva fotokatalizatora, nakon 8 h ozracivanja nije doSlo do smanjenja koncentracije PFOA, §to
ukazuje da je PFOA fotostabilna pod primenjenim uslovima.

Na Slici 23 prikazana je konverzija razgradnje PFOA u prisustvu fotokatalizatora Ti/TiO2, Ti/TiOz>—
rGO(1) i Ti/TiO2—rGO(10). Kineticki parametri svih prevlaka za fotokataliticku degradaciju PFOA
odredeni su uz pretpostavku modela pseudo-prvog reda. Prividne konstante brzine (Kapp) izraunate su
nelinearnom metodom najmanjih kvadrata, fitovanjem eksperimentalnih podataka u celom vremenskom
intervalu od 0 do 8 h (Tabela 11) (Lente, 2015).

Tabela 11. Konstanta brzine pseudo-prvog reda (Kapp), standardna devijacija (o) 1 koeficijent linearne
korelacije (R?) za degradaciju PFOA (Hori et al., 2005).

Uzorak Kapp (N1 c R?

Ti/TiO2 0,325 0,018 0,9979
Ti/TiO2-rGO(1) 0,438 0,030 0,9967
Ti/TiO2-rGO(10) 0,532 0,042 0,9933

Pod UV-Vis osvetljenjem koncentracija PFOA u svim uzorcima opada tokom vremena (Slika 23). Cista
TiO prevlaka pokazuje zadovoljavajucu fotoaktivnost za degradaciju PFOA; nakon 8 h ozracivanja
degradovano je 61% PFOA. Fotokatalizatori dopirani sa rGO pokazuju vecu fotoaktivnost u poredenju
sa Cistim TiO2. Uz pomo¢ fotokatalizatora Ti/TiO2-rGO(1) degradovano je 66% PFOA nakon 8 h
osvetljavanja, dok je Ti/TiO>-rGO(10) pokazao najbolju fotokataliticku efikasnost, razgradivsi 70%
PFOA nakon 8 h osvetljavanja (Slika 23), naglaSavajuci znacaj prisustva rGO.
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Slika 23. Fotokataliti¢ka degradacija PFOA na: (a) Ti/TiOz, (b) Ti/TiO2-rGO(1) i (c) Ti/TiO2-rGO(10).

Poredenje sa rezultatima drugih autora je pokazalo da modifikacija, odnosno dopiranje TiO:
fotokatalizatora sa Fe i Cu dovelo je do uklanjanja PFOA od 91% i 69%, redom (Chen et al., 2015).
Plemeniti metali se takode koriste za dopiranje TiO2 sistema. U Ag-TiOz, Pd-TiO2 i Pt-TiO sistemima,
efikasnost razgradnje PFOA nakon 8 h iznosila je 57,7%, 94,2% i 100%, respektivno (Li et al., 2016).
Panchangam i saradnici (Panchangam et al., 2018) ispitivali su efikasnost TiO.—grafen nanokompozita
(TGNCs) kao fotokatalizatora, ukljucujuéi grafen-oksid—TiO2 i redukovani grafen-oksid-TiO> sisteme,
u degradaciji PFOA. Rezultati su pokazali da primena rGO-TiO2 (200 ppm) tokom 8 h omogucava
degradaciju od 99,2% PFOA (12 uM). Rivero i saradnici (Rivero et al., 2020) istrazivali su
fotokataliticku degradaciju PFOA primenom TiO>—rGO kompozita sintetisanog hidrotermalnom
metodom, sa sadrzajem GO od 5 wt%. Tokom sinteze GO je redukovan, a TiO2 nanocCestice su
dispergovane na grafenskim nanoslojevima. Koncentracija PFOA u rastvoru bila je podeSena na 0,24
mmol L, dok je doza TiO,—rGO kompozita iznosila 0,1 g L. Nakon 8 h postignuta je stopa degradacije
od 86%. Istrazivanje koje su sproveli Gomez-Ruiz i saradnici (Gomez-Ruiz et al., 2018) bavilo se
fotokatalitickim uklanjanjem PFOA, pri ¢emu je koriS¢en nanostrukturni fotokatalizator dobijen
hidrotermalnom sintezom, zasnovan na TiO2 dopiranom redukovanim grafen-oksidom (rGO) (95% TiO-
I 5% rGO). Ovaj kompozit (u koncentraciji 0,1 g/L) pokazao je visoku fotokataliticku aktivnost u
razgradnji PFOA (0,24 mmol/L), dostizu¢i efikasnost od 93 + 7% nakon 12 sati ozra¢ivanja UV-Vis
svetlo§¢u pomocu zivine lampe srednjeg pritiska.

Iako su u navedenim istrazivanima (Chen et al., 2015; Li et al., 2016; Gomez-Ruiz et al., 2018;
Panchangam et al., 2018; Rivero et al., 2020) postigli ve¢i procenat degradacije PFOA tokom
fotokatalitickog procesa u odnosu na rezultate ove disertacije, treba imati u vidu da su autori koristili
praskaste fotokatalizatore, koji zbog svoje velike specifi¢ne povrSine pokazuju viSu aktivnost. Medutim,
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takvi sistemi imaju znacajna ograni¢enja za prakti¢nu i industrijsku primenu, ukljucujuéi agregaciju
Cestica, rasipanje svetlosti, otezano izdvajanje katalizatora iz reakcione smesSe i rizik od sekundarnog
zagadenja. Dodatni separacioni koraci, poput filtracije ili centrifugiranja, povecavaju troSkove i mogu
predstavljati opasnost po zivotnu sredinu ako se ne sprovedu adekvatno.

Kineticki parametri prikazani u Tabeli 11 jasno ukazuju na slede¢i redosled fotokataliticke aktivnosti:
Ti/TiO2 < TilTiO2-rGO(1) < Ti/TiO2-rGO(10). Vazno je napomenuti da visoka vrednost koeficijenta
korelacije (R? > 0,99) potvrduje opravdanost primenjenog modela pseudo-prvog reda. Prevlake TiO2
dopirane rGO-om pokazale su vecu fotoaktivnost u odnosu na Ciste TiO2 prevlake, $to je u skladu sa
rezultatima XRD, XPS i UV-Vis DRS analiza. XRD analiza je ukazala da visoko dispergovane rGO
vrste formiraju hibridne rGO-TiO> strukture. Prisustvo Ti—O, Ti-O-C i P-O-Ti veza, kao i O-vakanci
detektovanih XPS analizom, potvrduje efikasnu hibridizaciju izmedu TiO2 i rGO, S§to dovodi do
smanjenja energetskog procepa TiOx.

Takode, hibridizacija TiO2 sa rGO povecéava generisanje e/h* parova i visoko reaktivnih *OH i O2"
radikala. Najbolje prakti¢no reSenje za uklanjanje PFOA jeste njegova potpuna fotodegradacija do COx,
H20 i slobodnih fluoridnih jona kao krajnjih proizvoda. Proizvodi degradacije PFOA na ¢istim TiO2 i
rGO-dopiranim TiO2 prevlakama prikazani su na Slici 24. Koncentracije PFOA, intermedijarnih
produkata njegove razgradnje i slobodnih fluoridnih jona, zajedno sa standardnom devijacijom merenja
(o), navedene su u Tabeli 12. Svako merenje koncentracije PFOA i njegovih produkata degradacije
ponovljeno je Cetiri puta, a prikazane vrednosti predstavljaju srednje vrednosti.

Tabela 12. Koncentracije PFOA, meduprodukata, slobodnih jona fluora i standardna devijacija (o)
tokom degradacije PFOA.

Uzorak Vreme PFOA (o) PFHpA (6) PFHXA (o) PFPeA (o) PI(:GB)A Fluoridi (o)
(h) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (Pppm)
(ppm)
0 50,00 (3,45) <0,006 <0,006 <0,006 <0,006 <0,006
2 32,90 (2,18) 4,75(1,43) 0,20 (0,06) 0,016 (0,006) <0,006 0,32 (0,003)
Timio, 2 26,25 (4,56) 5,51 (0,93) 0,26 (0,01) 0,032 (0,004) <0,006 0,73 (0,005)
6 21,15(1,98) 6,42 (0,82) 0,41 (0,09) 0,036 (0,005) <0,006 1,11 (0,030)
8 19,70 (2,13) 6,58 (1,71) 0,53(0,13) 0,034 (0,010) <0,006 1,00 (0,040)
0 50,00 (5,22) <0,006 <0,006 <0,006 <0,006 <0,006
2 29,00 (2,18) 3,16 (0,16) 0,14 (0,05) 0,016 (0,002) <0,006 0,54 (0,09)
TilTiO,- 4 2235(4,37) 3,65(0,75) 0,22(0,08) 0,029 (0,002) <0,006 0,86 (0,03)
rGO(1) 6 18,15 (3,87) 4,71(1,03) 0,33(0,02) 0,031 (0,007) <0,006 1,16 (0,05)
8 17,15 (2,54) 5,29 (0,31) 0,38(0,08) 0,042 (0,004) <0,006 1,24 (0,07)
0 50,00 (6,25) <0,006 <0,006 <0,006 <0,006 <0,006
TiTio. 2 23,20 (3,87) 2,83(0,13) 0,12 (0,03) <0,006 <0,006 0,56 (0,06)
(GO(10) 4 18,30 (0,84) 3,62 (0,23) 0,15 (0,05) <0,006 <0,006 0,93 (0,05)
6 16,15 (2,34) 4,37 (0,45) 0,27 (0,11) <0,006 <0,006 1,17 (0,03)
8 15,15 (0,87) 5,41 (0,72) 0,47 (0,09) <0,006 <0,006 1,51 (0,02)
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Slika 24. Koncentracije PFOA, kao i produkata degradacije PFOA nastalih tokom fotokataliticke
reakcije na uzorcima (a) Ti/TiOz, (b) Ti/TiO2-rGO(1) i (c) Ti/TiO2-rGO(10).
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Pored krajnjih proizvoda potpune degradacije PFOA (CO2, H.O i slobodnih fluoridnih jona),
najznacajniji proizvodi razgradnje su razli¢ita kratkolan¢ana perfluorovana jedinjenja (Hori et al., 2005).
Glavni kratkolancani produkti bili su PFHpA, PFHxA i PFPeA (Yuan et al., 2020). Najvazniji poc¢etni
intermedijer koji nastaje tokom fotohemijske razgradnje PFOA jeste PFHpA (Zhu et al., 2024), koja je
detektovana kod sva tri koriS¢ena fotokatalizatora, a njena koncentracija znacajno raste sa produzenjem
vremena reakcije (Slika 24). Nakon 8 h fotokatalitickog ispitivanja, koncentracije PFHpA iznosile su
6,58, 6,29 i 6,41 ppm za Ti/TiOz, Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10), redom. To ukazuje da je brzina
formiranja PFHpA sli¢na kod sva tri fotokatalizatora, uprkos razlikama u stepenu konverzije PFOA.

Istovremeno, koncentracija nusproizvoda PFHXA postepeno raste tokom vremena, ali je taj porast za red
veli¢ine manji u odnosu na porast koncentracije intermedijera PFHpA. Nakon 8 h degradacije PFOA,
koncentracije PFHXA iznosile su 0,53, 0,43 i 0,48 ppm za Ti/TiOz, Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10),
redom.

Nusproizvod PFPeA detektovan je samo kod uzoraka Ti/TiO2 1 Ti/TiO2-rGO(1). Nakon 8 h fotoreakcije,
koncentracija intermedijera PFPeA iznosila je 0,035 ppm za Ti/TiOz i 0,043 ppm za Ti/TiO2-rGO(1).
Ove koncentracije su veoma niske i gotovo na granici kvantifikacije LC-MS/MS metode. Koncentracije
nusproizvoda PFBA bile su ispod granice detekcije u svim ispitivanim uzorcima.

Prvi razlog odsustva PFPeA i PFBA u degradaciji PFOA na Ti/TiO2-rGO(10) jeste njihovo prisustvo u
koncentracijama ispod granice kvantifikacije. Drugi razlog moze biti brza dalja razgradnja ovih
intermedijera, s obzirom na to da je Ti/TiO2-rGO(10) najaktivniji fotokatalizator, $to dovodi do njihove
konverzije u krajnje proizvode potpune degradacije - CO2, H2O i slobodne fluoridne jone.

Tokom skrac¢ivanja alkilnog lanca dolazi do postepene defluorinacije PFOA, Sto rezultuje formiranjem
slobodnih fluoridnih jona. Slika 24 jasno pokazuje postepeni porast koncentracije fluorida paralelno sa
razgradnjom PFOA, §to potvrduje da je defluorinacija posledica fotokatalitiCkog procesa. Koncentracije
fluoridnih jona sli¢ne su za sve uzorke i gotovo linearno rastu do 6 h. Medutim, kada uzmemo u obzir
da je pocetna koncentracija PFOA iznosila 50 ppm, dobijeni rezultati ukazuju da se na svakih 1000
molekula PFOA oslobadaju priblizno Sest atoma fluora u obliku fluoridnih jona. Ovi podaci potvrduju
da tokom procesa dolazi do defluorinacije, ali da je pomocu jonski selektivne elektrode za fluorid
detektovan samo manji deo oslobodenih fluoridnih jona.

Kod fotokatalizatora Ti/TiO2 stopa defluorinacije dostize maksimum nakon 6 h zracenja, a zatim se
blago smanjuje nakon 8 h. Kod uzorka Ti/TiO2-rGO(1) usporavanje stope defluorinacije nakon 8 h manje
je izrazeno nego kod cistog Ti/TiO2. U prisustvu Ti/TiO2-rGO(10) stopa defluorinacije raste gotovo
linearno tokom celog perioda razgradnje PFOA. Ovaj rezultat je u skladu sa redosledom fotoaktivnosti:
Ti/TiO2 < Ti/TiO2-rGO(1) < Ti/TiO2-rGO(10).

S obzirom na to da je C—F veza izuzetno jaka, razgradnja PFOA lanca je otezana i povezana sa
defluorovanim grupama. Tokom defluorinacije PFOA i njegovih intermedijera, C-C veze postaju
dostupne napadu reaktivnih radikala, $to moze dovesti do njihovog raskidanja i daljeg skracivanja PFOA
lanca.

