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1. UvVOoD



Katarina Petrinovié: Uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih otopina upotrebom razli¢itih bioadsorbensa

Otpadne vode iz industrija koje ukljucuju primjenu razli¢itih bojila predstavljaju veliki
ekoloski problem. One Cesto sadrze razliite organske spojeve Cija je prisutnost u okoliSu
takoder nepozeljna, te se ne mogu ispustiti u okolis bez prethodne odgovarajuce obrade.
Upotrijebljena voda opterecena otpadnim organskim i anorganskim tvarima ispusta se u
razli¢ite prirodne prijamnike (recipijente): vodotoke, jezera ili mora. Prisutne onecis¢ujuce
tvari ugroZavaju bioloSku ravnotezu vodenih ekosustava i mogu dovesti u pitanje njihov

opstanak.

Sintetska bojila predstavljaju skupinu spojeva, koji su po svojoj prirodi ksenobiotici te imaju
nepozeljan utjecaj kako na okoli$ tako i na ljudsko zdravlje. Bojilo se moZe definirati kao tvar
koja daje boju supstratu na koji je aplicirana. Organska sintetska bojila, koja se najéesce
koriste, ¢esto su vrlo otporna na djelovanje mikroorganizama, svjetla ili temperature te se
primjenom konvencionalnih procesa obrade obojenih otpadnih voda ne postize
zadovoljavajuca ucinkovitost njihova uklanjanja (Wang i sur., 2008.). Jedno od najpoznatijih
bazi¢nih (kationskih) bojila je malahitno zelenilo, koje se tradicionalno koristilo za bojanje
koZe, papira i svile, dok je u novije vrijeme svoju znacajnu primjenu pronaslo kao bojilo u

mikrobiologiji i forenzici.

Neki od ciljeva uklanjanja bojila iz otpadnih voda su: ponovna uporaba prociséene otpadne
vode, Sto je prednost i s ekoloskog i sa stajaliSta ekonomske isplativosti; smanjenje
oneciséenja povrsinskih voda; smanjenje bioakumulacije bojila te drugih kemikalija, kojima je

popracéena njihova proizvodnja i primjena u okolisu; itd. (Gudelj i sur., 2011.).

IstraZivane su i razvijene razlicite fizikalne, kemijske i bioloSke metode uklanjanja bojila iz
otpadnih voda, ali su tek neke od njih nasle svoju primjenu u realnim sustavima, poput
tekstilne industrije ili industrije papira (Ghoreishi i Haghighi, 2003.). Adsorpcija je svakako
jedna od najéeSce koristenih i najucinkovitijih metoda, jer upotrebom odgovarajuéeg
adsorbensa daje efluent odgovarajuée kakvoée za ispust u prijemnik. Pri tome je najcesce
koristeni adsorbens aktivni ugljen, ¢ija primjena ukljuuje visoku cijenu. Kao alternativa
upotrebi aktivnog ugljena i ostalih skupih konvencionalnih adsorbensa, u novije se vrijeme
istrazuje mogucnost primjene otpadnih lignoceluloznih materijala kao jeftinih

bioadsorbensa.
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2.1. SINTETSKA BOIJILA

2.1.1. Opcenito o bojilima

Bojila su tvari koje apsorbiraju svjetlost u vidljivom dijelu spektra, a imaju sposobnost
bojenja razli¢itih materijala poput tekstila, krzna, koZe, papira, polimernih materijala,
Ziveznih namirnica, farmaceutskih preparata i sl. Bojila ulaze u materijal, tvore s njim
kemijsku vezu, vezu se privlacnim silama ili unutar materijala tvore netopljive spojeve. Neka
tvar pokazuje obojenost ako apsorbira dio svjetlosti koja na nju pada, dok njezina boja ovisi o
preostalom dijelu svjetlosti koji se propusta ili reflektira. Njihova boja posljedica je apsorpcije
svjetlosti iz vidljivog dijela spektra, odnosno svjetlosnih valova valnih duljina od 380 do 760

nm (http://tkojetko.irb.hr/documents/16691 2078.pdf). Zajednicko kemijsko svojstvo svih

tvari koje pokazuju obojenost je nezasi¢enost veza u strukturi njihove molekule (Gudelj i sur.,
2011.). Obojenost ovisi o broju i razmjesStaju dvostrukih veza i kromofora, odnosno o
kemijskoj strukturi tvari. Svako bojilo mora u molekuli sadrzavati kromofornu skupinu koja je
nosilac boje (karbonilna —C=0, etilenska —C=C—, nitrozo-skupina —N=0, azo-skupina —N=N-) i
auksokromnu skupinu (-OH, —NH,, —SO3H, —COOH) koja omogucuje vezanje bojila za
podlogu. Spoj kromofora i auksokroma zove se kromogen (Pervan i sur., 2006.). Vecina

organskih sintetskih bojila ima aromatsku strukturu benzenskog i/ili naftalenskog tipa.

2.1.2. Podjela bojila

Sva bojila mogu se prema podrijetlu podijeliti na prirodna i sintetska (Gudelj i sur., 2011.).
Prirodna bojila, iako dugo poznata, danas se malo koriste zbog njihove slabije uinkovitosti i
visoke cijene. Dobivaju se uglavnom iz korijenja, kore ili lis¢a biljaka te iz razliCitih insekata.
Sintetska bojila dobivaju se kemijskom sintezom, ucinkovitost im je visoka, a cijena relativno

niska u usporedbi s prirodnim bojilima.

Prema karakteru auksokromne skupine bojila se dijele na kisela, bazi¢na, supstantivna,
redukcijska, disperzijska, reakcijska; dok se prema kromofornim skupinama dijele na azo-
bojila, nitro-bojila, antrakinonska, azinska, oksazinska, stilbenska, sumporna, trifenil-

metanska bojila i dr. (http://enciklopedija.lzmk.hr/clanak.aspx?id=44848).
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2. Teorijski dio

2.1.3. Utjecaj sintetskih bojila na okolis i zdravlje ljudi

Bojila su izrazito sloZene strukture i izrazene postojanosti s obzirom na djelovanje svjetlosti,
promjene temperature, djelovanje detergenata. U okoliSu se teSko razgraduju i gube
obojenost te ih je nuzno ukloniti prije ispustanja u okoli§ (Gudelj i sur., 2011.). Proces
uklanjanja takvih sloZzenih spojeva dugotrajan je i sloZzen. Uklanjanje obojenja ne
podrazumijeva uvijek i smanjenje toksi¢nosti. Nepotpuna razgradnja i nastanak jos toksi¢nijih
razgradnih spojeva ¢ine dodatan problem (Eichlerova i sur., 2007.). Spojevi koji nastaju
razgradnjom bojila mogu smanjiti prodiranje svjetlosti u vodu $to rezultira smanjenom
koncentracijom kisika u vodotocima. Sama bojila djeluju toksi¢no i Stete flori i fauni

vodotoka (Saratale i sur., 2011.). Mnoga bojila imaju mutageni i kancerogeni ucinak na ljude.

