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Intenzivan industrijski razvoj popracen je sve slozenijim sastavom industrijskih otpadnih voda,
koje nastaju tijekom razli€itih proizvodnih procesa. U€inkovita zastita okoliSa i nacela odrzivog
razvoja nalazu potrebu unaprijedenja kvalitete postojeéih te uvodenje novih postupaka obrade
otpadnih voda, kao iznimno vaznog Cimbenika u interakciji ¢ovjeka i okolisa (Gudelj i sur.,
2011). Sintetska bojila €¢ine vaznu skupinu onec¢is¢ujucih tvari u vodi su, jer su slozene strukture
Sto ih Cini stabilnima i teSko razgradivima (Gupta i Suhas, 2009). Bojila se moraju ukloniti iz
otpadnih voda, jer osim $to su toksi¢na, njihova prisutnost uzrokuje vidljivo obojenje vode, §to
dalje utjeCe na prijenos svjetla u vodenim sustavima, kao i nanaruSavanja metaboliCkih procesa
u stanicama mikroorganizama, biljnih i Zivotinjskih organizama prisutnih u ekosustavu (Gupta i
Suhas, 2009). Buduéi da su boje po svojoj prirodi ksenobiotici i teSko razgradive, njihovo
uklanjanje iz otpadnih voda privlaci sve vecu pozornost istraziva¢a koji djeluju u podruéju zastite
okoliS8a. Uklanjanje obojenja ne podrazumijeva uvijek i uklanjanje toksi¢nosti, nepotpuna
razgradnja i nastanak sastojaka ragradnje tu toksi€nost mogu Cak i povecati jer spojevi koji
nastaju razgradnjom boja pridonose mutagenosti tla te podzemnih i povrSinskih voda s kojima
dolaze u dodir (Gudelj i sur., 2011). Podrucja primjene u kojima ¢ovjek dolazi u neposredni dodir
s bojama ponajprije su njihova uporaba u prehrambenoj industriji, izradi ambalaznog materijala
za prehrambene proizvode i proizvodniji lijekova, a vazan je i kontakt preko koze (Gudel; i sur.,
2011). Tradicionalne tehnologije obrade otpadnih voda pokazale su se neucinkovitima u
uklanjaju bojila zbog velike kemijske stabilnosti samih bojila. Razvijen je Sirok raspon metoda za
uklanjanje sintetickih bojila kako bi se smanijio njihov utjecaj na okolis. Neke od metoda su
adsorpcija, mikrobiolo$ka ili enzimska razgradnja, dekolorizacija fotokatalizom i/ili oksidacijskim
procesima. KoriStenje bioadsorbensa za uklanjanje oneciS¢enja priviaCi sve vise paznje, jer
bioadsorbensi esto ukljuCuju materijale klasificirane kao otpad ili nusprodukt razli€itih industrija
bez komercijalne vrijednosti (Forgacsi sur., 2004). Nadalje, bioloSka obrada obojenih otpadnih
voda pomoc¢u mikroorganizama takoder je zanimljiva zbog niskih troSkova procesa, Cesto uz
postizanje potpune mineralizacije oneciS¢uju¢ih tvari uz nastajanje netoksi¢nih produkata
(Gudelj i sur., 2011). U buducnosti se moze ocekivati radirenija primjena kombiniranih tehnika
mikrobioloSke razgradnje i kemijskoffizikalnih tretmana kako bi se poboljSala ucinkovitost
obrade otpadnih voda (Forgacsi sur., 2004). Uklanjanje boja iz otpadnih voda treba nastojati
provoditi radi postizanja: ponovne uporabe procis¢ene otpadne vode, §to je prednost i s
ekoloSkog i sa stajalista ekonomske isplativosti; smanjenja oneciséenja povrsinskih voda;
smanjenja mogucénosti bioakumulacije boja te drugih kemikalija, kojima je popraéena njihova

proizvodnja i primjena u okoliSu (Gudelj i sur., 2011).



2. TEORIJSKI DIO



Tamara Juri¢: Uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina upotrebom razlicitih bioadsorbensa

2.1. BOJILA

2.1.1. Opcéenito o bojilima

Bojila su tvari koje apsorbiraju svjetlost u vidljivom dijelu spektra te su stoga obojene. Imaju
sposobnost bojenja tekstilnih vlakna i drugih materijala manje ili viSe trajno, ulazec¢i s bojanim
materijalom u kemijsku vezu ili vezuCi se fizikalnim silama. Tvar je obojena ako selektivho
apsorbira vidljivo svjetlo, tj.ako apsorbira elektromagnetsko zraCenje stanovitih valnih duljina
izmedu 380 i 760 nm, a propusta ili reflektira elektromagnetsko zracenje ostalih valnih duljina u
tom dijelu spektra (http://tkojetko.irb.hr/documents/16691 2078.pdf).

Bojila se sastoje od 3 funkcionalne grupe:

1. kromofora koji je odgovoran za boju

2. auksokroma (elektron donori ili elektron akceptori supstituenti) koji je odgovoran za intenzitet
boje i doprinosi vecoj topljivosti u vodi,

3. kromogena koji povezuje gore navedene funkcionalne grupe (Christie, 2001).

Najvazniji auksokromi su hidroksilna skupina (-OH), sulfonatna (-SO3zH), karboksilna (-COOH) i
amino (-NHs;) (Lon¢ar, 2012).


http://tkojetko.irb.hr/documents/16691_2078.pdf

2.1.2. Podjela bojila

2. Teorijski dio

Bojila pokazuju zna&ajnu strukturalnu raznolikost pa se mogu klasificirati na vise nacina, kako je

prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Podjela bojila (http://tkojetko.irb.hr/documents/16691 2078.pdf)

Biljnog podrijetla
Indigo

Alizarin

Boja modrog drveta

Podjela prema
materijalu

1. Bojila za tekstil

a) za biljna vlakna

b) za Zivotinjska vlakna
c) za sintetska vlakna
d)za mijeSana vlakna ili
tkanine

2. Bojila za kozu

3. Bojila za papir

4. Bojila za plasticne
mase

5. Bojila za Zivezne
namirnice

6. Bojila za premazna
sredstva

7. Bojila za druge
specijalne svrhe

a) za mikroskopiju

b) za fotografiju

c) za kozmetiku

d) za pirotehniku

e) za farmaceutske
svrhe

f) za kemijske analize
(indikatori)

BOJILA

Prirodna bojila

Zivotinjskog podrijetla

Purpur
KoSenila
Lac-dye

Sintetska bojila

Podjela prema
bojadisarskim zna¢ajkama

1. Bojila topljiva u vodi

a) bazi¢na bojila

b) kisela bojila

c) kiselo-mocilska bojila

d) metal-kompleksna bojila
e) direktna bojila

f) reaktivna bojila

g) leuko-esteri reduktivnih
bojila (indigosoli)

2. Bojila topljiva u alkoholu
3. Bojila netopljiva u vodi
a) reduktivna i sumporna
bojila

b) disperzijska bojila

c) bojila topljiva u mastima i
uljima

d) pigmentna bojila

e) bojeni lakovi

4. Bojila koja se grade na
tekstilnom materijalu

a) naftol-AS-bojila
b)acetatna bojila za razvijanje
c) oksidacijska bojila

d) bojila koja nastaju u
diazotipiji

e) bojila za viSeslojnu
fotografiju u bojama

Podjela prema kemijskoj
konstituciji

. Nitrozo bojila

. Nitro bojila

. Azo bojila

. Stilbenska bojila

. Difenil-metanska bojila

. Di- i triaril metanska bojila
. Ksantenska bojila

. Akridinska bojila

. Kinolinska bojila

10. Metinska i polimetinska
bojila

11. Tiazolna bojila

12. Azinska bojila

13. Oksazinska bojila

14. Tiazinska bojila

15. Sumporna bojila

16. Antrakinonska bojila
17. Indigoidna bojila

18. Amino-ketonska i hidroksi-
ketonska bojila

19. Leuko-esteri reduktivnih
bojila

20. Oksidacijska bojila

21. Reaktivna bojila

22. Ftalocijaninska bojila
23. Metalkompleksna bojila

© 0N OB~ WNPRE
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Paodjela bojila prema kemijskoj strukturi provodi se isklju€ivo prema vrsti osnovnog kromofora u
molekuli, pa razlikuiemo azo | (monoazo, diazo, triazo, poliazo), difenilmetanska,
trifenilmetanska, ksantenska, akridinska, azinska, oksazinska, indigoidna (ll), nitro (lll),
nitrozo, antrakinonska (IV), i druga bojila (Slika 1.)

