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1. Uvod

Sintetska bojila, koja imaju Siroku primjenu u velikom broju industrija, vazna su skupina
oneciscujucih tvari vodenih ekosustava. Njihova fizikalno-kemijska svojstva Cine ih izrazito
otpornima na svjetlost, toplinu te na mikrobioloSku razgradnju, Sto dovodi do njihova
nakupljanja u okoliSu. S obzirom da se radi o spojevima koji pokazuju toksi¢an, mutagen i
kancerogen ucinak na vodene ekosustave, ali i na Covjeka (posredno putem hranidbenog
lanca) (Eichlerova, 2005) vazno je da se bojilo ukloni iz otpadnih voda prije ispustanja u okolis.
Konvencionalne bioloSke metode koje se koriste u obradi otpadnih voda najéeSce nisu
dovoljno ucinkovite u uklanjanju sintetskih bojila. Metode koje se koriste za uklanjanje bojila
mogu biti fizikalne, kemijske i bioloske. Pri tome se, najcesce, kao metoda za uklanjanje koristi
adsorpcija. Ukoliko se konvencionalni adsorbensi zamijene s jeftinim adsorbensima bioloskog
podrijetla, govori se o biosorpciji. Inaktivna ekstrahirana biomasa ljekovitih gljiva primjer je
takvog biosorbensa. U ovom radu cilj je bio istraziti biosorpcijski potencijal ekstrahirane
inaktivne biomase gljive Fomitopsis pinicola za uklanjanje sintetskog bojila metilenskog

modrila iz modelnih vodenih otopina.
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2.1. Bojila

Sintetska bojila su velika skupina onecis¢ujuéih tvari vodenih ekosustava. Imaju Siroku
primjenu u velikom broju industrija, a posebice u industriji tekstila, papira, plastike, kozmetike,

ali i u prehrambenoj industriji.

Tijekom povijesti bojila su pronasla razne primjene u gradevini, umjetnosti te proizvodnji
tekstila. Za pripremu bojila prirodnog podrijetla koristili su se razni plodovi, listovi, cvjetovi i
korijenje biljaka. O prvoj primjeni bojila u povijesti dokazi su slikovni zapisi u Spiljama od prije

30 000 godina u drevnim civilizacijama Indije, Mezopotamije, Grcke, Kine i Egipta.

Postoji viSe razli¢itih podijela bojila: prema izvoru, kemijskoj strukturi, topljivosti, primjeni. itd.
Osnovna podjela bojila je na prirodna i sintetska. Prirodna se dobivaju izolacijom iz biljnih ili
Zivotinjskih materijala i danas su vrlo malo u primjeni, jer su po karakteristikama vaznim za
bojenje slabijih karakteristika u odnosu na sintetska bojila. William Henry Perkin 1865. godine
otkriva prvo sintetsko bojilo mauvein, plavo — ljubic¢aste boje. Za razliku od prirodnih bojila,
sintetska bojila su jeftinija i jednostavnija za proizvodnju i primjenu i zbog toga nakon pojave
sintetskih bojila dolazi do pada upotrebe prirodnih bojila. (Singh i Bharati, 2014). Razlikujemo
boje (i lakove) koji se u tankom sloju nanose na materijal i bojila koja ulaze u materijal, tvore
s njim kemijsku vezu, vezu se fizikalno (privliacnim silama) ili unutar materijala tvore netopljive

spojeve.

Zajednicko svojstvo svih bojila je nezasiéenost veza u molekuli bojila. Sve obojene tvari moraju
sadrzavati barem jednu atomsku skupinu koja rezultira bojom - kromofornu (karbonilna (-
C=0), etilenska (—C=C-), nitrozo-skupina ( —N=0), azo-skupina (—N=N-)), koja je uobicajeno
povezana s aromatskim jezgrama. Kromogen je spoj koji uvodenjem kromofora postaje
obojen, a uporabna svojstva u smislu bojila dobiva uvodenjem auksokromne skupine, koja
omogucuje vezanje kromogena za materijal. Prema kemijskoj gradi kromoforne skupine
razlikuju se azo-bojila, kojih ima najvise, zatim nitro-bojila, indigoidna, antrakinonska, azinska,

oksazinska, stilbenska, sumporna i dr. (https://www.enciklopedija.hr).

Komercijalno dostupnih sintetskih bojila ima vise od 10000 koji se svakodnevno koriste u
razli¢itim industrijskim procesima (Gurses i sur., 2016). Sintetska bojila odlikuju se velikom

postojano$éu na svjetlost, toplinu, oksidaciju te razgradnju pomoc¢u mikroorganizama, sto je
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razlog njihove bioakumulacije u okoliSu. Sintetska bojila, ve¢inom, su organske prirode i
aromatske strukture (benzenski i/ili naftalenski tip) (Gudelj i sur., 2011) te se ubrajaju u

skupinu ksenobiotickih spojeva koji se tesko razgraduju u okolisu (Yu i Wen, 2005).

