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SAZETAK

Opstanak svijeta i1 zivih bi¢a ovisi o vodi pa nedostatak vodenih resursa dovodi do ozbiljnih
problema. Vise od 50 % svjetske populacije se suocava s nestaSicom vode. Neki od uzroka
tome su konstantan rast stanovniStva, oneciS¢enje povrSinskih 1 podzemnih voda,
neodgovarajuéa raspodjela vodenih resursa te povremene suSe. OneciS¢ena voda jednako
utjece 1 na zivotinjski i biljni svijet. Smrt mnogih vodenih Zivotinja posljedica je ulaska
onecis¢ene vode u more. Budu¢i da nas svijet nije odvojen od svijeta vodenih bica, ptica i
biljaka, opasnost od ovih uzastopnih oneciS¢enja sve je veca i ve¢a. U danasSnje vrijeme
porast emisija industrijskih otpadnih voda predstavlja sve veéi problem. Medu opasnijim
oneciS¢ivalima isti¢u se fenolni spojevi ¢ije je odredivanje kljucno za procjenu kvalitete vode
1 za sigurnost okoliSa. Oni predstavljaju znacajan rizik za ekosustav i ljudsko zdravlje zbog

svojih toksi¢nih i kancerogenih svojstava.

Ovaj rad ima za cilj istaknuti analiticke metode odredivanja fenola u otpadnim vodama. Od
analitickih metoda, isticu se spektrofotometrijska metoda, teku¢inska kromatografija visoke
ucinkovitosti  (engl. High-Perfomance Liquid Chromatography, HPLC) 1 masena
spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MS). Odabir odgovaraju¢e metode ovisi o sastavu i
koli¢ini vode koja se obraduje, Zeljenoj ucinkovitosti postupka, ekoloskoj prihvatljivosti te

operativnim troskovima.

Kljucne rijeci: fenol, otpadna voda, odredivanje, analiticka metoda



SUMMARY

The survival of the world and of living beings depends on water. Therefore, the deficiency of
water resources can cause serious problems. More than 50 % of the world's population faces
some form of water deficiency. Some of the causes are the constant population growth, the
pollution of both surface and ground waters, the inadequate distribution of water resources
and the occasional droughts. Moreover, polluted water equally affects the animal and the
plant kingdoms and the death of many water animals is a direct consequence of polluted
water entering the sea. Given the fact that our world is not separated from the worlds of
animals, birds and plants, the danger of these various types of pollution becomes greater
every day. Today, the increasing emission of industrial wastewater represents a growing issue.
Phenolic compunds can be traced among the most dangerous pollutans and their
identification is crucial for the water's quality assessment and for the environment's
safeguard. They represent a high risk for the ecosystem and for the human health due to their

toxic and carcinogenic properties.

This thesis gives an overview of analytical methods for the detection of phenols in
wastewater. Among the analytical methods, spectrophotometric method, High Performance
Liquid Chromatography and Mass Spectrometry need to be pointed out. The choice of an
appropriate method depends on the composition and quantity of water, the desired efficiency

of the process, environmental acceptability and operational costs.

Key words: phenol, wastewater, the detection, the analytical method



2.

UVOD....cc et 1
OPCIDIO ...t 2
2.1. OTPADNE VODE........icotiiiiiiiieie bbb 2
2.1.1.  Komunalne otpadne VOAe ...........ccooviiriiiiiiiiiiieiiei s 2
2.1.2.  Industrijske otpadne VOAE ...........ccooiiiiiiiiiieiiii e 4
2.1.3. Oborinske otpadne VOAe ..........cociviiiiiiiiiiiiiiiiie e 5
2.2.  OSNOVNI POSTUPCI OBRADE OTPADNIH VODA .......ccccceoiiiiiiiiiiiiieeeen 6
2.2.1.  Mehanicka obrada otpadnih vOda..........ccccevviiiiiiiiiiiii 7
2.2.2. Bioloska obrada otpadnih voda............ccceiiiiiiiiiii 8
2.2.3. Fizikalno-kemijska obrada otpadnih voda...........cccooeeriiiiiiiiiiiiiici 10
GLAVNI DIO ...ttt b et 11
3.1. FENOLL oo 11
3.2. DOBIVANIE FENOLA .....ccooiiiiiiiiiiieeee st 15
3.2.1.  PetroKemijSKi PIOCES .....cceiiiiiiieiie ettt 15
3.2.2.  Ekstrakcija fenola iz ugljenog katrana...........cccccoeriieniiiiienin e 16
3.2.3.  Pretvorba DIOMASE. .....ccviviiieeieiie ettt 16
3.2.4.  OkSidacija tOIUCNA. .....ccuviviiiieiieieii et 17

3.3.  OBRADA INDUSTRIJSKIH OTPADNIH VODA ONECISCENIH FENOLIMA .17

3.3.1.  Fizikalno-kemijska obrada industrijskih otpadnih voda oneciS¢enih fenolima.19

3.3.2. Bioloska obrada industrijskih otpadnih voda onecis¢enih fenolima.................. 21
3.4. ANALITICKE METODE ODREBDIVANJA FENOLA U OTPADNIM VODAMA 26
3.4.1.  SpektrofOtOMEIIi]a ...ccviiieeiiiiie e 27
3.4.2.  Plinska Kromatografija........ccccoooiiiiiiiii e 30
3.4.3.  Tekucinska kromatografija...........cccooviiiiiiiiiiii e 33
3.4.4. Kapilarna eleKtroforeza..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 36
3.4.5.  KOLOTIMEIT]A .ccuviiiiiiiiiiiiii e 38
3.4.6.  Amperometrijski bIOSENZOT1.......cueiiiiiiiiiiiiiiii e 41
3.4.7. EnzimsKi DIOSENZOTI.....cccuviiiiiiieiiieiiie st 42
3.4.8.  OPtICKI DIOSENZOTT .. .vviiiiiiieiiiieiiiie ettt 43
3.4.9. Bi0SeNZori CIJEle STANICE ......vviveeiriiiieiiieee et 45

3.5. RAZVOJIOPTIMIZACIJA METODE ZA ANALIZU FENOLA I KLORFENOLA
1Z VODENIH UZORAKA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM-MASENOM
SPEKTROMETRIJOM.......ooiiiiiiiiiieii et 46



3.6. ANALIZA FENOLA I1Z OTPADNIH VODA POMOCU MIKROEKSTRAKCIJE

IZ CVRSTE FAZE I PLINSKE KROMATOGRAFTIIE ..o oo 49

3.7. PRIMJENA SIROVE PEROKSIDAZE HRENA IMOBILIZIRANE

BIOUGLJENOM ZA UKLANJANJE FENOLA IZ VODA ....oovooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeer e 52
B ZAKLIUCAK ..o et et e e e e et et e e e s et e e e er e s et et e e s es e e e eeeerer e, 54
5. LITERATURA .....oooooooeeeeeeeeeeeeeeee oo ee e ee e e e e s e es e s s e s esesereseseseseseseseseseresesererererenen e 55
6. POPIS SLIKA ......oooooooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo ee e e e ee e s es e s e e seeeserer e s e e e s esereses s ereseserererereren e 60

7. POPISTABLICA...........ocii i 62



1. UVOD

Fenoli i njihovi derivati ¢esto predstavljaju onecis¢ivala u otpadnim vodama iz razlicitih
industrija poput plinskih, rafinerija nafte i koksa, proizvodnje fenol-formaldehidnih smola te
farmaceutskih proizvoda. Fenoli su nasiroko ukljuceni u petrokemijsko inzenjerstvo, tiskanje,
bojanje, preradu hrane i kemijsku proizvodnju. IspuStanjem u okoli§ postaju jedan od
najstetnijih onecis¢ivala zbog visoke toksicnosti 1 niske biorazgradivosti. Mogu otrovati ribu,
onecistiti poljoprivredne proizvode i utjecati na funkcije zivéanog, mokra¢nog i probavnog
sustava Covjeka [1]. Neki od fenola, kao sto su alkilfenoli i klorfenoli Siroko se koriste kao
supstrati za dobivanje poljoprivrednih pesticida, takoder i kao konzervansi u deterdzentima za
kucanstvo, lijekovima te meduprodukti u mnogim industrijama. Fenoli mogu uzrokovati
ostecenje jetre, reproduktivne abnormalnosti, karcinom i endokrini poremecaj ¢ak i u malim
koli¢inama [2]. Koncentracije ovih spojeva u otpadnim vodama mogu varirati od 1,1 do
7000 mg/L. Komunalne i industrijske otpadne vode moraju prije ispustanja u vodotokove biti
obradene. Nedostatak adekvatnog nacina obrade ovakvih otpadnih voda moze predstavljati
ozbiljnu prijetnju okoliSu 1 ljudskom =zdravlju kada se ispuSta izravno u okolis.
Konvencionalne metode obrade otpadnih voda cesto ne postizu potreban visok stupanj
procis¢avanja, dok istovremeno odrzavanje prihvatljivih troskova predstavlja izazov. Zbog
toga su razvijeni alternativni procesi obrade kao Sto su bioloSki, ukljucujuéi enzimske
katalitiCke reakcije, koje omogucuju visoku ucinkovitost uklanjanja onecis¢ivala uz manje
troSkove [3]. Zadnjih desetlje¢a su razvijene nove tehnologije za uklanjanje fenola iz tokova
otpadnih voda. Dok su konvencionalne metode obrade vrlo u¢inkovite u uklanjanju fenola;
neke od ovih metoda nisu ekoloski prihvatljive, a druge su skupe. Stoga se odrZive i zelene
tehnologije koriste i uzimaju u obzir u prociS¢avanju fenolnih otpadnih voda zbog njihove

ucinkovitosti, pristupacnosti i ekoloSke kompatibilnosti [4].