NT N 0 H
OH = S_ Ne Sy
O Seae e
O
I{azo) ITI (indigo)
OH 8] MNHCH
8] HM™N MNHCHS ),
MO, R )3
IIT (nito) IV (antrakinonska)

Slika 1 Vrste kromofora (http://tkojetko.irb.hr/documents/16691 2078.pdf)

2.1.3. Bazi¢na bojila

Bazi¢na bojila, koja se jo$ nazivaju i kationska bojila, skupina su tesko razgradljivih sintetskih
bojila. Nazivaju se kationska, jer je za njih karakteristicno postojanje pozitivnog naboja unutar
molekule na kromoforu. Otopljena u vodi tvore kationske soli, koje mogu reagirati s anionskim
mjestima na povrSini adsorbensa. U svojoj strukturi posjeduju kationske funkcionalne skupine
poput —NRj3 ili =NRy.. Auksokromi su amino ili alkilamino skupine
(http://tkojetko.irb.hr/documents/16691 2078.pdf).

Kationske boje se uglavnom koriste za bojenje papira, poliakrilonitrila, modificiranog najlona i
poliestera. Medutim, originalno su koriStene za bojenje vune, svile i taninom-

fiksiranin/impregniranih pamuka. Obi¢no se dodaje octena kiselina u otopinu boje da bi se


http://tkojetko.irb.hr/documents/16691_2078.pdf
http://tkojetko.irb.hr/documents/16691_2078.pdf

poboljSalo vezivanje boje za vlakna. Glavne kemijske klase su triariimetanska, cijaninska i

hemicijaninska, tiazinska, oksazinska i akridinska (Lonc&ar, 2012).
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2.1.4. Metilensko modrilo

Metilensko modrilo je €esto koristeno bojilo u industriji tekstila, papira, gume, plastike, koze,
kozmetike, farmaceutskoj industriji i prehrambenoj industriji, pri ¢emu kao rezultat njihovih

aktivnosti nastaju znacajne koli¢ine obojene otpadne vode (Ramesh i sur., 2014).

Metilensko modrilo je bazi¢na anilinska boja kemijske formule C5H1gN3;SCI (Slika 2) Otopljena
u vodi daje tamno plavu otopinu. Nalazi se u obliku zelenomodrog praha ili kristala, metalnog
sjaja. Ubraja su u skupinu fenotiazinskih spojeva te je najvazniji predstavnik bazi¢nih tijazinskih
bojila. Koristi se za bojenje papira te bojenje nov€anica (Ramesh i sur., 2014) riede i za pamuk,
lan, konoplju i kozu. Kao bioloSko boijilo koristi se u mikroskopiji za bojenje bakterija te u
medicini kao antiseptik. Lako se reducira u bezbojan oblik, pa se kao akceptor vodika i kemijski
indikator koristi u kemiji (http://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?ID=40426).

KROMOFOR
(TIAZINSKA SKUPINA)
N
\ Cr
H,C Pz CH,
SN st N
- CH4 - B CHj P
R'Z Y
AUKSOKROM AUKSOKROM

Slika 2 Kemijska struktura metilenskog modrila (Carmo i Ribeiro, 2012).

Metilensko modrilo moze izazvati razliCite Stetne ucinke kao $to su opekline odiju, iritacija
gastrointestinalnog trakta sa simptomima mucnine, povracanja i dijaree. Pored toga moze
uzrokovati i methemoglobinemiju, cijanozu, gr€enje, tahikardiju i dispneju (teSko disanje)
(Hamdaoui i Chiha, 2007).

2.1.5. Utjecaj bojila na okoli$ i zdravlje ljudi

Prisustvo bojila kao oneciScujucih tvari prisutnih u tekstilnim efluentima primjecuje se vec pri
koncentracijama od 1 mg L™ ili manjim. Otprilike 800000 tona boje se proizvodi godi$nje, od

¢ega 40% u Europi (Hessel i sur., 2007). Tijekom procesa bojenja, 2 - 60% od pocetne boje ili
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njenih derivata se ne veze za tekstil i ispusta se kao efluent (Hessel i sur., 2007). Prisustvo boja
u vodenom ekosustavu smanjuje prodiranje sunCevih zraka u dublje slojeve, Cime se
onemogucuije fotosintetska aktivnost, smanjuje kvaliteta vode te smanjuje topljivost plinova. Sve
navedeno za posljedicu ima akutno trovanje flore i faune vodenih ekosustava (Nilsson i sur.,
1993).

Kod ¢ovjeka bojila mogu uzrokovati alergijski dermatitis, iritaciju koze, disfunkciju bubrega, jetre,

mozga, reproduktivnih organa i centralnog Ziv€anog sustava (Mohammed M.A., 2014).

2.1.6. Zakonodavstvo RH

Danas postoji niz zakonskih propisa i regulative koji od proizvodaca zahtjevaju definiranje
Stetnosti svakog proizvoda, ukljuCujuéi njihovu akutnu toksi¢nost, iritabilnost kozZe i o€iju,
toksi¢nost nakon visekratne primjene, fotosenzibilnost, mutagenost, kancerogenost i

teratogenost (Gudelj i sur., 2011).

U Republici Hrvatskoj Pravilnik o graniénim vrijednostima emisija otpadnih voda Prilog 5.
(Grani€ne vrijednosti emisija otpadnih voda iz objekata i postrojenja za proizvodnju i preradu
tekstila) navodi da u povrSinskim vodama i sustavu javne odvodnje ne smiju biti prisutna bojila

(http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013 06 80 1681.html).Osim toga provjeravaju se

fizikalno kemijski, ekotoksikoloSki, organski i anorganski pokazatelji.

Proizvodaci tekstila, odjeée i ostali koji svoje proizvode Zele plasirati na trziSte Europske unije
suoceni su sa zahtjevima jamstva ekolodke prihvatljivosti svojih proizvoda. Ti kriteriji odnose se
na vlakna, procese i kemikalije koji mogu dospjeti na tekstil u proizvodnji, preradi i
oplemenijivanju te na ekoloSke zahtjeve vezane uz ponasanje proizvoda pri upotrebi. Na temelju
ispunjenih tako definiranih zahtjeva stje€e se pravo uporabe EZ-oznake ekoloSke prihvatljivosti

(Zakon o vodama, Uredba o klasifikaciji voda).

U cilju osiguranja Cisto¢e otpadnih voda, zakonskim odredbama ograni¢ena je upotreba
toksi€nih i kancerogenih bojila i kemikalija koje se upotrebljavaju u procesu tekstilnog
oplemenjivanja. U tom smislu Hrvatski sabor je u sijeCnju 2002. godine prihvatio nacionalnu
strategiju zastite okoliSa. S obzirom na oneciS¢enja voda u procesima oplemenjivanja, posebno

teZiSte ekoloskih zahtjeva dano je na te procese i kemikalije (Zakon o vodama, Uredba o


http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_06_80_1681.html
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klasifikaciji voda, Zakon o zastiti okolisa). Zahtjevi vezani uz kemikalije ukljucuju i obvezno

oznacavanje nekom od ovih oznaka definiranih direktivom 67/548/ EEC:

¢ RA40 - grani¢ni znakovi kancerogenog djelovanja

e R45 — moze uzrokovati rak

o R49 — moze izrokovati rak pri udisanju

e R50i R51 - osobito otrovan za vodene organizme
e R53 - moze izazvati dugotrajne nepozeljne ucinke
o R60 — moze Stetiti plodnosti

e R61 — mogudi rizik za trudnocu

e R68 — mogudi rizik ireverzibilnih uc¢inaka (Jurac Z., 2008).