2. 1.1. Metilensko modrilo

Metilensko modrilo je naziv za 3,7-bis(dimetilamino)-fenotiazin-5-ijev klorid (slika 1.). To je
zelenomodra kristalna tvar metalnog sjaja. Najvazniji je predstavnik bazi¢nih tijazinskih bojila.
Upotrebljava se kao bojilo za papir, rjede i za pamuk, lan, konoplju i koZu, u mikroskopiji za
bojanje bakterija te u medicini kao antiseptik. Lako se reducira u bezbojan oblik pa kao
akceptor vodika i kemijski indikator sluZi u istraZivanju bioloskih redoks — reakcija (Zorc i Pavi¢,
2017). Metilensko modrilo se smatra kao uobicajena onecis¢ujuca tvar u otpadnim vodama
tekstilne industrije. (Zorc i Pavi¢, 2017). Metilensko modrilo se u manjim koncentracijama
primjenjuje u medicini, odnosno kao terapija nekih bolesti, ali akutna izloZzenost kod ljudi moze
uzrokovati ubrzan rad srca, povraéanje, Sok, Zuticu, nekrozu tkivaisl. (Kumar i Kumaran, 2005).
Prvi ga je sintetizirao Heinrich Caro 1876. godine. Od tada se koristi kao lijek, bojilo i indikator..
Metilensko modrilo se nalazi na listi esencijalnih lijekova Svjetske zdravstvene organizacije u
skupini antidota i ostalih tvari koje se koriste kod trovanja. Metilensko modrilo je prvi potpuno
sintetski spoj koji se koristio kao lijek. Paul Guttmann i Paul Erlich uveli su ga u terapiju malarije
jos 1891. godine. Do tada se kao antimalarik koristio kinin, koji se izolirao iz kore
juznoamericke biljke kininovca, Sto je znatno ogranic¢avalo opskrbu lijekom. Upravo je otkric¢e
da jedna u potpunosti sintetska tvar djeluje protiv malarije omogucilo bolje provodenje
antimalarijske terapije. Danas se intenzivno proucava moguci utjecaj metilenskog modrila na
razvoj Alzheimerove bolesti. Metilensko modrilo se mozZe upotrijebiti kao antidot kod trovanja
cijanidima, ugljikovim monoksidom, nitratima i nitritima, ali se u tu svhu viSe ne upotrebljava.
Upravo zbog reduktivnih svojstava koristi se u terapiji methemoglobinemije uzrokovane nekim
lijekovima ili toksinima. U biologiji se metilensko modrilo upotrebljava nekoliko razlicitih
postupaka za bojanje nukleinskih kiselina. Koristi se i kao indikator prezivljavanja stanica u
testovima in vitro: Zive stanice se ne oboje jer se u njima metilensko modrilo reducira u
bezbojnu formu, a mrtve stanice ostaju obojene. Metilensko modrilo koristi se kao redoks
indikator u analitickoj kemji: oksidirana forma metilenskog modrila je plava, a reducirana

forma bezbojna. Metilensko modrilo ima i komercijalnu primjenu. Koristi se u akvarijima za
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tretman i prevenciju infekcija gljivicama i bakterijama te u tekstilnoj industriji kao boja za

tkanine (Zorc i Pavi¢, 2017).

X cl”
~+_CH
N S N

CH, CH,

H;C.

Slika 1. Strukturna formula metilenskog modrila

2.2. Sintetska bojila u okolisu

Otpadne vode iz tekstilne, kozmeticke, papirne, prehrambene i drugih industrija onecis¢ene
su bojilima. Tako primjerice tekstilna industrija trosi velike koli¢éine vode, kemikalija i bojila.
Otprilike 10-15% bojila koja se primjenjuju u postupku bojenja zavrSava u otpadnim vodama
te ispustene u okolis uzrokuju njegovo onecis¢enje (Castroisur., 2017). Pri tome se u tekstilnoj
industriji najéesée koriste azo- bojila, koja su izuzetno otporna na mikrobiolosku i kemijsku
obradu (Patel, 2016). Tekstilna bojila i njihovi metaboliti ¢esto imaji toksi¢ni, mutageni i
kancerogeni ucinak na vrste u vodenim ekosustavima te ih je stoga potrebno ukloniti iz

otpadnih voda, prije ispustanja u okoli$ (Patel, 2016; Castro i sur., 2017).

Kako je navedeno, ispustanjem neobradenih ili nedovoljno obradenih obojenih otpadnih voda
u okolis, dolazi do onecis¢éenja vodenih ekosustava industrijskim otpadnim vodama, Sto
predstavlja veliki problem zbog izravnog utjecaja na ekoloSku ravnotezu i posljedi¢no na
ljudsko zdravlje (Patel, 2016). Sintetska bojila prisutna u okoliSu i u malim koncentracijama
mogu utjecati na kemijski sastav i svojstva vode u okoliSu (Ejder-Korucu i sur., 2015) te mogu
imati jak toksi¢ni ucinak na vodene organizme i ljudsko zdravlje posredno putem
prehrambenog lanca (Derco i Vrana, 2018). Bojila mogu imati akutni ili kroni¢ni utjecaj na
izloZzeni organizam ovisno o koncentraciji i vremenu izlaganja (Srivastava i sur., 2004). Zbog

svoje stabilnosti neka bojila u okoliSu mogu opstati duzi vremenski period (Gurses i sur., 2016).
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2.3. Metode za uklanjanje sintetskih bojila iz otpadnih voda

Metode za uklanjanje sintetskih bojila iz otpadnih voda mogu se podijeliti na fizikalne,

kemijske i bioloske.

Fizikalne metode su, uglavnom, vrlo u¢inkovite, odnosno postize se dobro uklanjanje bojila uz
vrlo niske troSkove. Od fizikalnih metoda najceSée se za uklanjanje bojila primjenjuju

adsorpcija, ionska izmjena, filtracija i membranska filtracija (Ejder-Korucu i sur., 2015).

Najcesée koriStene kemijske metode su koagulacija i flokulacija s filtracijom ili flotacijom,
precipitacija-flokulacija s Fe, Al ili Ca hidroksidima, elektrokemijski procesi poput
elektroflotacije i elektrokoagulacije te oksidacija s oksidiraju¢im sredstvima (Ejder-Korucu i
sur., 2015). Nedostatak navedenih metoda je visoka cijena zbog velike potrosnje elektri¢ne

energije i kemijskih reagenasa, kao i moguéa naknadna kontaminacija vode.