2.1.4. Malahitno zelenilo

Malahitno zelenilo je bazi¢no organsko bojilo trifenilmetanskoga reda. Trifenilmetanska ili
triarilmetanska bojila derivati su trifenilmetana gdje su atomi vodika triju arilnih skupina
supstituirani s amino, hidroksilnim ili sulfonskim skupinama. Bojila iz ove skupine ¢ine 30-
40% od ukupne potrosnje svih bojila, a najéesc¢e se upotrebljavaju u tekstilnoj industriji, u
biologiji i medicini kao indikatori, u industriji papira i koZe, za bojenje plastike, benzina,
lakova, masti, ulja i voskova te u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji (Ogugbue, 2011.,

Azmi, 1998.).

Formula malahitnog zelenila je [C¢HsC(Ce¢HsN(CHs),),]Cl (Slika 1). Malahitno zelenilo je
kristalni prah metalnog sjaja i boje nalik na mineral malahit (Slika 2). Upotrebljava se u
tekstilnoj industriji za bojenje svile, koze, pamuka, vune i jute. Takoder se koristi i kao
prehrambeni aditiv, te kao fungicid i baktericid. Osim S$to negativho utje¢e na okolis,
generalno se smatra toksi¢nim i kancerogenim, buduéi da produkti njegove razgradnje
pokazuju mutageno djelovanje (Cheriaa, 2012.). Vrlo je otrovan za stanice sisavaca te moze
uzrokovati tumor bubrega kod miseva i reproduktivne probleme u kuniéa i riba (Anbia i sur.,
2011.). Stovide, malahitno zelenilo ima $tetne ulinke na jetru, bubrege, crijeva i spolne
Zlijezde vodenih organizama (Srivastva i sur., 2004.). Osim kancerogenosti, u ljudi moze
izazvati i iritaciju gastrointestinalnog trakta udisanjem ili gutanjem (Garg i sur., 2004.). U

kontaktu s koZzom izaziva iritaciju popracenu crvenilom i boli.
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Slika 1 Strukturna formula malahitnog zelenila

Slika 2 Kristal malahit: http://www.crystalvaults.com/crystal-encyclopedia/malachite
[2.11.2014.]

2.1.5. Zakonska regulativa

Danas postoji cijeli niz zakonskih propisa kojima se od proizvodaca zahtijeva definiranje
Stetnosti svakog proizvoda, njegove toksi¢nosti, iritabilnost koze i ociju, fotosenzitivnost,

mutagenost i slicno (Gudelj i sur., 2011.).

Prema regulativi Europske zajednice REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals), sve kemikalije koje se proizvode, stavljaju u promet i uporabljuju
moraju biti registrirane, neovisno o tome smatraju li se opasnima ili neopasnima (Gudel;j i

sur., 2011.).


http://www.crystalvaults.com/crystal-encyclopedia/malachite
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Proizvodaci tekstila, odjece i ostali koji svoje proizvode Zele plasirati na trziste Europske unije
suoceni su sa zahtjevima jamstva ekoloske prihvatljivosti svojih proizvoda. Ti kriteriji odnose
se na vlakna, procese i kemikalije koji mogu dospjeti na tekstil u proizvodnji, preradi i
oplemenjivanju te na ekoloske zahtjeve vezane uz ponaSanje proizvoda pri upotrebi. Na
temelju ispunjenih tako definiranih zahtjeva stjeCe se pravo uporabe EZ-oznake ekoloske

prihvatljivosti (Zakon o vodama, Uredba o klasifikaciji voda) (Jurac i sur., 2008.).

Tijekom zadnjih nekoliko godina u brojnim su zemljama postavljeni zakonski uvjeti u vezi
zbrinjavanja obojenih otpadnih voda. Oni se neprestano poostravaju i zahtijevaju
prociS¢avanje otpadnih voda koje sadrze organska sintetska bojila do stupnja koji je u skladu

s ekoloSkom prihvatljivos¢u (Gudelj i sur., 2011.).

U Republici Hrvatskoj Pravilnik o grani¢nim 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, [5.11.2014.]).

Osim toga provjeravaju se fizikalno kemijski, ekotoksikoloSki, organski i anorganski

pokazatelji.

2.2. POSTUPCI UKLANJANJA BOJILA 1Z OTPADNIH VODA

vvvvv

industrije papira, prehrambene industrije, kozarske industrije, kozmeticke i farmaceutske
industrije, itd. Uklanjanje bojila iz otpadnih voda otezano je kako zbog njihove dobre
topljivosti, tako i zbog veé spomenute postojanosti, odnosno foto- i termo-stabilnosti, kao i

teske biorazgradljivosti.

Postoji velik broj metoda koje se koriste za obradu otpadnih voda opterec¢enih organskim
bojilima i koje se mogu podijeliti na fizikalno-kemijske i bioloske metode uklanjanja bojila.
Vrlo cesto su sintetska bojila prisutna u industrijskim otpadnim vodama otporna na
razgradnju (uklanjanje) pomoc¢u mikroorganizama, stoga su u realnim sustavima najcesce
primjenjivane metode fizikalno-kemijske metode, poput adsorpcije, koagulacije i flokulacije,
oksidacije s klorom, ozonom ili vodikovim peroksidom, elektrolize, redukcije, elektrokemijske
obrade, ionske izmjene, membranskih procesa, itd. Osnovni nedostatci navedenih metoda

uklju€uju visoku cijenu, nedovoljnu ucinkovitost i ¢esto nastajanje toksi¢nih razgradnih
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produkata ili razli¢itih muljeva (Sandhya i sur., 2005.). Zbog ovoga se sve vise koriste
biotehnoloski postupci uklanjanja bojila iz otpadnih voda, buduci da su ekonomski povoljniji
u odnosu na fizikalno-kemijske postupke. Nedostatak bioloskih postupaka ukljuéuje tezu
kontrolu procesa, bududéi da je potrebno osigurati optimalne uvjete za rast i razmnoZavanje
mikroorganizama koji provode uklanjanje bojila (temperatura, pH, udjel vode, koncentracija

kisika, itd.).