2.2. POSTUPCI UKLANJANJA BOJILA 1Z OTPADNIH VODA

Zahvaljujuéi slaboj biorazgradijivosti sintetskih bojila, konvencionalni postupci bioloSke obrade
otpadnih voda su neucinkoviti kada je rije€ o otpadnim vodama oneciS¢enim ovim bojilima
(Banat i sur., 1996).

Metode prociSc¢avanja obojenih otpadnih voda mogu se podijeliti na fizikalne, kemijske i
bioloske. Medutim, svaka od navedenih metoda ima i prednosti i nedostatake, pa se Cesto

kombiniraju u cilju postizanja boljeg prociS¢avanja (Ghoreishi i Haghighi, 2003).

Fizikalne metode. Naj¢esce su to postupci filtracije, reverzne osmoze, elektrolize i adsorpcije
(Mohammed M.A., 2014). Primjenom fizikalnih postupaka iz otpadne vode se uklanjaju sastojci
bez odvijanja kemijskih reakcija (Gudelj i sur., 2011). Od svih fizikalnih postupaka adsorpcija se
pokazala najucinkovitijom. Aktivni uglijen se pokazao kao najbolji adsorbent za prociS¢avanje
onecid¢enih podzemnih voda, ali i industrijskih efluenata. Nedostatak mu je visoka cijena zbog
troSkova proizvodnje i regeneracije. Upravo zato se pribjegava pronalazenju jeftinijih
adsorbensa poput kitozana, zeolita, ugljena, papirne pulpe i raznih minerala (Rafatullah i sur.,
2010). U zadnje vrileme sve se viSe istrazuje i predlaze upotreba lignoceluloznog

poljoprivrednog i industrijskog otpada kao mogucih jeftinih adsorbensa (Crini, 2006).
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Kemijske metode. Jedna od takoder Cesto primjenjivanih metoda za uklanjanje boje iz
otpadnih voda je upotreba razliCitih koagulanata i flokulanata. Takav proces podrazumijeva
dodavanje sredstava koja induciraju flokulaciju poput iona aluminija (AI*), kalcija (Ca*), ili
Zeljeza (Fe*") u otpadnu vodu. Opéenito, proces je ekonomski prihvatljiv (cijena ovisi o cijeni
kemikalija) te se postize zadovoljavajuc¢e uklanjanje dispergiranih, u vodi netopljivih baijila.
Glavni nedostatak je stvaranje velikih koli€¢ina mulja, koji je problemati¢an za zbrinjavanje. Ne
preporucuje se tretiranje visoko topljivih boja, azo boja, reaktivnih boja, kiselih i luZnatih boja
ovim metodama (Gupta i Suhas, 2009).

Bioloske metode. Ove metode obrade obojenih otpadnih voda sve CeS¢e se koriste, zbog
sposobnosti nekih mikroorganizama da razgrade razliita bojila. BioloSke metode obrade
obojenih otpadnih voda ukljuuju postupke biosorpcije bojila na mikrobnu biomasu, obezbojenje
vode upotrebom razli¢itih gljiva, odn. njihovih enzima i sl. (Mohammed M.A., 2014). KoriStenje
mikroorganizma poput kvasaca, bakterija, gljiva i algi u bioremedijaciji temelji se na njihovoj
sposobnost akumulacije i razgradnje razli¢itih oneciséujucih tvari, ali su Cesto prisutna razli¢ita
tehni¢ka ograni€enja u njihovoj primjeni. BioloSka obrada obojenih otpadnih voda moze se
provoditi aerobno, anaerobno ili kombinirano, ovisno o vrsti i specificnostima mikroorganizama
koji se koriste za obradu (Bhattacharyya i Sharma, 2004).

2.2.1. Adsorpcija

Pojam adsorpcija podrazumijeva sposobnost neke Cvrste tvari zvane adsorbensa da na svojoj
grani¢noj povrsini nakuplja (adsorbira) molekule plina ili otopljene tvari iz otopina (adsorbat)
(Gupta i Suhas, 2009). Razlikujemo dva osnovna tipa adsorpcije na &vrstim tvarima: fizikalnu i
kemijsku. Kod fizikalne adsorpcije sile izmedu &vrstog adsorbensa i molekula adsorbata su
sli¢ne van der Waals-ovim silama, dok je kemijska adsorpcija rezultat puno jacih sila vezivanja
koje se mogu usporediti s onima koje dovode do stvaranja kemijskih spojeva. Adsorpcija se u

ovom slu€aju moze smatrati stvaranjem neke vrste povrSinskog spoja (Gupta i Suhas, 2009).

Jedna od najvaznijih karakteristika adsorbensa je koli¢ina adsorbata koji moze nakupiti na
povrSini, a moze se izraCunati pomoc¢u adsorpcijskih izotermi. Za dobre adsorbense

karakteristi¢no je da imaju vrlo veliku povrsinu.

Neki od najéesce koriStenih adsorbensa u obradi otpadnih voda su:
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e (glina

o silika gel

e aktivni ugljen

e prirodni materijali, poput lignoceluloznih materijala
Osnovni nedostatak procesa adsorpcije, neovisno o tome koriste li se organski ili anorganski
adsorbensi, je taj da je adsorpcija relativno neselektivan proces te se osim bojila na adsorbent
mogu adsorbirati i drugi sastojci prisutni u otpadnoj vodi, §to u konacnici rezultira smanjenjem

postotka uklanjanja bojila (Forgacs i sur., 2004).

2.2.2. Cimbenici koji utjeéu na adsorpciju bojila

Uklanjanje bojila iz otpadnih voda posljedica je djelovanja dva mehanizma: adsorpcije i ionske
izmjene (Slokar i Le Marechal, 1997) i na nju utjeu razni fizikalno-kemijski ¢imbenici poput
interakcije bojila i adsorbensa, veli¢ine povrsine adsorbensa, veli€ine Cestica, temperatura, pH i
vrijeme kontakta (Kumar i sur., 1998). Osim toga adsorpcija bojila ovisi 0 svojstvima samog

bojila kao i kemijskim skupinama na povrsini adsorbensa (Noroozi i sur., 2007).

2.3. LIGNOCELULOZNI MATERIJALI KAO ADSORBENSI

Aktivni uglien je do sada bio najpopularniji adsorbens koristen u obradi otpadnih voda
oneciS¢enih bojilima, ali njegova visoka cijena predstavlja sve veéi problem. Upravo zbog toga
javila se potreba za pronalaskom jeftinijih i dostupnijih adsorbensa. Kada se govori o odabiru i
usporedbi razliCitih adsorbensa, osim njihove ucinkovitosti glavni parametar je upravo cijena.
Jeftinim adsorbensom nazva se tvar koja zahtijeva malu ili neznatnu obradu i moze se naci u
prirodi u velikim koli¢inama (Bailey i sur., 1999), poput primjerice nusprodukata ili otpadnih
materijala raznih industrija koji zahtijevaju odgovarajuéi nacin zbrinjavanja ili skladistenja, ako
se dalje ne mogu iskoristiti. Prema tome, otpadni materijali iz razli€itih industrija i poljoprivrednih
operacija, kao i ostali prirodni materijali koji se mogu upotrijebiti kao bioadsorbensi predstavljaju
potencijalnu ekonomsku alternativu koristenju konvencionalnih adsorbensa (Rafatullah i sur.,
2009).

U ovom radu kao bioadsorbensi su koristeni otpadni lignocelulozni materijali iz drvne industrije
(piljevine topole, bukve i hrasta) i prehrambene industrije (repini rezanci, pivski trop i trop
jabuke).
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Udijeli celuloze i lignina, kao osnovnih sastavnica navedenih bioadsorbensa prikazani su u
Tablici 2.

Tablica 2 Udjeli celuloze i lignina u razli¢itim bioadsorbensima

Adsorbens % Celuloze | % Lignina lzvor
Topola 47,4 22,5 Zeger T.,2012.
Bukva 454 22,7 Zeger T.,2012.
Hrast 38 25 Bednar i Fengel, 1974.
Repini rezanci 22-30 10-15 Spagnuolo i sur., 1997.
Trop jabuke 30 15 Wang i Thomas, 1989.
Pivski trop 20 28 Mussato i sur., 2006.