Bioloske metode omogucuju provodenje procesa Cis¢enja na samom mjestu kontaminacije,
manje su Stetne za okolis te su troskovi provedbe znacdajno nizi nego kod ostalih metoda
(Vijayaraghavan i Yun, 2008). Bioloske metode ukljucuju primjenu razli¢itih mikroorganizama
za uklanjanje bojila razli¢éitim mehanizmima poput biorazgradnje, bioakumulacije, ali i
biosorpcije. U te svrhe koristene su aerobne i anaerobne bakterije, alge i veliki broj gljiva. Od
bioloskih metoda, biosorpcija je pokazala veliki potencijal za primjenu u procesima obrade

otpadnih voda.

2.3.1. Biosorpcija

Koncept "biosorpcije" visedimenzionalan je i razvijao se kroz nekoliko desetlje¢a. Poteskoée s
definiranjem pojma "biosorpcija" povezane su kako s postojanjem vise mehanizama koji su
uklju€eni u sam proces, tako i s vrstom materijala koji se koriste kao biosorbensi, cimbenicima
okolisa i prisutnosti ili odsutnost metaboli¢kih procesa u slucaju zZivih organizama (Gadd,
2009). Izraz "biosorpcija" rabili su razliciti autori za razli¢ite procese/mehanizme koji ukljuéuju
(bio)apsorpciju, bioakumulaciju i (bio)adsorpciju na zZivu ili inaktivnu mikrobnu biomasu ili
druge bioloske materijale (npr. lignocelulozne materijale), izmjenu iona, itd. Opcenito, izraz
»sorpcija“ ukljucuje iapsorpciju i adsorpciju. Apsorpcija je u kemijskom smislu proces upijanja

tvari (npr. otapanje plinova u teku¢inama). Adsorpcija je proces u kojemu se Cestice plina,
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tekudine ili otopljenih krutina (atomi, molekule i ioni) kemijski ili fizicki veZu za povrsinu druge
molekule, tj. na dvodimenzionalnu povrSinu. Mnogi istraZiva¢i smatraju biosorpciju
podkategorijom adsorpcije, gdje je sorbent materijal bioloSkog podrijetla. Adsorpcija je
najces¢i meahanizam ukljucen u "tradicionalne" tehnologije uklanjanja razlic¢itih oneciséujucih
tvari, ali ako mehanizam nije u potpunosti jasan, ,sorpcija“ je preferirani pojam i moze se
koristiti za opisivanje bilo kojeg sustava u kojem sorbat (npr. atom, molekula, ion) stupa u
interakciju sa sorbensom (tj. ¢vrstom povrSinom) Sto rezultira njegovim nakupljanjem na

sorbensu.

Vedina istraZzivanja biosorpcije joS uvijek se koncentrira na metale i srodne elemente te
nekoliko autora to su naglasili u svojoj definiciji biosorpcije (Gadd, 2009). Medutim,
istraZivanje i primjena biosorpcije proSirena su na uklanjanje i drugih sorbata, poput bojila,

visoko vrijednih bjelanéevina, steroida, lijekova itd. (Michalak i sur., 2013).

Nesto drugacija dimenzija pojma "biosorpcija" odnosi se na pasivne naspram aktivnih procesa.
Prepoznaju se tri preklapajuce razine definicija u ovoj dimenziji: (i) uska definicija kada se
biosorpcija definira kao pasivan, metabolicki neovisan proces; (ii) Sira definicija koja ukljucuje
i pasivne i aktivne procese u slu€aju zive biomase i ¢esto se naziva bioakumulacijom i (iii)
biosorpcija kao osnovna generalizacija koja pokriva sve aspekte interakcija bilo kojeg sorbata
s bioloSkom materijalom. Vecina istraZivaca biosorpciju je definirala kao pasivni i metabolicki
neovisan postupak, npr. pasivno uklanjanje metala mikrobnom biomasom (Gadd, 2009.).
Moze se provesti bilo inaktivnom biomasom ili dijelovima stanica i tkiva, medutim isti proces
mogu provoditi i Zive stanice, kao prvi, brzi korak uklanjanja adsorbata, nakon kojeg ¢esto
slijedi sporiji i sloZeniji mehanizam bioakumulacije (npr. metala) ili biodegradacije (u slucaju
npr. bojila). Ovi se mehanizmi mogu preklapati dovodeéi do dodatne zabune u uporabi

terminologije.

Bioloski materijali, opc¢enito, imaju afinitet prema anorganskim i organskim onecis¢ujuéim
tvarima. U potrazi za visoko uéinkovitim i jeftinim biosorbensima i novim moguénostima za
kontrolu onecis¢enja, oporabu i recikliranje elemenata, velik broj mikroorganizama, kao i

bilina biomasa i materijali Zivotinjskog podrijetla, istrazivani su kao biosorbensi.

Adsorpcijski kapacitet bioloskih materijala, uvelike ovisi o vrsti materijala, pripemi/obradi ili
modifikaciji te eksperimentalnim uvjetima. Trenutno je glavni izazov kako odabrati
najperspektivniji materijal iz velikog broja lako dostupnih i jeftinih bioloskih materijala. Kako
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bi se biosorbens smatrao lako dostupnim i isplativim trebao bi biti: (i) industrijski otpad, koji
bi mogao biti dostupan besplatnoili po niskoj cijeni; (ii) dostupan u prirodi u velikim koli¢inama
i (iii) lako se uzgajati u svrhu biosorpcije). Opéenito, jeftinim biosorbensom smatra se materijal
koji zahtjeva malo obrade, u prirodi je prisutan u velikim koli¢inama, ili je nusproizvod ili

otpadni materijal iz neke industrije (Bailey i sur., 1999).