2.2.1. Adsorpcija

Adsorpcija, jedan od najceSc¢e koristenih fizikalno-kemijskih postupaka uklanjanja bojila iz
otpadnih voda, je pojava nakupljanja neke tvari na povrsini krute tvari ili tekucine. Odvija se
u granicnom podrucju faza, odnosno na granici faza krutina/plin ili krutina/tekuéina. Sam
proces ukljuéuje povecanje koncentracije odredene komponente (adsorbata) na povrsini
¢vrste faze (adsorbens) (Gupta, 2009.). Adsorbensi su tvari koje imaju veliku povrsinu po
jedinici mase kao posljedica velike poroznosti ili usitnjavanja. Adsorpcija je posljedica
djelovanja privlac¢nih sila izmedu povrsine adsorbensa i molekula u otopini odnosno plinu.
Radi se o egzotermnom procesu koji se odvija velikom brzinom, uslijed male energije
aktivacije. Prema prirodi privlacnih sila koje zadrzavaju adsorbirane Cestice na povrsini krute
faze, razlikujemo fizikalne i kemijske adsorpcijske procese. Kod fizikalne adsorpcije sile
izmedu Cvrstog adsorbensa i molekula adsorbata su sliéne 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. Naj¢eSce koristeni adsorbensi u obradi otpadnih

voda su glina, silika gel, aktivni ugljen i razliciti prirodni materijali.
Cimbenici koji utje€u na adsorpciju su:

e veli¢ina Cestica adsorbensa,

e povrsinai struktura pora adsorbensa,

e karakteristike adsorbata,

e temperatura,

e pH

e kemijski sastav adsorbensa (Faust i sur., 1999.).
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2.3. LIGNOCELULOZNI MATERIJALI KAO ADSORBENSI

Lignocelulozni materijali predstavljaju primarni izvor obnovljive organske tvari na Zemlji
(Alonso i sur., 2005.). Nastaju tijekom cijele godine u velikim koli¢inama. U njih ubrajamo
materijale poput piljevine drva, otpadnog papira, trave, slame, Zitarice nakon proizvodnje
piva, ljuske, lis¢e, i sl. Ovi materijali su dostupni u velikim kolicinama i mogu se smatrati
potencijalnim adsorbensima zbog svojih fizikalno-kemijskih karakteristika. Kada se govori o
odabiru i usporedbi razli¢itih adsorbensa, osim njihove ucinkovitosti glavni parametar je
cijena. Jeftinim adsorbensom moZzemo nazvati tvar koja zahtjeva malu ili neznatnu obradu i

moze se nadi u prirodi u velikim koli¢inama (Baileyi sur., 1999.).

Lignocelulozni materijali sastoje se od tri skupine polimera — celuloze, hemiceluloze i lignina,
koji povezani jedni s drugima formiraju sloZenu strukturu koja Stiti materijal od
mikrobioloSke razgradnje gljivama ili bakterijama i Ciji udjeli ovise o vrsti lignoceluloznog
materijala (Janusi¢ i sur., 2008.) Celuloza ¢ini kostur koji je okruzen hemicelulozom i liginom
(Slika 3) (Mussatto i sur., 2010.) i najvaZnija je sastavnica stani¢ne stjenke biljaka. Celuloza je
linearni polimer graden od molekula D-glukoze medusobno povezanih B-(1,4)-glikozidnom
vezom. Dugi lanci celuloze medusobno povezani ¢ine celulozna vlakna. Hemiceluloza je
heterogene strukture i sastoji se od heksoza i pentoza. Lignin je amorfni, aromatski

heteropolimer, koji nastaje nasumiénom sintezom iz prekursora koniferilnog, p-kumarilnog i

sinapilnog alkohola.

Celuloza

Slika 3 http://imgarcade.com/1/hemicellulose-cellulose-lignin/ [7.12.2014.]
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Otpadni lignocelulozni materijali koji su istrazivani kao mogudi adsorbensi u ovom radu
podrijetlom su iz drvne industrije (piljevine bukve, hrasta i topole) i prehrambene industrije
(repini rezanci te trop jabuke i pivski trop). Celuloza je glavna komponenta drva i ¢ini 40-50%
suhe tvari drva. Okruzuju je hemiceluloza (30%) i lignin (20-30%) koji takoder daje ¢vrstocu
(Sjostrom, 1993.). Repini rezanci su uglavnom izgradeni od polisaharida (75-80%) gdje
celuloza zauzima 22-30%, hemiceluloza 25-30%, a pektin 25% (Spagnuolo i sur., 1997.).
Celuloza je glavna komponenta jabucnog tropa (30%), slijedi je lignin 15%, hemiceluloza 12%
i pektin 9% (Wang i Thomas, 1989.). Pivski trop se sastoji od 20% celuloze, 28-30%

neceluloznih saharida i 28% lignina (Mussato i sur., 2006.).

Bioadsorbensi su ¢esto puno selektivniji od konvencionalnih adsorbensa, poput ionsko-
izmjenjivackih smola ili aktivnog ugljena, te mogu ukloniti bojilo do vrlo malih koncentracija.
KorisStenje bioadsorbensa stoga predstavlja nov pristup adsorpciji — u¢inkovit, kompetitivan i

jeftin (Rafatullah i sur., 2010.).

2.4. PRIMJENA GUIVA BUELOG TRULIENJA ZA OBRADU OBOIJENIH
LIGNOCELULOZNIH SUPSTRATA

Gljive bijelog truljenja su najée$¢i organizmi koji uzrokuju truljenje drveta jer imaju
sposobnost degradacije i mineralizacije glavnih komponenti drva - celuloze, hemiceluloze i
lignina (Sigoillot i sur., 2012.). Ova skupina obuhvaéa velik broj gljiva, uglavnom
Basidiomycota, koje u prirodi rastu na trulom drvecu i drvenom materijalu te ga razgraduju.
Razgradnja lignina rezultira izbijeljenim izgledom istrulog drveta. S obzirom na redoslijed
razgradnje polimera drveta razlikuju se simultana (istovremena) razgradnja svih polimera u
drvetu i selektivna razgradnja lignina u drvetu (Sigoillot i sur., 2012.). Razgradnja polimera
odvija se djelovanjem razli¢itih ekstracelularnih enzima koje ove gljive sintetiziraju, pri ¢emu
su posebno znacajni ekstracelularni lignoliticki enzimi: mangan peroksidaza (MnP), lignin

peroksidaza (LiP) i lakaza.