Celuloza je glavna komponenta drva i €ini 40 - 50% suhe tvari, vodikovim vezama je obavija
hemiceluloza s udjelom 30%, a potporu daje lignin (20 - 30% udjela) ovisno o tipu drva
(Sjostrom, 1993).

Repini rezanci su uglavnom izgradeni od polisaharida (75 - 80 %), pri €emu su osim celuloze i
lignina znacCajne sastavnice jo§ i hemiceluloza (25 - 30%) i pektin (25%) (Spagnuolo i sur.,
1997). Sli€nog sastava je i trop jabuke, koji sadrzi 12% hemiceluloze i 9% pektina (Wang i
Thomas, 1989). Pivski trop, osim celuloze i lignina, u znacajnim koli¢inama (28 - 30%) sadrzi jo$
i druge necelulozne saharide (Mussato i sur., 2006).

Ovi materijali su dostupni u prirodi u velikim koli€inama i mogu se smatrati potencijalnim
adsorbensima zbog svaijih fizikalno-kemijskih karakteristika i niske cijene. Glavna karakteristika
svih otpadnih materijala poljoprivredno/prehrambene industrije je velik broj funkcionalnih

skupina dostupnih za vezanje adsorbata (Slika 3) (Bhatnagar i Sillanpaa, 2010).
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Slika 3 Potencijalna mjesta za kemijske reakcije u celulozi i ligninu (Zeger, 2012).

Upravo zbog velikog udjela celuloze i lignina, kationskim bojilima je dostupan velik broj mjesta

za vezanje s hidroksilnim grupama adsorbensa, koje su vazne za interakciju adsorbata, poput

metilenskog modrila i adsorbensa (Slika 4) (O’Connell i sur., 2008).

Absorbance

200 300 400 500 600 700 800
Valna duljina/nm

Slika 4 GrafiCki prikaz interakcije adosrbensa i adsorbata (Sipponen i sur., 2014).
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2.4. PRIMJENA GLJIVA BIJELOG TRULJENJA ZA OBRADU
OBOJENIH LIGNOCELULOZNIH SUPSTRATA

Obojene otpadne vode je teSko obraditi zbog sintetskog podrijetla i uglavhom aromatske
strukture bojila, $to oteZava njihovu bioloSku razgradljivost (Mohammed M.A., 2014). Koristenje
mikroorganizama za uklanjanje sintetskih bojila nudi znacajne prednosti: proces je relativno
jeftin, pocCetni troSkovi niski, krajnji produkti razgradnje su najceSc¢e netoksicni ili manje toksicni
od pocetnog spoja. UcCinkovitost razgradnje bojila ovisi o kemijskoj strukturi bojila kao i
kapacitetu razgradnje mikroorganizma (Forgacs i sur., 2004). Gljive bijelog truljenja rijetki su
poznati mikroorganizmi koji imaju kompleksne enzimske sustave za razgradnju lignina (van der
Merwe, 2002). One su najceSc¢i organizmi koji uzrokuiju truljenje drveta, jer imaju sposobnost
degradacije i mineralizacije glavnih komponenti drva: celuloze, hemiceluloze i lignina (Sigoillot i
sur., 2012). Enzimi koji sudjeluju u razgradniji lignina i koje gljive bijelog truljenja ekstracelularno
proizvode su lakaza, mangan peroksidaza (MnP) i lignin peroksidaza (LiP). Ovi enzimi znacajni
su kod primjene gljiva bijelog truljenja u bioremedijaciji, gdje su vrlo Cesto koristene vrste
Trametes versicolor i Phanerochaete chrysosporium (Forgacs i sur., 2004).

P.chrysosporium je koriStena za obradu obojenih otpadnih voda, pri Eemu je kroz tjedan dana
doSlo do 99% uklanjanja bojila (Kirby, 1999). Takoder moZe razgraditi i najraSireniju vrstu
komercijalnih boja, azo boje koje su inaCe vrlo teSko razgradljive pomoc¢u mikroorganizama
(Paszczynski i Crawford, 1995). Mehanizam obezbojenja uklju€uje aktrivnost lignin peroksidaze
i Mn-ovisne peroksidaze ili enzima lakaze (Michel i sur., 1991). Istrazivanja su pokazala da je
obezbojenje rezultat aktivnosti sekundarnog metabolizma povezanog s razgradnom
lignolitickom aktivno$cu gljive (Glenn and Gold, 1983).

T. versicolor ekstracelularno proizvodi izvanstaniCne enzime lakazu, mangan peroksidazu,
lignin peroksidazu i celulazu (Tavares i sur., 2005) i moze uspjeSno razgraditi lignin, policiklicke
aromatske ugljikovodike, mjeSavine razli¢itih polikloriranih bifenila i brojne sinteticke boje
(Xavier i sur., 2007).

Tijekom ovog istraZivanja gljiva T. versicolor uzgajana je u uvjetima fermentacije na Cvrstim
nosaCima (eng. Solid-state Fermentation, SSF) na obojenom pivskom tropu (otpadni
lignocelulozni materijal) kao nosacu i supstratu. SSF su procesi koji se provode u odsutnosti
slobodne vode na materijalima koji nisu topljivi i koji djeluju kao fiziCki nosa¢ za mikroorganizme

ili kao izvor hranjivih tvari.
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada bio je istraZiti mogucénosti upotrebe Sest lignoceluloznih otpadnih materijala
(piljevine bukve, hrasta, topole, repini rezanci, pivski trop i jabuéni trop) kao bioadsorbensa za
uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina adsorpcijom. Nakon
provedene adsorpcije, ispitana je mogucnost obezbojenja obojenog pivskog tropa koristenog

kao adsorbensa bioloSkom obradom s gljivom bijelog truljenja T. versicolor.

3.2. MATERIJALI
3.2.1. Adsorbensi

Adsorbensi koristeni u ovom radu su prikupljeni iz drvne (Slika 5) i prehrambene industrije
(Slika 6). Piljevine bukve (Fagus sylvatica L.), hrasta (Quercus robur L.) i topole (Populus alba
L.) donirale su ,Hrvatske Sume d.0.0.“. Repini rezanci nastali preradom Secerne repe dobiveni
su iz tvornice Seéera ,Sladorana Zupanja d.d.“, pivski trop iz pivovare ,OsjeCka pivovara
d.d.“,dok je trop jabuke dobiven s malog obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva koje se bavi
proizvodnjom i preradom jabuka. Svi adsorbensi su suSeni (prvo na sobnoj temperaturi, a zatim
u susSioniku pri 60 °C tijekom 48 sati), samljeveni koridtenjem laboratorijskog mlina (MF10 basic,
IKA Labortechnik, Njemacka) s otvorom ocica 2 mm. Navedeni adsorbensi nisu podvrgnuti
nikakvim kemijskim ili fizikalnim tretmanima prije adsorpcijskih eksperimenata. Kao kontrola je
koriSten aktivni ugljen (SA SUPER 8029-1, Cabot Norit, USA).

Slika 5 Bioadsorbensi podrijetlom iz drvne industrije
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Slika 6 Bioadsorbensi podrijetlom iz prehrambene industrije

3.2.2. Adsorbat

Kao adsorbat je koridteno bojilo metilensko modrilo (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

3.2.3. Mikroorganizam

U eksperimentima kojima je cilj bio istraziti moguc¢nost obezbojena obojenih bioadsorbenasa
bioloSkom obradom, kao radni mikroorganizam koriStena je gljiva bijelog truljenja Trametes
versicolor AG 613 (Culture Collection of Basidiomycetes, Prag, Ceska) (Slika 7).

Slika 7Trametes versicolor AG 613
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3.2.4. Kemikalije

Tijekom rada koristene su sljedec¢e kemikalije:
¢ HCI (Kemika d.d., Zagreb)
¢ NaOH (Kemika d.d., Zagreb)

e krumpirov agar (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milano, Italija)

3.3. APARATURA
3.3.1.Tehnicka i analiticka vaga

U radu su koristene analiticka vaga (CRYSTAL 200 CE, Gibertini, Italija) i tehni¢ka vaga (WPS
1200/S0O, Technik Unitronik, RADWAG, Njemacka).

3.3.2. Laboratorijski mlin

Laboratorijski mlin (IKA Labortechnik, Njemacka) koristen je za usitnjavanje uzoraka, pri ¢emu
je koristeno sito otvora o€ica 2 mm (Slika 8).