2.3.2. Inaktivna biomasa gljiva za uklanjanje sintetskih bojila

Gljive su eukariotski, nefotosinteticki organizmi koji, zajedno s bakterijama, sudjeluju u
razgradnji organskih tvari u okolisu. To su kemoorganotrofi, a prema nacinu iskoriStavanja
organske tvari, gljive dijelimo na saprofite i parazite (Lisjak, 1984). Kao izvor ugljika, energije i
elektrona koriste organske kemijske spojeve. Vecéina gljiva su saprofiti, odnosno hranjive tvari
pribavljaju od mrtve organske tvari, ali postoje i vrste koje su paraziti te simbionti. Gljive su
organizmi od vitalnog znacdenja za Zivot na Zemlji. One u tlu komuniciraju s razli¢itim
organizmima putem micelija, uspostavljajuéi simbiozu ili se pak s njima natjecu u resursima. U
tu svrhu gljive sintetiziraju velik broj metabolita — bioloski aktivnih spojeva, koji im omogucuju
da prezive u neprestanoj borbi s drugim organizmima. Konzumiranjem gljiva ovi spojevi mogu
izazvati razlicite fizioloSke reakcije u nasem tijelu, Sto dovodi do trovanja ili, s druge strane, do
korisnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Stoga pojedine vrste gljiva mogu pokazati Sirok spektar
aktivnosti i pomoci kod raznih bolesti pa se nazivaju ljekovitim. Ljekovite gljive odavno su
prepoznate u isto¢noazijskim kulturama gdje se na temelju empirijskih dokaza svrstavaju na
sami vrh njihove tradicionalne medicine. Posljednjih desetlje¢a ovo se znanje prosirilo na
zapadni svijet, a terapijska svojstva razliitih vrsta gljiva dokazana su znanstvenim
istrazivanjima. Kako bi se iz plodiSta ljekovitih gljiva ekstrahirali bioloski aktivni spojevi,
potrebno je provesti ekstrakciju razli¢itim otapalima, pri ¢emu nakon ekstrakcije zaostaje
filtracijska pogaca. Filtracijska pogaca moze se primijeniti kao jeftini biosorbens za uklanjanje
bojila iz modelnih otopina. U ovom radu koriStena je inaktivna ekstrahirana biomasa gljive F.
pinicola. Biosorpcija nije jedina metoda kojom se pomodu gljiva mogu iz vode ukloniti sintetska
bojila. Naime, gljive truleznice imaju sposobnost sinteze enzima za razgradnju koji uzrokuju
truljenje drveta uslijed razgradnje drvnih polimera (celuloze, hemiceluloze i lignina). Gljive
truleznice imaju vaznu ulogu u procesu kruZenja tvari u prirodi i sposobnost razgradnje drvne
biomase do jednostavnih produkata: CO, H,0 i minerala. Enzimi koji sudjeluju u tom procesu
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odgovorni su i za biolosku razgradnju sintetskih bojila, stoga se gljive truleznice koriste u

remedijaciji obojenih otpadnih voda.

F. pinicola je drvenasta gljiva koja se preteZito nalazi u crnogori¢cnim Sumama u umjerenim
regijama diljem Europe i Azije. NaSiroko se koristi u medicinske svrhe, posebno u
tradicionalnoj kineskoj i korejskoj medicini. Poznata je kao gljiva smede trulezi koju
karakterizira bipolarnost te prisutnost fenol — oksidaze. MoZe narasti do promjera od 40 cm.
Sjajnog je izgleda a moze biti crveno — smede ili svjetlije boje ovisno o dobi uzorka (Pravica,

2018).

Slika 2 Ljekovita gljiva Fomitopsis pinicola (Pravica, 2018)

10



3. EKsperimentalni dio



3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak rada bio je istraziti biosorpcijski potencijal ekstrahirane inaktivne biomase gljive
Fomitopsis pinicola za uklanjanje sintetskog bojila metilenskog modrila iz modelnih vodenih
otopina. IstraZzena je ucinkovitost uklanjanja metilenskog modrila u ovisnosti o koncentraciji
biosorbensa, vremenu biosorpcije, pocetnoj koncentraciji bojila te pH vrijednosti modelnih

otopina bojila.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Biosorbens

Kao biosorbens u ovom radu koristena je inaktivna biomasa gljive Fomitopsis pinicola zaostala
nakon ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz osusenog i samljevenog plodista gljive. Plodiste
gljive (iz privatne zbirke Institute for Applied Mycology and Biotechnology, Celje, Slovenija)
osuseno je i samljeveno na veli¢inu ¢estica manju od 1,5 mm. 100 g samljevenog plodista
macerirano je u etanolu pri 20°C u trajanju od 12 h. Sadrzaj je nakon toga homogeniziran i
profiltriran preko vakuum nud-filtra. Zaostala filtracijska pogaca isprana je s 20 L etanola,
osusena, izvagana i stavljena u 10 L destilirane vode. Nakon toga sadrzaj je homogeniziran i
autoklaviran (121 °C, 1 bar). Nakon autoklaviranja, provedena je filtracija koristenjem filter
papira sa staklenim vlaknima (veli¢ine pora 100 um). Zaostala filtracijska pogaca osusena je i

ponovo samljevena na laboratorijskom mlinu za koriStenje u ovom istrazivanju (slika 2.)