Radi boljeg razumevanja mehanizma degradacije PFOA, sprovedeno je dodatno ispitivanje uz primenu
,hvataca“ (eng. scavenger) slobodnih radikala, odnosno hemikalijama koje reaguju sa radikalima i
deaktiviraju odredene reaktivne vrste. Kod svih uzoraka, merenja degradacije PFOA ponovljena su u
prisustvu hvataca: oksalne kiseline, tert-butanola, p-benzohinona i kalijum-persulfata, koji su odabrani
za hvatanje H*, OH', O2" i &7, redom. Koncentracije hvata¢a podesene su na 1 x 10 M, a rezultati su
prikazani u Tabeli 13.
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Tabela 13. Fotodegradacija PFOA tokom 8 h izlaganja svetlu u prisustvu razli¢itih hvataca slobodnih

radikala.
Uzorak Hvat?aé dsi:((;tl’;)dnih dng?gzjlziti?;l%;%A deg rsaglaacr:}gnlinOA

(%) (%)

bez hvataca-skupljaca 61 0

oksalna kiselina (H") 51 16

Ti/TiO2 terc-butanol (OH") 47 23
p-benzohinon (O2") 44 28

kalijum-persulfat (") 53 13

bez hvataca-skupljaca 66 0

oksalna kiselina (H") 38 42

Ti/TiO2-rGO(1) terc-butanol (OH") 24 64
p-benzohinon (O2") 32 52

kalijum-persulfat (") 39 41

bez hvataca-skupljaca 70 0

oksalna kiselina (H") 39 44

Ti/TiO2-rGO(10) terc-butanol (OH") 23 67
p-benzohinon (02") 33 53

kalijum-persulfat (") 35 50

Kod uzorka Ti/TiO2 uoCava se umereno smanjenje degradacije PFOA nakon dodavanja hvataca
slobodnih radikala. Ovi rezultati pokazuju da su sve radikalske vrste ukljucene u proces razgradnje
PFOA, ali je produkcija radikala ogranicena, pri cemu O2" pokazuje nesto izrazeniju aktivnost.

Kod oba TiO2-rGO uzorka primecuje se znacajno smanjenje degradacije PFOA u prisustvu hvataca
slobodnih radikala. Na osnovu relativno velikog smanjenja stepena degradacije u prisustvu tert-butanola
kod oba TiO2-rGO fotokatalizatora, moze se zakljuéiti da je OH" dominantna reaktivna vrsta u
degradaciji PFOA, dok H*, O2" i e" imaju sekundarnu ulogu.

Dodatno, veci uticaj hvataca slobodnih radikala na procenat smanjenja degradacije PFOA kod Ti/TiO»-
rGO(10) u poredenju sa Ti/TiO2-rGO(1) ukazuje na to da se u sistemu Ti/TiO2-rGO(10) generiSe veca
koli¢ina reaktivnih radikala nego u Ti/TiO2-rGO(1).
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4.2.3. Non target LC-MS/MS analiza produkata degradacije PFOA

Non-target LC-MS/MS analiza produkata degradacije PFOA kod svih uzoraka detektovala je alkilnu
komponentu koja ne pripada tipicnim kratkolan¢anim produktima razgradnje PFOA. Kod svih
fotokatalizatora registrovan je signal pri priblizno m/z 395 u uzorcima produkata degradacije. Detaljna
analiza moguce strukture ovog molekula ukazala je na dobro slaganje sa jedinjenjem formule CgHF140-
(Tabela 14). Izracunata vrednost monoizotpske mase jona hemijske formule (dobijenog snimanjem u
negativnom modu) CsHF 1402 ima vrednosti m/z 394,9758. (prema softveru ChemBioDraw Ultra, verzija
14.0.0.117, CambridgeSoft Corporation).

Tabela 14. Karakteristike i mogué¢a hemijska formula ,.jedinjenja A*.

Karakteristike ,jedinjenje A«

F FF FF F O

Struktura F
F
Hemijska formula CgHF1402
Tac¢na masa 394,9758
Molekulska tezina 395,0722
m/z 394,9758 (100%)
395,9792 (8,7%)
C, 24,32
Elementalni sastav ||:_| 6072362
0, 8,10

Da bi se potvrdilo poreklo ,,jedinjenja A, pracen je intenzitet ove m/z komponente u pocetnom rastvoru
PFOA, kao i tokom fotokataliticke reakcije. Kod uzorka Ti/TiO2, intenzitet detektovanog signala
sjedinjenja A“ u pocetnom rastvoru PFOA bio je manji u poredenju sa signalom nakon 4 h
fotokatalitickog testa. Medutim, kod Ti/TiO, uzorka signal m/z 395 opada sa produzenjem vremena
reakcije 1 porastom koncentracije kratkolan¢anih nusproizvoda u reakcionom rastvoru. Kod oba rGO-
dopirana TiO2 uzorka, signal m/z 395 menja se neravnomerno tokom vremena (Slika 25).
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Slika 25. Intenzitet ,,jedinjenja A“ tokom fotokataliticke degradacije pomocu: (a) Ti/TiO2, (b) Ti/TiO>-
rGO(1) i (c) Ti/TiO2-rGO(10).

Pri analizi signala m/z 395, relativna zastupljenost ,,jedinjenja A“ bila je u opsegu pozadinskog Suma, te
je tesko sa sigurnoséu potvrditi da li je ovo jedinjenje produkt fotokataliticke degradacije ili potice od
necisto¢a PFOA hemikalije. S obzirom na to da koncentracije homolognih jedinjenja kraceg lanca rastu
tokom vremena, komponenta CgHF140> verovatno predstavlja kontaminant PFOA. Ipak, interesantno je
da se koncentracija ,,jedinjenja A“ menja tokom vremena.

Kod uzorka Ti/TiO2 koncentracija ove supstance najpre raste, a zatim opada, $to ukazuje da se jedinjenje
istovremeno formira i potom razgraduje. Kod uzoraka Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10) trend je
drugaciji. Ove razlike u promenama koncentracije izmedu uzoraka ukazuju na postojanje dinamickih
procesa, koji mogu ukljucivati razli¢ite puteve formiranja ili razgradnje, kao i razli¢ite uslove sredine za
svaki uzorak. Ova slozenost zahteva dodatna istrazivanja radi potpunog razumevanja mehanizama koji
uticu na ove promene.

Detekcija jedinjenja sa m/z 395 primenom ESI tehnike otvara vazna pitanja u vezi sa intermedijerima u
procesu degradacije. Uprkos detekciji ove specificne mase, postoji znac¢ajna mogucnost da drugi
intermedijeri ostaju nedetektovani zbog svoje prolazne prirode ili niskih koncentracija. Posebno je
izrazen problem detekcije kod homolognih jedinjenja kracih lanaca (kra¢ih od PFBA), koja su gotovo
nemerljiva. Ovo ne mora nuzno ukazivati na brzu razgradnju, ve¢ moze znaciti da se samo mali deo tih
intermedijera direktno konvertuje u karboksilne kiseline u vodenim uslovima.

intermedijera. Takve metode bi doprinele boljem razumevanju puteva degradacije i stabilnosti
intermedijarnih jedinjenja, Sto bi potencijalno omogucilo razvoj efikasnijih strategija za remedijaciju
Zivotne sredine.
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4.2.4. Mehanizam degradacije PFOA

Na osnovu nedvosmisleno detektovanih produkata fotodegradacije PFOA, verovatni mehanizam ove
reakcije odvija se putem formiranja intermedijera sa kra¢im ugljeni¢énim lancima (Ali et al., 2024). Na
Slici 26 Sematski su prikazani mogu¢i koraci mehanizma fotokataliticke degradacije PFOA kroz
formiranje 1 naknadnu razgradnju kracelancanih nusproizvoda do krajnjih produkata potpune
mineralizacije, kao sto su CO2, H20 i slobodni fluoridni joni (Ali et al., 2024).

U svakom narednom koraku degradacije prethodnog alkilnog intermedijera eliminiSe se po jedna CF»
grupa. Intermedijeri kao §to su PFHpA, PFHxA i PFPeA jasno su detektovani i nesumnjivo pripadaju
stepenujuc¢em (stepwise) mehanizmu reakcije prikazanom na Slici 26. Intermedijeri sa duzinom lanca
manjom od 5 C atoma (PFBA- Perfluorobutanoinska kiselina, PFPrA- Perfluoropropionska kiselina i
TFA- Trifluorosir¢etna kiselina) nisu detektovani, najverovatnije zbog njihovih niskih koncentracija.

C,F,;COOH  (C8- PFOA)

+F +H™CF,

C4F;3COOH  (C7- PFHpA)

<+ F'+H'™-CF,

CF,,COOH  (C6- PFHXA)

( +F +H™-CF,

C4FgCOOH  (C5- PFPeA)

<+ F™+H'™-CF,

C,F,COOH  (C4- PFBA)

<+ F'+H™-CF,

C,FsCOOH  (C3- PFPrA)

<+ F '+ H'™-CF,

CF;COOH  (C2-TFA)

<+ F'+H™CF,

CO, +F +H"

Slika 26. Mehanizam postepene fotodegradacije PFOA (homolozi detektovani LC-MS/MS oznaceni
su crvenom bojom) (Ali et al., 2024).
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Ukupni mehanizam fotokataliticke degradacije PFOA slozeniji je od prikazanog mehanizma postepenog
skrac¢ivanja lanca na Slici 26. Fotoliticki test pokazuje da je prisustvo svetlosti, kao nematerijalnog
reagensa, klju¢an korak u formiranju reaktivnih kiseoni¢nih radikala. Prvi korak ukupnog mehanizma
degradacije PFOA Sematski je predstavljen jednac¢inama (1) i (2):

TilTiO2-rGO(e) + 02 — Ti/TiO2-1GO + Oy (1)
TilTiO2-rGO(H) + Ho0 — Ti/TiO2-rGO + «OH + 2H* (2)

Kada se Cista TiO2 mesta ozrace, dolazi do stvaranja nosilaca naelektrisanja: fotoni pobuduju elektrone
(e") iz valentne trake u provodnu traku, dok se istovremeno u valentnoj traci formiraju Supljine (h™).

Kod rGO-dopiranih TiO; prevlaka, provodna traka rGO nalazi se na ne$to niZem energetskom nivou u
odnosu na provodnu traku TiO2. Zbog toga, pri osvetljavanju TiO2-rGO sistema, generisani elektroni se
pojavljuju u provodnim trakama i rGO i TiO2, dok h* ostaju u valentnim trakama (Estrella-Pajulas and
Gamala, 2024).

Nakon toga, foto-generisani elektroni iz provodne trake TiOz prelaze u provodnu traku rGO. Na taj nacin
nastaju e/H* parovi koji deluju kao oksidaciono-redukcioni medijum za formiranje radikala Oz" i *OH.

Ovi radikali su jaki oksidacioni agensi i reaguju sa razli¢itim organskim supstancama (lyyappan et al.,
2024).

Broj foto-generisanih e’/H* parova i njihovo vreme zivota u razdvojenom stanju odreduju koncentraciju
02" 1 *OH radikala u reakcionom rastvoru.

Medu ovim vrstama, *OH radikal ima dominantnu ulogu u degradaciji organskih zagadivaca. U
fotoluminiscentnim ispitivanjima, koris¢enjem tereftalne kiseline, praceno je formiranje *OH radikala
na osvetljenim uzorcima Ti/TiO2, Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10) (Slika 27).
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Slika 27. Fotoluminiscentni spektri rastvora tereftalne kiseline pod osvetljenjem u vremenskim
intervalima od 5, 10, 20 i 30 minuta za uzorke: a) Ti/TiOz, b) Ti/TiO2-rGO(1) i ¢) Ti/TiO2-rGO(10); d)
dijagram intenziteta PL u funkciji vremena.

Kada tereftalna kiselina reaguje sa *OH radikalom, nastaje 2-hidroksitereftalna kiselina, koja
fluorescencira na 315 nm i intenzivan fluorescentni maksimum na 425 nm. Intenzitet fluorescentnog
signala direktno je proporcionalan koli¢ini formiranih *OH radikala.

Kod svih prevlaka fluorescentni intenzitet raste sa produzenjem vremena osvetljavanja. Redosled
intenziteta bio je: Ti/TiO2 < Ti/TiO2-rGO(1) < Ti/TiO2-rGO(10), $to je u saglasnosti sa redosledom
degradacije PFOA prikazanim na Slici 23.

Ovakvo ponaSanje je ocekivano jer su provodna i valentna traka TiO2 manje anodne u poredenju sa
odgovaraju¢im trakama rGO, pa se foto-generisane Supljine (H") premestaju iz valentne trake rGO u
valentnu traku TiO,. Istovremeno, H* reaguje sa H2O pri ¢emu nastaje visoko reaktivni *OH radikal u
valentnoj traci TiO». Koli¢ina *OH radikala proporcionalna je koli¢ini H" (jednacina 2), kao i koli¢ini e’
1 O2" vrsta (jednacina 1).

Dobro je poznato da degradacija PFOA na TiO2-rGO sistemima putem slobodnih radikala ukljucuje
fotoaktivaciju TiO», efikasnu separaciju i transfer naelektrisanja uz pomo¢ rGO, generisanje visoko
reaktivnih *OH i1 O7" radikala, kao i naknadnu razgradnju molekula PFOA putem dekarboksilacije,
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skracivanja lanca i defluorinacije. Adsorpcija PFOA na povrsini ¢istih TiOz ili rGO-dopiranih TiO:
prevlaka odvija se istovremeno sa formiranjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. U ukupnom reakcionom
mehanizmu, adsorpcija PFOA moze se smatrati po¢etkom drugog elementarnog koraka (Slika 26).

4.2.5. Adsorpcija PFOA na povrSini prevlaka

Proces adsorpcije predstavlja jedan od najvaznijih faktora za efikasnu degradaciju PFOA. Adsorbovani
molekuli PFOA prenose naelektrisanje na prevlake, ¢ime se destabilizuje elektronska struktura PFOA
lanca i povecava njegova sposobnost interakcije sa reaktivnim radikalima (Hu, Li and Yu, 2025). Tek
nakon toga degradacija PFOA teCe prema mehanizmu prikazanom na Slici 26. Medutim, adsorpcioni
test je pokazao da nema znacajne adsorpcije PFOA na prevlakama, $to ukazuje da se PFOA u realnim
eksperimentalnim uslovima samo slabo i reverzibilno adsorbuje na prevliakama.