Gljive bijelog truljenja koriste se u procesu proizvodnje pulpe u industriji papira, za biolosko
izbjeljivanje pulpe drveta, za proizvodnju enzima te, sve ¢esée, za uklanjanje razlicitih bojila iz
otpadnih voda i razgradnju ksenobiotika (Wesenberg i sur., 2003.). Gljive bijelog truljenja

koje su cesto koriStene u istraZivanjima s ciliem obrade (obezbojenja), odnosno
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bioremedijacije obojenih otpadnih voda su Trametes versicolor i Phanerochaete
chrysosporium, zbog njihove sposobnosti razgradnje velikog broja ksenobiotika (Forgacs i
sur., 2004.). U ovom radu koristena je gljiva Trametes versicolor koja je uzgajana u uvjetima
fermentacije na c¢vrstim nosacima (eng. Solid-state Fermentation, SSF) na obojenom
lignoceluloznom materijalu (pivski trop) kao nosacu i supstratu. Uzgoj mikroorganizama na
¢vrstim nosacima oznacCava procese 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. Nosaci mogu biti inertni (npr. razliCiti sinteti¢ki materijali) i ne-inertni (npr.
lignocelulozni materijali) (Pandey i sur., 2008.). Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima uspjesno
se primjenjuje za mikrobioloSku razgradnju lignocelulozne biomase, odnosno za obradu
¢vrstog otpada, proizvodnju sekundarnih metabolita i proizvodnju funkcionalne hrane

(Zweistra-Hoogschagen, 2007.).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je ispitati potencijal Sest lignoceluloznih otpadnih materijala (piljevina
bukve, hrasta i topole, repini rezanci, trop jabuke i pivski trop) kao bioadsorbenasa za
uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih otopina adsorpcijom. Nadalje,
nakon provedene adsorpcije bojila ispitana je moguénost obezbojenja obojenog
lignoceluloznog adsorbensa (pivski trop) bioloskom obradom s gljivom bijelog truljenja T.

versicolor.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Adsorbensi

Kao adsorbensi koristeni su lignocelulozni otpadni materijali podijeljeni u dvije skupine
prema podrijetlu. Prva skupina su bili otpadni materijali iz drvne industrije: piljevine bukve
(Fagus sylvatica L.), hrasta (Quercus robur L.) i topole (Populus alba L.). Drugu skupinu Cinili
su otpadni materijali prehrambene industrije: repini rezanci, trop jabuke i pivski trop.
Piljevinu bukve, hrasta i topole donirale su , Hrvatske Sume” d.o.o. (Osijek, Hrvatska). Pivski
trop dobiven je iz tvornice ,,Osjecka pivovara d.d.” (Osijek, Hrvatska), a repini rezanci, nastali
preradom $ecerne repe iz tvornice $ecerne industrije ,Sladorana Zupanja d.d.“ (Zupanja,
Hrvatska). Trop jabuke je dobiven s obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva koje se bavi

proizvodnjom i preradom jabuka.

Svi navedeni adsorbensi su suSeni u susioniku 48 h pri temperaturi 60 °C i samljeveni prije
koristenja, kako bi se osigurala veli¢ina Cestica adsorbensa manja od 2 mm. Kao kontrola

koriSten je aktivni ugljen (SA SUPER 8029-1, Cabot Norit, USA).
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Slika 5 Otpadni materijali drvne industrije

3.2.2. Adsorbat

Kao adsorbat koristeno je malahitno zelenilo (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska).

3.2.3. Kemikalije

U radu su koristene sljedece kemikalije: NaOH, HCI (oboje Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) i

krumpirov agar (Biolife, Italija).

3.2.4. Mikrooganizam

U eksperimentima u kojima je istraZivana mogucnost obezbojenja obojenih bioadsorbenasa
bioloSkom obradom, kao radni mikroorganizam koristena je gljiva bijelog truljenja Trametes

versicolor AG 613 (Culture Collection of Basidiomycetes, Prag, Ce$ka) (Slika 6).
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Slika 6 Trametes versicolor AG 613

3.3. APARATURA

3.3.1. Tehnicka i analiticka vaga

Uzorci su vagani na tehnickoj vagi (RADWAG; Tehnica unitronik, tip: WPS 1200, Njemacka), a
bojilo na analitickoj vagi (Crystal 200 CE, Gibertini, Italija).

3.3.2. Laboratorijski mlin

Usitnjavanje uzoraka provedeno je na laboratorijskom mlinu (MF10, IKA Labortechnik,

Njemacka) pri cemu je koriSteno sito otvora ocica 2 mm (Slika 7).
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Slika 7 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 Cvrstim
nosacima provedene su u inkubatoru (Termo medicinski aparat, BTEST, Bodalec Havoic,

Zagreb, Hrvatska).

3.3.4. Centrifuga

Uzorci su centrifugirani na centrifugi (Tehtnica, Centric 150) pri 10 000 g tijekom 5 minuta

(Slika 8).
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Slika 8 Centrifuga

3.3.5. Spektrofotometar

Koncentracija bojila odredena je spektrofotometrijski, pomoéu UV-VIS spektrofotometra

(SHIMADZU, UV-1700 Pharma Spec., Njemacka) (Slika 9).

Slika 9 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 udjela vode koriSten je halogeni analizator vlage (Mettler Toledo, HR 73,

Svicarska) (Slika 10).
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Ssm 08

Slika 10 Analizator vlage

3.3.8. Autoklav

Sterilizacija staklenki, supstrata te hranjivih podloga provedena je u autoklavu (TIP 7510945,

Sutjeska, Beograd).

3.3.9. Susionik

Susenje uzoraka provedeno je u susioniku ST-01/02 (Instrumentaria, tvornica medicinskih

instrumenata, Zagreb).

3.3.10. Kromametar

Odredivanje boje uzoraka provedeno je pomocu kromametra Konica Minolta CR 400 (Konica

Minolta, Osaka, Japan) (Slika 11).

Slika 11 Kromametar
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3.4. METODE

3.4.1. Sarzni adsorpcijski eksperimenti

U Erlenmeyer-ovu tikvicu od 250 mL dodano je 1 g adsorbensa i 100 mL vodene otopine
bojila malahitnog zelenila (adsorbat) koncentracije 15 mg L. Eksperiment je provoden
stacionarno pri konstantnoj temperaturi od 25 °C u inkubatoru, pri éemu pH nije podesavan
vec¢ samo pracen tijekom eksperimenta. Vrijeme kontakta izmedu bioadsorbensa i adsorbata
iznosilo je 300 min, pri ¢emu su uzorci (2 mL) izuzimani iz tikvica svakih 30 min, kako bi se
pratilo uklanjanje bojila u ovisnosti o vremenu kontakta. Uzorci su zatim centrifugirani 5 min
pri 10 000 g i 1 mL dobivenog supernatanta koristen je za spektrofotometrijsko odredivanje

koncentracije bojila (apsorbancija je odredivana pri valnoj duljini od 623 nm).