Slika 2. Inaktivna biomasa gljive F. pinicola nakon filtracije (A) i nakon mljevenje filtracijske
pogace.
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3.2.2. Kemikalije
U radu su koristene sljedece kemikalije:

e metilensko modrilo (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
e otopina NaOH 0,01 mol/L
e otopina HCI 0,01 mol/L

3.2.3. Instrumenti
U radu su koristeni sljedeci instrumenti:

e analiticka vaga, AW 220 M, Shimadzu

e laboratorijski mlin, IKA Labortechnik

e termostatska tresilica, Polytest 20, BioblockScientific
e laboratorijska centrifuga, mini G, IKA mini

e spektrofotometar, Specord 200, Analytic Jena

e laboratorijski pH metar Seven Easy, MettlerToledo

e magnetska termostatska mijesalica, MR 3001, Heidolph

3.2.4. Priprava modelnih otopina bojila (adsorbata)

Temeljna standardna otopina bojila pripremljena je otapanjem 150 mg metilenskog modrila u
litri ultraciste vode, kako bi se pripravila otopina masene koncentracije 150 mg/L. Modelne
otopine bojila masenih koncentracija 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 mg/L pripremljene su

razrjedivanjem temeljne standardne otopine ultraistom vodom.

3.2.5. Sarzni adsorpcijski eksperimenti

Postupak SarZne adsorpcije koriSten je za istrazivanje adsorpcijskih svojstava inaktivne
biomase gljive F. pinicola. U Erlenmeyerove tikvice od 100 mL dodana je odredena masa
inaktivne biomase gljive (slika 3.) te 50 mL otopine bojila poznatih pocetnih masenih
koncentracija. Tikvice su stavljene u termostatiranu tresilicu na temperaturu 25 °C pri brzini

mijesanja od 150 okr/min i vremenu od 150 min, kako bi se osiguralo postizanje ravnoteznog
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stanja (osim za istraZivanje utjecaja pocetne koncentracije biosorbensa te utjecaja vremena
biosorpcije). Po zavrSetku procesa biosorpcije, tikvice su izvadene iz tresilice te je biosorbens
odvojen od otopine adsorbata filtriranjem kroz filtar papir. Filtrat je zatim centrifugiran na
6000 okr/min tijekom 5 minuta. Nakon centrifugiranja mjerene su apsorbancije filtrata na
valnoj duljini od 665 nm. Koncentracija metilenskog modrila nakon biosorpcije odredena je

koristenjem kalibracijske krivulje (y = 0,1967-x - 0,108)

MALAARRARARAL LA LL]

ST

- mma—
"

Slika 3. Biosorbens u Erlenmeyerovim tikvicama, pripremljen za provodenje S$arznih

adsorpcijskih eksperimenata.

Postotak uklanjanja bojila izracunat je koristenjem sljedeéeg izraza:

-9
Yo

% uklanjanja bojila = 00

gdje su po i y poCetna i kona¢na masena koncentracija bojila (mg/L).

Koli¢éina bojila koja je adsorbirana po jedinici mase biosorbensa u stanju ravnoteze

(adsorpcijski kapacitet) izracunata je kako slijedi:

e

o—v)
m

gdje je ge ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg/g), vo i Ye poCetna i ravnotezna masena

koncentracija bojila (mg/L), m je masa biosorbensa (g), a V volumen otopine bojila (L).

Sarzni adsorpcijski eksperimenti provedeni su u dva ponavljanja te su rezultati su izrazeni kao

srednja vrijednost.
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Utjecaj masene koncentracije biosorbensa. Utjecaj koncentracije biosorbensa na uklanjanje
bojila ispitan je za koncentraciju biosorbensa u rasponu od 0,4 g/L do 5 g/L. Ostali
eksperimentalni uvjeti bili su kako slijedi: ybojila = 50 mg/L, t =24 h (1440 min), & = 25 °C, brzina

mijesanja 150 okr/min.

Utjecaj vremena biosorpcije (kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata). Utjecaj vremena
adsorpcije na proces adsorpcije ispitan je u vremenskim intervalimaod t =1, 5, 10, 20, 30, 60,
120, 180, 240 minuta. Ostali eksperimentalni uvjeti bili su kako slijedi: : ybojia = 50 mg/L,
Vbiosorbensa = 0,5 g/L, & = 25 °C, brzina mijesanja 150 okr/min.

Utjecaj pocetne koncentracije bojila. Utjecaj pocetne koncentracije bojila na proces
adsorpcije ispitan je pri po¢etnim masenim koncentracijama bojila od 10 mg/L do 150 mg/L,
pri ¢emu su ostali eksperimentalni uvjeti bili: ypiosorbensa = 0,5 g/L, t = 150 min, & = 25 °C, brzina

mijesanjal50 okr/min.

Utjecaj pH modelne otopine bojila. Utjecaj pH vrijednosti modelne otopine bojila na
adsorpciju ispitan je u rasponu vrijednosti pH od 4 do 10. Ostali eksperimentalni uvjeti bili su
kako slijedi: ybojila = 50 Mg/L, Vviosorbensa = 0,5 g/L, t = 150 min, & = 25 °C, brzina mijeSanjal50
okr/min. pH vrijednost modelnih otopina bojila podesavana je pomocu 0,01 mol/L otopine

NaOH i 0,01 mol/L otopine HCI.

Ravnoteine adsorpcijske izoterme

Langmuir. Model se temelji na pretpostavci da sva aktivha mjesta imaju isti afinitet za
adsorbat te je adsorpcija ograni¢ena na formiranje monomolekularnog sloja adsorbata i

molekule ne djeluju medusobno jedna na drugu (Faust i Aly, 1987.).

Linearni oblik Langmuirove jednadzbe je kako slijedi:

Ye 1 1
_:_.y —+
qe qm ¢ KL'CIm

gdje je:

ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg/g)

gm — maksimalni adsorpcijski kapacitet (mg/g)

Ve— ravnotezna koncentracija adsorbirane tvari (mg/L)

K.— Langmuirova konstanta (L/mg)
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Freundlich. Model opisuje adsorpciju na heterogenoj povrsini, odnosno za opisivanje
adsorpcije u visemolekularnom sloju gdje postoji medudjelovanje molekula adsorbata

(Namasivayam i Sangeetha, 2005.).