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/science-and-technology

2. OPCIDIO

2.1.0TPADNE VODE

Najzastupljenija tvar u gradi zivih bi¢a je voda, koja obuhvaca i najveéi dio Zemljine
povrsine od 70,8 % [5]. Budu¢i da su klimatske promjene i suse rezultirale nedostatkom vode
ponovna upotreba otpadnih voda postala je klju¢na tocka upravljanja vodama. Osim toga,
porast svjetske populacije i porast zivotnog standarda doveli su do sve vece potrosnje svjeze

vode i generiranje otpadnih voda [6].

Otpadne vode razlikuju se po vrsti i sastavu te ih dijelimo na komunalne, industrijske i
oborinske otpadne vode. Na fizikalni, kemijski i bioloski sastav otpadnih voda utje¢u mnogi
faktori kao $to je potro$nja vode u kuéanstvu, topografski i geografski uvjeti kanalizacijskog
sustava te tipovi industrijskih otpadnih voda. Fizikalne karakteristike otpadnih voda razlikuju
se od obi¢nih voda. Otpadne vode brze uzrokuju koroziju zbog rasta sulfato-reducirajuce
biomase na stijenkama cjevovoda. Stvaranjem naslaga, dolazi do postizanja anaerobnih
uvjeta koji pogoduju razvijanju drugih agresivnih tvari. Do ubrzanja korozijskih procesa
dolazi i zbog jako luznatih ili jako kiselih supstanci koje dospiju u kanalizacijski sustav. Osim
toga, poviSena temperatura otpadnih voda uzrokuje ubrzanje kemijskih procesa korozije

materijala [7].

2.1.1. Komunalne otpadne vode

Komunalne otpadne vode posljedica su kucanskih aktivnosti, obavljanja zivotnih funkcija te

sanitarnih potreba. Kucanske otpadne vode mogu se podijeliti na sive vode te na crne vode

[7].

Sive vode ¢ine 80-85 % kucanskih otpadnih voda. Ova voda potjeCe od - perilica,
umivaonika, bazena, tuSeva, kupaonica. Sadrzi tenzide zato Sto su oni glavni sastojci sredstva
za CiS¢enje. U buduénosti siva voda predstavlja znacajni izvor vode zbog svoje velike
koli¢ine, a ocekuje se da ¢e njezino prociS¢avanje biti lakSe izvedivo u usporedbi s
ku¢anskom otpadnom vodom zbog manjeg potencijala oneciS¢enja. S obzirom na navedeno,

razvijeno je nekoliko metoda za prociS¢avanje 1 ponovnu upotrebu sive vode. U to se ubrajaju



prirodni sustavi za prociS¢avanje, izgradene mocvare, filtracija, bioloski 1 kemijski procesi,
ultrafiltracija, nanofiltracija te oksidacija. Iako bioloski procesi mogu lako ukloniti
biorazgradive spojeve u otpadnoj vodi, neki deterdzenti i aktivne tvari u sivoj vodi nisu lako
biorazgradivi te je time bioloski proces manje ucinkovit. Prilikom kemijske obrade i

oksidacijskih procesa postize se visoka ucinkovitost uklanjanja otopljenog organskog ugljika

[6].

Crne vode koje potjecu iz kanalizacijskog otpada se anaerobno razgraduju. U anaerobnoj
digestiranoj crnoj vodi uzgaja se Tetradesmus obliquus kako bi se promatrali ¢imbenici
ogranicenja rasta i fizioloska svojstva stanica algi. Dodavanjem Fe?", Mg?" i Mn*" u crnu
vodu omogucéuje se maksimalan rast algi. Ovaj postupak je alternativni proces obrade
kucéanskih otpadnih voda s brojnim prednostima kao §to su smanjenje gustofe patogena,
oc¢uvanje hranjivih tvari te proizvodnja energije. Shodno tome, sustav anaerobne digestije
zajedno s naknadnim uzgojem algi moze pruZiti mnoge prednosti jer ¢e se hranjive tvari
ukloniti iz otpadne vode i proizvesti bioplin i alge [8]. Na slici 2.1. prikazan je nacin

koriStenja sive i crne vode.

RECIRKULACIJA
SIVE VODE .
UMIVAONIK & 4 *
| 1 oTUs
. KUPAONICA
VENTIL VENTIL
PUMPA
SPREMNIK SVJEZE g
VODE - _ _—
| I- |
I~ VENTIL SPREMNIK CRNE
—— SPREMNIK SIVE = SPRED
VODE =

ISPIRANJE
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Slika 2.1. Koristenje sive i crne vode te njihovi izvori



2.1.2. Industrijske otpadne vode

Industrijska otpadna je voda nastala u procesima industrijske proizvodnje te ona zahtijeva
preradu prije ispustanja u okolis ili prije ponovne upotrebe. Uzimajuéi u obzir rizik za okolis,
industrijska postrojenja trebaju teziti maksimiziranju ucinkovitosti procesa obrade vode.
Vazno je odrediti vrste onecis¢ivala u otpadnim vodama te njihove koncentracije Sto je u
industrijama izazovno. Na slici 2.2. prikazana je otpadna voda dobivena iz prehrambene
industrije. Navedene vode dijele se na bioloski razgradive te bioloski nerazgradive otpadne
vode. Bioloski razgradive se mogu mijesati s gradskim otpadnim vodama, dok se bioloski
nerazgradive moraju podvrgnuti procesu procis¢avanja prije mijesanja s gradskom otpadnom
vodom. Otpadne vode nastale u industriji sadrze ione teSkih metala, organske spojeve,
otrovne kemikalije te druga oneciS¢ivala koja u prevelikim koli¢inama uzrokuju trovanje

tijela [7].

U svrhu uklanjanja onecis¢ivala koriste se razlicite metode obrade industrijskih voda, a one
ukljucuju fizikalne, kemijske i1 bioloSke procese. Fizikalna obrada ukljucuju filtraciju i
taloZzenje. Kemijska obrada koristi koagulatne i flokulante za uklanjanje otopljenih tvari.
Bioloska obrada je klju¢ni proces u upravljanju industrijskim otpadnim vodama. Ona koristi
mikroorganizme za razgradnju organske tvari i1 uklanjanje hranjivih tvari, poput dusika i

fosfora [9].

Od analitickih metoda za odredivanje oneciS¢ivala u industrijskim vodama isticu se
Ramanova spektroskopija, infracrvena spektroskopija 1 rendgenska spektroskopija.
Infracrvena spektroskopija je analitiCka metoda koju karakteriziraju vrlo visoke mjerne
mogucénosti te se stoga Cesto koristi za kvalitetnu procjenu razlicitih tvari 1 proizvoda. Njena
glavna prednost, u odnosu na ostale metode je visoka selektivnost postignuta mjerenjima
visoke razlucivosti, mogucnosti istovremenog mjerenja vise tvari te visoka osjetljivost. 1z
ovih razloga, primjenom ove metode moguce je provodenje analize izravno u industrijskom
procesu. Rendgenska spektroskopija se koristi za odredivanje sadrzaja elemenata, posebno
elemenata u tragovima kvalitativnim 1 kvantitativnim analizama krutina, tekuc¢ina i praha.
Ramanova spektroskopija nalazi primjenu u proucavanju industrijskih otpadnih voda,
bioloSkih materijala, arheoloSkih otkri¢a ili uzoraka iz okoliSa. Temelji se na promjenama
polarnosti molekula. Usporedujuéi infracrvenu i Ramanovu spektroskopiju, bolje rezultate za
tekuce uzorke daje Ramanova spektroskopija zbog ¢injenica da prisutnost vode u uzorku ima

jak utjecaj 1 uzrokuje interferenciju u infracrvenom spektru. No, u slu¢aju Ramanove

4



spektroskopije smetnje mogu biti uzrokovane fluorescencijom $to predstavlja komplikaciju

pri analizi obojenih tvari [10].