Slika 8 Laboratorijski mlin

3.3.3. Inkubator

Adsorpcijski eksperimenti provedeni su u termostatu/inkubatoru (BD 53#04-63769, Binder,

Tuttlingen, Njemacka). Priprema radne mikrobne kulture, kao i fermentacije na <&vrstim
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3. Eksperimentalni dio

nosaCima provedene su u inkubatoru (Termo medicinski aparat, BTEST, Bodalec Havoié,

Zagreb, Hrvatska).

3.3.4. Centrifuga

Centrifugiranje uzoraka provedeno je na centrifugi (Centric 150, Tehtnica, Slovenija).

Slika 9 Centrifuga

3.3.5. Spektrofotometar

Koncentracija bojila odredena je spektrofotometrijski, pomocu UV-VIS spektrofotometra
(SHIMADZU, UV-1700 Pharma Spec., Njemacka) (Slika 10).
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Tamara Juri¢: Uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina upotrebom razli¢itih bioadsorbensa

Slika 10 Spektrofotometar

3.3.6. pH metar

Za mjerenja pH koristen je pH metar (SevenEasy™ pH, Mettler Toledo, Svicarska)
3.3.7. Analizator vlage

Za odredivanje vlage uzoraka korisSten je halogeni analizator viage (Slika 11) (HR73 Moisture

Analyzer” MettlerToledo, évicarska).

Slika 11 Analizator vlage

3.3.8. Autoklav

Sterilizacija staklenki, supstrata te hranjivih podloga provodena je u autoklavu (TIP 7510945,
Sutjeska, Beograd).
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3. Eksperimentalni dio

3.3.9. SusSionik

SuSenje uzoraka provedeno je u suSioniku ST-01/02 (Instrumentaria, Tvornica medicinskih
instrumenata, Zagreb).

3.3.10. Kromametar

Odredivanje boje uzorka provedeno je pomoc¢u kromametra Konica Minolta CR 400 (Konica
Minolta, Osaka, Japan) (Slika 12).

Slika 12 Kromametar Konica Minolta CR 400

3.4. METODE

3.4.1. Sarzni adsorpcijski eksperimenti

Adsorpcijski eksperimenti su provedeni u Erlenmayerovim tikvicama od 250 mL u koje je dodan
1 g adsorbensa i 100 mL vodene otopine bojila metilenskog modrila (adsorbat) koncentracije 15
mg L™ pri konstantnoj temperaturi od 25 °C, pri &emu pH nije pode$avan ve¢ je samo praéen
tijekom eksperimenata. Tikvice su stavljene u inkubator kako bi se osigurala konstatntna
temperatura od 25 °C. Vrijeme kontakta izmedu bioadsorbensa i adsorbata iznosilo je 300 min.
Svakih 30 min su izuzimani uzorci (2 mL uzorka otopine adsorbata iznad adsorbensa) u Cistu
mikro epruvetu, kako bi se pratio postotak uklanjanje bojila u ovisnosti o vremenu kontakta.
Nakon toga uzorci su centrifugirani 5 min na 10 000 g. Dobiveni supernatant (1 mL) koristen je
za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije bojila. Apsorbancija je odredivana pri valnoj
duljini od 665 nm.
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Tamara Juri¢: Uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina upotrebom razlicitih bioadsorbensa

Postotak uklanjanja boijila izracunava se preko sljedece jednadzbe:

100 x (yo —v)

% uklanjanja metilenskog modrila = ”
0

gdje je
Yo podetna koncentracija otopine bojila [mg L]

y koncentracija otopine bojila nakon odredenog vremena [mg L™]

Adsorpcijski eksperimenti kojima je cilj bio istraZiti utjecaj poetne koncentracije bojila, mase
adsorbensa, temperature i promjene pH na postotak uklanjanja metilenskog modrila provedeni
su kao gore opisani eksperimenti, pri ¢emu su koncentracije bojila iznosile 5, 15, 25, 35 i 50
mg L™; mase adsorbensa 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 g; temperature 15, 25 i 35 °C te pH otopine bojila
3,55; 5,531 7,52. Za korekciju pH koristene su 0,1 i 0,05 M otopine HCI i NaOH.

3.4.2. Priprema hranjive podloge i uzgoj inokuluma za uzgoj na
obojenom pivskom tropu kao €évrstom nosacu

Izvagano je 42 g krumpirovog agara i dodano 1000 mL hladne destilirane vode, zagrijano do
vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121 °C kroz 15 minuta. Podloga je ohladena na temperaturu
od 45 °C do 50 "C. Nakon hladenja podloga je dobro promijeSana te razlivena u prethodno
sterilizirane Petrijeve zdjelice. Na podlogu je potom nacijepljen mikroorganizam. Inkubacija je

trajala sedam dana pri 27 °C.

3.4.3. Uzgoj gljive bijelog truljenja T.versicolor u uvjetima fermentacije
na ¢évrstom supstratu (obojeni pivski trop)

Izvagano je 50 g pivskog tropa u staklenke koje su zatim sterilizirane u autoklavu (121 °C; 0,6 —
0,8 bar; 20 min). Nakon hladenja u svaku staklenku je dodano 120 mL vodene otopine
metilenskog modrila koncentracije 50 mg L™ i sve je dobro izmije$ano kako bi se bojilo §to
ravnomjernije raspodjelilo po pivskom tropu. Nakon 24 h odreden je udio vode u tako
pripremljenim uzorcima, koji je iznosio od 62 - 65% za sve uzorke. Obojeni pivski trop u
staklenkama inokuliran je s pet micelijskih diskova (promjera 6 mm) kulture T. versicolor AG 613
izrezanih pomocéu steriinog buSata C&epova s prethodno pripremlienih agarnih plo¢a s
navedenom kulturom starom 7 dana. Sadrzaj staklenki potom je dobro izmijeSan. Svaka

staklenka zatvorena je listom sterilnog papirnatog ubrusa pri¢vrS§éenog gumicom kako bi se
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3. Eksperimentalni dio

osigurali aerobni uvjeti i sterilnost unutar tikvice. AbiotiCke kontrole nisu nacijepliene radnim
mikroorganizmom, ve¢ pripremliene kako je navedeno gore i takoder zatvorene sterilnim
ubrusom. Nakon toga, svaka staklenka je oznaCena i stavljena u inkubator, a inkubacija je

trajala 10, 20 i 30 dana, pri ¢emu staklenke nisu protresane.

3.4.4. Odredivanje udjela vode

Analizator vlage opremljen je vagom i halogenim grijaem koji generira infracrveno zracenje. U
malu aluminijsku posudicu ravnomjerno je rasporeden uzorak (oko 3 g). Odredivanje vilage
temelji se na termogravimetrijskom principu gdje se uslijed zagrijavanja uzorka i isparavanja

vode smanjuje masa uzorka do postizanja konstantne mase kada se proces prekida.

3.4.5. Odredivanje boje uzoraka

Tijekom istrazivanja bioloSkog obezbojenja pivskog tropa pomocu T. versicolor su praéene a*,
b* i L* vrijednosti uzoraka nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije i njihovih pripadajucih abioti¢kih
kontrola (nakon 10, 20 i 30 dana).
Da bi se u potpunosti definirala boja mora se odrediti:

e vrsta boje: crvena, plava, zelena, Zuta; u ovisnosti o prevladavajucoj valnoj duljini,

e zasicenost boje, tj. kroma koja predstavlja intenzitet boje; te reflektiranu ili apsorbiranu

svjetlost.

Mjerenja boje uzoraka provedena su pomocu kromametra Minolta CR 400. Ovakav tip
kromametra mijeri reflektiranu svjetlost s povrSine predmeta. Predmet se postavlja na otvor
mjerne glave promjera 8 mm. U otvoru se nalazi ksenonska lu€na svjetiljka, koja pulsiranjem
baca svjetlost okomitu na povrSinu predmeta. Svjetlost se reflektira, a takvu svjetlost mjeri Sest
jako osjetljivih silikonskih fotocelija. Podatke zapisuje raunalo i izrazava ih u pet razli€itih
sustava (X, Y, Z; Yxy; Lab; LCH; Hunter Lab).