4.2 6. Kineti¢ki faktori

UopsSteno, ukupna brzina reakcije odredena je najsporijim korakom. Ograniavajuéi korak
fotokataliticke degradacije PFOA moze biti formiranje reaktivnih radikala (O2", «OH i H") ili adsorpcija
PFOA 1 transport elektrona izmedu povrSine i adsorbovanih molekula PFOA. Formiranje
fotoindukovanih radikala je brza reakcija, znatno brza od reakcija u mehanizmu postepenog skrac¢ivanja
lanca PFOA. Takode, reakcije *OH i O2" radikala sa adsorbovanim PFOA molekulima odvijaju se brze
nego sama adsorpcija PFOA, s§to ukazuje da je adsorpcija PFOA verovatno odredujuci korak za brzinu
ukupne fotokataliticke reakcije.

Uoceno je da rGO-dopirane TiO2 prevlake pokazuju vecu aktivnost u poredenju sa Cistim TiO2
prevlakama. Kao $to je prikazano u Tabeli 11, sinergijski efekat kombinacije TiOz i rGO doveo je do
kinetickih konstanti za Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10) koje su bile redom 35% i1 65% vece u odnosu
na kineti¢ku konstantu za Ti/TiO».

Sinergijski efekat posledica je vise faktora, kao §to su formiranje kiseoni¢nih vakanci i lokalizovanih
energetskih stanja, poboljSana separacija naelektrisanja 1 smanjena rekombinacija, povecana specificna
povrsina i poboljSana adsorpcija PFOA, unapreden transfer naelektrisanja ka adsorbovanim molekulima,
kao i optimizacija odnosa aktivnih centara (Hamandi et al., 2017).

XPS analiza potvrdila je prisustvo dodatnih kiseoni¢nih vakanci u rGO-dopiranim TiO2 uzorcima, dok
su DRS merenja pokazala proSirenu sposobnost opticke apsorpcije. Povecanje broja kiseoni¢nih vakanci
dovodi do formiranja lokalizovanih stanja koja pospesSuju separaciju naelektrisanja i obezbeduju aktivna

mesta za adsorpciju PFOA. Ove funkcije kiseoni¢nih vakanci doprinose efikasnoj degradaciji molekula
PFOA.

Uloga kiseoni¢nih vakanci u transferu naelektrisanja je kompleksna, one mogu zarobljavati elektrone,
smanjivati rekombinaciju i produzavati vreme Zivota i pokretljivost e /H" parova. Pored toga, nezasi¢eni
metalni joni u blizini kiseoni¢nih vakanci mogu snazno adsorbovati reaktante, ubrzavaju¢i njihovu
reakciju sa nosiocima naelektrisanja. Elektroni zarobljeni na kiseoni¢nim vakancama mogu lako
reagovati sa H»0, sto dovodi do formiranja dodatnih reaktivnih vrsta (Stojadinovié¢, Radi¢ & Vasilic,
2023).

Efekat dodatka rGO u rGO-dopiranim TiO2 prevlakama ogleda se u povecanju broja aktivnih mesta
dostupnih za adsorpciju PFOA, §to dovodi do veée akumulacije e/H* parova u poredenju sa ¢istim TiO».
Cak i viak rGO koji nije u neposrednom kontaktu sa TiO2 moZe obezbediti dodatna mesta za adsorpciju
PFOA, ¢ime se poboljSava efikasnost degradacije. Povecanje sadrzaja rGO u prevlakama verovatno
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povecava broj mesta dostupnih za adsorpciju PFOA, §to rezultuje boljom degradacionom aktivnoscu.
Shodno tome, prevlaka Ti/TiO2-rGO(10) pokazuje vecu efikasnost u odnosu na Ti/TiO2-rGO(1).

Posto sve prevlake generisu dovoljnu koli¢inu fotogenerisanih reaktanata (02", *OH i H") za degradaciju
PFOA, reaktivnost PFOA treba da bude odlucujuci kinetic¢ki faktor. Reaktivnost PFOA odreduje se
prenosom elektrona sa njegovih molekula na elektrofilne O~ vrste na povrsini. rGO-dopirane TiO>
prevlake mogu sadrzati razlicite aktivne centre, blisko povezani rGO-TiOg, pojedina¢ne TiOz Cestice i
pojedinac¢ne rGO cestice. Koli¢ina rGO utice na odnos svakog tipa aktivnog centra na povrsSini. Svaka
vrsta ovih aktivnih centara moze adsorbovati PFOA 1 blago destabilizovati njegov molekul energetski
(,»,aktivirani PFOA*). Povecanje sadrzaja rGO u rGO-dopiranoj TiOz prevlaci poboljsava reaktivnost
PFOA, sto ukazuje da se istovremeno povecava broj mesta za adsorpciju PFOA.

4.2.7. Stabilnost prevlaka

Mehanicka i hemijska stabilnost rGO-dopiranih TiO; prevlaka, koja odreduje vek trajanja i operativne
troskove katalizatora, vazan je faktor za njegovu primenu. Na Slici 28 prikazan je test reciklaze
fotodegradacije PFOA, test fotostabilnosti PFOA pod UV-Vis svetlom i test adsorpcije PFOA na
Ti/TiO2-rGO(10) u mraku.

50—lll-l00.o

___________ LN

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4
(a) (b) (c)

0 8,0 8 0 8 16 24 32

Vreme (h)

Slika 28. Test fotostabilnosti PFOA pod UV-Vis svetlom (a), test adsorpcije PFOA na Ti/TiO,-
rGO(10) u mraku (b), test reciklaze fotodegradacije PFOA na Ti/TiO2-rGO(10) (c).

Koncentracija PFOA se nije promenila tokom testa fotostabilnosti (Slika 28(a)), $to je u skladu sa
njegovom stabilnom hemijskom strukturom. Testovi adsorpcije PFOA na Ti/TiO2-rGO(10) pokazali su
da koncentracija PFOA ostaje ista nakon 8 h u mraku, $to ukazuje da je prisustvo svetla neophodno za
degradaciju PFOA na uzorku Ti/TiO2-rGO(10) (Slika 28(b)). Medutim, niska adsorpcija PFOA se ne
moze zanemariti. Verovatno je adsorpcija PFOA na povrSini Ti/TiO2-rGO(10) prevlake slaba ili
reverzibilna zbog hemijske prirode aktivnih mesta.

Test reciklaze pokazuje konverziju degradacije PFOA kroz cetiri uzastopna ciklusa sa najaktivnijom
prevlakom, Ti/TiO2-rGO(10). Nakon svakog ciklusa, uzorak je ispran vodom, osusen na vazduhu i
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ponovo koriS¢en za slede¢i kataliticki ciklus. Slika 28(c) jasno pokazuje da se fotokataliticka aktivnost
nije smanjila ni nakon svakog sledeceg ciklusa. Ti/TiO2-rGO(10) prevlaka pokazuje izuzetnu hemijsku
i mehanicku stabilnost, $to ukazuje da su rGO-dopirane TiO2 prevlake pripremljene PEO metodom na
Ti podlogama izdrzljive i efikasni fotokatalizatori.

Posto sve prevlake imaju gotovo istu teksturu povrSine i1 faznu strukturu, broj i priroda centara za
adsorpciju PFOA odreduju ukupnu fotoaktivnost. Ovi rezultati takode potvrduju odgovarajuce izlaganje
aktivnih centara na imobilizovanim rGO-dopiranim TiO prevlakama i opravdavaju njihovu primenu za
fotodegradaciju PFOA.

4.2.8. Ekotoksi¢nost produkata degradacije PFOA

Za potrebe prakti¢ne primene neophodno je proceniti potencijalnu toksi¢nost tretiranih PFOA uzoraka.
Test inhibicije bioluminiscencije bakterije Aliivibrio fischeri jedan je od najcesce korisc¢enih testova za
procenu toksicnosti raznih zagadivaca zbog svoje jednostavnosti, brzine i osetljivosti, Sto ga ¢ini narocito
pogodnim za preliminarnu procenu toksi¢nosti produkata degradacije kori§¢enjem razli¢itih tehnika
sanacije (Spyrou, Vlastos and Antonopoulou, 2024).

Na osnovu rezultata ovog testa, u svim slucajevima (za sve ispitivane fotokatalizatore) procenat
inhibicije bioluminiscencije bio je veéi na pocetku fotokataliticke degradacije (nakon 2 h), u poredenju
sa krajem (nakon 8 h). Za bolje poredenje rezultata, izraCunate su ECso vrednosti (efektivna koncentracija
PFOA koja izaziva 50% inhibicije bioluminiscencije) i iznosile su, 23,9 = 5,5 mg/L za neobradeni PFOA,
17,8+£3,2mg/L, 11,9+ 2,9 mg/L 16,0+ 2,6 mg/L za uzorke nakon 2 h fotokatalize koris¢enjem Ti/TiOz,
Ti/TiO2-rGO(1) i Ti/TiO2-rGO(10), redom.

Nakon 8 h, netretirani PFOA uzorak imao je ECso vrednost od 19,1 + 2,9 mg/L, dok je inhibicija
bioluminiscencije u obradenim uzorcima bila manja od 6%, S§to je onemoguéilo izracunavanje ECso
vrednosti. Rezultati pokazuju da nakon 2 h dolazi do blagog povecanja procentna inhibicije, §to odgovara
formiranju intermedijera sa kra¢im lancem 1 slobodnih radikala; medutim, na kraju katalitickog procesa
nema viSe inhibitornog efekta. Toksi¢nost netretiranog PFOA uzorka nakon 8 h nije se promenila.

4.3. Biodegradacija PFOA

4.3.1. 1zolovanje mikroorganizama tolerantnih na visoke koncentracije PFOA

Kako bi se izolovale Ciste kulture tolerantne na PFOA, 1z sedimenta kontaminiranog PFAS jedinjenjima
vrSena je postepena selekcija uz povecavanje koncentracije PFOA. Nakon treceg ciklusa adaptacije
dobijeni su mikrobni konzorcijumi koji su sposobni da rastu u uslovima visoke koncentracije PFOA
(1000 ppm). Analiza bakterijske zajednice ovih konzorcijuma u poredenju sa originalnim uzorcima
sedimenta prikazana je na Slici 29.
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Slika 29. Analiza bakterijske zajednice u originalnim uzorcima sedimenta (3M1, 4M2) i u
konzorcijumima dobijenim nakon obogacivanja.

Konzorcijumi koji su se pokazali tolerantni na visoke koncentracije PFOA kori$¢eni su za izolaciju Cistih
sojeva sposobnih za rast na PFOA. Nakon viSestrukih preseva na aerobnoj mineralnoj podlozi koja je
sadrzala 1000 ppm PFOA, identifikovano je ukupno 15 ¢istih sojeva, koji su uglavnom pripadali rodu
Pseudomonas (Tabela 15.). Proces selekcije pracen je odredivanjem broja mikroorganizama, pri ¢emu
je u prvoj i drugoj seriji ukupan broj vijabilnih bakterija iznosio 10’ CFU/mL, dok je u trecoj seriji
smanjen na 10* CFU/mL. Svi identifikovani sojevi su deponovani u NCBI bazu podataka, sa pristupnim
brojevima navedenim u Tabeli 15.
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Tabela 15. Ciste kulture izolovane na aerobnoj mineralnoj podlozi.

Lokacija  Oznaka Naziv Pristunni broi Hit (najboljeg Sli¢nost
uzorkovanja  soja P ) podudarnog) ime taksona (%)
Pusillimonas sp. Pusillimonas soli
2 1 strain pE-1 | On742323.1 (GO241322) 100
Stenotrophomonas Stenotrophomonas
3M-1 2 sp. strain PE-2 OR742324.1 acidaminiphila 100
b. (LDJO01000053)
Pseudomonas sp. Pseudomonas asiatica
4M-2 3 strain PE-3 OR742325.1 (MH517510) 99,72
Pseudomonas sp. Pseudomonas alloputida
4M-2 4 strain PE-4 OR742326.1 (LT718459) 99,72
Pseudomonas sp Pseudomonas
4M-2 5 strain PE-5 - OR742327.1 nitritireducens 99,44
E— (HM246143)
Pseudomonas sp. Pseudomonas putida
6 ! strain PF-7 OR742328.1 (AP013070) 9.5
Pseudomonas sp. Pseudomonas aeruginosa
1 12 strain PF-12  OR742329.1 7 5/ MA01000316) 9,79
Pseudomonas sp Pseudomonas
AM-2 16 strain PE-16 ~ OR742330.1 chlororaphis subsp. 99,58
_— aurantiaca (CP027746)
Pseudomonas
5 17 Pseudpmonas sp. OR742331 1 chlororaphls_ subsp. 99.93
strain PF-17 aureofaciens
(BBQB01000031)
Pseudomonas sp. Pseudomonas inefficax
6 19 strain PF-19 OR742332.1 (OPYNO01000008) 99,86
Pseudomonas sp Pseudomonas
3M-1 20 strain PE-20 = OR742333.1 nitritireducens 99,79
_— (HM246143)
Pseudomonas
4M-2 21 n/a n/a nitritireducens 89,59
(HM246143)
Pseudomonas s Pseudomonas
5 22 strain PE-22 b. OR742334.1 nitroreducens 99,51
—_— (AM088474)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742323.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742323.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pusillimonas%20soli
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=GQ241322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742324.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742324.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Stenotrophomonas%20acidaminiphila
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Stenotrophomonas%20acidaminiphila
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LDJO01000053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742325.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742325.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20asiatica
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MH517510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742326.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742326.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20alloputida
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LT718459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742327.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742327.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=HM246143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742328.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742328.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20putida
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AP013070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742329.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742329.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20aeruginosa
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=BAMA01000316
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742330.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742330.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aurantiaca
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aurantiaca
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aurantiaca
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=CP027746
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742331.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742331.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aureofaciens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aureofaciens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20chlororaphis%20subsp.%20aureofaciens
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=BBQB01000031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742332.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742332.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20inefficax
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=OPYN01000008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742333.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742333.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=HM246143
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitritireducens
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=HM246143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742334.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742334.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitroreducens
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Pseudomonas%20nitroreducens
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AM088474

Luteibacter sp. Luteibacter rhizovicinus

2 42 “strain PF-42 n/a (CP017480) 98,6
Sphingobium sp. Sphingobium yanoikuyae
4M-2 4 train PF-49 n/a (JH992904) 99,49

4.3.3. Utica] PFOA na aktivnost ¢istih sojeva

Na osnovu brzine rasta pri visokim koncentracijama PFOA, za detaljnije ispitivanje odabrani su sojevi
sa oznakama 3, 4, 16 (Slika 30). Iako koncentracija PFOA primenjena u ovom istrazivanju (500 ppm)
prevazilazi nivoe koji se tipi¢no detektuju u prirodnim vodenim sredinama, ona je reprezentativna za
ekstremne scenarije zagadenja povezane sa industrijskim izvorima i sistemima upravljanja otpadom.
Ova koncentracija je stoga odabrana kako bi se modelovao ,,najgori moguci“ scenario izlaganja i
omogucila karakterizacija proteomskog odgovora mikroorganizama i adaptivnih mehanizama u
uslovima intenzivnog PFAS stresa.