Slika 2.2. Otpadna voda dobivena iz prehrambene industrije

2.1.3. Oborinske otpadne vode

Oborinska otpadna voda je voda koja nastaje kao posljedica prevelike koli¢ine kiSe ili
topljenja snijega. Odvodi se direktno u vodotokove, no u urbanim sredinama odvodi se u
komunalne tokove te ulazi u sustav prociS¢avanja. Budu¢i da tece kroz urbanu sredinu,
te Stetne kemikalije [7]. Koli¢ina oborinske vode koja se odvede u vodotok pogorSava ¢isto¢u
vodotoka, oSte¢uje vodene ekosustave i negativnho utjeCe na gospodarstvo. Smanjivanje
koli¢ine oborinskih voda moze se posti¢i implementacijom zelenih povrSina kao $to su kisni
vrtovi. Isto tako izgradnjom bazena koji zadrzavaju oborinsku vodu moze se smanjiti protok
vode te se mogu ukloniti onecis¢ivala prije samog ispusStanja [11]. Posljednjih pet desetljeca

vvvvv

je istrazivan nacin na koji se oni mogu smanjiti. Postoje empirijski modeli kojima se upravlja



oborinskim otpadnim vodama. Kako bi se zadovoljili propisi o najve¢em dnevnom
opterecenju otpadne vode, modeli se koriste za odredivanje utjecajnih koncentracija na mjere
kontrole oborinskih voda. Predvidanje kvalitete oborinskih voda je viSestruki problem, a
koriStenje empirijskih modela ne uzima u obzir sve ¢imbenike koji utjeCu na njihovu
kvalitetu. Suprotno tome, fizicki modeli za koje se pretpostavlja da toCnije prikazuju
dinamiku onecis¢enja zahtijevaju brojne ulazne parametre koje je teSko dobiti i procijeniti Sto
otezava kalibraciju takvih modela. Tako su metode za kalibraciju modela napredovale u
posljednjih par godina, uéinkovitost takvih metoda je jo$ uvijek ograni¢ena dostupnoscu
podataka. Kako bi se prevladalo ovo ograni¢enje; mnogi modeli, metode kalibracije 1
prethodno stvoreni empirijski odnosi koji su temeljeni na regresiji i strojnom ucenju koriste
podatke o kvaliteti oborinske vode bez obzira na starost tih podataka. Postoji pretpostavka
kada se razvijaju modeli koji koriste podatke stare desetlje¢ima za predvidanje trenutnih i
budu¢ih uvjeta kvalitete oborinskih voda, a ona glasi da je kvaliteta oborinskih voda
vremenski staticna tijekom desetlje¢a. No, kasnijim istrazivanjima, prema autorima [. M.
Simpson i suradnicima 2023. godine stvoreni su odnosi temeljeni na regresiji i strojnom
ucenju kako bi procijenili kvalitetu oborinske vode koriste¢i podatke stare do 40 godina.
Nedavno se pretpostavlja da podatci o kvaliteti oborinskih voda nisu vremenski static¢ni te da
poboljSanja u kvaliteti netretirane oborinske vode mogu biti povezana s napretkom u
proizvodnji te ostalim izvorima koji doprinose smanjenju atmosferskog talozenja, izgaranja i
stvaranja oneciS¢ivala koja se na kraju prenose oborinskim vodama. Prema tom istrazivanju,
dobila bi se ¢iS¢a voda u usporedbi s istraZivanjima provedenim u prethodnim

desetlje¢ima [12].

2.2.0SNOVNI POSTUPCI OBRADE OTPADNIH VODA

Procis¢avanje otpadnih voda neophodno je za ublazavanje degradacije okolisa i1 zdravstvenih
rizika. Nacini obradivanja otpadne vode su odvajanje krutine od tekucine, kapljevine od vode
te plinova od vode. Postoje tri stupnja prociS¢avanja otpadnih voda, a potreban stupanj
odreduje se ovisno o koli€ini suspendirane tvari u otpadnoj vodi. Za obradu je neophodno
pronac¢i odgovaraju¢i obujam spremnika te kapacitet crpki ovisno o koli¢ini otpadne vode.

Upravo to se odreduje prema utroSku jednog stanovnika neke populacije tijekom jednog



dana. Prvi stupanj ukljucuje fizikalni i/ili kemijski proces obrade, dok drugi i tre¢i stupanj

ukljucuju bioloski proces obrade otpadne vode [13].

Prema tome, razlikujemo tri osnovna postupka u obradi voda, a to su mehanicka obrada,
bioloSka obrada i fizikalno-kemijska. Na slici 2.3. su prikazani osnovni postupci obrade

otpadne vode.

mehanicko . —
preciScavanje biolosko

zagadena
preciscavanje kemijsko proci§¢avanje
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Slika 2.3. Osnovni postupci obrade otpadne vode

2.2.1. Mehanicka obrada otpadnih voda

Mehanicka obrada ili primarna obrada ukljucuje fizicko odvajanje i uklanjanje suspendiranih
krutih tvari te oneciS¢ivala iz otpadne vode. Grube krute tvari, velike predmete i krhotine je
moguce ukloniti pomocu sita ili reSetke. Rupa u reSetki smije biti maksimalno Siroka 16 mm.
Otpadne vode mogu se obradivati i filtracijom kroz pijesak. Komore za pijesak se koriste za
talozenje i uklanjanje teSkih anorganskih Cestica koje mogu uzrokovati abraziju i habanje
unutar sustava za obradu. Na slici 2.4. prikazane su vertikalne komore za pijesak. U
spremnicima, taloZenje je pod utjecajem gravitacije ili upotrebom centrifugalne sile.

TaloZenjem pod utjecajem gravitacije dolazi do nastanka mulja na dnu spremnika [14].



Slika 2.4. Komora za pijesak

2.2.2. Bioloska obrada otpadnih voda

vvvvv

otpadnih voda pomocu mikroorganizama. Proces je prikazan na slici 2.5. te se oslanja na
iskoriStavanje prirodnih sposobnosti razli¢itih zajednica mikroorganizama da razgrade i
metaboliziraju organske tvari, duSikove 1 fosforne spojeve koji su prisutni u
otpadnoj vodi [9]. U bioloskom uklanjanju dusikovih i fosfornih spojeva iz otpadnih voda
koristi se proces denitrifikacije te proces bioloskog uklanjanja fosfora. Nositelji oba procesa
su heterotrofni organizmi te je jedan od faktora koji utjece na njihovu uc¢inkovitost koli¢ina
organskog ugljika koji ulazi u bioreaktor s otpadnom vodom. Ponekad moze do¢i do manjka
organskih spojeva ¢ime se smanjuje ucinkovitost uklanjanja nutrijenata. Kako bi se
zadovoljili zahtjevi za kona¢nom kvalitetom otpadne vode u bioreaktor je potrebno unijeti
dodatni izvor organskog ugljika kao $to je metanol, etanol i octena kiselina. Drugo rjeSenje je
koriStenje otpadnih proizvoda iz prehrambene industrije ili glicerinom. Organski spojevi koji
su supstrati za denitrifikacijske bakterije i organski spojevi koji akumuliraju fosfor mogu se
dobiti iz primarnog mulja te iz viSka mulja koji je otpadni proizvod prociS¢avanja otpadnih

voda [15].