Postotak uklanjanja bojila izraCunava se preko sljedece jednadzbe:

% uklanjanja = ((y; — v¢)/vi) X 100

gdje su:
Yi pocetna koncentracija adsorbata [mg L]
Ye koncentracija bojila nakon vremena t [mg L")

Adsorpcijski eksperimenti kojima je cilj bio istraziti utjecaj po¢etne 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,
25,351 50 mg L'l; mase adsorbensa 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 g; temperature 15, 25 i 35 °C te pH
otopine bojila 2,5; 4,3 i 6,4. Za korekciju pH koristene su 0,1 i 0,05 M otopine HCl i NaOH.

3.4.2. Priprema hranjive podloge i uzgoj inokuluma za uzgoj na obojenom

pivskom tropu kao ¢vrstom nosacu

Izvagano je 42 g krumpirovog agara (Biolife, Italija), dodano 1000 mL destilirane vode,
zagrijano do vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta. Podloga je
ohladena na temperaturu od 45 °C do 50 °C. Nakon hladenja podloga je dobro promijesana i
razlivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Ovako pripremljene podloge koristene

su za uzgoj radnog mikroorganizama T. versicolor. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27 °C.
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3.4.3. Uzgoj gljive bijelog truljenja T. versicolor u uvjetima fermentacije na

cvrstom supstratu (obojeni pivski trop)

Izvagano je 50 g uzorka pivskog tropa i dodano u staklenke. Ovako pripremljeni uzorci u
staklenkama su sterilizirani u autoklavu (121 °C, 0,6 - 0,8 bar, 20 min). Nakon hladenja, u
staklenke je dodano 120 mL vodene otopine malahitnog zelenila koncentracije 50 mg L™ te
je sadrzaj staklenke dobro izmijeSan kako bi se bojilo dobro raspodijelilo po pivskom tropu.
Nakon 24 h u uzorcima je odreden pocetni udjel vode koji je iznosio od 62 — 65% za sve
uzorke. Nakon toga sadrzaj tikvica sterilno je nacijepljen s pet micelijskih diskova (promjera 6
mm) kulture T. versicolor AG 613 izrezanih pomocu busSacda cepova s prethodno
pripremljenih agarnih plo¢a s navedenom kulturom starom 7 dana. SadrzZaj staklenke dobro
je izmijeSan i staklenke su zatvorene (pokrivene) listom sterilnog papirnatog ubrusa
ucvrsé¢enog gumicom, kako bi se osigurali anaerobni uvjeti i sterilnost unutar staklenke.
Abioti¢ke kontrole nisu nacijepljene radnim mikroorganizmom, veé pripremljene kako je
navedeno gore i takoder zatvorene sterilnim ubrusom. Ovako pripremljene staklenke
stavljene su na inkubaciju 10, 20 i 30 dana, pri ¢emu je fermentacija provodena stacionarno,

odnosno uzorci nisu mijesani.

3.4.4. Odredivanje udjela vode

Analizator vlage opremljen je vagom i halogenim grija¢em koji generira infracrveno zracenje.
U malu aluminijsku posudicu ravnomjerno je rasporeden uzorak (oko 3 g). Odredivanje vlage
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 uzorka

U ovom eksperimentalnom radu su praéene a*, b* i L* vrijednosti uzoraka nakon 10, 20 i 30
dana fermentacije i njihovih pripadajucih abiotic¢kih kontrola (nakon 10, 20 i 30 dana).

Potrebno je odrediti vrstu boje (crvena, plava, zelena, Zuta) u ovisnosti o prevladavajucoj
valnoj duljini, zatim zasiéenost boje, tj. ,kroma“ koja predstavlja intenzitet boje te
reflektiranu ili apsorbiranu svjetlost. Ako se u jednakoj mjeri reflektiraju sva valna podrucja

bijele, tj. sunéeve svjetlosti, tada nam se predmet ¢ini bijel. Ako se u potpunosti apsorbira
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sunceva svjetlost, to rezultira crnom bojom predmeta. Mjerenje boje uzorka provedeno je
pomocu kromametra. KoriSteni tip kromametra mjeri 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.
Reflektiranu svjetlost mjeri Sest vrlo osjetljivih silikonskih fotocelija. Racunalo zapisuje
podatke 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, predmet je crn, a ako je
L* = 100, predmet je bijel.

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

b* - vrijednost takoder moZe biti pozitivna ili negativna. Ako je pozitivna, rezultat je Zuta

boja, a ako je negativna, rezultat je plava boja.

Ukupna promjena boje (AE) izraCunava se prema jednadzbi:

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

te kao promjena boje (C*ab):

ap = [(da)? + (4b*)?]
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4.1. UKLANJANJE MALAHITNOG ZELENILA 1Z VODENIH OTOPINA
ADSORPCIJOM NA RAZLICITE LIGNOCELULOZNE MATERIJALE KAO
BIOADSORBENSE

Poljoprivredni i prehrambeni otpadni lignocelulozni materijali koji imaju velik udjel celuloze
mogu se koristiti kao bioadsorbensi za uklanjanje razlic¢itih onecis¢ujucih tvari iz vodenih
otopina. Osnovna karakteristika navedenih materijala je velik broj dostupnih funkcionalnih

skupina koje su klju¢ne za adsorpcijske procese.

Otpadni lignocelulozni materijali koristeni u ovom istrazivanju odabrani su na osnovu njihove
Siroke rasprostranjenosti i velikih dostupnih koli¢ina. Na osnovu gospodarskih aktivnosti pri
kojima nastaju mogu se grubo podijeliti na otpadni materijal iz drvne industrije (piljevine
bukve, hrasta i topole) i otpadni materijal prehrambene industrije (repini rezanci, trop
jabuke, pivski trop). Karakteristika svih navedenih materijala je visoki udjel celuloze koji
iznosi od 20% za pivski trop do 45% za piljevine drveta. Kako bi se istrazila moguénost
primjene ovih bioadsorbenasa za uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih
otopina, provedeni su 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. Postotak uklanjanja bojila u ovisnosti o vremenu i bioadsorbensu

prikazan je na Slici 12.