U radu je koristen Lab sustav, koji daje priblizne vrijednosti kao i ljudsko oko.

L* - vrijednosti daju ocjenu je li neSto tamno ili svijetlo. Ako je L* = 0, tada je predmet crn, a ako
je L* = 100, tada je bijel.

a* - vrijednost moze biti pozitivna ili negativna. Ako je pozitivna, tada je rezultat crvena boja; a
ako je negativna, rezultat je zelena boja.

b* - vrijednost moze, takoder biti pozitivha ili negativha. Ako je pozitivna, rezultat je Zuta boja; a

ako je negativna, rezultat je plava boja.
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Tamara Juri¢: Uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina upotrebom razlicitih bioadsorbensa

Ukupna promjena boje (AE) je izraunava se prema jednadzbi:

AE = \J[(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?]

te kao promjena boje (C*ab):

=/ [(4a")? + (4b")7]
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Tamara Juri¢: Uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih otopina upotrebom razli¢itih bioadsorbensa

4.1. UKLANJANJE METILENSKOG MODRILA 1Z VODENIH OTOPINA
ADSORPCIJOM NA RAZLICITE LIGNOCELULOZNE MATERIJALE KAO
BIOADSORBENSE

Bioadsorbensi ispitivani (otpad drvne i prehrambene industrije) u ovom radu odabrani su zbog
svog sastava, Siroke rasprostranjenosti i velikin dostupnih koli¢ina. Kao Sto je ve¢ ranije
navedeno, celuloza kao oshovna sastavnica svih lignoceluloznih materijala je veliki linearni
polimerni lanac, na kojem se nalazi velik broj hidroksilnih funkcionalnih skupina koje su
dostupne za vezanje adsorbata (Klemm i sur., 2002). Za o€ekivati je da ¢e bioadsorbensi s
vecim udjelom celuloze, poput piljevina drveta biti uCinkovitiji pri uklanjanju bojila iz obojenih
otpadnih voda.

Sarzni adsorpcijski eksperimenti pri 25 °C s nepromjenjivom koli¢&inom bioadsorbensa (1 g),
koncentracijom adsorbata od 15 mg L™ i kontaktnim vremenom od 300 min, bez podesavanja
pH, provedeni su kako bi se istraZila mogucénost primjene odabranih lignoceluloznih otpadnih
materijala kao bioadsorbenasa za uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz vodenih
otopina. Postotak uklanjanja metilenskog modrila u ovisnosti o vremenu i bioadsorbensu

prikazan je na Slici 13.

Nakon 300 min postignut je visok stupanj uklanjanja bojila (> 95%) upotrebom svih
bioadsorbensa. Takoder je vidljivo da je uklanjanje bojila vrlo intenzivno tijekom prvih 30 min
provodenja eksperimenta, gdje je za piljevine drveta koje imaju velik udjel celuloze postotak
uklanjanja iznosio vise od 90%. Nakon 30 min intenzitet uklanjanja bojila se smanjuje, ali
postotak uklanjanja raste sve dok ne dode do zasiCenja adsorbensa. To se moze objasniti
intenzivnijom adsorpcijom na vanjskoj povrSini adsorbensa, iza koje slijedi otezana adsorpcija
unutar pora. Tijekom procesa adsorpcije bojila, u poCetku molekule bojila moraju doci do
grani¢nog sloja, proc¢i kroz njega sve do povrSine adsorbensa i na kraju difundirati kroz poroznu
strukturu adsorbensa. Ovaj fenomen zahtijeva relativno dugo kontaktno vrijeme (Malik, 2003).
Najveci postotak uklanjanja bojila nakon 300 min postignut je upotrebom piljevina bukve i topole
te repinih rezanaca i iznosio je 100%. Postotak uklanjanja nakon 300 min za sve ostale
koristene adsorbense, ukljuujuéi i aktivni ugljen koji je sluzio kao kontrola, iznosio je od 86 do
97%.
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4. Rezultati i rasprava

Uklanjanje metilenskog modrila

=—¢=—Piljevina bukve

=@ Repini rezanci

—#—Piljevina hrasta

== Pivski trop

==Trop jabuke

% uklanjanja bojila

—o— Aktivni ugljen

—+==Topola

Slika 13

60
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t/ min

30

Uklanjanje metilenskog modrila adsorpcijom na razli¢ite bioadsorbense

(mbioadsorbensa =1 g, Votopina bojila =15 mg I—-ly Votopina bojila =100 mL, t=25 OC)

Tablica 3 prikazuje promjene pH vrijednosti vodene otopine bojila tijekom provodenja

adsorpcijskih eksperimenta.

Tablica 3 Promjene pH tijekom eksperimenata sa bioadsorbensima

Adsorbens | pH
(m=10) | Metilensko modrilo (y =15 mg L™)
pH oko 6
| Kontaktno vrijeme / min
| 0o | 30 | 60 | 150 | 300
| Pilievina bukve | | 7 |72 | 74 | 74
| Repinirezanci | 62 | 63 | 63 | 63 | 63
| Pilievinahrasta | 55 | 55 | 50 | 50 | 49
| Pivski trop | 60 | 61 | 61 | 61 | 61
| Tropjabuke | 39 | 38 | 38 | 37 | 37
|  Aktivniuglien | 70 | 75 | 76 | 77 | 78
| Pilevinatopole | 78 | 7,7 | 77 | 77 | 77
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Tijekom provodenja ovog dijela istrazivanja nije podeSavana pH vrijednost sustava
bioadsorbens/otopina adsorbata, jer se pokusala ispitati u¢inkovitost bioadsorbensa uz njegove
minimalne promjene. pH nije odrzavan konstantnim tijekom eksperimenata, ve¢ je samo praéen,
ali nije zabiliezena veéa promjena pH tijekom provodenja eksperimenata neovisno o
upotrijeblienom bioadsorbensu. pH je ovisno o bioadsorbensu iznosio od 3,7 — 7,8. Najvedi
postotak uklanjanja bojila postignut je primjenom piljevina topole i bukve kao adsorbensa, pri
¢emu je pH sustava iznosio 7,4 - 7,7.

IstraZivanja koja su proveli Batzias i Sidiras (2007) pokazala su da negativho nabijene
funkcionalne skupine na povrsini bioadsorbenasa pogoduju adsorpciji kationskih bojila, kao sto
je metilensko modrilo. Adsorpcijski kapacitet ukazuje da porastom pH dolazi do poboljSanja
adsorptivnih svojstava materijala. Slabija adsorpcija metilenskog modrila u kiselom pH rezultat
je prisustva suviska H* iona koji se natjeGu za adsorpcijsko mjesto s kationom bojila. Kako pH
sustava raste broj pozitivno nabijenih skupina se smanjuje, dok se broj negativno nabijenih
skupina povecéava. Negativho nabijene skupine su podloZnije adsorpciji kationa bojila zbog
elektrostatskih privliacenja.

Nakon provodenja ovog dijela istrazivanja iz svake skupine bioadosrbensa, ovisno o podrijetlu,
odabran je jedan za daljnja istrazivanja. 1z skupine otpada drvne industrije koriStena je piljevina
topole, a iz prehrambene industrije pivski trop. Svi daljnji eksperimenti provedeni su koristenjem

ova dva bioadsorbensa.

42. UTJECAJ KONCENTRACHE BOJILA NA POSTOTAK
UKLANJANJA METILENSKOG MODRILA [Z VODENE OTOPINE
ADSORPCIJOM NA PIVSKI TROP | PILJEVINU TOPOLE KAO
BIOADSORBENSE

Kako bi se istrazio utjecaj koncentracije bojila na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz
vodene otopine adsorpcijom, provedeni su eksperimenti sa sljede¢im koncentracijama bojila: 5,
15, 25, 35 50 mg L™. Rezultati su prikazani na Slikama 14 i 15.