Kako bi se uklonili otopljeni sastojci koriste se aerobni i anaerobni postupci €iji je temelj
razli¢it odnos mikroorganizama prema otopljenom kisiku. Aerobni proces je proces u

prisutnosti kisika koji je u€inkovit za niZze koncentracije hranjivih tvari. Kemijska potroSnja
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kisika (KPK) za aerobne procese je do 1.0 g/dm?. S druge strane, odredivanjem otpadnih
voda s visokim vrijednostima KPK nastaju velike koli¢ine aktivnog mulja. Da bi proces
obrade mogao i¢i dalje, aktivni mulj se mora izdvojiti iz sustava obrade vode zbog suviska
organskih i anorganskih tvari koje treba ukloniti. Anaerobni proces je proces bez prisutnosti
kisika. U anaerobne sustave za obradu spadaju anaerobni digestori u kojima anaerobne
bakterije 1 drugi mikroorganizmi zajedno razgraduju organske spojeve. Tijekom ovog
procesa, organski spojevi prolaze kroz sloZzene mikrobioloske procese. Razgradnjom
organskih spojeva nastaju metan i ugljikov dioksid kao nusprodukti. Prvi dio slozenog
procesa razgradnje je hidroliza polisaharida i polifenola do njihovih monomera. Polisaharidi 1
polifenoli se uz pomo¢ acetogenih bakterija razgraduju do organskih kiselina. Do metana i
ugljikovog dioksida se dolazi razgradnjom organskih kiselina pomocu metanogenih
bakterija [16]. U odnosu na aerobni proces, anaerobni ima visoku energetsku ucinkovitost,
odnosno troSi manje energije. Razlog tome je Sto ne zahtijeva stalno prozracivanje ¢ime se
smanjuju operativni troskovi. Takoder, anaerobni proces stvara manje mulja Sto uzrokuje
odrziviji pristup gospodarenja otpadom. Unato¢ ovim prednostima, proces je osjetljiv na

promjenjive temperature i pH vrijednosti [17].
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Slika 2.5. Bioloska obrada otpadnih voda



2.2.3. Fizikalno-kemijska obrada otpadnih voda

Fizikalno-kemijska obrada otpadnih voda ili tercijarna obrada nadopunjuje bioloske procese
pro¢is¢avanja. Medu procese fizikalne obrade ubraja se wuklanjanje krutih Cestica
prosijavanjem, filtracijom, talozenjem. Prosijavanjem se uklanjaju veliki predmeti 1 krhotine,
dok se taloZzenjem omogucuje da teze Cestice od vode taloze na dno zbog utjecaja gravitacije.
Kako bi se ubrzalo talozenje mora se utjecati na elektrokineticka svojstva koloidno
suspendiranih tvari. Nakon talozenja slijedi filtracija kojom se dodatno procis¢ava otpadna
voda propustanjem kroz porozne medije poput kvarcnog pijeska ili aktivnog ugljena. U
fizikalnu obradu ubraja se i adsorpcija na ¢vrsti adsorbens, reverzna osmoza, destilacija te

ozracivanje [7].

Od kemijskih procesa obrade istice se neutralizacija, koagulacija, flokulacija, dezinfekcija i
oksidacija. U postupku koagulacije i flokulacije dodatkom koagulanata i flokulanata male
Cestice se grupiraju u vece flokule koje je onda laksSe ukloniti pri obradi otpadne vode.
Dezinfekcija ukljucuje upotrebu klora kojim se uklanjaju Stetni mikroorganizmi prisutni u
procis¢enoj otpadnoj vodi. Upravo ona je kljuéna kako bi voda zadovoljila standarde prije

ispustanja u okolis [7].
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3. GLAVNI DIO

3.1.FENOLI

Fenoli su skupina organskih spojeva koji sadrze hidroksilnu skupinu (OH) vezanu na
aromatski benzenski prsten. Na slici 3.1. je prikazana kemijska struktura fenola. Ovi spojevi
topljivi su u alkoholu, glicerolu, nafti i vodi te ih karakterizira prepoznatljiv katranasti miris.
Poznati su po jedinstvenim kemijskim svojstvima zbog Cega se klasificiraju prema strukturi,
na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, biosintetskog puta te bioloske aktivnosti. Fenol
je prozirna, bezbojna masa kristala na sobnoj temperaturi, no nakon mijesanja s vodom
nastaje bijeli prah ili tekucina poput sirupa. Kristali na zraku mijenjaju boju od roze do

crvene, a karakteriziraju ih higroskopna svojstva [1].

OH

Slika 3.1. Kemijska struktura fenola

Prisutnost fenola u vodi potjeCe od dva izvora, a to je prirodna pojava te antropogene
aktivnosti. Prirodni fenol se dobiva iz mrtvih biljaka ili Zivotinja. Antropogene aktivnosti
ukljucuju ispustanje fenola iz industrije te iz poljoprivrednog sektora [4]. Osim toga, prirodno
se mogu pronaci u razli¢itim izvorima kao Sto su biljke, ugljen, sirova nafta, trulo povrce,
etericna ulja 1 lignin. Fenoli su bitni kao obrambeni mehanizam nekih biljaka te djeluju kao
signalne molekule u raznim fizioloSkim procesima. Prema tome, oni su osnovna strukturna
jedinica za sintezu organskih spojeva obuhvacajuéi pesticide 1 poljoprivredne kemikalije.
Osim toga, koriste se i u brojnim industrijskim primjenama poput proizvodnje plastike i
farmaceutskih proizvoda. Pred kraj 19. stolje¢a poCinju se koristiti za sintezu boja, dobivanje

aspirina te pikrinske kiseline [16].

Pikrinska kiselina ili 2,4,6- trinitrofenol je snazan i vrlo eksplozivan organski spoj ¢ija je

kemijska struktura prikazana na slici 3.2. Poznata je po svom povijesnom znacaju u
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proizvodnji eksploziva, boja te u medicini. Ona ima visok eksplozivni potencijal te je vrlo
osjetljiva na udarce. Osim §to se koristi u vojsci, ona svoju svrhu pronalazi i u proizvodnji
vatrometa, Sibica, raketnog goriva, lijekova i boja. Otrovna je za ljude te moze uzrokovati
anemiju, oStecenje jetre i pluca. Dopusteni sadrzaj pikrinske kiseline u vodi je 0.001 mg/L.
Prema tome, otkrivanje pikrinske kiseline vazan je uvjet za ocuvanje okoliSa 1 zaStitu
ljudskog zdravlja kako bi se smanjilo Sirenje potencijalno opasnih materijala 1 njihov
negativan utjecaj na prirodne resurse. Za kvantifikaciju i detekciju pikrinske kiseline koristi
se plinska kromatografija u kombinaciji s masenom spektrometrijom, Ramanova
spektroskopija, masena spektrometrija. Nedostaci ovih metoda su loSa prenosivost te
prevelika osjetljivost na lazno pozitivne rezultate koji su uzrokovani oneciS¢ivalima iz
okoline. Za otkrivanje pikrinske kiseline koristi se opticka metoda zbog velike raznolikosti
fluorescentnih entiteta, jednostavnosti instrumentacije koja se zahtijeva pri koriStenju
kolorimetrijskih sondi te cesto niske granice detekcije koja se postize pri koriStenju
fluorescentnih sondi. Ovakav nacin detekcije u odnosu na pristupe temeljene na apsorbanciji
pristupa mogu jednostavno integrirati u rucni uredaj za otkrivanje eksploziva na terenu. Ovaj
pristup daje brz nacin za otkrivanje eksploziva. Svaka promjena koja uzrokuje promjenu
intenziteta fluorescencije 1 promjenu valne duljine ima potencijal otkriti nefluorescentne
eksplozive. Pikrinska kiselina je vrlo nestabilna te predstavlja znacajne sigurnosne rizike
zbog svoje mogucénosti stvaranja kristalnih soli osjetljivih na udarce, poznatijih kao pikrati.
Upravo te soli su vrlo eksplozivne §to dovodi do slu¢ajnih detonacija i teSkih nesreca. 1z ovih
razloga je upotreba pikrinske kiseline ogranicena te je zamijenjena sigurnijim alternativama.
U proslosti se koristila u tekstilnoj industriji kao zuta boja za bojenje vune i svile. U medicini
se zbog svojih antiseptiCkih svojstava koristila za lijecenje rana i opeklina. Zbog svoje

toksi¢nosti, zamijenjena je modernijim medicinskim nacinima [18].
OH

Slika 3.2. Kemijska struktura pikrinske kiseline ili 2,4, 6-trinitrofenola
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Osim toga, fenoli se mogu kondenzirati aldehidima. Time se dobivaju smolasti spojevi koji su
temelj plastike te se mogu pronaci u izradi proizvoda od drva [16]. Sirovine tradicionalnih
ljepila za drvo sastoje se od neobnovljivih izvora kao §to su formaldehid i fenol. Nazalost,
ove sirovine ne samo da Stete okoliSu i ljudskom zdravlju ve¢ su i sve rjede i skuplje.
Lignocelulozni materijali jedan su od najobilnijih resursa biomase na Zemlji, kao 1 skladiste
kemijskih sirovina prirodnih polimera. Lignin je slozena molekularna struktura koja ima
veliku prostornu smetnju te nisku reakcijsku dostupnost. Budué¢i da je njegova vecina
aktivnih mjesta zamijenjena to rezultira niskom reaktivno$¢éu. Rjesenje ovog problema lezi u
prethodnom metiliranju lignina s formaldehidom u reaktoru kako bi se dobio metilirani
lignin. Upravo ovo predstavlja veliki napredak u industrijskoj primjeni smola na bazi lignina.
Medutim, zbog poboljsanja reaktivnosti lignina nakon modifikacije, fenolna smola na bazi
lignina zahtijeva stroze uvjete otvrdnjivanja S§to povecava proizvodne troSkove za

proizvodnju drva [19].