Uklanjanje malahitnog zelenila

100
90
80
S 70 —o—Piljevina bukve
% 60 - Repini rezanci
E 50 Piljevina hrasta
E 40 Pivski trop
§ 30 #=Trop jabuke
20 Aktivni ugljen
10 Topola
0 m ‘ ‘

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

t/ min

Slika 12 Uklanjanje malahitnog zelenila adsorpcijom na razli¢ite bioadsorbense
(mbioadsorbensa =1g, Votopina bojila = 15mg L_ll Votopina bojila = 100 mL, t =25 OC)
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Nakon 300 min postignut je visok stupanj uklanjanja bojila (> 90%) upotrebom svih ispitanih
bioadsorbensa. Zbog njihove kemijske strukture, odnosno velikog udjela celuloze, prisutan je
velik broj hidroksilnih skupina koje su uklju¢ene u adsorpcijske procese (O'Connell i sur.,
2008.), odnosno dostupne su za vezanje molekule bojila. U pocetnim fazama eksperimenta
(prvih 30 min) uklanjanje bojila je vrlo intenzivno, pri ¢emu se po ucinkovitosti isticu piljevina
bukve i topole gdje je postotak uklanjanja bojila ve¢i od 90%. Ovo se moZe objasniti vec
spomenutim velikim brojem hidroksilnih skupina dostupnih za vezanje bojila, jer udjel
celuloze u ovim piljevinama iznosi 40 - 45%. U pocetnim fazama eksperimenta svi koristeni
bioadsorbensi bili su ucinkovitiji od aktivnog ugljena koji je sluzio kao kontrola. Nakon
intenzivnog uklanjanja bojila u pocetnoj fazi eksperimenta, postotak uklanjanja i dalje raste,
ali znacajno sporije, da bi nakon 300 min doslo do zasi¢enja bioadsorbensa. Najveci postotak
uklanjanja bojila nakon 300 min postignut je upotrebom piljevina bukve i topole kao
bioadsorbenasa i iznosio je 98%. Postotak uklanjanja nakon 300 min za sve ostale koristene

adsorbense, ukljucujudi i aktivni ugljen, iznosio je od 90 do 95%.

Tablica 1 prikazuje promjene pH vrijednosti vodene otopine bojila tijekom provodenja

adsorpcijskih eksperimenta.

Tablica 1 Promjene pH tijekom eksperimenata sa bioadsorbensima

pH
?r:)idls,;bens Malahitno zelenilo (y=15 mg LY

t / min

0 30 60 150 300
Piljevina bukve 7,2 7,2 7,2 7,3 7,2
Repini rezanci 5,9 6,1 6,1 6,1 6,1
Piljevina hrasta 4,8 4,9 4,9 4,8 4,8
Pivski trop 6,1 6,1 6,1 6,1 6,0
Trop jabuke 3,7 3,6 3,6 3,6 3,6
Aktivni ugljen 6,7 6,8 7,0 7,0 7,0
Topola 7,7 7,6 7,7 7,7 7,7

24



Katarina Petrinovié: Uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih otopina upotrebom razli¢itih bioadsorbensa

pH je vazan parametar koji utjeCe na adsorpciju, a tijekom provodenja ovog dijela
istraZzivanja pH nije podeSavan niti odrZzavan konstantnim, ve¢ samo pracen tijekom
eksperimenta. pH vrijednosti vodenih otopina bojila s bioadsorbensom bile su uglavhom u
neutralnom podrucju ili blago kiselom/luznatom, osim kada je kao bioadsorbens koristen
trop jabuke pri éemu je pH vrijednosti iznosila 3,5. Trop jabuke pokazao se manje ucinkovit u
uklanjanju bojila, posebno u pocetnim fazama eksperimenta. Ovo je u skladu s istraZzivanjima
koje su proveli Low i suradnici (2011.) koji navode da kiseli medij nepovoljno utjece na
adsorpciju kationskih bojila, poput malahitnog zelenila. Daljnja istrazivanja su potrebna kako
bi se navedeno dodatno potvrdilo. Tijekom provodenja eksperimenata nije doslo do

znacajnih promjena pH sustava otopina bojila/bioadsorbens.

Na temelju rezultata dobivenih u ovom dijelu istraZivanja, iz svake od dviju skupina
bioadsorbensa odabran je po jedan s kojim su u nastavku istraZivanja provodeni adsorpcijski

eksperimenti. Odabrani bioadsorbensi su bili pivski trop i piljevina topole.

4.2. UTJECA)] KONCENTRACHUE BOIJILA NA POSTOTAK UKLANJANIJA
MALAHITNOG ZELENILA 1Z VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA
PILJEVINU TOPOLE | PIVSKI TROP KAO BIOADSORBENSE

Kako bi se istraZio utjecaj koncentracije bojila na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz
vodene otopine adsorpcijom, provedeni su eksperimenti sa sljede¢im koncentracijama
bojila: 5, 15, 25, 35 i 50 mg L. Dobiveni rezultati su prikazani na Slikama 13 i 14.
Koncentracija adsorbata i vrijeme kontakta izmedu adsorbensa i adsorbata igra vaznu ulogu
u procesima uklanjanja oneciS¢ujuéih tvari iz vodenih otopina, odnosno otpadnih voda,
adsorpcijom. Intenzivno uklanjanje oneciséujucih tvari i uspostavljanje ravnoteze u kratkom
vremenu znacajka je ucinkovitih adsorbensa, koji se mogu primijeniti u obradi otpadnih
voda. Sto je veca koncentracija oneci$¢ujucih tvari (adsorbata) u otpadnoj vodi, manji je
volumen vode koji odredena masa adsorbensa moze procistiti (Khattri i Singh, 2009.). Za oba
koristena bioadsorbensa uodena je razlika u postotku uklanjanja bojila za razli¢ite
koncentracije bojila u pocetnim fazama eksperimenta (prvih 30 min), pri ¢emu je vedi
postotak uklanjanja postignut pri manjim koncentracijama bojila (5 i 15 mg L}). Navedena
razlika u postotku uklanjanja pri razli¢itim koncentracijama bojila smanjuje se u kasnijim

fazama eksperimenta. Ovo je u skladu s prijasnjim istrazivanjima koje su proveli Khattri i sur.
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(2009.) kako bi ispitali utjecaj pocetne koncentracije malahitnog zelenila i vremena kontakta
s piljevinom Azadirachta indica kao bioadsorbensom. Rezultati su pokazali da povecanjem
koncentracije malahitnog zelenila od 6 do 12 mg L™* dolazi do smanjenja postotka uklanjanja

bojila od 84,93 do 71,25%.