Postinkubaciona analiza pokazala je smanjenje koncentracije PFOA nakon ¢etvorodnevne inkubacije
kod tri ispitivana soja roda Pseudomonas (sojevi 3, 4 i 16), do maksimalno 15%. lako je stepen smanjenja
varirao izmedu sojeva, rezultati ukazuju na moguénost uklanjanja PFOA wu primenjenim
eksperimentalnim uslovima.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742335.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742335.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Luteibacter%20rhizovicinus
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=CP017480
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742336.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR742336.1
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Sphingobium%20yanoikuyae
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=JH992904
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Slika 30. Krive rasta a) soja 3, b) soja 4 i c) soja 16 izlozenih 500 ppm PFOA u poredenju sa
netretiranom kontrolom.

Rezultati respiratornih merenja pokazali su da izloZenost PFOA znacajno menja respiratorne profile svih
ispitivanih sojeva (Slika 31). U poredenju sa kontrolnim uslovima, uzorci izloZzeni PFOA pokazali su
smanjenu potro$nju kiseonika i produkciju ugljen-dioksida, Sto ukazuje na promenu metabolicke
aktivnosti. Uprkos smanjenju respiratorne aktivnosti, svi ispitivani sojevi ostali su metabolicki aktivni
tokom cCitavog perioda inkubacije, cak i pri visokoj koncentraciji PFOA.
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Slika 31. Kumulativna produkcija COz i potro$nja Oz kod: a) soja 3, b) soja 4 i ¢) soja 16 nakon
izlaganja 500 ppm PFOA, u poredenju sa netretiranom kontrolnom grupom.
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4.3.4. Rast Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca tretiranog sa PFOA

Medu ispitivanim sojevima, Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca pokazao je najkonzistentniju
kombinaciju odrzane respiratorne aktivnosti, stabilnog rasta u uslovima izlozenosti visokim
koncentracijama PFOA i konzistentnih promena u koncentraciji PFOA. Na osnovu integrisane procene,
ovaj soj je odabran za detaljne fizioloske, enzimske i protcomske analize u cilju razumevanja
mehanizama ¢elijske adaptacije i strategija prezivljavanja pri ekstremnoj izlozenosti PFOA.

—@—:s0j 16, kontrola —8—s0j 16, 200 ppm PFOA

soj 16, 500 ppm PFOA —@—soj 16, 1000 ppm, PFOA

0OG A600 nm

0 10 20 30 40 50 60 70

Vreme, h

Slika 32. Krive rasta Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca izlozenog 200 ppm, 500 ppm i
1000 ppm PFOA u poredenju sa netretiranom kontrolom.

Izlaganje koncentracijama od 200, 500 i 1000 ppm PFOA uticalo je na rast i respiraciju P. chlororaphis
podvrste aurantiaca u poredenju sa kontrolom (Slike 32 i 33). Sadrzaj ekstrakta kvasca u podlozi
eksperimentalno je odreden (podaci nisu prikazani) kako bi se postigla sporija stopa rasta, ¢ime je
omoguceno preciznije uocavanje inhibitornog efekta PFOA. Izlaganje 200, 500 i 1000 ppm PFOA
inhibiralo je rast za priblizno 30%. U skladu sa efektima PFOA na rast (Slika 32), respiracija je pokazala
produzenu lag fazu (Slika 33). Ovaj rezultat je u skladu sa studijama koje su ispitivale odgovor aktivnosti
zemlji$nih enzima i mikrobnih zajednica zemljista tretiranih PFOA (Cai et al., 2020).
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Slika 33. Kumulativna produkcija CO- i potrosnja Oz kod Pseudomonas chlororaphis podvrsta
aurantiaca nakon izlaganja 200 ppm, 500 ppm i 1000 ppm PFOA, u poredenju sa netretiranom
kontrolnom grupom.

Kod kultura tretiranih PFOA, koli¢ina oslobodenog CO> je smanjena, dok su istovremeno sukcesivno
trosile manje kiseonika.

Buduc¢i da je procenat inhibicije za sve tri koncentracije sli¢an, koncentracija PFOA od 500 ppm je kao
srednja vrednost izabrana za dalji rad. Promena koncentracije PFOA pracena je kod P. chlororaphis
izloZene izuzetno visokoj koncentraciji od 500 ppm PFOA (Slika 34). lako je promena koncentracije
PFOA u odnosu na pocetnu vrednost naizgled bila neznatna, gotovo 50 ppm uklonjeno je iz tecne kulture
tokom prva dva dana izlaganja, §to ukazuje da P. chlororaphis adsorbuje ili delimi¢no apsorbuje PFOA.
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Vreme, h

Slika 34. Promena koncentracije PFOA u kultivacionom medijumu kod Pseudomonas chlororaphis
podvrsta aurantiaca izlozenog 500 ppm PFOA.

Pracena je i produkcija malih sekundarnih metabolita povezanih sa redoks procesima i homeostazom
gvozda. Produkcija piocijanina (malog redoks-aktivnog molekula) nije uocena, dok je zabelezeno blago
smanjenje produkcije piocelina (nespecificne siderofore) (Slika 35) i gotovo dvostruko povecanje
produkcije pioverdina (visoko specifi¢ne siderofore) (Slika 36) u kulturi tretiranoj PFOA.

—-o—-Kontrola —E-PFOA

Piocelin, uM

0 20 40 60 80 100

Vreme, h

Slika 35. Dinamika produkcije piocelina kod Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca
1zloZzenog 500 ppm PFOA u poredenju sa netretiranom kontrolom.
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Slika 36. Dinamika produkcije pioverdina kod Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca
izlozenog 500 ppm PFOA u poredenju sa netretiranom kontrolom.
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4.3.5. Uticaj PFOA na aktivnost enzima

Efekti PFOA na enzime antioksidativnog odgovora i metabolizam, peroksidazu, katalazu, lakazu i
lipazu, procenjivani su u odnosu na netretirane komercijalne enzime (Tabela 16). PFOA nije imala efekta
na aktivnost peroksidaze pri koncentracijama od 10 i 100 pmol/L, ali je pri koncentraciji od 500 pumol/L
dovela do potpune inhibicije enzima. Aktivacija lipaze u rasponu od 30% do 100% zabelezena je nakon
izlaganja odabranom opsegu koncentracija PFOA. Nakon izlaganja PFOA u koncentracijama od 10-500
umol/L, aktivnost CAT ostala je nepromenjena. Obiako i saradnici su pokazali da do inhibicije dolazi
pri izlaganju koncentraciji od 1000 ppm 2415 pmol/L (Obiako, Sevcik & Sayes, 2023).

Relativne aktivnosti SOD, CAT i peroksidaze u ¢elijskom homogenatu P. chlororaphis tretirane PFOA
u koncentraciji od 500 ppm (1207 umol/L) prikazane su u Tabeli 16 i ukazuju na snaznu inhibiciju SOD
i peroksidaze od 75%, odnosno 60%, dok je katalaza bila inhibirana za svega 25%.

Poznato je da PFOA moze razli¢ito uticati na enzime, inhibirati ili aktivirati njihovu aktivnost, $to dovodi
do slozenih i dubokih promena u ukupnom metabolizmu i proteomu. IzraZzena inhibicija peroksidaze kod
P. chlororaphis ukazuje na njenu interakciju sa PFOA, $to je u skladu sa dosadasnjim zapazanjima
(Harris et al., 2025). S druge strane, znacajna aktivacija lipaze predstavlja posledicu amfifilne prirode
PFOA, koja moZe imati snaZan uticaj na strukturu membrane 1 metabolizam lipida uopste.

Tabela 16. Uticaj PFOA na aktivnosti odabranih enzima.

_ Relativna aktivnost enzima (%+SD)**
Enzim, poreklo Kofaktori izloZzenog PFOA (koncentracija umol/L)

enzima*
10 100 500 1207

Peroksidaza, Armoracia Caz* hem b 98+2,4 96+3,7 1+0,6 [

rusticana

Katalaza, Bos taurus NADP*, hem 105+11 120+14 100+14 /
Lipaza, Candida rugosa / 132+12  147+8 197+28 /
Superoksid dismutaza, P. .

chlororaphis **** Gvozde/mangan / / / 25+4
Katalaza, P. chlororaphis ~ Gvozde-hem / / / 75+8
Peroksidaza (ABTS), P. y

chlororaphis Gvozde-hem / / / 4146

Lakaza, P. chlororaphis Bakar / / / ND***>**
Lipaza, P. chlororaphis / / / / 258+20

*PremaUniProtKB

** Aktivnost ne tretiranog enzima je 100%, + standardna devijacija

*#* Nije odredeno

**** Enzimi iz P. chlororaphis. Enzimska aktivnost kulture izlozene 500 ppm (1207 pmol/L) PFOA
kvantifikovana je u odnosu na kontrolne ¢elije bez izlaganja, ¢ija je aktivnost postavljena na 100%.
**x** Nije detektovano
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4.3.6. Proteomski odgovor Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca na izlaganje
PFOA

Uporedna proteomska analiza kultura u ranoj stacionarnoj fazi sprovedena je radi razumevanja
adaptivnih strategija P. chlororaphis u prisustvu PFOA. Nakon uklanjanja obrnutih sekvenci i
potencijalnih kontaminanata, ukupno je identifikovano 16.202 peptida koji pripadaju 2.208 proteina u
svim uzorcima, pri ¢emu je svaki protein bio potvrden sa najmanje jednim jedinstvenim peptidom u dve
ili vise replika.

Hijerarhijsko klasterovanje koje je sprovedeno radi procene stepena slicnosti izmedu kontrolnih kultura
i kultura izloZzenih PFOA, pokazalo je znacajne razlike (Slika 37a). Venov dijagram proteina otkrio je
2.111 zajednickih proteina, kao i 35 jedinstvenih proteina u uzorcima celija izlozenih PFOA 1 65
jedinstvenih proteina u kontroli (Slika 37b, Tabela 16). Zajednicki proteini identifikovani Venovim
dijagramom analizirani su pomocu vulkanskog grafika radi vizualizacije diferencijalno eksprimiranih
proteina u svakoj grupi (Slika 37¢). Ukupno je 158 proteina bilo znacajno poviseno eksprimirano, dok
je 180 proteina bilo zna¢ajno smanjeno eksprimirano u uzorcima bakterijskih ¢elija tretiranih PFOA.
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Slika 37. a) Toplotna mapa proteina Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca izlozenog PFOA
(T — PFOA-tretman) u poredenju sa kontrolom (C — netretiran), analizirano u tri ponavljanja b) Venov
dijagram koji prikazuje broj preklapajucih proteina izmedu dve grupe ¢) Vulkanski grafik
kvantifikovanih proteina iz PFOA-tretiranih uzoraka u poredenju sa kontrolom. Prag znacajnosti bio je
p < 0,05, a stepen promene > £1,5; vrednosti ispod ovih pragova smatrane su statisticki neznacajnim.
Povecano eksprimirani proteini prikazani su crvenim tackama, smanjeno eksprimirani plavim, a
proteini bez znacajne promene sivim tackama.

KEGG analiza pokazala je da je vecina zna€ajno diferencijalno eksprimiranih proteina u bakterijskim
¢elijama tretiranim PFOA povezana sa metabolizmom, posebno sa metabolizmom u razli¢itim
sredinama, metabolizmom glioksilata i propionata. SniZeno eksprimirani proteini pripadali su putevima
oksidativne fosforilacije, sklapanja flageluma, metabolizma glutationa, ABC (eng. ATP-binding cassette
transporters, ABC) transportera i biosinteze aromati¢nih aminokiselina.
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KEGG analiza proteoma Escherichia coli izlozene PFOA pokazala je znafajno obogacenje puteva
ribozoma, ABC transportera, ciklusa trikarboksilnih kiselina (eng. tricarboxylic acid cycle, TCA), kao i
metabolizma propionata, triptofana, pirimidina, glioksilata i dikarboksilata (Yang et al., 2017), Sto
ukazuje na znacajne razlike u odgovoru gram-negativnih rodova na PFOA. KEGG analiza je takode
pokazala da je vecina znacajno diferencijalno eksprimiranih proteina u PFOA-tretiranim ¢elijama P.
chlororaphis povezana sa metabolizmom u razli¢itim sredinama.

Jedinstveno diferencijalno eksprimirani proteini u P. chlororaphis tretiranog sa PFOA ukazuju na to da
se bakterija prilagodava zagadenoj sredini (Tabela 17). Ovi proteini pretezno su pripadali strukturama
spoljasnje membrane, proteinima uklju¢enim u redoks homeostazu, transferazama, sintazama i
proteinima odgovora na stres, koji su svi povezani sa odgovorom na promene u zivotnoj sredini (Abdul
Aziz et al., 2021).
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Tabela 17. Proteini jedinstveno prisutni u P. chlororaphis podvrsta aurantiaca izlozenom PFOA.