Trovanje fenolom moze biti posljedica udisanja, gutanja ili kontakta koze s fenolom. Izravan
kontakt s fenolom moze izazvati jaku iritaciju i oSte¢enje koze, o€iju i sluznice. Moze dovesti
do kemijskih opeklina i nekroze. Udisanjem para fenola moZe do¢i do iritacije nosa, grla i
plu¢a. Gutanje fenola moze uzrokovati mucninu, povracanje te bolove u trbuhu. Simptomi
sustavnog trovanja su vrtoglavica, glavobolja, zbunjenost, slabost i ubrzan rad srca.
Dugotrajna izloZenost uzrokuje oStecenje jetara i bubrega Sto dovodi do zutice, disfunkcije
jetara i1 zatajenja bubrega. U nekim sluc¢ajevima simptomi trovanja fenolom se mozda nece
pojaviti odmah nakon izlaganja. Odgodeni ucinci mogu ukljucivati promjenu boje koze,
oStecenje tkiva koje se razvija nekoliko sati ili dana nakon kontakta. U prociS¢avanju
otpadnih voda, fenoli su izazovna skupina za uklanjanje zbog svoje stabilnosti 1 otpornosti na
razgradnju. Osim voda, oneciS¢uju i zrak i tlo tako $to mijenjaju njihova kemijska i1 bioloSka

svojstva [16].

Fenole je moguce pretvoriti u polimere te u jednostavne spojeve pomocu abiotic¢ih 1 biotickih
katalizatora Sto je prikazano na slici 3.3. U te spojeve ubraja se benzojeva kiselina te katehol.
Katehol se prevodi u 2- hidroksi-cis, cis-mukonsku kiselinu te se daljnjim reakcijama prevodi
do metana i vode. U abioticke katalizatore svrstava se glina, Fe2O3, MnO», a u bioticke enzim
fenoloksidaza. Navedeni enzim je proizveden od biljaka, gljiva 1 bakterija. Ova dva
katalizatora se usporeduju prema njihovoj sposobnosti oksidacije fenolnih spojeva mjerenjem
unosa kisika i analizom nestanka supstrata tekucinskom kromatografijom. Sposobnosti

oksidacije oba katalizatora su sli¢ne. No, u enzimski kataliziranim reakcijama kisik djeluje
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kao akceptor elektrona, dok u reakcijama kataliziranim glinom ne djeluje. Prema tome,
enzimi kao homogeni katalizatori ucinkovitiji su u usporedbi s abiotickim kao heterogenim
katalizatorima. Medutim, abioticki jo§ uvijek imaju znacajnu ulogu u transformaciji fenolnih
spojeva zbog zastupljenosti u prirodi. Na oba procesa utjeCe pH vrijednost, temperatura,
koncentracija katalizatora, vrijeme zadrzavanja, prisutnost drugih katalizatora [20]. U
nastavku je navedeno nekoliko glavnih na¢ina dobivanja fenola, a to je ekstrakcija fenola iz
ugljenog katrana, petrokemijska proizvodnja, pretvorba biomase, oksidacija toluena, fuzija
natrijevog benzensulfonata s natrijevim hidroksidom te grijanje monoklorbenzena pod

visokim tlakom s natrijevim hidroksidom.

COOH

benzojeva kiselina

od OH
. OH COOH
hidroksilacija COOH
. _ ‘ —— > CH,;+NH;
HO ///

fenol katehol

Slika 3.3. Pretvorba fenola u jednostavnije spojeve
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3.2.DOBIVANJE FENOLA

3.2.1. Petrokemijski proces

Fenoli se u industrijama dobivaju petrokemijskim procesom. Benzen koji je dobiven iz sirove
nafte sluzi kao pocetni materijal za sintezu fenola. Primarna metoda u proizvodnji fenola je
kumenski proces, gdje se kumen oksidira u kumen-hidroperoksid koji se zatim cijepa da bi se

proizveli fenol i aceton.

Na slici 3.4. je prikazan kumenski proces, odnosno zeljena reakcija benzena s propilenom
¢ime nastaje kumen. NepoZeljnom reakcijom kumena s propilenom nastaje p-
diizopropilbenzen. Obje reakcije su nepovratne. Budu¢i da nepoZeljna reakcija ima vecu
energiju aktivacije to ukazuje da niZze temperature reaktora poboljSavaju selektivnost kumena.
Medutim, niske temperature reaktora rezultiraju niskom konverzijom propilena zbog cega je
potreban veci reaktor. Selektivnost se moze poboljsati koristenjem viska benzena kako bi se
koncentracija kumena i propilena zadrzale na niskoj razini, ali se time povecavaju troSkovi.
Ovim procesom se mora posti¢i kompromis izmedu sljede¢ih veli¢ina: veli¢ina reaktora u
odnosu na temperaturu, selektivnost u odnosu na brzinu protoka recikliranja te veli¢ina
reaktora u odnosu na brzinu protoka recikliranja. Varijable optimizacije dizajna utjecu na
troskove energije 1 na kapitalna ulaganja. Proces se sastoji od cijevnog reaktora i dvije
destilacijske kolone. SvjeZa tekuca sirovina i benzen isparavaju, a prethodno se zagrijavaju te
uvode u reaktor kao parna faza. Produkt reaktora se hladi 1 uvodi u prvu kolonu koja kao
destilat proizvodi benzen koji se ponovno reciklira. Druga kolona odvaja Zeljeni produkt

kumen od nezZeljenog produkta p-diizopropilbenzen [21].

\
benzen propilen kumen/izopropilbenzen

Slika 3.4. Nastajanje kumena reakcijom benzena i propilena
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3.2.2. Ekstrakcija fenola iz ugljenog katrana

Fenoli se dobivaju iz ugljenog katrana, nusprodukta rasplinjavanja ugljena ili procesa
koksiranja. Iz ugljenog katrana se kao produkt dobije mjeSavina organskih spojeva,
ukljucujuéi fenole koji ¢ine 20-50 % mase ugljenog katrana. Fenolni spojevi se iz ugljenog
katrana odvajaju ekstrakcijom [22]. Trenutno je glavna metoda ekstrakcije fenola alkalna
metoda. Nakon S$to ugljeni katran dode u kontakt s otopinom anorganske luZine, otopina
fenolata se moze formirati iz fenola i1 luzine. To se zatim neutralizira mineralnom vodom
kako bi se oslobodili fenoli. Ova metoda trosi anorgansku kiselinu i luzine te generira puno
otpadne vode koja sadrzi sol i fenole. Kako bi se fenoli ekstrahirali iz katrana na ekoloski
nacin i uz nize troSkove, potrebno je odabrati sredstvo koje ima vecu selektivnost i nizu
cijenu za regeneraciju sredstva za ekstrakciju i1 istovremeno prikupljanje fenola uz mali

utjecaj na okolis.

Fenoli se mogu ekstrahirati vodenom otopinom amina. Organski amin s viSe amino skupina,
hidroksilnom skupinom i jakom elektronegativnosti je najbolji za ekstrakciju. Razlog tome je
vodikova veza nastala izmedu amino radikala 1 hidroksila fenola na temelju Lewisove kiselo-
bazne teorije. Ovaj nacin zahtijeva vecu potroSnju energije za prekid vodikove veze za

regeneraciju ekstrakta [23].

3.2.3. Pretvorba biomase

Biomasa kao obnovljiva sirovina koristi se za dobivanje proizvoda visoke tehnoloske
vrijednosti, kao S§to su fenoli. Fenoli dobiveni iz biomase nude ekoloski prihvatljivu
alternativu tradicionalnim petrokemijskim metodama. Za dobivanje fenola iz biomase koriste
se procesi poput kataliticke pretvorbe ili pirolize $to je prikazano slikom 3.5. [24]. Tijekom
procesa pirolize fenol se raspada na molekule niskog vreliSta s manje od 4 atoma ugljika 1

polimerizira u makromolekule s vise od 1500 atoma ugljika [25].
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PIROLIZA

Slika 3.5. Piroliza

3.2.4. Oksidacija toluena

Dobivanje fenola iz toluena provodi se u dva koraka. Prvo se toluen oksidira u benzojevu
kiselinu, nakon ¢ega se benzojeva kiselina pretvara u fenol koriste¢i bakrov benzoat kao

glavni katalizator.