Utjecaj koncentracije malahitnog zelenila - pivski trop

100

90

80
s 70
E 60 —o—5 mg/L
% 50 —i—15 mg/L
©
E 40 25 mg/L
3 30 35 mg/L
S 20 =50 mg/L

10

OJ T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
t/ min

Slika 13 Utjecaj koncentracije malahitnog zelenila na postotak njegova uklanjanja iz vodene
otopine adsorpcijom na pivski trop (Myivski trop = 18, Vbojila = 5, 15, 25, 35, 50 mg LY Votopina bojila
=100 mL, t =25 °C)

Utjecaj koncentracije malahitnog zelenila - topola

100
90 ;
w
< 70
S 60 ——5mg/L
'% 50 —i—15 mg/L
g 40 - 25 mg/L
3 30 35 mg/L
2 20 =50 mg/L

10
OA T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
t/ min

Slika 14 Utjecaj koncentracije malahitnog zelenila na postotak njegova uklanjanja iz vodene
otopine adsorpcijom na piljevinu topole (Mopola = 18, Vbojila = 5, 15, 25, 35, 50 mg L’l, Votopina
bojila = 100 mL, t=25 0C)

26



Katarina Petrinovi¢: Uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih otopina upotrebom razli¢itih bioadsorbens

4.3. UTJECAJ MASE ADSORBENSA NA POSTOTAK UKLANJANJA MALAHITNOG
ZELENILA 1Z VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA PIVSKI TROP |
PILJEVINU TOPOLE KAO BIOADSORBENSE

Kako bi se istraZzio utjecaj mase adsorbensa na uklanjanje malahitnog zelenila iz vodene
otopine, provedeni su eksperimenti s razli¢itim masama adsorbensa (0,5; 1; 1,5i 2 g) i
koncentraciji bojila od 15 mg L s povecanjem mase bioadsorbensa zabiljeZzeno je vrlo malo
povecanje postotka uklanjanja bojila (1-2%) kada je kao bioadsorbens koristen pivski trop.
Kada je kao bioadsorbens koristena piljevina topole nakon 30 min eksperimenta doslo je do
kontinuiranog porasta postotka uklanjanja od 79,65 do 98,1% s porastom mase
bioadsorbensa (od 0,5 do 2 g) (Slike 15 i 16). Nakon 300 min nije bilo razlike u postotku
uklanjanja, neovisno o masi piljevine. Ovo je u skladu s rezultatima drugih istrazivaca koji su
takoder ispitivali utjecaj mase adsorbensa na uklanjanje malahitnog zelenila i metilenskog
plavila iz vodenih otopina (Wong i sur., 2013.; Hameed, 2009.). Poveéanje postotka
uklanjanja bojila s poveéanjem mase bioadsorbensa moZe se objasniti poveéanjem
kontaktne povrsine, odnosno adsorpcijskih mjesta na koja se mogu vezati molekule bojila
(Liu i sur., 2011.). Izuzetak je eksperiment s 1 g pivskog tropa kao bioadsorbensom, koji ne

slijedi ovaj trend.

Utjecaj mase adsorbensa - pivski trop
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20 -
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0

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
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Slika 15 Utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene
otopine adsorpcijom na inSki trop (mpivski trop = 0,5;1,1,5 2g, Vbojila = 15 mg L-l; Votopina bojila =
100 mL, t = 25 °C)

27



4. Rezultati i rasprava

Utjecaj mase adsorbensa - topola
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Slika 16 Utjecaj mase adsorbensa na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene
otopine adsorpcijom na piljevinu topole (Mpoia = 0,5; 1; 1,5; 2 &, Vbojila = 15 mg I Votopina bojila
=100 mL, t=25"°C)

4.4. UTJECA) TEMPERATURE NA POSTOTAK UKLANJANJA MALAHITNOG
ZELENILA 1Z VODENE OTOPINE ADSORPCHOM NA PIVSKI TROP |
PILJEVINU TOPOLE KAO BIOADSORBENSE

Kako bi se ispitao utjecaj temperature na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodenih
otopina adsorpcijom na pivski trop i piljevinu topole kao bioadsorbense, provedeni su Sarzni
adsorpcijski eksperimenti pri temperaturama od 15, 25 i 35 °C. Dobiveni rezultati prikazani
na Slikama 17 i 18 pokazali su da povecanjem temperature nije doSlo do znacajnog
povecanja intenziteta i postotka uklanjanja bojila za oba koriStena bioadsorbensa.
Istrazivanje koje su proveli Nigam i suradnici (2000.), koristeéi stabljiku pSenice, piljevinu
drveta i kukuruzne oklaske kao bioadsorbense za uklanjanje razli¢itih tekstilnih bojila iz
vodenih otopina, pokazalo je da povecanje temperature nije imalo znadajnog utjecaja na
adsorpcijski kapacitet navedenih bioadsorbensa. Nadalje, zakljucili su da iako povecanjem
temperature nije doslo do povedanja postotka uklanjanja bojila, rezultati istrazivanja imaju
prakti¢nu vrijednost, jer pokazuju da se uklanjanje bojila adsorpcijom moZe provesti i u

efluentima (otpadne vode) gdje je prisutno toplinsko onecis¢enje bez prethodnog hladenja.
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Slika 17 Utjecaj temperature na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene otopine
adsorpcijom na inSki trop (mpivski trop = lg, Vbojila= 15 mg L_lr Votopina bojila = 100 mL, t =15, 25,

35 °C)
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Slika 18 Utjecaj temperature na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene otopine
adsorpcijom na piljevinu topole (Mtopola = 1 8, Vbojila = 15 Mg L'l, Votopina bojila = 100 mL, t = 15,

25, 35 °C)
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4.5. UTJECA) PH NA POSTOTAK UKLANJANJA MALAHITNOG ZELENILA 1z
VODENE OTOPINE ADSORPCIJOM NA PIVSKI TROP | PILJEVINU TOPOLE
KAO BIOADSORBENSE

Utjecaj pH na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodenih otopina ispitan je pri
nativnom pH vodene otopina bojila 15 mg L™ bez pode3avanja, koji je iznosio 4,43 te pH
vrijednostima 2,5 i 6,4. Rezultati su prikazani na Slikama 19 i 20. pH vodenog okolisa
znacajno utjeCe na uklanjanje onecis¢ujucih tvari iz vodenih otopina (otpadnih voda)
adsorpcijom. Promjena pH utjece na adsorpcijski proces preko disocijacije funkcionalnih
skupina adsorbata i adsorbensa (Khattri i Singh, 2009.). Pivski trop i topola u svom sastavu
imaju veliki udjel celuloze, kao i lignina. Povrsina celuloze u kontaktu s vodom ima negativan
naboj. Bazi¢na bojila, poput malahitnog zelenila, koja ionizacijom daju obojeni kationski dio
bit ée privucena anionskom strukturom adsorbensa (Mckay i sur., 1980.). Postotak uklanjanja
malahitnog zelenila primjenom lignoceluloznih materijala kao adsorbenasa povecava se s
poveéanjem pH otopine. Khattri i Singh (2009.) ispitivali su utjecaj pH na adsorpciju
malahitnog zelenila na piljevinu Azadirachta indica. Rezultati su pokazali da je u alkalnom
mediju povrSina adsorbensa negativno nabijena te privladi pozitivno nabijeni adsorbat, sto
rezultira poveéanjem adsorpcije bojila, odnosno veéim postotkom uklanjanja bojila iz

vodenih otopina.
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Slika 19 Utjecaj pH na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene otopine
adsorpcijom na pivski trop (Mpivski trop = 1 &, Vbojila = 15 Mg LY Votopina bojila = 100 mL, t = 25 °C,
pH 4,43; 6,41; 2,5)
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Slika 20 Utjecaj pH na postotak uklanjanja malahitnog zelenila iz vodene otopine
adsorpcijom na piljevinu topole (Miopola = 1 &, Vbojila = 15 mg L‘l, Votopina bojila = 100 mL, t = 25
°C, pH 4,43; 6,41; 2,5)
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4.6. BIOLOSKA OBRADA OBOJENOG PIVSKOG TROPA POMOCU GUIVE
BIJELOG TRULIENJA T. VERSICOLOR