Pristupni kod*

Naziv proteina

Proteini strukture spoljasnje membrane

AOAOD5XXU5 Porin

AOA1QS8EIK1 TonB-zavisni receptor
AOA3G7TNW9  Pretpostavljeni sklop pilusa tipa IV, transmembranski protein povezan sa FimV
AOA5M7CMQ3 Acil-CoA tioesteraza povezana sa Tol-pal sistemom
AOAADIEO000 FIiT protein za sklapanje flageluma
AOAAJOZHQ7 Porin iz OprD familije

AOAAPIVQ73 Lipoprotein TagQ povezan sa sekrecionim sistemom tipa VI
AOAAQ3B625 Subjedinica BamD kompleksa za sklapanje beta-bure proteina

Redoks proteini

AOAADOZEJ6 Vise poliol-specifi¢nih dehidrogenaza
AOAADO0ZG63 Kratkolan¢ana dehidrogenaza
AOAAD1E147 Oksidoreduktaza

AOAADIE7G1 Beta subjedinica izohinolin-1-oksidoreduktaze
AOAAQ2YIR7 Protein porodice UDP-glukoza/GDP-manoza dehidrogenaze
AOAAD0ZDK3 Acil-CoA dehidrogenaza

Transferaze

AOAODSY2L2 Velika subjedinica metiltransferaze ribozomalne RNK K/L
AOAAQ2YDT3 Arilamin N-acetiltransferaza
AOA0G3GMBS3 Uroporfirin-111 metiltransferaza
AOAAQIFAZS dTDP-4-amino-4,6-dideoksigalaktoza transaminaza

Proteini odgovora na stres

AOAAQILFIR5 Negativni regulator RcsB-zavisnog stresnog odgovora
AOAAJOZGA3 Protein porodice LEA tipa 2

AOAO0D5Y 384 Protein toplotnog Soka IbpA

Sintaze
AOAAQ3B4P5 Sirohem sintaza CysG
AOAADOZCR6 Subjedinica b ATP sintaze
AOAAD1DXX4 Subjedinica imidazol glicerol fosfat sintaze HisF
Hidrolaze
AOAAQLIFV2 ADP-ribozilglikohidrolaza
C4PRM7 Alkalna metaloproteinaza (fragment)
AOAADOZK76 Egzodeoksiribonukleaza |
Nekarakteristi¢ni proteini

AOAAQ3B7G8 Protein koji sadrzi DUF481 domen
AOAADO0ZDP6 Nekarakteristi¢an protein

AOAAQ3B5L2 Nekarakteristi¢an protein

AOAAJOZHES Protein koji sadrzi DUF1652 domen

(*Prema UniProtKB)
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4.3.6.1. Promena strukture Celijskog zida i spoljaSnje membrane u PFOA-tretiranoj kulturi

Izlaganje bakterijske kulture PFOA moze dovesti do raspodele i naruSavanja celijske membrane,
menjajuci povrsinski napon ¢elije, $to posledi¢no uti¢e na fluidnost i permeabilnost membrane (Liu et
al., 2016; Naumann et al., 2022). Rast P. chlororaphis pri visokoj koncentraciji PFOA (500 ppm) doveo
je do smanjenja koncentracije PFOA u medijumu, $§to moze biti posledica interakcije PFOA sa
membranom i akumulacije PFOA u lipidnom dvosloju, §to je u skladu sa produzenom lag fazom i
smanjenim rastom, Sto ukazuje na to da toksicni efekat moze biti privremen, pracen adaptacijom celija
(Cai et al., 2020).

Pored promene koncentracije PFOA (Slika 34), koja ukazuje da P. chlororaphis adsorbuje ili delimi¢no
apsorbuje PFOA, zabelezena je | snazna povecana ekspresija 12 specifi¢nih porina ugradenih u
membranu, koji pripadaju svim porodicama porina, zajedno sa 39 uobicajeno eksprimiranih porina i
proteina spoljasnje membrane, Sto pokazuje duboke promene u proteinima spoljaSnje membrane.

U skladu sa zapazanjima o efektima PFOA na kondenzaciju fosfolipida i povecanu fluidnost i
kompresibilnost monoslojeva u literaturi (Naumann et al., 2022), promene membrane kod P.
chlororaphis bile su povezane sa pove¢anom ekspresijom specifi¢nih porina, $to je dovelo do povecane
permeabilnosti za glutamat (OpdP/OccD3), osnovne amino kiseline, tirozin i siderofore koji sadrze
gvozde (TonB proteini) (Tabela 18). Pored toga, primecena je i povecana ekspresija proteina H1 (Slika
38). Bell i Hancock (1989) su utvrdili da je sinteza proteina H1, membranskog proteina regulisanog
dvovalentnim katjonima, indukovana do 24 puta vise u uslovima nedostatka dvovalentnih katjona, $to
sugeri$e da PFOA izaziva delimi¢ni deficit katjona, pracen povecanom ekspresijom proteina H1 kod P.
chlororaphis.

Dok su samo dva transportera i dva autotransportera bila pove¢ano eksprimirana usled izlaganja PFOA,
brojni transporteri su bili smanjeno eksprimirani (Tabela 18). Takode su detektovani i drugi proteini ¢ija
je ekspresija povecana ili smanjena, a koji su povezani sa strukturom membrane i osmoregulacijom
(Tabela 18).

Smanjena ekspresija transportera cinka i metalnih ABC transportera sugeriSe promene u homeostazi
metalnih jona i smanjenje sistema za transport metala kako bi se sacuvala energija u uslovima ograni¢ene
dostupnosti metala. Ovo mozZe biti posledica formiranja kompleksa metala sa PFOA.

Sutterlin, Zhang i Silhavy (2014) su utvrdili da fosfatidna kiselina moze povecati barijeru spoljasnje
membrane prema lipofilnim jedinjenjima i detergentima. U skladu sa ovim, fosfolipaza D, koja
konvertuje fosfatidilholin u holin i fosfatidnu kiselinu, identifikovana je kao protein sa pove¢anom
ekspresijom. Promene u sloju lipopolisaharida (LPS) dodatno su povezane sa snaznim povecanjem
ekspresije lipida A 3-O-deacilaze, ¢ija je aktivnost prethodno zabeleZena kao pojacana kod ekoloskih
izolata uzgajanih u medijumu sa ograni¢enom koncentracijom magnezijuma (Ernst et al., 2006).
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Tabela 18. Proteini povezani sa promenjenom strukturom ¢éelijskog zida i spoljasnje membrane,
biosintezom proteina i DNK-vezujué¢im transkripcionim regulatorima u kulturi izlozenoj PFOA.

Pristupni kod*  Naziv proteina** Log2.fc

Funkcija

Struktura éelijskog zida i spolja$nje membrane

AOAANI1QTEL1 Porin niske propustljivosti + 2,67
spoljasnje membrane, OprD

AOA3G7TZN2  Porin niske propustljivosti +1,08
spoljaSnje membrane,
OprE/OccK8

AOAADI1E5GY9 Porin niske propustljivosti + 0,97
spoljasnje membrane,
OccD3/0OpdP

AOA3G7TRW3 Porin niske propustljivosti + 0,60
spoljasnje membrane,
Occk10/OpdN

AOAADIE7U2 Porin spoljaSnje membrane  + 0,79
OprH1

AOASM7CW59 TonB-zavisni sideroforni +1,61
receptor

AOAADOZEZ3 TonB- zavisni protein +2,07
receptora za ahromobaktin
gvozda

AOAADI1DZK4  Soperon spoljasnje +0,80
membrane, Skp

AOAADO0Z2P2  Protein MreB koji odreduje - 0,56
oblik ¢elija

AOAAJLE4K2  Protein koji sadrzi + 1,05
ponavljanje beta lanca
povezano sa
autotransporterom

AOAAPI9VRS50  Protein koji sadrzi +0,71
autotransporterski domen

AOAAJOZFH2  Protein koji vezuje supstrat ~ +0,60
ABC transportera

AOAAD0zZDDS5 Kvaternarni amin transportni  + 0,55
ATP-vezujuci protein
Protein koji vezuje supstrat - 0,75
putrescinskog transportnog
sistema
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Porin sa specificnos¢u za
osnovne aminokiseline

Anaerobno indukovani porin,
propustljiv za glutamat

Porin niske propustljivosti za
tirozin

Efluks porin ¢iji je supstrat
glutamat

Protein spoljasnje membrane
regulisan dvovalentnim
katjonima

Transport molekula koji heliraju
gvozde

Unos siderofora koji sadrze
gvozde

Savijanje, sklapanje 1 odrzavanje
proteina spoljaSnje membrane

Odredivanje oblika celija i
regulisanje sinteze ¢elijskog
zida radi oCuvanja celije
Autotransporter

Autotransporter

Odgovoran za transport peptida i
proteina

Kvartarni transport amina

Transport putrescina



AOAADO0ZJ36  Putrescin ABC transporter - 0,60 Transporter putrescina ABC
protein koji vezuje putrescin
PotF
AOAAQILFCH6 Protein koji vezuje supstrat - 1,09 Transport cinka
sistema za transport cinka
AOA5M7CGT9 Protein koji vezuje supstrat - 1,56 Transport metala
metalnog ABC transportera
AOAADI1E427  Signalni peptid +0,71 Omogucava prenos proteina sa
aktivacije/sekrecije jedne strane membrane na
drugu.
AOAAJOZL58  Ekstracelularni protein koji - 0,88 Protein koji vezuje rastvorene
vezuje rastvorene supstance supstance
AOAAJO0ZGX7  Fosfolipaza D +0,73 Pretvara fosfatidilholin u holin i
PA
AOAAQ1J866  Lipid A 3-O-deacilaza +1,37 Hidrolizuje estarsku vezu na
poziciji 3 lipida A, komponente
lipopolisaharida, oslobadajuci
primarni masni acilni deo
AOALHITIY9  Celijska deoba BolA -0,51 Ometa biosintezu flagelara
N-acetilmuramoil-L-alanin -1,75 Razgradnja i reciklaza
amidaza komponenti ¢elijskog zida
bakterija
AOAADI1DYV4 N-acetilmuraminska kiselina - 0,69 Razgradnja i reciklaza
6-fosfat fosfataza komponenti ¢elijskog zida
bakterija
AOAADOZKO5 Protein ProX koji vezuje -1,03 Transport glicin betaina
supstrat za transport glicin
betaina-L-prolina
AOAAQLFQEL Protein koji vezuje supstrat -1,10 Transport glicin betaina
za transporter glicina betaina
ABC
AOAAQ2Y9I7  Betain aldehid dehidrogenaza + 0,89 Biosinteza glicin betaina
AOAADOZEI6  Protein D biosinteze glukana + 0,52 Biosinteza glukana
Biosinteza proteina
AOAADI1E2W4  Velika subjedinica -1,57 Specifi¢no metiluje pseuduridin
ribozomalne RNK
metiltransferaze H
AOAADIDYA4 Velika subjedinica -1,25 Metiluje uridin u potpuno

ribozomalne RNK
metiltransferaza E
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AOAOEL1ECP7  Mala subjedinica -0,83
ribozomalne RNK
metiltransferaza G
AOAOE1EHV2  Protein velike ribozomalne - 0,62 Cini deo ribozomske stabljike
subjedinice uL11 koja pomaze ribozomu da
interaguje sa translacionim
faktorima vezanim za GTP
AOAADI1E9E9 Protein velike ribozomalne -1,06 Veze se za 5S RNK u ribozomu
subjedinice bL25
AOAADI1E8Y2 Protein velike ribozomalne - 0,68 Direktno se vezuje za 23S rRNK
subjedinice uL1 i uCestvuje u E mestu
oslobadanja tRNK
Mala subjedinica -0,83 Specifiéno metiluje N7 poziciju
ribozomalne RNK gvanina u poziciji 527 16S
metiltransferaza G rRNK
AOAADOZMC6 Mala subjedinica -0,71 Metiluje guanin na poziciji 1207
ribozomalne RNK 16S rRNK u 30S delu
metiltransferaze C
AOAAQ1J8J3  16S rRNK (citozin1402-N4)- - 0,68 Modifikuje citozin na poziciji
metiltransferaza 1402 u 16S rRNK-esencijalnom
delu male subjedinice ribozoma.
AOAAQIFQX9 Protein povezan sa -1,21 Sklapa se duz 30S-50S
ribozomom interfejsa, sprecavajuci pogresne
strukture rRNK
AOAADO0Z5M9 RNA-vezujuci protein YhbY -0,71 RNA-vezujuci
AOAAJIEAB3  Metionil-tRNA -1,12 Kriti¢no za pokretanje sinteze
formiltransferaza proteina proizvodnjom
formilMet-tRNK
AOAADOZCB1 tRNA (guanin-N(7)-)-metil- -1,03 Katalizuje formiranje N7-
transferaza metilguanina u tRNK
AOAOE1EFM3  Cys-tRNA(Pro)/Cys- -1,58 Moze hidrolizovati
tRNA(Cys) deacilaza misacilovanu Cys-tRNA(Pro) i
Cys-tRNA(Cys)
AOAOE1EE90  RNA polimeraza sigma -0,51 Primarni sigma faktor tokom
faktor RpoD eksponencijalnog rasta
AOAOE1DZT4  Faktor recikliranja ribozoma - 0,67 Odgovoran za oslobadanje
ribozoma iz informacione RNK
nakon zavrSetka biosinteze
proteina
AOAADOZEB4 Inhibitor A povezan sa -0,70 Aktivnost protiv pogresnog
ribozomom kodiranja
AOAAJOZMQ1 33 kDa Saperonin +0,61 Stiti raspletene proteine od
nepovratne agregacije
DNA-vezujucdi transkripcioni regulatori***
AOAAQ1JAA4  AcrR -1,24 Transport vise lekova;
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prekomerna proizvodnja AcrR
poboljsava toleranciju na
organske rastvarace

AOAAJO0ZKM3  TetR/AcrR -0,84 Idem

AOAADI1E4X6 ArsR -1,2 Represor za ars operon,
transport neorganskih jona i
metabolizam

AOAAQLFA25 AlpA -0,80 Supresira dva fenotipa mutanta

delta lon proteaze, prekomernu
proizvodnju kapsularnog
polisaharida i osetljivost na UV
svetlost

AOAAP9VYKO GntR -1,95 Negativno reguliSe operon
ukljucen u katabolizam D-
glukonata putem Entner-
Dudorofovog puta

AOAAQ3B542 MarR -1,31 Otpornost na antibiotike, efluks
vise lekova, oksidativni stres,
formiranje biofilma

AOAADO0Z7J8  SIyA -0,92 Malo se zna o regulatornoj ulozi
SIyA

AOAAQILFP72  AraC -1,08 Katabolizam i transport
arabinoze

AOAAD0Z8J6  LiuR -0,90 Put razgradnje leucina i
aminokiselina sa razgranatim
lancem

AOAADI1E2X0 MraZ -1,67 Kontrola ¢elijske deobe i gena
¢elijskog zida

AOAADIDZN2 FleQ -0,94 Direktno i specificno reguliSe

transkripciju na flagelarnim
promoterima fIhA, fliE i fliL
(Jyot et al.2002)
AOAAQLFA25 AlpA -0,70 Supresor lon mutanata koji
dovodi do ekspresije
alternativne lon proteaze

DNA vezujucdi proteini

AOAADOZCE3 DNK-vezujuéi protein HU - 1,10-
1,10
AOAADO0Z8C9 DNK-vezujuéi protein HU- - 1,42
beta
AOAODSY640  DNK-vezujuéi protein HU, - 0,60
forma N
AOAOE1ESN9  RecA protein - 0,99-
0,99

*Prema UniProtKB ** Za transkripcione regulatore koji se vezuju za DNK navedeno je ime familije
*** Prema bazi podataka Regulona: https://regulondb.ccg.unam.mx/regulon

103



Pored toga, izrazito smanjenje ekspresije N-acetilmuramoyl-L-alanin amidaze i N-acetilmuraminske
kiseline 6-fosfat-fosfataze, obe uklju¢ene u degradaciju i reciklazu komponenti bakterijskog zida,
ukazuje na promene u dinamici ¢elijskog zida koje odrzavaju njegov integritet.