Reakcija je opisana kao dva odvojena jednostruka prijenosa elektrona pomoc¢u para Cu®*
iona. Radi se o elektrofilnoj aromatskoj supstituciji na benzojevoj kiselini ili benzoatu kao
supstratu. Stvaranje fenola je opisano kao regiospecifi¢no spajanje dviju molekula benzojeve
kiseline preko ravnog Sesteroclanog prstena. Prijelazno stanje dovodi do nastajanja salicilnog

benzoata. Zatim dolazi do dekarboksilacije 1 hidrolize dajuéi fenol [26].

3.3.0BRADA INDUSTRIJSKIH OTPADNIH VODA ONECISCENIH FENOLIMA

Industrijske otpadne vode oneciS¢ene fenolima predstavljaju znacajan izazov za okoli§ zbog
svoje toksi¢ne prirode. Obrada industrijskih otpadnih voda oneciS¢enih fenolima visestruk je
izazov koji zahtijeva inovativna i odrziva rjeSenja. Provedba procesa obrade smanjuje

oneciS¢enje okolisa te promife odgovornu industrijsku primjenu, Stite¢i okoli§ i dobrobit
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ljudi. Kako je ve¢ spomenuto, industrijske otpadne vode nastale u proizvodnji maslinovog

ulja su najbolji primjer otpadne vode onecis¢ene fenolima [16].

Pri proizvodnji maslinovog ulja nastaje &vrsti ostatak masline. Cvrsti ostatak se sastoji od
kostice masline te komadica kore. Od jedne tone maslina dobije se 400 kg Cvrstog ostatka i
120 L mljevene vode. Maslinovo ulje i Cvrsti ostatci su bogati fenolnim spojevima.
Najreprezentativniji fenolni spojevi u maslinom ulju su oleuropein, tirozol i hidroksitirozol te
oni mogu pridonijeti prevenciji 1 kontroli niza bolesti od kardiovaskularnih bolesti do
karcinoma. S druge strane, masline i njihovi derivati su stalno izloZeni onecis¢ivalima kao Sto
su mikotoksini, pesticidi i policiklicki aromatski ugljikovodici. Fenolni spojevi iz maslinovog
ulja smanjuju toksi¢nost navedenih onecis¢ivala. Prisutnost fenolnih spojeva doprinosi
antioksidativnim, antikancerogenim te antimikrobnim svojstvima masline. U koStici masline
najzastupljeniji su sekoiridoidni spojevi, posebno oleuropein i njegov aglikonski oblik te ve¢
spomenuti tirozol i hidroksitirozol kao produkti njegove hidrolize. Produkti hidrolize ¢ine
30 % ukupno prisutnih fenolnih spojeva u plodu masline te pokazuju bioaktivna svojstva.
Fenolni spojevi sprjecavaju citotoksi¢nost izazvanu okratoksinom A. To je mikotoksin koji
oneciS¢uje hranu s teSkim nefrotoksi¢nim ucincima [27]. Okratoksin A je svrstan u skupinu

mogucih ljudskih kancerogena te predstavlja rizik za ljudsko i Zivotinjsko zdravlje jer se

moze izravno unijeti u covjekov organizam putem oneciséene hrane [28].

Prema tome, proizvodnja maslinovog ulja sadrZi najve¢u koncentraciju fenola kao Sto je 1
prikazano u tablici 3.1. No, fenole je moguce pronaci i u drugim industrijskim pogonima kao
Sto su pogoni za obradu drva, petrokemijska industrija, proizvodnja plasti¢nih masa te

industrija papira i celuloze [16].

Tablica 3.1. Koncentracija fenola u industrijama

INDUSTRIJSKI PROCES y (fenoli) / g dm 3
INDUSTRIJA PAPIRA I CELULOZE 0,01
PETROKEMIJSKA INDUSTRIJA 0,05 - 0,06
POGONI ZA OBRADU DRVA 0,15
PROIZVODNJA PLASTICNIH MASA 0,6-2
PROIZVODNJA MASLINOVOG ULJA 9,2-80
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3.3.1. Fizikalno-kemijska obrada industrijskih otpadnih voda oneciS¢enih fenolima

Kao $to je ve¢ navedeno, tercijarna obrada otpadnih voda odnosno fizikalno-kemijska obrada
ukljucuje fizikalne procese kao Sto su adsorpcija na Cvrsti adsorbens te kemijske procese
flokulacije, koagulacije 1 oksidacije. Ova Cetiri fizikalno-kemijska procesa se najvise isticu

pri obradi voda onecis¢enih fenolima.

Adsorpcija je Siroko koriSten proces koji ukljucuje pricvrsé¢ivanje molekula fenola na ¢vrstu
povrsinu koja se naziva adsorbens. Aktivni ugljen je najcesc¢e koriSten adsorbens zbog svoje
velike povrsine i adsorpcijskog kapaciteta [29]. On se moze aktivirati toplinskom obradom ili
kemijskom aktivacijom. Postoji u granuliranom i praskastom obliku. Granulirani aktivni
ugljen je povoljan zbog sposobnosti regeneracije, dok se praskasti aktivni ugljen obi¢no ne
koristi zbog smanjene ucinkovitosti. Regeneracija je posljedica poroznosti i kemijskih
svojstava aktivnog ugljena. Fizikalna adsorpcija fenola na aktivni ugljen je kontrolirana
stupnjem poroznosti. Ova vrsta adsorpcije se dijeli na nekoliko faza, pocevsi od masovne
adsorpcije kako bi se popunile mikropore, a zatim i mezopore. Kemijska adsorpcija aktivnog
ugljena se oslanja na prisutnost bazalnih linija na njegovoj povrsini [30]. Za uklanjanje fenola
iz vodenih otopina koristi se aktivni ugljen koji je pripremljen od atlaskog hrasta.
Koristenjem fosforne kiseline kao aktivatora procijenjena je sposobnost aktivnog ugljena da
adsorbira fenol u razliitim uvjetima. Proces adsorpcije slijedi kinetiku drugog reda. Na
teorijskoj razini je dokazano da je model monosloja s dva energetska mjesta najbolji model za
opisivanje fenomena adsorpcije fenola. Prostorni parametri pokazuju da se molekule fenola
okomito adsorbiraju na povrSinu novog materijala. Prema termodinamici, adsorpcija fenola je
fizicke, spontane 1 endotermne prirode te ovisi o elektrostatskim interakcijama te vodikovim
vezama [31]. Osim aktivnog ugljena, adsorpcija je provedena s jo§ nekoliko adsorbensa,

uklju€ujuéi montmorilonit, aktivirani aluminijev oksid te titanijev dioksid [30].

Koagulacija i flokulacija oslanjaju se na dodatak kemijskih koagulanata kao Sto je aluminijev
sulfat 1 Zeljezov klorid za destabilizaciju i agregaciju Cestica fenola, tvoreci vece flokule koje
se mogu lakse odvojiti. Dodavanjem aluminijevog sulfata u otpadnu vodu koja sadrzi fenole,
on disocira na aluminijeve katione (AI’") i sulfatne anione (SO4%"). Pozitivno nabijeni kationi
aluminija djeluju kao koagulanti i imaju klju¢nu ulogu u procesu koagulacije. Nakon §to se
aluminijev sulfat doda u otpadnu vodu, pozitivno nabijeni ioni aluminija neutraliziraju
negativne naboje na suspendiranim Cesticama, ukljucuju¢i molekule fenola. Ova

neutralizacija naboja smanjuje elektrostatsko odbijanje izmedu cestica, poti¢uc¢i njihovu
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agregaciju 1 stvaranje vec¢ih Cestica poznatijih kao flokule. Nakon koagulacije dolazi do
flokulacije. Flokule tijekom procesa flokulacije nastavljaju rasti te se time dodatno uklanjaju
fenoli iz otpadne vode. Nakon ova dva procesa dolazi do odvajanja flokula od procis¢ene
vode filtracijom. Medutim, bitno je optimizirati dozu aluminijevog sulfata, pH razinu te

intenzitet mijesanja kako bi se postigli najbolji rezultati uklanjanja fenola [32].