Kako bi se istrazila moguénost ekoloski prihvatljivog nacina zbrinjavanja obojenog
lighoceluloznog materijala zaostalog nakon procesa uklanjanja bojila adsorpcijom, proveden
je uzgoj gljive bijelog truljenja T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima,
gdje je kao nosac/supstrat koriSten pivski trop obojen malahitnim zelenilom. Gljive bijelog
truljenja, odnosno ekstracelularni lignoliticki enzimi koje sintetiziraju, ¢esto su koristeni u
istrazivanjima u svrhu bioremedijacije obojenih otpadnih voda (Xavier i sur., 2007.).

Na Slikama 21 - 23 su prikazani uzorci obojenog pivskog tropa nakon 10, 20 i 30 dana
fermentacije pomocu T. versicolor u odnosu na odgovarajuce abioticke kontrole (nakon 10,
20 i 30 dana). Iz slika je vidljivo da ve¢ nakon 10 dana dolazi do smanjenja intenziteta boje u
fermentiranom uzorku u odnosu na abioti¢cku kontrolu, dok nakon 30 dana dolazi do gotovo

potpunog obezbojenja fermentiranog uzorka.

HG + Ty 40

Slika 21 Izgled obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa i abioti¢ke kontrole nakon 10
dana
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Slika 22 Izgled obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa i abioticke kontrole nakon 20
dana

Slika 23 Izgled obojenog fermentiranog uzorka pivskog tropa i abioti¢cke kontrole nakon 30
dana

Boja fermentiranih uzoraka i abioti¢kih kontrola odredena je kromametrijski. Slika 24
pokazuje ukupnu promjenu boje i promjenu intenziteta boje fermentiranih uzoraka u odnosu
na abioticku kontrolu nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije. Iz grafa je vidljivo da dolazi do
ukupne promjene boje i promjene intenziteta boje fermentiranog uzorka u odnosu na
abioticku kontrolu, pri ¢emu je ta promjena najveca nakon 30 dana, kao rezultat obezbojenja

uzorka obojenog pivskog tropa pomocu T. versicolor.
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 24 Ukupna promjena boje i intenziteta boje fermentiranih uzoraka u odnosu na
abioticku kontrolu nakon 10, 20 i 30 dana fermentacije

Daljnja istrazivanja potrebna su kako bi se razjasnili mehanizmi uklanjanja bojila, odnosno

definirali nastali razgradni produkti u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima.
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Na temelju provedenog istrazivanja moguce je izvesti sljedeée zakljucke:

Upotrebom svih ispitanih lignoceluloznih otpadnih materijala iz drvne industrije (piljevine
bukve, hrasta i topole) i prehrambene industrije (repini rezanci, trop jabuke i pivski trop) kao
bioadsorbensa za uklanjanje sintetskog bojila malahitnog zelenila iz vodenih otopina

postignut je stupanj uklanjanja bojila veci od 90%.

U pocetnim fazama eksperimenta (prvih 30 min) uklanjanje bojila je bilo vrlo intenzivno, pri
¢emu se po ucinkovitosti isti¢u piljevine bukve i topole gdje je postotak uklanjanja bojila vedi
od 90%. Najveci postotak uklanjanja bojila nakon 300 min postignut je upotrebom piljevina
bukve i topole kao bioadsorbenasa i iznosio je 98%. Postotak uklanjanja bojila postignut
nakon 300 min koristenjem ostalih adsorbensa, uklju¢ujudi i aktivni ugljen, iznosio je od 90

do 95%.

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

uklanjanja malahitnog zelenila.

Za oba koristena bioadsorbensa uocena je razlika u postotku uklanjanja bojila za razlicite
koncentracije bojila u prvih 60 min eksperimenta, pri ¢emu je veéi postotak uklanjanja
postignut pri manjim koncentracijama bojila (5i 15 mg L'l). Nakon 300 min, navedena razlika

u postotku uklanjanja pri razli¢itim koncentracijama bojila bila je neznatna.

S povedanjem mase bioadsorbensa zabiljezeno je vrlo malo povecanje postotka uklanjanja
bojila (1-2%) kada je kao bioadsorbens koristen pivski trop. Kada je kao bioadsorbens
koristena piljevina topole nakon 30 min eksperimenta doslo je do kontinuiranog porasta
postotka uklanjanja od 79,65 do 98,1% s porastom mase bioadsorbensa (od 0,5 do 2 g).

Nakon 300 min nije bilo razlike u postotku uklanjanja, neovisno o masi piljevine.
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Poveéanjem temperature provodenja adsorpcijskih eksperimenata od 15 do 35 °C nije doslo

do znacajnijeg povedéanja brzine i postotka uklanjanja bojila za oba koriStena bioadsorbensa.

Postotak uklanjanja malahitnog zelenila primjenom lignoceluloznih materijala kao
adsorbenasa povecava se s povecanjem pH otopine, pri cemu jako kiseli medij (pH 2,5)
nepovoljno utjece na adsorpciju kationskih bojila Sto se ogleda u zna¢ajno manjem postotku

uklanjanja bojila.

BioloSkom obradom pivskog tropa obojenog malahitnim zelenilom pomocu gljive bijelog
truljenja T. versicolor uzgajane u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima doslo je do
vizualnog smanjenja intenziteta boje u fermentiranom uzorku u odnosu na abioticku
kontrolu ve¢ nakon 10 dana fermentacije, dok nakon 30 dana dolazi do gotovo potpunog

obezbojenja fermentiranog uzorka.
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Prilog 1 BaZdarna krivulja za odredivanje koncentracije malahitnog zelenila
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Prilog 2 Apsorpcijski spektri malahitnog zelenila snimani pri razli¢itim pH vrijednostima
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