Linerani oblik ove Freundlichove jednadzZbe glasi:
1
In ge = InKg +; ‘Iny,

gdje je:

ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg/g)
Ve — ravnotezna koncentracija adsorbirane tvari (mg/L)
n — parametar koji se odnosi na jacinu adsorpcije

Kr— Freundlichova konstanta (mg/g)(mg/L) /"

3.2.6. Obrada rezultata

Za statisticku obradu rezultata koristeni je program Microsoft Excel 2013 (Microsoft Excel

2013, Redmond, Washington, SAD).
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4. Rezultati i rasprava

17



4.1. Utjecaj koncentracije biosorbensa na biosorpciju metilenskog

modrila na inaktivnu biomasu F. pinicola

Cesto se kao prvi korak u istraZivanju adsorpcijskih karakteristika nekog adsorbensa odreduje
optimalna koncentracija adsorbensa koja ¢e biti koriStena u daljnjim eksperimentima.
Koncentracija adsorbensa utjece na povrsinu adsorbensa dostupnu za vezivanje adsorbata,
odnosno na broj adsorpcijskih mjesta te stoga koncentracija adsorbensa znacajno utjece na
proces adsorpcije. U ovom istrazivanju provedeni su eksperimenti pri masenoj koncentraciji
biosorbensa od 0,4 g/L do 5 g/L, pocetnoj koncentraciji metilenskog modrila od 50 mg/L te

vremenu od 24 h. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 4. i 5.

Slika 4. prikazuje smanjenje intenziteta obojenja modelne otopine metilenskog modrila
masene koncentracije 50 mg/L nakon 24 h kontakta s biosorbensom prisutnim u razli¢itim
koncentracijama. Vidljivo je kako se povecanjem koncentracije biosorbensa smanjuje

intenzitet obojenja, kao posljedica povecanja postotka uklanjanja bojila.

Slika 4. Modelna otopina metilenskog modrila masene koncentracije 50 mg/L te modelne
otopine nakon procesa biosorpcije (slijeva na desno: modelna otopina, otopine s

koncentracijama biosorbensa od 0,5 g/L do 5 g/L).

Iz slike 5. je vidljivo kako je povecanje koncentracije biosorbensa rezultiralo smanjenjem
adsorpcijskog kapaciteta, ali i istovremenim povecanjem postotka uklanjanja bojila. Najveci
adsorpcijski kapacitet za metilensko modrilo iznosio je 93,99 mg/g za najmanju koncentraciju

biosorbensa od 0,4 g/L, dok je najmanji iznosio 9,72 mg/g za najvec¢u koncentraciju
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biosorbensa od 5 g/L. Povecanjem koncentracije adsorbensa dolazi do povecanja povrsine
dostupne za vezivanje iste koli¢ine adsorbata, pri cemu se manja koli¢ina adsorbata adsorbira
po jedinici mase adsorbensa, Sto se ogleda u smanjenju adosrpcijskog kapaciteta (Kuki¢, 2016).
Postotak uklanjanja metilenskog modrila povecava se povecanjem koncentracije biosorbensa,
pri ¢emu je najveéi postotak uklanjanja od 97,17% postignut pri najveéoj ispitanoj
koncentraciji biosorbensa, dok je najmanji postotak uklanjanja bojila od 71,25% postignut pri

najmanjoj koncentraciji biosorbensa.

M adsorpcijski kapacitet B % uklanjanja bojila

100

= 2] o]
o o o
T T T

q./ mgg*
% uklanjanja bojila

N
o
T

0,4 0,5 0,8 1 1,25 1,5 2 5
Vbiowrbens / g I-_l

Slika 5. Utjecaj koncentracije biosorbensa na biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu

biomasu F. pinicola (ybojiic = 50 mg/L; t = 24 h; & = 25 °C; v = 150 okr/min).

Za daljnja istrazivanja odabrana je koncentracija biosorbensa od 0,5 g/L, jer se pri toj

koncentraciji postize i veliki adsorpcijski kapacitet, kao i veliki postotak uklanjanja bojila.
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4.2. Utjecaj vremena (kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata) na

biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu biomasu F. pinicola

Brza adsorpcija adsorbata iz tekuce faze te brzo uspostavljanje ravnoteznog stanja vazne su
karakteristike dobrog adsorbensa. Utjecaj vremena kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata
na proces biosorpcije, odnosno na postotak uklanjanja metilenskog modrila iz modelnih
otopina ispitan je u vremenskim intervalima od 1 min do 240 min te pri sljede¢im uvjetima:
Vbojilo = 50 Mg/L, Vbiosorbens = 0,4 g/L, , & = 25 °C; v = 150 okr/min. Rezultati su prikazani na slici

6. kao ovisnost postotka uklanjanja bojila i adsorpcijskog kapaciteta o vremenu biosorpcije.
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s = 40 - ® % uklanjanja bojila
S
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Slika 6. Utjecaj vremena kontakta biosorbensa i adsorbata na biosorpciju metilenskog modrila
na inaktivnu biomasu F. pinicola (ybojiic = 50 mg/L; Ybiosorbens = 0,5 g/L, & =25 °C; v =
150 okr/min).

Iz slike 6. vidljivo je kako je do postizanja ravnoteznog stanja doslo nakon 120 min. Daljnjim
provodenjem eksperimenta do vremena od 1440 min (24 h) nije doslo do znacajne promjene

postotka uklanjanja metilenskog modrila, koji je iznosio 71,25%. Produljenjem vremena
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kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata dolazi do povecanja adsorpcijskog kapaciteta, kao i

do povecanja postotka uklanjanja bojila.