Polianjonska povrsina i fosfolipidna struktura ¢ine ¢elijsku membranu kljuénom za osmosenzitivnost
(Wood, 2015). Smanjena ekspresija proteina za transport glicin betaina ukazuje na smanjenje osmotskog
pritiska, Sto moze biti povezano sa Sirenjem celije 1 promenama u strukturi membrane i spoljasnje
membrane (Izrael Zivkovié et al., 2023) (Tabela 18). Sa druge strane, poveéana ekspresija betain aldehid
dehidrogenaze pokazuje pojaCanu sintezu glicin betaina 1 unapredeni zastitni mehanizam protiv
osmotskog stresa izazvanog prisustvom PFOA unutar ¢elija. Povecana ekspresija proteina D ukljuenog
u biosintezu glukana regulise strukturalni glukozni skelet osmoregulisanih periplazmatskih glukana.

4.3.6.2. Redoks homeostaza

Veliki broj proteina koji su poviseno ili smanjeno eksprimirani u P. chlororaphis tretiranog sa PFOA,
povezani su sa redoks homeostazom (Tabela 19). Tioredoksin proteini prisutni podjednako i kod tretirane
i kod netretirane kulture (Tabela 19). Najefikasniji enzimi za razgradnju H2O2, CAT i katalaza-
peroksidaza, bili su pojacano eksprimirani, dok su glutation-peroksidaza i tiol-specifi¢na peroksidaza
bili smanjeni, §to ukazuje na oslabljen ciklus ditiol-disulfid i izmenjen redoks proces tiol grupa (Slika
38).
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Slika 38. Konceptualni prikaz PFOA-indukovanih promena u strukturnoj organizaciji i glavnim
¢elijskim putevima kod Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca.
Pretpostavljene strukture oznacene su zvezdicom. Strelice nadole oznacavaju smanjeno eksprimirane
proteine; svi ostali prikazani proteini i povezani procesi ili su detektovani iskljuc¢ivo u uslovima
izloZenosti PFOA ili su poveéano eksprimirani; nazivi proteina identi¢ni su onima u tabelama. Pvd -
pioverdin, PG - peptidoglikan, LPS - lipopolisaharidi, ED - Entner-Doudoroffov put. Preuzeto od
(Ljesevic et al., 2026).

Kulture tretirane i ne tretirane sa PFOA proizvode SOD u jednakim koli¢inama, medutim aktivnost SOD
u kulturi izlozenoj PFOA iznosi samo 25% aktivnosti u kulturi bez izlaganja. Suprotno tome, iako je
koli¢ina CAT u PFOA tretiranoj kulturi gotovo cetvorostruko ve¢a nego u kontroli, njena stvarna
aktivnost iznosi samo 75% u odnosu na kontrolu, $to ukazuje na inhibicioni efekat PFOA na funkciju
enzima (Tabela 13).

Smanjena ekspresija nekoliko peroksiredoksina, ukljucujuéi peroksidativnu cistein grupu potrebnu za
reakciju enzima, dodatno ukazuje na smanjenu sposobnost bakterije da se odbrani od toksi¢nih organskih
peroksida (Dubbs and Mongkolsuk, 2007). Enzimi koji proizvode redukovani nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH, eng.), poput 6-fosfoglukonat
dehidrogenaze i glutation reduktaze (Tabela 17), pomazu u kontroli formiranja ROS kod PFOA.-
tretiranih cCelija. P. chlororaphis se nosi sa formiranjem ROS pomocu vise enzima koji proizvode
NADPH, poput 6-fosfoglukonat dehidrogenaze i glutation reduktaze, kako je prikazano u Tabeli 17. U
kulturama tretiranim PFOA, 17 dehidrogenaza (DH) je poviseno eksprimirano, dok su vise poliol-
specifiénih DH, kratkolan¢anih DH i jedna acil-CoA DH jedinstveno identifikovani u ¢elijama izlozenim
PFOA.

Usled izlaganja P. chlororaphis PFOA moze do¢i do ometanja metabolickih puteva, a posebno TCA

ciklusa. Aktivacija akonitaze B (eng. aconitase B, AcnB) ukazuje na pokretanje 2-metilcitratnog ciklusa,

koji se odvaja od glavnog TCA ciklusa i u¢estvuje u metabolizmu propionil-CoA, $to sugeriSe povec¢anu

B-oksidaciju neparnih 1 razgranatih masnih kiselina. Aconitaza B takode funkcioniSe kao regulator vezan
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za RNK (ribonukleinska kiselina), tokom oksidativnog stresa, neaktivni enzim bez Fe-S Kklastera
stabilizuje acnB iRNK (informaciona ribonukleinska kiselina) i povecava sintezu AcnB (Tang and
Guest, 1999). Aktivacija metilizocitrat-lijaze i 2-metilcitrat-sintaze dodatno potvrduje pojacanu
aktivnost 2-metilcitratnog ciklusa, dok je pojacana ekspresija malat sintaze pokazala aktivaciju
glikolatnog ciklusa, koji je medusobno povezan sa TCA i 2-metilcitratnim ciklusom (Slika 38).

Perfluoroalkilne supstance poput PFOA mogu uticati na mikrobni metabolizam (Yang et al., 2017), ali
njihov specifican efekat na metabolicke puteve poput 2-metilcitratnog ciklusa do sada nije bio
dokumentovan. Aktivacija ovog ciklusa takode ukazuje na promene u metabolizmu lipida, sto je u skladu
sa zabeleZenim promenama u odnosu zasi¢ene/nezasi¢ene masne kiseline kod E. coli tretiranih PFOA-
om (Liu et al., 2016).

Tabela 19. Povecano i smanjeno eksprimirani proteini ukljuceni u redoks ravnotezu, homeostazu
gvozda i sumpora, kao 1 proteini povezani sa metabolizmom klju¢nih biomolekula i odgovorom
virulencije kod P. chlororaphis izlozene PFOA.

Pristupni kod*  Naziv proteina log2.fc
Proteini redoks homeostaze

AOAAJOZNO9  Katalaza +1,19
AOAAJOZHL4  Katalaza peroksidaza +0,59
AOAAJOZF12  Glutation reduktaza +0,54
AOAADO0ZL93 Protein za izmenu Tiola:disulfida DsbD +0,62
AOAQE1EDZ9  Glutation peroksidaza -1,83
AOAAJLIE6WE  Tiol-specifi¢na peroksidaza -0,54
AOAADO0ZC52  Peroksiredoksin OsmC -0,56
AOAAQILFPA5  Peroksiredoksin Q/BCP -0,76
AOAAPIW447  Peroksiredoksin -0,51
AOA3G7TGN8 Protein povezan sa polihidroksialkanoat +0,57

granulama

Proteini Fe i S homeostaze

AOAADO0ZBV5 Bakterioferitin +1,13
AOAADOZEMS8 Glutaredoksin -0,54
AOA1HITIY9 Protein ¢elijske deobe BolA -0,51
AOAADOZBS7 Protein ErpA za ubacivanje Fe-S klastera -0,64
AOAAQLF9R1  Feredoksin 2Fe-2S -0,70
AOA5M7CW59 TonB-zavisni protein receptora za siderofore +1,61
AOAADOZEZ3 TonB-zavisni protein receptora za +2,07

ahromobaktin gvozda
AOAAD0Z4C4  Adenozin 5'-fosfosulfat reduktaza +0,71
AOAAQILFEB3  Sulfit reduktaza (NADPH) hemoprotein beta- +0,60

komponenta
AOAADIE6GY9  O-sukcinilhomoserin sulfhidrilaza +0,65
AOAADOZLQ5 Adenozilmetionin sintaza +0,71
AOAAQILF6Z9  Adenozilhomocisteinaza +0,55

Proteini Krebsovog ciklusa

AOAADIE5S1  Akonitat hidrataza B +0,93
AOAAQOAT93  Akonitat hydrataza AcnA +0,81
AOAAQ2YFJ6  2-metilcitrat sintaza +0,98
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AOAAJOZLY4  Malat sintaza +0,52
Respiracioni proteini
Citohrom c oksidaza -1,22
NADH-hinon oksidoreduktaza +0,94
AOAOEL1ECJ7  Alfasubjedinica ATP sintaze -0,83
AOAADOZCS5 Delta subjedinica ATP sintaze -2,11
AOAAD0ZC09 Beta subjedinica elektron transfer flavoproteina -0,69
Proteini i aminokiseline
AOAAQ2YDD8 Urokanat hidrataza +0,72
AOAAQILFREO Histidin amonijum-liaza +0,69
AOAAQI1FNB3 Histidinol dehidrogenaza +1,39
AOAAQLF460  Formimidoilglutamat deiminaza +0,92
AOAADI1E5SE5  Glutamin sintetaza +0,61
AOAAPIVRX2 N-sukcinilarginin dihidrolaza +0,76
AOAAQ2Y7U7  Arginin deiminaza +0,73
AOAAQILIFNG6  Ornitin dekarboksilaza- smanjeno eksprimirana  -0,62
AOAANI1R2K1 Pirolin-5-karboksilat reduktaza -0,64
Proteini metabolizma ugljenih hidrata
AOAADI1E359 Fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza +0,53
AOAAD0zZD94 6-fosfoglukonat dehidrogenaza +0,55
AOAAQLI715 Transketolaza +0,65
AOAAJOZF72  Fosfoglukomutaza +0,81
AO0AAJ0ZJ97 6-fosfoglukanolaktonaza -1,39
Proteini metabolizma lipida
AOAAJOZFT6  Proteini familije Acil-CoA dehidrogenaze +0,62
AOAAQIFNM1 Enoil-CoA hidrataza +0,67
AOAAJLIEQS6  Dihidrolipoil dehidrogenaza +0,79
AOAAQ2YDRO Beta-ketoacil-ACP sinataza | +0,58
AOAOE1EE42  Acil dehidrataza -0,90
AOAAQLFBS0O Fosfoglicerol transferaza MdoB +0,84
AOAADO0ZD43  Lipoprotein +0,64
AOAADOZIX7  Lipoprotein +1,01
AOAOE1DZD3  2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaza +0,51
Proteini odgovora na virulentnost
AOAAJOZHS2  Beta laktamaza -1,42
AOAADOZGR7 Periplazmatski inhibitor lizozima c-tipa -1,09
AOAADO0ZT38 Fosfolipaze/ lecitinaze/ hemolizin +0,85
AOAAQ2Y8W9 Hemotaksijski protein sa PAS domenom-metil- + 1,27
akceptujuci
AOAAPI9VS57  Flagelarni kuka protein FIgE +0,79
AOAAPIVXQ5 Regulator odgovora hemotaksije -1,16
AOAADI1DZN2 Motori flagelumai FleQ -0,94
AOAADO0ZIB8  Acil-homoserin lakton acilaza PvdQ -2,34
AOAADO0Z622  Izokinolin 1-oksidoreduktaza, alfa subjedinica  + 0,54
AOA3G7TMT3 lzokinolin 1-oksidoreduktaza, beta subjedinica  + 0,73
AOAAQLFPFO  Beta subjedinica protokatehuat 3,4- +0,70
dioksigenaze
AOAAQ2YCL3 4-karboksimukanolaktonat dekarboksilaza +0,97
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AOAAD1DZ53 3-oksoadipat CoA-transferaza +1,22

AOAAQILFBI5  Horizmat mutaza +1,19
AOAAQOASL6 Fosfosikimat 1-karboksiviniltransferaza +0,60
AOAAQIFR76  Antranilat 1,2-dioksigenaza + 2,09

*Prema UniProtKB

Pojacana ekspresija AcnB, osetljive na oksidaciju in vivo (Vasquez-Vivar, Kalyanaraman and Kennedy,
2000), zajedno sa akonitazom A (eng. aconitase A, AcnA) ukazuje na povecano stvaranje superoksidnih
radikala kao nusprodukta respiratornog lanca, koji se potom razgraduju antioksidativnim sistemima. Cini
se da PFOA ometa metabolicke puteve, dovodec¢i do promena u ekspresiji gena povezanih sa stresom,
metabolizmom 1 sistemima za izbacivanje toksina, §to potencijalno povecava otpornost na zagadivace
(Liu et al., 2016).

Pseudomonas poseduje razgranati respiratorni lanac (Stover et al., 2000). Smanjena ekspresija citohrom
c oksidaze koja je utvrdena u okviru ovog rada u skladu je sa smanjenom respiracijom kod P.
chlororaphis tretiranog PFOA (Slika 33). Ipak, redukovani nikotinamid adenin dinukleotid-hinon,
NADH-hinon oksidoreduktaza je pojac¢ano izrazena, §to ukazuje na pojac¢anu proizvodnju superoksidnih
radikala (Slika 38). Posto SOD nije bio pojacano izrazen, visak superoksida moze reagovati sa drugim
molekulima unutar ¢elije (posebno osetljivom acnB).