Procesi oksidacije ukljucuju upotrebu kemijskih oksidansa ili naprednih procesa oksidacije za
razgradnju fenola u manje Stetne tvari. Uobicajeni oksidansi su klor, ozon i1 vodikov peroksid.
Napredni oksidacijski procesi kao $to su reakcija uz Fentonov reagens i fotokataliza stvaraju
visoko reaktivne radikale za uc¢inkovito razlaganje fenola. Pomocu fotokatalize i Fentonovog
reagensa moguce je uspjeSno ukloniti onecis¢ivala iz otpadnih voda. Ogranicavajuci
¢imbenici navedenih procesa su niske koncentracije aktivnih vrsta kao §to su hidroksilni
radikali. Za ovaj primjer uklanjanja fenola CuFe;O4 pokazuje izvrsnu aktivnost. Razlog tome
je Sto navedeni spoj sadrzi Zeljezo 1 bakar koji mogu reagirati s vodikovim peroksidom
(H20») te proizvesti hidroksilni radikal. Uski zabranjeni pojas CuFe>Os moze u potpunosti
iskoristiti vidljivu svjetlost, a Fe** i Cu 2" iz navedenog spoja mogu uhvatiti fotogenerirane
elektrone i potaknuti valentne prijelaze Fe** u Fe?* i Cu?" u Cu" kako bi doslo do fotokatalize
1 degradacije Fentonovog reagensa. Stvaranje dvoelektronskog centra vazno je sredstvo za
promicanje ucinkovitosti degradacije. Centar s dva elektrona je podijeljen na podrucja
siromasna i podrucja bogata elektronima na temelju razlike u distribuciji elektrona. Reakcija
redukcije odvija se u podruc¢ju bogatom elektronima kako bi se reducirao vodikov peroksid i
proizveo hidroksilni radikal. Reakcija oksidacije se odvija u podrucju siroma$nom
elektronima. Kako se redoks reakcije odvijaju na razli¢itim mjestima dolazi do poboljSanja
ucinkovitosti aktivacije vodikovog peroksida i1 sposobnosti degradacije reakcije s Fentonovim
reagensom. Fenol djeluje kao donor elektrona u podrucje bogato elektronima tijekom procesa
razgradnje Fentonovog reagensa, ubrzavaju¢i razgradnju vodikovog peroksida i poticuci
aktivnost razgradnje Fentonovog reagensa [33]. Osim vodikovog peroksida koristi se 1 ozon
(O3). On moze ucinkovito razgraditi organske 1 anorganske komponente, ali mora biti u
kombinaciji s ultraljubi¢astim zra¢enjem ili vodikovim peroksidom. Nedostatak Os je niska
topljivost, visoka cijena proizvodnje te niska stopa oksidacije fenola. Za poboljSanje
ucinkovitosti O3 mora biti u kombinaciji s ultraljubiCastim zraCenjem ili s vodikom

peroksidom. Takav sustav se naziva homogena kataliticka oksidacija [30].

Iako ove metode imaju mnoge prednosti, njihovi nedostaci o€ituju se u tome Sto imaju visoke

operativne troSkove 1 troSkove odrzavanja, visoke zahtjeve za energiju, zahtjeve za prethodnu
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obradu, nisku uc¢inkovitost uklanjanja te stvaranje kamenca. Stoga, kao jedna od uc¢inkovitijih

metoda obrade je bioloska obrada.

3.3.2. Bioloska obrada industrijskih otpadnih voda onecis¢enih fenolima

Bioloski procesi obrade imaju brojna svojstva ukljuc¢ujuci visoku specifi¢nost, pristupacnost i
odsutnost proizvodnje Stetnih nusproizvoda. Razli¢ite biljne vrste 1 mikroorganizmi su
koriSteni za biolosko uklanjanje onecis¢ivala kao §to su fenolni spojevi iz otpadnih voda.
Bioloska obrada fenolnih spojeva se moze provesti na tri razli¢ita nacina. Prvi nacin je
fitoremedijacija gdje se biljke koriste za ekstrakciju, zadrzavanje ili razgradnju organskih i
anorganskih oneciS¢ivala. Drugi nacin je enzimima gdje su enzimi ekstrahirani iz razlicitih
zivih organizama kao S$to su biljke, gljive i bakterije i kao takvi se koriste za obradu otpadne
vode. Treéi nacin je bioremedijacija gdje se voda tretira pomoc¢u mikroorganizama kao $to su
bakterije, gljivice i kvasci koji iskoriStavaju oneci$¢ivala kao izvor ugljika i1 razgraduju ga u

ugljikov dioksid i vodu [34].

Fitoremedijacija je proces razgradnje Stetnih oneciS¢ivala u manje Stetne tvari pomocu
biljaka. Smatra se ekoloski prihvatljivom te isplativom metodom za uklanjanje razlicitih
organskih 1 anorganskih oneci$¢ivala. Ovaj proces se provodi na dva nacina. Prvi nacin je
fitoekstrakcija gdje se onecis¢ivala izravno razgraduju u biljkama. Nekoliko biljnih enzima je
ukljuceno u razgradnju i transformaciju organskih onecis¢ivala kao §to su citokrom P450 1
glutation-S-transferaza. Drugi nacin je rizomedijacija pomocu biljaka. Onecis¢ivala
razgraduju enzimi poput lakaze, dehalogenaze i nitro-reduktaze koje izlu€uje biljka ili njezina

zajednica mikroorganizama [34].

Enzim lakaza je multibakreni enzim koji oksidira razne aromatske i1 nearomatske spojeve
pracene cetveroelektronskom redukcijom molekularnog kisika u vodi. Biosenzori lakaze
mogu izravno katalizirati oksidaciju katehola u o-kinon. Ovo pracenje temeljeno na lakazi
omogucuje izvodenje elektrokemijskog odredivanja pri niskim potencijalima. Ucinkovita
imobilizacija enzimskog proteina na elektrodi klju¢na je za pripremu ucinkovitog i stabilnog

katalitickog sustava [35].

Mikroorganizmi u tlu koriste eksudate korijena biljaka (Seceri, organske kiseline) kao izvore

energije 1 ugljika, a zauzvrat pomazu u razgradnji oneci$¢ivala. Osim toga, biljne izlucevine

vvvvv

21



se povecala ucinkovitost fitoremedijacije te kako bi se postigle vece stope razgradnje koristi
se viSe biljnih vrsta. Na ovaj nacin se povecavaju funkcionalne raznolikosti mikroorganizama
postaja topljiva. Enzimi kao Sto su peroksidaze i lakaze kataliziraju ove reakcije. Neka
istrazivanja autora A. Bibi i suradnika 2023. godine pokazala su da sirovi enzimi biljaka
mogu oksidirati fenol cijepanjem strukturnog prstena i stvaranjem dikarboksilne kiseline 1
katehola kao intermedijera. Daljnja oksidacija dovodi do stvaranja fumarne kiseline. Nakon
transformacije, oneci$¢ivala ¢e se konjugirati s endogenim spojevima biljke. Ovaj korak je
vrlo vazan jer povecava pokretljivost i hidrofilnost onecis¢ivala. Primjer enzima koji se
koristi u navedenom koraku je N-glukoziltransferaza. Konjugacija moze samo djelomi¢no
smanyjiti toksi¢nost jer ¢e se topljiva oneciS¢ivala akumulirati u razli¢itim biljnim tkivima,
odnosno vakuolama. Nakon toga, onecis¢ivala se ili obraduju ili izlaze iz stanice
egzocitozom. Onecis¢ivalo, odnosno fenol se moZe izluciti iz liS¢a biljke u okolni zrak.
Poboljsana fitoremedijacija fenola se moze posti¢i uporabom nekoliko postupaka kao Sto je
odabir najprikladnije biljne vrste te koriStenje transgenih biljaka s poboljSanim
sposobnostima za razgradnju fenola. Provedena su istrazivanja sposobnosti prociS¢avanja
otpadne vode pomoc¢u mahunarke Vicia Sativa L. Tolerancija ove biljke na fenol ispitana je u
razli¢itim fazama rasta. Ova mahunarka je ucinkovita u podrucju fitoremedijacije jer ima
ucinkovit zastitni mehanizam protiv oksidativhog osStecenja izazvanog fenolom te ga ona

moze ukloniti u koncentracijama do 100 mg/L [34].

Osim toga, A. Bibi 1 suradnici istrazili su 2023. godine koriStenje transgenog sustava
dlakastih korijena duhana ¢ime su prikazani osnovni geni peroksidaze iz rajCice koji sluze za
uklanjanje fenola. Rezultati su pokazali da su peroksidaze uklju¢ene u uklanjanju fenola i
kada je on prisutan u rajicama te kada je on prisutan u drugim biljkama, poput duhana.
Prema istrazivanjima navedenih autora, zakljucuje se da se fitoremedijacijom fenoli mogu s
ucinkovito$¢u u rasponu od 60-99 % ukloniti u velikim koli¢inama vode. VaZna je napomena

da je fitoremedijacija sporiji proces koji zahtijeva daljnju obradu otpadnih voda [34].