Iz Slika 14 i 15 vidljivo je da se ucinkovitost uklanjanja bojila povecava smanjenjem
koncentracije bojila kod oba bioadsorbensa. Sto je manja koncentracija bojila ono ée se
uCinkovitije ukloniti. PoCetna koncentracija adsorbata ima vaznu ulogu, jer konstantna masa
adsorbensa mozZe adsorbirati samo odredenu koli¢inu adsorbata. Sto je veca koncentracija
onecidc¢ujucih tvari (adsorbata) u otpadnoj vodi, manji je volumen vode koji odredena masa

adsorbensa moze progcistiti (Khattri i Singh, 2009.).
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4. Rezultati i rasprava

Pri koncentraciji 5 m gL™postotak uklanjanja metilenskog modrila iznosio je 100% za oba
upotrijebliena bioadsorbensa. Topola se pokazala u€inkovitijim bioadsorbensom, jer je potpuno
uklanjanje bojila postignuto i pri koncentracijama 15 i 25 mg L™. Najvece se razlike u postotku
uklanjanja za oba adsorbensa vide u prvih 30 min provodenja eksperimenta, da bi nakon 300
min postotak uklanjanja za svaki adsorbens bio gotovo isti, neovisno o povecanju koncentracije
adsorbata. Navedeno je u skladu s istraZivanjima koja su proveli Khattri i Singh, 2009. i koja su
pokazala da adsorbens ima odredeni broj adsorpcijskih mjesta na koje se mozZe vezati bojilo te
nakon Sto dode do zasi¢enja tih mjesta, adsorpcija prestaje bez obzira na preostalu koli€inu

bojila.

Utjecaj koncentracije metilenskog modrila - pivski trop
100 ———

90 ;.—-7/'_-/.
5 e~

£ 70 -
g 60 Y/ —o—5 mg/L
g 50 —=—15mg/L
‘;‘:’ 40 25 mg/L
c,\3 30 35 mg/L
20 - =50 mg/L
10 A
0 T T T T T T T T T )

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
t/ min

Slika 14 Utjecaj koncentracije metilenskog modrila na postotak njegova uklanjanja iz vodene
otopine adsorpcijom na pivski trop (Mpyski rop =19, Vojia = 5, 15, 25, 35, 50 mg L™, Voropina bojia =
100 mL, t =25 °C)
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Utjecaj koncentracije metilenskog modrila - topola
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Slika 15 Utjecaj koncentracije metilenskog modrila na postotak njegova uklanjanja iz vodene
otopine adsorpcijom na piljevinu topole (Myiyski trop =19, Viojia = 5, 15, 25, 35, 50 mg L™, Vopina bojia
=100 mL, t =25 °C)

4.3. UTJECAJ MASE ADSORBENSA NA POSTOTAK UKLANJANJA
METILENSKOG MODRILA [Z VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA
PIVSKI TROP | PILJEVINU TOPOLE KAO BIOADSORBENSE

Kako bi se istrazio utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz
vodene otopine, provedeni su eksperimenti sa razliitim masama adsorbensa: 0,5; 1; 1,51 2 g.
Iz rezultata istraZivanja prikazanih na Slikama 16 i 17 vidljivo je da se utjecaj mase adsorbensa
na postotak uklanjanja moze uociti samo u poCetnim fazama eksperimenta (prvih 30 min), sto je
osobito uodljivo kada je kao bioadsorbens koriStena topola. U prvim fazama eksperimenata
postotak uklanjanja kontinuirano raste od 87 do 100%, pove¢anjem mase adsorbensa od 0,5 do
2 g. U kasnijim fazama eksperimenta (nakon 200 min) postignuto je potpuno uklanjanje bojila
(100%) neovisno o koristenoj masi adsorbensa. Slini rezultati dobiveni su i primjenom pivskog
tropa kao bioadsorbensa. Izuzetak je eksperiment s 1 g pivskog tropa kao bioadsorbensom, koji

ne slijedi ovaj trend.
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4. Rezultati i rasprava

Sastav piljevine topole i pivskog tropa koji uklju€uje celulozu, hemicelulozu i lignin sadrzi velik
broj OH" skupina koje igraju vaznu ulogu u adsorpcijskim procesima (O'Connell i sur., 2008).
Molekule kationskih bojila poput metilenskog modrila, u vodenim otopinama disociraju na
pozitivno nabijene komponente i adsorbiraju se na mjesta za vezanje (hidroksilne skupine)
adsorbensa. Fenomen povecéanja postotka uklanjanja metilenskog modrila s poveéanjem mase

adsorbensa mozZe se objasniti ve¢im brojem adsorpcijskih mjesta (Selvaraj et al., 2003).

Utjecaj mase adsorbensa - pivski trop
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100 _W
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Slika 16 Utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene
otopine adsorpcijom na pivski trop (Mpisirop = 0,5; 1, 1,5; 2 9, Vojia= 15 Mg L, Votopina bojia = 100
mL, t =25 °C)
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Utjecaj mase adsorbensa - topola
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Slika 17 Utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene

otopine adsorpcijom na piljevinu topole (Mpoia = 0,5; 1, 1,5; 2 9, Yhojia = 15 Mg L, Votopina bojila =
100 mL, t =25 °C)

4.4. UTJECAJ TEMPERATURE NA POSTOTAK UKLANJANJA
METILENSKOG MODRILA [Z VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA
PIVSKI TROP | PILJEVINU TOPOLE KAO BIOADSORBENSE

Kako bi se ispitao utjecaj temperature na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodenih
otopina adsorpcijom na pivski trop i piljevinu topole kao bioadsorbense, provedeni su Sarzni
adsorpcijski eksperimenti pri temperaturama 15, 25 i 35 °C.

Iz rezultata dobivenih ispitivanjem i prikazanih na Slikama 18 i 19 je vidljivo da promjenom
temperature nije doslo do znacajnijeg smanjenja ili povec¢anja postotka uklanjanja bojila nakon
300 min za oba bioadsorbensa. Razlike u postotku uklanjanja opet se najbolje mogu vidjeti u
prvih 30 min eksperimenta, pri ¢emu je ova razlika najve¢a, odnosno uklanjanje je

najucinkovitije pri 15 °C za oba bioadsorbensa.
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Utjecaj temperature - pivski trop
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Slika 18 Utjecaj temperature na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene otopine
adsorpcijom na pivski trop (mpivski rop = 1 0, Vbojila= 15 Mg L_11 Votopina bojia = 100 mL, t =15, 25, 35
OC)

Utjecaj temperature - topola
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Slika 19 Utjecaj temperature na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene otopine
adsorpcijom na piljevinu topole (Mpoia = 1 9, Vbojia = 15 Mg L™ Votopina bojila = 100 mL, t = 15, 25,
35°C)
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45. UTJECAJ pH NA POSTOTAK UKLANJANJA METILENSKOG
MODRILA 1Z VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA PIVSKI TROP |
PILJEVINU TOPOLE KAO BIOADSORBENSE

Utjecaj pH na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodenih otopina ispitan je pri nativnom
pH vodene otopina bojila 15 mg L™ bez pode$avanja, koji je iznosio 5,53 te pH vrijednostima
3,551 7,52. Rezultati su prikazani na Slikama 20 i 21. Istrazivanja drugih autora pokazaju da pH
vodenog okolisa znacajno utjeCe na uklanjanje oneciS¢ujucih tvari iz vodenih otopina (otpadnih
voda) adsorpcijom te da promjena pH utjeCe na adsorpcijski proces preko disocijacije
funkcionalnih skupina adsorbata i adsorbensa (Khattri i Singh, 2009.). Kada je kao
bioadsorbens koriStena topola, nije uodena znacajnija razlika u postotku uklanjanja bojila,
ovisno o pH vodenog okoliSa. NeSto znacajnija razlika uoCena je kada je kao bioadsorbens
koriSten pivsKki trop, pri ¢emu je pri nizem pH postignut manji postotak uklanjanja bojila, sto je
posebno uogljivo u prvih 30 min provodenja eksperimenta. Ovo je u skladu s istrazivanjima koja
su proveli Kavitha i Namasivayam (2007) i koja su pokazala da vec¢a koncentracija H* iona pri
nizem pH dovodi do njihova natjecanja s kationskim mjestom metilenskog modrila za
adsorpcijsko mjesto adsorbensa. | istrazivanja drugih autora pokazala su da se postotak
uklanjanja metilenskog modrila uglavnom povecava s povecanjem pH vrijednosti vodenog
okoliSa (Gupta et al., 2004; Singh et al., 2003; Janos, 2003).
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Slika 20 Utjecaj pH na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene otopine adsorpcijom
na pivski trop(Mpivski rop = 1 9, Vbojia = 15 Mg L Votopina bojia = 100 mL, t = 25 °C, pH 3,55; 5,53 i
7,52)
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Slika 21 Utjecaj pH na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodene otopine adsorpcijom
na piljevinu topole (Mpoia = 1 9, Yhojila = 15 Mg L Votopina bojia = 100 mL, t = 25 °C, pH 3,55; 5,53
i 7,52)