Biosorpcija metilenskog modrila na inaktivhu biomasu F. pinicola je brz proces kojeg
karakteriziraju dvije faze: pocetno brzo uklanjanje metilenskog modrila tijekom prvih 15
minuta provodenja eksperimenta (postotak uklanjanja metilenskog modrila veci od 65%) te
druga faza kada se intenzitet uklanjanja metilenskog modrila smanjuje s vremenom do
postizanja ravnoteZnog stanja nakon 120 min eksperimenta. Wanyonyi i suradnici (2014.) ovo
objasnjavaju pretpostavkom kako se brzo uklanjanje bojila u poéetnim fazama procesa
biosorpcije moZe objasniti ve¢im brojem slobodnih adsorpcijskih mjesta dostupnih adsorbatu
za vezanje. S druge strane, u kasnijim fazama slobodnih je adosrpcijskih mjesta manje, $to za

posljedicu ima sporije uklanjanje bojila.

Za daljnje provodenje eksperimenata odabrano je vrijeme kontakta biosorbensa i adosrbata

od 150 min.

4.3. Utjecaj pocCetne koncentracije bojila na biosorpciju metilenskog

modrila na inaktivnu biomasu F. pinicola

Ispitivanje utjecaja pocetne koncentracije bojila provedeno je pri pocetnim masenim
koncentracijama bojila od 10 mg/L do 150 mg/L. Ostali eksperimentalni uvjeti bili su kako
slijedi: ybiosorbens= 0,4 g/L, t = 150 min, 8 = 25 °C, brzina mijesanja v = 150 okr/min. Rezultati su

prikazani na slici 7.
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100

= 2] o]
o o o
T T T

q./ mgg*
% uklanjanja bojila

N
o
T

10 20 30 40 50 75 100 150
Vbojila / mglLt

Slika 7. Utjecaj pocetne koncentracije bojila na biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu

biomasu F. pinicola (ybiosorbens = 0,5 g/L, t = 150 min, & = 25 °C; v = 150 okr/min).

Iz dobivenih rezultata prikazanih na slici 7. vidljivo je kako je povec¢anjem pocetne masene
koncentracije metilenskog modrila doslo do smanjenja postotka uklanjanja bojila. Najveci
postotak uklanjanja bojila od 83,89% postignut pri najmanjoj poc¢etnoj koncentraciji bojila od
10 mg/L, dok je najmanji postotak uklanjanja bojila od 31,46% postignut pri pocetnoj
koncentraciji bojila od 100 mg/L. Utjecaj pocetne koncentracije bojila na adsorpcijski kapacitet
takoder je vidljiv iz slike 7. Za razliku od postotka uklanjanja bojila koji opada porastom
pocetne koncentracije bojila, adsorpcijski kapacitet raste s porastom pocetne koncentracije
bojila. Najveci adsorpcijski kapacitet od 99,56 mg/g postignut je za pocetnu koncentraciju
bojila od 75 mg/L, dok je najmaniji adsorpcijski kapacitet 10,77 mg/g postignut za najmanju

koncentraciju modelne otopine bojila od 10 mg/L.

Navedeni rezultati ukazuju na zaklju¢ak kako je uklanjanje metilenskog modrila biosorpcijom

na inaktivnu biomasu F. pinicola proces ovisan o koncentraciji adsorbata.
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4.4. Utjecaj pH modelne otopine bojila na biosorpciju metilenskog

modrila na inaktivnu biomasu F. pinicola

Utjecaj pH vrijednosti modelne otopine bojila na biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu
biomasu F. pinicola ispitan je za podrucje od 4 do 10. Ostali eksperimentalni uvjeti bili su kako
slijedi: ybojilo= 50 Mg/L, Vbiosorbens= 0,4 g/L, t = 150 min, & = 25 °C, brzina mijeSanja v = 150
okr/min. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 8. kao ovisnost postotka uklanjanja

metilenskog modrila i adsorpcijskog kapaciteta o pH modelne otopine bojila

M adsorpcijski kapacitet B % uklanjanja bojila

100

0 J_I | u | I| | I| | I| | I| |
4 5 6 7 8 9 10

pH
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q./ mgg*
% uklanjanja bojila

]
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Slika 8. Utjecaj pH modelne otopine bojila na biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu
biomasu F. pinicola (Ybojilc = 50 Mg/L, Vbiosorbens = 0,5 g/L, t = 150 min, ¢ = 25 °C; v = 150

okr/min).

Utjecaj pH na proces adsorpcije oCituje se kroz promjene aktivhog mjesta adsorbensa ili
promjene naboja samog bojila (Crini i sur., 2007.), sto moZe imati znacajan utjecaj na proces
adsorpcije. Iz slike 8. vidljivo je kako s povecanjem pH vrijednosti otopine bojila doslo do

poveéanja adsorpcijskog kapaciteta te poveéanja postotka uklanjanja bojila. Najmaniji

23



adsorpcijski kapacitet (49,98 mg/g) i najmanji postotak uklanjanja bojila (44,63%) postignuti
su pri pH vrijednosti 4. Kationska bojila, poput metilenskog modrila, se pri manjim pH
vrijednostima natje€u za adsorpcijska mjesta s H* ionima, Sto ima negativan utjecaj na proces
adsorpcije, odnosno kationska bojila ucinkovitije se uklanjaju pri ve¢im pH vrijednostima
sustava u kojima se odvija adsorpcija (Chanzu i sur., 2019.). Najveci adsorpcijski kapacitet
(93,83 mg/g) i najvedi postotak uklanjanja bojila (85,50%) postignut je pri pH vrijednosti 10. U
pH podruéju od 7 do 9, promjena pH vrijednosti otopine nije imala znacajan utjecaj na
vrijednosti adsorpcijskih kapaciteta (od 81,98 mg/g do 84 mg/g) i postotke uklanjanja
metilenskog modrila (od 74,71 % do 76,72 %).