Smanjena ekspresija ATP sintaze (eng. adenosine triphosphate, ATP) podrzava pretpostavku da promena
u komponenti transporta elektrona moze uticati na normalan tok elektrona i proizvodnju ATP-a.
Istovremeno, flavoprotein, koji prenosi elektrone sa dehidrogenaza na membranski respiratorni lanac
preko ubikinon oksidoreduktaze, takode je smanjeno eksprimiran. Paradoksalno, NADH-hinon
oksidoreduktaza je povecano eksprimirana dok je flavoprotein za prenos elektrona smanjeno
eksprimiran, $to implicira nizak dotok elektrona u hinonski bazen, §to moze dovesti do masovne
formacije superoksidnih radikala (Hazan et al., 2016).

4.3.6.3. Homeostaza gvozda i sumpora

Kod P. chlororaphis tretiranog sa PFOA identifikovana je povecana ekspresija bakterioferitina, proteina
koji sadrzi gvozde, kao i TonB-zavisnih receptora za siderofore, dok su ferredoksin 2Fe-2S i tri proteina
povezana sa biogenezom Fe-S klastera (monotiolni glutation-reduktazni kompleks povezan sa proteinom
¢elijske deobe BolA i protein za ugradnju gvozde-sumpornih klastera ErpA) bili smanjeno eksprimirani
(Tabela 19). Homeostaza sumpora bila je izmenjena usled povecane ekspresije vise proteina uklju¢enih
u asimilatornu redukciju sulfata (Tabela 19).

Nekoliko proteina/enzima koji sadrze hem, gvozde ili gvozde-sumporne klastere bilo je povecano
eksprimirano u proteomu P. chlororaphis tretiranog sa PFOA (Tabela 19, Tabela S2). Relativne
aktivnosti metaloenzima SOD, CAT i peroksidaze, prikazane u Tabeli 16, ukazuju na njihovu snaznu
inhibiciju pod uticajem PFOA.

4.3.6.4. Izmenjena obrada proteina

Brojni proteini odgovorni za pravilnu biosintezu proteina bili su smanjeno eksprimirani u éelijama
tretiranim PFOA (Tabela 18), sto odrazava snazan uticaj PFOA na fundamentalne bioloske procese.
Medu te proteine spadaju proteini velike subjedinice ribozoma, koji su kljucni za strukturu i funkciju
ribozoma; metiltransferaze velike subjedinice ribozomalne RNK (rRNK) (H i E), odgovorne za visoko
specifi¢énu metilaciju RNK; tri proteina velike ribozomalne subjedinice (proteini uL11, bL25 i protein
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uLl) koji se direktno vezuju za rRNK (Tabela 18); kao i dva visoko bazna proteina povezana sa
ribozomima i vezivanjem za RNK. Smanjena ekspresija proteina velike ribozomske subjedinice,
povezanih enzima i dva visoko bazna proteina, uo¢ena u ovom istrazivanju, ukazuju na duboke promene
u strukturi ribozoma (Ostheimer, Barkan and Matthews, 2002). O snaznom uticaju PFOA na
fundamentalne bioloSke procese upravo govori to da su struktura i funkcija velike 1 male ribozomalne
subjedinice bile su naruSene, zajedno sa samim procesom translacije, koji obuhvata inicijaciju,
elongaciju, terminaciju i reciklazu ribozoma (White, 2000).

Proces biosinteze proteina bio je naruSen smanjenjem ekspresije proteina ukljuenih u sve faze
translacije, od inicijacije do zavr$nog oslobadanja ribozoma sa iRNK pri terminaciji sinteze proteina.
Poremecaj inicijacije ogleda se u smanjenoj ekspresiji metionil-tRNK formiltransferaze, tRNK guanin-
N(7))-metiltransferaze i sigma faktora RNK polimeraze RpoD. Uocena je i smanjena ekspresija Cys-
tRNK(Pro)/Cys-tRNK(Cys) deacilaze, koja odrzava ta¢nost translacije, kao i faktora za recikliranje
ribozoma, koji posreduje u oslobadanju ribozoma nakon zavrSetka biosinteze proteina. Dodatno,
smanjena ekspresija ribozomskog inhibitora A, koji poseduje anti-miskodiraju¢u aktivnost i u¢estvuje u
opstoj adaptaciji translacionog aparata na stresne uslove sredine (Agafonov and Spirin, 2004), zajedno
sa prethodno navedenim promenama, jasno ukazuje na ozbiljno narusenu strukturu i funkciju sistema za
biosintezu proteina kod PFOA-tretiranog P. chlororaphis.

U prisustvu PFOA kod P. chlororaphis doslo je do pojacane sinteze enzima odgovornih za produkciju
glutamata i za biosintezu baznih aminokiselina, histidina, arginina i ornitina (Tabela 18). Produkcija L-
glutamata bila je povecana kod ¢elija tretiranih sa PFOA, usled poviSene ekspresije urokanat hidrataze i
formimidolglutamat deiminaze, kao i jedinstveno identifikovane dTDP-4-amino-4,6-dideoksigalaktoza
transaminaze (Tabor and Wyngarden, 1959). Glutamin sintetaza, koja katalizuje pretvaranje glutamata
u glutamin, takode je bila poviSeno eksprimirana. Pored uloge u sintezi proteina i energetskom
metabolizmu, glutamat moze delovati 1 kao signalni molekul, uticu¢i na pokretljivost, formiranje
biofilma i osmoregulaciju (Csonka and Hanson, 1991).

Sa druge strane, ornitin dekarboksilaza i pirolin-5-karboksilat reduktaze (koje katalizuju poslednji korak
biosinteze prolina redukcijom 1-pirolin-5-karboksilata, nastalog iz L-ornitina i 2-oksoglutarata),
povezane sa L-ornitinom, bile su smanjeno eksprimirane. IzraZzena smanjena ekspresija enzima
ukljucenih u biosintezu prolina ukazuje na potrebu ocuvanja L-0rnitina, za koji je poznato da podstic¢e
formiranje biofilma i deluje kao hemoatraktant kod roda Pseudomonas (Dhodary et al., 2022; Xu et al.,
2024). Moze se pretpostaviti da ornitin signalizira dostupnost drugih nutrijenata, usmeravajuéi bakterije
ka manje toksi¢nim podru¢jima ili izvorima hranljivih materija, §to je u skladu sa ¢injenicom da veéina
poznatih hemoreceptora posreduje hemotaksiju ka jedinjenjima metaboli¢ke vrednosti (Matilla, Gavira
and Krell, 2023).

Enzim u metaboli¢kom putu arginin sukciniltransferaze (eng. arginine succinyltransferase, AstA), N-
sukcinilarginin dihidrolaza, bio je poviseno eksprimiran u PFOA-tretiranom P. chlororaphis. Poviseno
eksprimirana arginin deiminaza ucestvuje u degradaciji L-arginina, dok je histidin amonijum-lijaza
ukljuCena u razgradnju L-histidina. HisF subjedinica imidazol-glicerol-fosfat sintetaze i histidinol
dehidrogenaza ucestvuju u biosintezi L-histidina. Razgradnja L-arginina katalizovana arginin-
deiminazom, ¢ija je ekspresija povecana u ovom istraZivanju, moZe predstavljati neredoksni put
produkcije ATP-a, aktiviran u razli¢itim stresnim uslovima (White, 2000). U uslovima ograni¢enog
prisustva kiseonika, kao §to su dublji slojevi biofilma, arginin moze predstavljati znacajnu alternativu
kao izvor energije (Izrael Zivkovié et al., 2023). L-glutamat nastao degradacijom L-histidina moze se,
nakon konverzije u a-ketoglutarat, ukljuciti u TCA ciklus. Poveéana ekspresija viSe enzima biosinteze
L-histidina ukazuje na ukupno povecanu potrebu celije za histidinom kod PFOA tretiranog P.
chlororaphis.
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U PFOA tretiranim ¢elijama zabeleZena je izrazena smanjena ekspresija, histonu-sli¢nih proteina (HU),
koji se vezuju za dezoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) (HU, HU-beta i HU oblik N). HU, se mogu
vezivati za ekstracelularnu DNK i interagovati sa fosfatnim grupama u lipopolisaharidima (LPS),
olaksavajuéi adheziju bakterija za DNK i formiranje biofilma (Thakur et al., 2021). Navedeni autori
ukazuju da se LPS i DNK takmice u vezivanje za HU proteine. Smanjena ekspresija HU ne samo da
ukazuje na otezanu agregaciju LPS-a usled njegove smanjene dostupnosti, ve¢ i na strukturne promene
LPS-a izazvane prisustvom PFOA.

RecA protein je kljuan u popravci i odrzavanju DNK, kao i brojnih transkripcionih regulatora koji
moduliSu transkripciju skupova gena. Smanjenjem ekspresije ovog ATP-zavisnog proteina, P.
chlororaphis na izlaganje PFOA odgovara smanjenom popravkom DNK, opsteg stresnog odgovora i
virulentnosti (Aranda et al., 2011). Brojni transkripcioni regulatori koji moduliSu ekspresiju skupova
gena (Tabela 18) verovatno odrazavaju metabolicko reprogramiranje ¢elije, ukljucujuéi aktivaciju 2-
metilcitratnog i glikoksilatnog ciklusa, promene u biosintezi masnih kiselina i ugljenih hidrata, kao i
izmene u respiratornoj aktivnosti i1 rastu ¢elija, Sto potvrduju rezultati ovog istrazivanja.

4.3.6.5. Modulacija metabolizma klju¢nih biomolekula

Enzimi uklju¢eni u TCA ciklus, AcnB i AcnA, enzimi specifi¢ni za metilcitratni ciklus, 2-metilcitrat
sintaza 1 metilizocitrat lijaza, kao 1 enzim glioksilatnog ciklusa, malat sintetaza, bili su poviSeno
eksprimirani (Tabela 19).

P. chlororaphis tretirana PFOA pokazala je smanjenu respiraciju u poredenju sa kontrolom (Slika 32),
Sto je u skladu sa izrazenom smanjenom ekspresijom citohrom c oksidaze (hemoproteina respiratornog
lanca), kao i alfa i delta subjedinica ATP sintaze. Medutim, NADH-hinon oksidoreduktaza, koja prenosi
elektrone sa NADH preko flavin-mononukleotida (engl. flavin mononucleotide, FMN) i gvozde-
sumpornih (Fe-S) centara na hinone u respiratornom lancu, bila je poviseno eksprimirana.

Kao ogovor na izlaganje PFOA, dolazi do aktivacije glikogenolize, Entner-Doudoroffovog puta i
pentozno-fosfatnog puta kod P. chlororaphis (Slika 38). Enzimi odgovorni za metabolizam ugljenih
hidrata uglavnom su bili poviSeno eksprimirani, 2-dehidro-3-deoksi-fosfoglukonat aldolaza i
fosfoglukonat dehidrataza iz Entner—Doudoroff metabolickog puta, kao i fosfoglukomutaza, koja
katalizuje medukonverziju glukoza-1-fosfata i glukoza-6-fosfata tokom glikogenolize. Enzimi
pentozofosfatnog puta takode su bili pod uticajem izlaganja PFOA, 6-fosfoglukonat dehidrogenaza bila
je poviSeno eksprimirana, dok je 6-glukonolaktonaza bila smanjeno eksprimirana (Tabela 19). Pentozno-
fosfatni put moZe obezbediti ribozu 1/ili NADPH, u zavisnosti od ¢elijskih uslova.

Pojacana ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam lipida kroz [3-oksidaciju masnih kiselina ukazuje
na povecanu produkciju acetil-CoA, koji ulazi u TCA ciklus, kao 1 povec¢anu proizvodnju redukujuc¢ih
NADH i FADH: (eng. flavin adenine dinucleotide (reduced form), FADH,), koji se koriste za
generisanje energije (Slika 38). S druge strane, nekoliko pojacano eksprimiranih enzima uklju¢enih u
biosintezu masnih kiselina ukazuje na pojacanu sintezu lipidnih struktura, posebno dugolan¢anih masnih
kiselina potrebnih za sintezu membrane i/ili skladistenje energije.

Povecéana ekspresija uocena je kod enzima ukljuéenih u katabolizam lipida putem B-oksidacije masnih
kiselina, ukazuje na povecanu produkciju acetil-CoA, koji ulazi u TCA ciklus, enoil-CoA hidrataza, kao
i povecanu proizvodnju redukuju¢ih NADH i FADH2, koji se koriste za generisanje energije (Slika 38).
Takode je poviseno eksprimirana beta-ketoacil-ACP sintaza |, enzim biosinteze masnih kiselina (Tabela
19).
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Nasuprot tome, acil-dehidrataza koja je neophodna za uvodenje cis-nezasi¢enosti u masne kiseline putem
dehidratacije, je bila smanjeno eksprimirana. Smanjena ekspresija acil-dehidrataze, odgovorne za
uvodenje nezasi¢enosti u masne kiseline, odrazava moguc¢u promenu fluidnosti membrane kod ¢elija
tretiranih PFOA. Acilni lanci ulaze u sastav fosfolipida koji su odgovorni za homeoviskoznu adaptaciju.
Sli¢no, pojacana ekspresija biosinteze masnih kiselina u E. coli tokom izlaganja PFOA smatra se jednim
od glavnih regulatornih dogadaja koji kontrolisu homeostazu membrane (Yang et al., 2017).

Membranski lipidi su takode bili zahvaceni promenama, Sto potvrduje povisena ekspresija fosfoglicerol
transferaze MdoB 1 dva lipoproteina. Dva lipoproteina, ¢ija je eksperesija pojacana, ucestvuju u
sastavljanju transportnog proteina D za LPS i samih LPS-a u spoljasnjoj membrani, koji moze sluziti
kao mesto prepoznavanja LPS-a. Fosfolipidi kao i LPS uti¢u na funkcije membrane, posebno na pasivnu
propustljivost hidrofobnih molekula, aktivni transport i interakcije protein—protein (Yang et al., 2017).
Yang i sar. (2017) takode navode da izmenjeni metabolizam lipida, energije i ugljenih hidrata zajedno
uti¢e na odrzavanje homeostaze membrane kako bi se izborila sa stresom izazvanim PFOA u E. coli.