4.6. BIOLOSKA OBRADA OBOJENOG PIVSKOG TROPA POMOCU
GLJIVE BIJELOG TRULJENJA T. versicolor

Nakon uklanjanja bojila iz otpadnih voda adsorpcijom na otpadne lignocelulozne materijale,
zaostaje obojeni materijal koji se mora zbrinuti na odgovarajuci nacin. Adsorpcija bojila je
ekonomiCan pristup obradi otpadnih voda (Gupta i Suhas, 2009), ali uklanjanje bojila
adsorpcijom iz efluenta ne uklanja bojilo iz okoliSa (Kadam i sur., 2013a i Kadam i sur., 2013b).
Bojilo je joS uvijek je prisutno u okoliSu, jer je adsorbirano na supstrat. Fermentacija na ¢vrstim
nosaCima nudi uklanjanje adsorbiranog bojila na poljoprivrednom otpadu i osigurava potpuno
uklanjanje bojila (Nigam i sur., 2000). Kako bi se istrazila moguc¢nost daljnjeg uklanjanja bgjila,

odn. njegove razgradnje pomoc¢u mikroorganizama s ciliem dobivanja netoksi¢nog otpada koji
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se moze zbrinuti bez negativnih utjecaja po okoli§, proveden je uzgoj gljiva bijelog truljenja P.
chrysosporium i Coriolus versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima, gdje je kao
nosac/supstrat koristen pivski trop obojen metilenskim modrilom. Ove gljiveodabrane su zbog
proizvodnje ekstracelularnih enzima koji sudjeluju kako u razgradniji lignoceluloznih sastavnica
(smanjujuéi na taj nacin volumen otpada), tako i u razgradnji sintetskih bojila do netoksi¢nih

razgradnih produkata.

Na Slikama 22, 23 i 24 su prikazani uzorci obojenog pivskog tropa nakon 10, 20 i 30 dana
fermentacije pomoc¢u Trametes versicolor u odnosu na odgovarajuée abiotiCke kontrole (nakon
10, 20 i 30 dana). Usporedbom abioti¢ke kulture i fermentiranog uzorka vidljivo je obezbojenje
ve¢ nakon 10 dana, dok nakon 30 dana dolazi do gotovo potpunog obezbojenja fermentiranog

uzorka.

My ~ W w

Slika 22 Izgled abioti¢ke kontrole i obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa nakon 10 dana
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Slika 23 Izgled abioti¢ke kontrole i obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa nakon 20 dana

Mgy~

Slika 24 1zgled abioti¢ke kontrole i obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa nakon 30 dana

Slika 25 prikazuju rezultate dobivene kromametrijskim odredivanjem boje fermentiranih uzoraka
nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije i njihovih pripadajucih abioti¢kih kontrola. Iz grafa je vidljiv
kontinuirani porast ukupne promjene boje i promjene intenziteta boje fermentiranih uzoraka u
odnosu na abioti¢ku kontrolu nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije, kao rezultat obezbojenja

uzorka obojenog pivskog tropa pomocu T. versicolor.
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14

12

10

mAE

mC*ab

10. dan fermentacije ~ 20. dan fermentacije ~ 30. dan fermentacije

Slika 25 Ukupna promjena boje i intenziteta boje fermentiranih uzoraka u odnosu na abioti¢ku

kontrolu nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije
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Na temelju provedenog istrazivanja moguce je izvesti sliedece zakljucke:

Postotak uklanjanja metilenskog modrila iz vodenih otopina adsorpcijom na otpadne
lignocelulozne materijale kao bioadsorbense bio je vec¢i od 90% za svih Sest ispitivanih
materijala, koji su ukljucivali otpadni materijal iz drvne industrije (piljevine bukve, hrasta i topole)

i prehrambene industrije (repini rezanci, trop jabuke i pivski trop).

Uklanjanje bojila bilo je vrlo intenzivno u prvim fazama eksperimenta (prvih 30 min), pri ¢emu se
po ucinkovitosti istiCu piljevine topole (97%) i bukve (91%). Nakon 300 min doslo je do potpunog
uklanjanja metilenskog modrila (100%) kada su kao bioadsorbensi koristene piljevine topole i
bukve te repini rezanci. Postotak uklanjanja bojila postignut nakon 300 min koridtenjem ostalih

adsorbensa, ukljuujuéi i aktivni ugljen, iznosio je od 86 do 96%.

Pilievina topole i pivski trop pokazali su se najpogodniji za daljnja istrazivanja, pri ¢emu je
ispitan utjecaj poCetne koncentracije bojila, mase adsorbensa, temperature i pH na postotak

uklanjanja metilenskog maodrila.

Za oba koriStena bioadsorbensa uoCena je razlika u postotku uklanjanja bojila za razliCite
koncentracije bojila u prvih 30 min eksperimenta, pri éemu je veéi postotak uklanjanja postignut
pri manjim koncentracijama bojila (5 i 15 mg L™). Pri koncentraciji 5 mg L™ postotak uklanjanja
metilenskog modrila iznosio je 100% za oba upotrijeblijena bioadsorbensa. Nakon 300 min,
postotak uklanjanja za svaki adsorbens bio je gotovo isti, neovisno o povecanju koncentracije

adsorbata.

Utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja bojila moze se uociti samo u pocéetnim fazama
eksperimenta (prvih 30 min), $to je osobito uocljivo kada je kao bioadsorbens koriStena topola.
U prvim fazama eksperimenata postotak uklanjanja kontinuirano raste od 87 do 100%,
povecanjem mase adsorbensa od 0,5 do 2 g. U kasnijim fazama eksperimenta (nakon 200 min)

postignuto je potpuno uklanjanje bojila (100%) neovisno o koridtenoj masi adsorbensa.

Povecanjem temperature provodenja adsorpcijskih eksperimenta od 15 do 35 °C nije doslo do
znacajnijeg povecanja ili smanjenja brzine i postotka uklanjanja bojila za oba koristena
bioadsorbensa. Razlike u postotku uklanjanja najbolje se mogu uoc€iti u prvih 30 min
eksperimenta, pri Cemu je ova razlika najvec¢a, odnosno uklanjanje je najucinkovitije pri 15 °C za

oba bioadsorbensa.
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Nije uoCena znacajnija razlika u uklanjanju metilenskog modrila u ovisnosti o pH vrijednosti
vodenog okoliSa kada je kao bioadsorbens koristena topola. NeSto znacajnija razlika uocena je
kada je kao bioadsorbens koristen pivski trop, pri ¢emu je pri nizem pH postignut manji postotak

uklanjanja bojila, sto je posebno uocljivo u prvih 30 min provodenja eksperimenta.

BioloSkom obradom pivskog tropa obojenog metilenskim modrilom pomocéu gljive bijelog
truljenja T. versicolor uzgajane u uvjetima fermentacije na Cvrstim nosaCima doSlo je do
vizualnog smanjenja intenziteta boje, odn. obezbojenja u fermentiranim uzorcima u odnosu na
abioticku kontrolu. Rezultati mjerenja pokazali su kontinuirani porast ukupne promjene boje i
promjene intenziteta boje fermentiranih uzoraka u odnosu na abiotiCku kontrolu nakon 10, 20 i
30 dana fermentacije, kao rezultat obezbojenja uzorka obojenog pivskog tropa pomocu T.

versicolor.
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Prilog 1 Bazdarna krivulja za odredivanje koncentracije metilenskog modrila
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Prilog 2 Apsorpcijski spektri metilenskog modrila snimani pri razli€itim pH vrijednostima
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