4.5. Linearni ravnotezni adsorpcijski modeli

Linearni ravnotezni adsorpcijski modeli (Langmuir i Freundlich) koristeni su za analizu
eksperimentalnih podataka dobivenih provodenjem Sarinih adsorpcijskih eksperimenata.
Slike 9. i 10. prikazuju eksperimentalne podatke i racunski dobivene krivulje adsorpcijskih
izotermi pri temeperaturi 25 °C. U tablici 1. dani su parametri Langmuirova i Freundlichova

adsorpcijskog modela za biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu biomasu F. pinicola .

Razmatranjem i usporedbom vrijednosti koeficijenata korelacije vidljivo je kako oba modela
dobro opisuju proces biosorpcije metilenskog modrila. Neznatno bolje slaganje s
eksperimentalnim podatcima pokazuje Langmuirov model. Bezdimenzionalni separacijski
faktor pri primijenjenim eksperimentalnim uvjetima imao je vrijednost manju od 1, odnosno
radi se o procesu adsorpcije koji je povoljan. Vrijednosti parametra n veée su od 1, ali manje

od 2, sto ukazuje na umjereno uspjesan proces adsorpcije te na fizikalni proces.

Langmuirov model pretpostavlja formiranje monomolekularnog sloja na povrsini adsorbensa
te homogenu povrsinu. Usporedbom maksimalnog adsorpcijskog kapaciteta dobivenog
Langmuirovim modelom te eksperimentalno odredenog, vidljivo je relativno dobro slaganje
ovih vrijednosti. Bezdimenzionalni separacijski faktor (RL) pri primijenjenim eksperimentalnim

uvjetima maniji je od 1, sto upuéuje na povoljan proces biosorpcije.
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Slika 9. Langmuirova adsorpcijska izoterma za biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu
blomaSU F. pInICO/G (Vbojilo = 10 - 150 mg/l_, Vbiosorbens = 0,5 g/l_; t= 150 m|n,' V= 150

okr/min)
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Slika 10. Freundlichova adsorpcijska izoterma za biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu
biomasu F. pinicola (ybojiic = 10 - 150 mg/L, Vbiosorbens = 0,5 g/L; t = 150 min; v = 150

okr/min)
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Tablica 1. Parametri adsorpcijskih izotermi za biosorpciju metilenskog modrila na inaktivnu
biomasu F. pinicola (ybojilo = 10 - 150 mg/L, Vbiosorbens = 0,5 g/L; & = 25 °C, t = 150

min; v = 150 okr/min)

Langmuir
Gmexp./ Mg gt 92,480
Gmeal./ mg gt 99,010
K./ dm3 mg? 0,146
Ri 0,044
R? 0,990
Freundlich
Ke / (mg/g (dm3/mg)¥/") 6,861
n 1,439
R? 0,988

Freundlichov model je empirijski model koji opisuje adsorpciju na heterogenoj povrsini. Pri
tome je Kr parametar koji se odnosi na kapacitet vezanja adsorbata. Adsorpcija je uspjeSna
ukoliko je vrijednost n iznosi od 2 do 10, umjereno uspjesna kada je n u rasponu od 1 do 2 i
neuspjesna, ako je vrijednost parametra n manja od 1 (Treybal, 1981.). Parametar n takoder
upuduje na stupanj nelinearnosti izmedu koncentracije otopine i adsorpcije: ukoliko je n =1,
adsorpcija je linearna, ukoliko je n < 1, adsorpcija je kemijski proces, a ukoliko je n > 1,

adsorpcija je fizikalni proces (Desta, 2013.).

Za inaktivnu biomasu F. pinicola vrijednost parametra n iznosi 1,439, sto ukazuje na umjereno

uspjeSnu adsorpciju te kako se kako se radi o fizikalnom procesu.
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5. Zakljucci

Na osnovu rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Ispitivanje utjecaja koncentracije biosorbensa na uklanjanje metilenskog modrila
pokazalo je kako se postotak uklanjanja bojila poveéava s povecanjem koncentracije

biosorbensa, ali istovremeno dolazi do smanjenja adsorpcijskog kapaciteta.

Ispitivanje utjecaja vremena kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata pokazalo je kako
je taj proces karakteriziran brzim uklanjanjem metilenskog modrila tijekom prvih 15
min. Postotak uklanjanja metilenskog modrila povecavao se s produljenjem vremena
kontakta izmedu biosorbensa i adsorbata, do postizanja ravnoteznog stanja nakon 150

min.

Uklanjanje metilenskog modrila biosorpcijom na inaktivnu biomasu F. pinicola proces
je ovisan o pocetnoj koncentraciji bojila, pri cemu poveéanjem pocetne koncentracije
bojila od 10 mg/L do 150 mg/L dolazi do povecanja adsorpcijskog kapaciteta od 10,77
mg/g do 99,56 mg/g.

Vedéi adsorpcijski kapacitet i veci postotak uklanjanja metilenskog modrila
biosorpcijom na inaktivnu biomasu F. pinicola postignuti su pri pH vrijednostima od 7

do 10.

lako oba primijenjena linearna ravnotezna modela dobro opisuju proces biosorpcije
metilenskog modrila na inaktivnu bimasu F. pinicola, rezultati su nesto bolje opisani

Langmuirovim ravnoteZnim adsorpcijskim modelom, u odnosu na Freundlichov model.

Rezultati dobiveni istrazivanjem ukazuju na veliki potencijal ekstrahirane inaktivne
biomase ljekovite gljive F. pinicola za primjenu u remedijaciji otpadnih voda

oneciséenih sintetskim bojilima.
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