4.3.6.6. Odgovor virulentnosti

Poznato je da je odgovor virulentnosti kod roda Pseudomonas strategija koja se koristi u borbi protiv
izlaganja toksinima (Izrael Zivkovi¢ et al., 2023). Pored toga, hemotaksija, zajedno sa pokretljivoscu i
formiranjem biofilma, neophodna je za punu virulentnost (Schwarzer, Fischer and Machen, 2016).

Izlaganje P. chlororaphis PFOA je indukovalo odgovor virulentnosti, koji je obuhvatao izmenjenu
produkciju siderofora (Slika 35, 36), diferencijalnom ekspresijom 14 proteina povezanih sa sintezom
flagela i 15 proteina ukljucenih u hemotaksiju i formiranje biofilma, kao i promenama u ekspresiji -
laktamaze, periplazmatskog inhibitora c-tipa lizozima, fosfolipaze, kao i 2,6 puta poveéanu aktivnost
ekstracelularne lipaze (Tabela 16). Smanjena ekspresija beta-laktamaze i inhibitora lizozima moze
ukazivati na oslabljenu odbranu, §to je u skladu sa izmerenom smanjenom ekspresijom transkripcionih
regulatora SIyA 1 MarR, ukljuc¢enih u kontrolu ekspresije faktora virulentnosti.

Medutim, jedinstveno detektovan lipoprotein povezan sa produkcionim sistemom tipa VI, TagQ,
pojacana ekspresija fosfolipaze i povecana aktivnost lipaze, kao i produkcija pioverdina, mogu ukazivati
na povecanu invazivnu sposobnost P. chlororaphis tretirane PFOA. Pioverdini doprinose bakterijskoj
patogenezi tako Sto se efikasno nadmecu sa mehanizmima domacina za vezivanje gvozda i1 podrzavaju
formiranje biofilma (Banin, Vasil and Greenberg, 2005). Ocigledno je da PFOA izaziva izmenjenu
regulaciju proteina povezanih sa virulentno§¢u, $to ukazuje na znaajan uticaj ove supstance na P.
chlororaphis.

Tabela 16 prikazuje povisenu ekspresiju metil-akceptorskih proteina hemotaksije sa PAS domenom, koji
je ukljucen u detekciju promena redoks potencijala i nivoa kiseonika, zajedno sa flagelarnim kukastim
proteinom FIQE i proteinom FIiT uklju¢enim u sklapanje flagela, koji su bili prisutni isklju¢ivo u kulturi
tretiranoj PFOA.

Pored toga, regulator odgovora hemotaksije CheY (eng. chemotaxis response regulator), koji ucestvuje
u prenosu senzorskih signala sa hemoreceptora na flagelarne motore, kao i FleQ (eng. flagellar master
regulator), glavni regulator flagela i transkripcioni aktivator, bili su smanjeno eksprimirani u ¢elijama
tretiranim PFOA.

Pojava veceg broja proteina povezanih sa flagelama 1 hemotaksijom ukazuje na izrazenu sposobnost P.

chlororaphis da naseljava razli€ite sredine, krecuci se ka ili od odredenih faktora okoline, $to joj moze

dati kompetitivnu prednost u razli¢itim stanistima (Xu et al., 2024). Pove¢ana hemotaksija i izmenjena

pokretljivost flagela kod P. chlororaphis izlozene PFOA jasno su naznafene pojacanom ekspresijom
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proteina FIQE, FIiT i PAS hemotaksijskih proteina. S druge strane, smanjena ekspresija CheY i FleQ kod
P. chlororaphis tretirane PFOA ukazuje na adaptivni odgovor na slozene uslove sredine, u kojima
atraktanti mozda nisu korisni, §to dovodi do toga da se bakterije oslanjaju na hemotaksiju kako bi
pronasle povoljnije uslove za rast (Zhang et al., 2019). Izmenjena hemotaksija kod E. coli tretirane
PFOA takode je ranije zabelezena (Yang et al., 2017).

Odbrambeni potencijal P. chlororaphis izlozene PFOA ogledao se i u poja¢anoj produkciji enzima
ukljucenih u razgradnju izohinolinskih jedinjenja, kao i u intenziviranom metabolizmu aromati¢nih
jedinjenja, $to je prikazano u Tabeli 19.
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5. Zakljuéak
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Izuzetna hemijska stabilnost PFAS, koja proistic¢e iz snaznih ugljeniko-fluorovih veza, omogucava im
da opstanu u atmosferi, vodi, zemljiStu i otpadnim vodama gotovo neograni¢eno dugo, §to je tokom
decenija industrijske upotrebe dovelo do globalnog zagadenja zivotne sredine. Izvori ovog zagadenja su
brojni i raznovrsni; od fabrika koje proizvode ili preraduju PFAS jedinjenja i pri tome oslobadaju ove
hemikalije putem industrijskih emisija, prosipanja i ispuStanja nepre¢iS¢enih otpadnih voda, do Siroke
potrosacke upotrebe u tekstilnoj, prehrambenoj, farmaceutskoj i elektronskoj industriji. Krajnja
posledica svega navedenog jeste da se PFAS jedinjenja danas mogu detektovati u izvorima pijace vode,
morskim organizmima, arktickom ledu, pa i u krvi i tkivima ljudi koji nikada nisu bili neposredno
izloZzeni industrijskim izvorima zagadenja. Epidemioloske studije su povezale izlozenost PFAS
jedinjenjima sa nizom S$tetnih zdravstvenih efekata, uklju¢ujuéi hormonske poremecaje, imunosupresiju,
hepatotoksi¢nost i povisen rizik od odredenih vrsta karcinoma. PFOA, kao jedan od najrasprostranjenijih
1 najdetaljnije proucavanih predstavnika ove grupe, detektovana je u povrsinskim i podzemnim vodama,
sedimentima, pa ¢ak i u serumu i majc¢inom mleku ljudi na svim kontinentima. Uprkos globalnim
regulatornim naporima i postepenom povlacenju iz industrijske upotrebe, PFOA i srodni predstavnici
ove grupe i dalje predstavljaju aktuelan i rastu¢ problem za upravljanje vodnim resursima. Razvoj
pouzdanih, efikasnih i skalabilnih metoda remedijacije kontaminiranih voda stoga ima ne samo naucni,
vec 1 neposredan zdravstveni i ekoloski znacaj.

U okviru ove doktorske disertacije su, koriste¢i PFOA kao model jedinjenje, sistematski ispitana tri
komplementarna pristupa remedijaciji voda kontaminiranih PFAS jedinjenjima: adsorpcija, fotokataliza
1 mikrobioloske transformacije. Na taj nacin je formiran sveobuhvatan nau¢ni okvir koji objedinjuje
fizicko-hemijske i bioloske aspekte ove kompleksne problematike.

U prvom istrazivatkom segmentu ispitana je efikasnost adsorpcije PFOA na dva sorbenta, praskastom
aktivnom uglju (K/B) i jonoizmenjivackoj smoli Amberlite IRA 402, primenom cetiri dvoparametarska
izotermna modela: Langmuirovog, Freundlichovog, Temkinovog i Dubinin-Radushkevich modela. Sva
cetiri modela su primenjena sa ciljem razjasnjavanja mehanizma adsorpcije, a ne samo kvantifikacije
kapaciteta. Rezultati su pokazali da Langmuirov model, koji pretpostavlja monoslojnu adsorpciju na
homogenoj povrsini, odgovara eksperimentalnim podacima samo pri niskim koncentracijama PFOA,
dok pri viSim koncentracijama dolazi do znacajnih odstupanja. Ovo ukazuje na to da se adsorpcija ne
odvija isklju¢ivo unutar jednog sloja, ve¢ da postoje sloZenije interakcije na povrSini sorbenta.
Freundlichov model, koji opisuje viSeslojnu adsorpciju na heterogenoj povrsini, pokazao je nesto bolje
slaganje, a vrednosti konstante 1/n (izmedu 0,28 i 0,85) ukazuju na povoljnu adsorpciju, narocito pri
nizim temperaturama, S$to dodatno naglasava heterogeni karakter adsorpcionih mesta. Temkinov model
se pokazao kao najprikladniji za oba sorbenta na svim ispitivanim temperaturama, ukazujuéi na
egzoterman proces i viSeslojnu adsorpciju, dok su vrednosti Dubinin-Radushkevich modela, sa
energijama adsorpcije ispod 8 kJ/mol, potvrdile da dominantni mehanizam predstavlja fizisorpcija.
Generalni zakljucak prvog istraZivackog dela jeste da se adsorpcija PFOA na K/B 1 IRA 402 odvija
primarno putem fizisorpcije, uz viseslojnu adsorpciju na heterogenoj povrsini, pri cemu K/B pokazuje
nesto veci adsorpcioni kapacitet za PFOA u poredenju sa IRA 402. Ovi rezultati ne samo da potvrduju
visok potencijal oba materijala za praktiénu primenu u tretmanu voda kontaminiranih PFAS
jedinjenjima, ve¢ i pruzaju mehanisticki uvid koji je neophodan za racionalni dizajn adsorpcionih sistema
u realnim uslovima.

Drugi segment ovog istrazivanja posvecen je razvoju i karakterizaciji naprednih fotokataliti¢kih
materijala za degradaciju PFOA, sa posebnim fokusom na imobilizovane premaze na bazi TiO2 i rGO-
dopiranog TiO> sintetisane PEO metodom na titanijumskim supstratima. Ovakav pristup je nauc¢no
posebno znacajan jer prvi put demonstrira primenu PEO metode za sintezu imobilisanih fotokatalizatora
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namenjenih razgradnji PFAS jedinjenja, ¢ime se prevazilazi klju¢ni nedostatak suspendovanih
fotokatalitickih sistema, kao $to su otezana Separacija i potencijalno sekundarno zagadenje. Detaljna
fizicko-hemijska karakterizacija pokazala je da svi dobijeni premazi poseduju visoku povrSinsku
homogenost i Cipkaste teksture malih zrna, dok je XPS analiza potvrdila formiranje Ti—O, Ti-C, Ti-O-
C i P-O-Ti veza, $to ukazuje na stvarnu hemijsku interakciju izmedu rGO i TiO2, a ne samo fizicku
mesavinu komponenti. Smanjenje Sirine energetskog procepa sa povecanjem sadrzaja rGO, utvrdeno
difuzionom refleksionom spektroskopijom, direktna je posledica ove interakcije 1 mehanisticki
objasnjava poboljsanu fotoaktivnost. Fotokataliticka aktivnost povecavala se u nizu Ti/TiO2 < Ti/TiO>—
rGO(1) < Ti/TiO2-rGO(10), $to se pripisuje sinergijskom efektu rGO i TiO2, gde rGO deluje kao zamka
za elektrone, smanjuje rekombinaciju elektronsko-supljinskih parova i povecava broj kiseoni¢nih
vakanci koje unapreduju adsorpciju PFOA na povrsini katalizatora. Identifikovani produkti degradacije,
PFHpA, PFHXA, PFPeA i slobodni fluoridni joni, potvrduju da se razgradnja odvija postepenim
skrac¢ivanjem perfluorovanog lanca. Ekotoksikoloski test kojim je utvrdeno smanjenje toksi¢nosti
tretiranih rastvora dodatno podupire prakti¢nu primenjivost ovih materijala.

Tre¢i istrazivacki segment prosirio je dosadasnje razumevanje PFAS jedinjenja u Zivotnoj sredini
sagledavanjem bioloskog aspekta, konkretno, ispitivanjem adaptacionih mehanizama bakterije
Pseudomonas chlororaphis podvrsta aurantiaca pri izlaganju PFOA. Usporeni rast i produZena lag faza
uoceni u kulturama izlozenim PFOA jasni su pokazatelji stresnog odgovora celija. Komparativna
proteomska analiza otkrila je sveobuhvatne promene koje obuhvataju modifikacije u strukturi i funkciji
¢elijske membrane, poremecaje homeostaze gvozda i metalnih jona uopste, kao i promene u centralnim
metaboli¢kim putevima, naro€ito u metabolizmu lipida. Posebno je znacajno povecano formiranje ROS
I aktivacija antioksidativnih odbrambenih mehanizama, $to ukazuje na oksidativni stres kao klju¢nu
komponentu toksi¢nog delovanja PFOA na prokariotske ¢elije. Pored toga, PFOA izaziva promene u
odgovoru virulencije bakterije, Sto ima Sire ekoloSke implikacije kada je re¢ 0 interakcijama
mikroorganizama u kontaminiranim sredinama. Ovi nalazi pruZaju mehanistic¢ki temelj za razumevanje
kako mikroorganizmi prezivljavaju u prisustvu PFAS jedinjenja i mogu posluziti kao polazna osnova za
razvo] biotehnoloSkih strategija remedijacije zasnovanih na mikroorganizmima prilagodenim ili
inZenjerski modifikovanim za razgradnju ovih persistentnih zagadivaca.

Posmatrano u celini, rezultati ove doktorske disertacije formiraju sveobuhvatan doprinos oblasti
remedijacije PFAS jedinjenja iz voda. Adsorpcija na aktivnom uglju i jonoizmenjivackim smolama
potvrdena je kao pouzdana, brzo primenljiva metoda za uklanjanje PFOA, sa jasno definisanim
mehanizmima koji omogucavaju dalje optimizovanje. Za razliku od adsorpcijskih metoda koje
zagadenje prenose sa jednog nosaca na drugi, fotokatalitiCka degradacija primenom rGO-dopiranih TiO>
premaza omogucava stvarnu razgradnju PFOA, a upravo sinergijsko dejstvo izmedu rGO i TiO2
pokazalo se kao klju¢ni faktor koji odreduje ukupnu efikasnost ovog procesa. Bioloska istrazivanja
otvaraju perspektivu mikrobioloSki posredovane remedijacije i ukazuju na kompleksnost interakcija
izmedu PFAS jedinjenja 1 Zivih organizama na molekularnom nivou. Kombinovanje ovih pristupa,
fizicke adsorpcije, hemijske razgradnje i bioloske adaptacije, predstavlja najracionalniji put ka razvoju
integrisanih sistema za tretman voda kontaminiranih PFAS jedinjenjima, koji bi bili primenljivi kako u
komunalnim postrojenjima za pre¢is¢avanje, tako i u remedijaciji industrijski zagadenih lokaliteta.
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