Prednost enzimskih sustava u metodi enzimskog uklanjanja fenola je ta $to mogu ukloniti
fenole 1 u nepovoljnim uvjetima temperature i pH vrijednosti gdje bi bakterije bile inhibirane.
Peroksidaze su enzimi koji se intenzivno koriste u uklanjanju fenola zbog prisutnosti redoks
aktivnih ostataka cisteina na njihovim aktivnim mjestima. Postoji nekoliko istraZivanja
literatura enzima peroksidaze autora A. Bibi i suradnika 2023. godine. Jedan od njih je

istrazivanje upotrebe peroksidaze proizvedene iz nusprodukata otpada krumpirove pulpe
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kako bi se uklonili fenoli iz industrijskih otpadnih voda. Uc¢inkovitost uklanjanja fenola je 95
% s po€etnom koncentracijom od 94,11 mg/L, gdje su enzimi odrZavali svoju pH vrijednost u

rasponu od 4-8 te su bili stabilni u Sirokom rasponu temperatura [34].

U drugom istrazivanju autora A. Bibi i suradnika peroksidaze su ekstrahirane iz biljke
Prosopis juliflora te su ti enzimi koristeni za uklanjanje fenola s pocetnom koncentracijom od
40 mg/L. Utvrdeno je da su sirove peroksidaze sposobne razgraditi fenol unutar 30 min s
ucinkovito$¢u visSom od 90 % za tekstilne i industrijske otpadne vode. Prema navedenom,
poljoprivredni otpadni materijali se koriste kao vrlo vazan izvor enzima te su oni vrlo
ucinkoviti pri uklanjanju fenola. Osim toga, enzimi mogu biti imobilizirani na materijalu na
bazi ugljika kao Sto je aktivni ugljen. Prema navedenom istrazivanju, lakaza je imobilizirana
na nanocesticama kitozana, a oko 82 % fenola s pocetnom koncentracijom od 20 mg/L je
razgradeno unutar prva 4 h u usporedbi sa slobodnom lakazom koja je razgradila tek 80 %
fenola za 12 h. Imobilizacija lakaze je ocuvala enzimsku aktivnost u Sirem pH rasponu te je
pokazala pomak prema visSim temperaturama od 30 do 40 °C u usporedbi sa slobodnim
enzimom i dosegnutom temperaturom od 30 °C. Nakon toga, imobilizirana je i peroksidaza
hrena koja je kovalentnom vezom vezana na grafen oksid. Upravo time je poboljSan raspon
pH vrijednosti te raspon temperature u usporedbi kada je enzim slobodan. Za imobiliziranu
peroksidazu hrena ucinkovitost je 100 %, a za slobodni enzim je 55 % pri pocetnoj
koncentraciji fenola od 2500 mg/L. Prema svemu navedenom, procesi temeljeni na enzimima
su razvijeni kako bi se prevladali problem toksi¢nosti. Utvrdeno je da ovi procesi selektivno i
ucinkovito tretiraju niske koncentracije fenola do 2500 mg/L s uc¢inkovito$¢u uklanjanja od

55 do 100 % [34].

Mnogi mikroorganizmi u bioremedijaciji mikroorganizama mogu razgraditi organske spojeve
u bezopasne proizvode. Mikroorganizmi kao Sto su Pseudomonas, Alcaligenes 1
Acinetobacter koriste fenole kao svoj glavni izvor ugljika te ih zauzvrat pretvaraju u ugljikov
dioksid 1 vodu. Bakterije iz roda Acinetobacter 1 Pseudomonas proizvode vazne enzime kao
Sto je fenol hidroksilaza, a upravo taj enzim pomaZze u razgradnji fenolnih spojeva. Vrste koje
pripadaju rodu Pseudomonas 1 Bacillus su sposobne za razgradnju fenola meta-cijepanjem
budu¢i da navedeni organizmi imaju Sirok raspon kataboli¢kih enzima ukljuc¢enih u proces
razgradnje fenola. I aerobni 1 anaerobni mikroorganizmi imaju sposobnost razgradnje fenola.
U aerobnoj razgradnji, enzimi fenol hidroksilaze kataliziraju oksidaciju fenola do katehola.
Nakon toga, dolazi do cijepanja prstena izmedu dviju hidroksilnih skupina katehola. Fenol

hidroksilaze mogu biti flavoprotein monooksigenaze ili viSekomponentne hidroksilaze.
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Katehol se oksidira preko puta orto-cijepanja pomocu 1-2-dioksigenaze. Kao konac¢ni produkt
dobije se molekula koja moze u¢i u ciklus trikarboksilne kiseline. U nedostatku kisika, fenol
se moze razgraditi karboksilacijom u para polozaju te time moZze nastati 4-hidroksibenzoat.
Ovakva vrsta karboksilacije je ukljuena u anaerobnu razgradnju nekoliko aromatskih
kompozita. Metode koje koriste zajednice mikroorganizama za razgradnju fenola mogu
izdrzati koncentraciju fenola do 2000 mg/L. Prema mnogim istrazivanjima je sugerirano da je
primjena mikroorganizama obecavajuc¢a buduci da se na taj nacin moze povecati tolerancija
na toksi¢na oneciS¢ivala te povecati ucinkovitost procesa razgradnje poboljSanjem

sinergetskih aktivnosti razli¢itih mikroorganizama koji luce razne enzime [34].

Koristenjem bakterijskih vrsta kao Sto su Pseudomonas sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp.
primijeceno je da je zajednica koja proizvodi biofilm sposobna obraditi fenolom onecis¢enu
otpadnu vodu. Vrlo je vazan reaktor s pokretnim slojem biofilma koji se temelji na ugljiku jer
se na taj naCin osigurava zastiCena povrSina na kojoj se mogu akumulirati razlicite skupine
mikroorganizama. Osim toga, treba spomenuti i anaerobne bakterije Cloacibacterium i
Hydrogenphaga koje pridonose pojacanoj denitrifikaciji. Isto tako, grabezljiva bakterija
Bdellovibrio ima ulogu u fiksaciji duSika i1 pretvorbi biomase pretvaranjem slozenih

biopolimera u izvanstani¢ne tvari ¢ime se stvaraju flokule [34].

Jo§ jedna obecavaju¢a metoda u podrucju obrade fenolnih otpadnih voda je koriStenje
aerobnog granuliranog mulja. On moZe pospjesiti razgradnju fenolnih spojeva i povecati
toleranciju na toksi¢nost zbog Cinjenice da se te granule sastoje od vrlo gustih, fizioloski
raznolikih 1 prostorno heterogenih zajednica mikroorganizama. Na povrSinu aerobnog
granuliranog mulja se radi zaStite lu¢e polisaharidi ¢ime se smanjuju toksi¢ni ucinci
onecis¢ivala. Upravo ti polisaharidi smanjuju toksi¢nost fenola zdruzivanjem cestica ¢vrstih
tvari mulja. Osim toga, polisaharidi pomaZu u biosorpciji oneciS¢ivala pruzajuci ucinkovite
elektrostatske sile ¢ime se osigurava proces razgradnje. A. Bibi 1 suradnici 2023. godine
istrazili su upotreba SarZnog reaktora za istovremeno uklanjanje fenola, duSika i1 fosfora iz
otpadne vode pomocu ve¢ navedenog mulja. Reaktor je uspio razgraditi fenol s
koncentracijom do 100 mg/L djelovanjem viSe bakterijskih vrsta. Takoder je provedeno
istrazivanje autora A. Bibi 1 suradnika 2023. godine gdje se aerobno granulirani mulj koristio
za otpadne vode visoke ¢vrstoce fenola. Sposobnost mulja da razgradi fenol je bila inhibirana
pri koncentracijama fenola iznad 3000 mg/L. Medutim, kada su se koristile aklimatizirane
granule, postigla se ucinkovita razgradnja fenola pri koncentracijama do 5000 mg/L.

Biorazgradnja mikroorganizama je ucinkovita za obradu otpadnih voda srednje 1 visoke
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¢vrstoc¢e koje sadrze do 5000 mg/L fenola. U usporedbi s fitoremedijacijom 1 enzimskim
uklanjanjem ova metoda je najucinkovitija te postize od 88-100 % ucinkovitosti uklanjanja

[34].

Za uklanjanje fenola se koristi i Candida tropicalis. Ovaj mikroorganizam moze iskoristiti
fenol kao izvor ugljika za svoj rast, a mehanizam uklanjanja fenola je posljedica
biorazgradnje. Osim $to se njome uklanja fenol, moze se znacajno smanjiti dusik u
amonijaku, ukupni fosfor te kemijska potroSnja kisika u otpadnoj vodi s vrlo visokom
ucinkovitoS¢u uklanjanja. Candida tropicalis se moze prilagoditi Sirokom temperaturnom

rasponu te ima visoku toleranciju na sol [36].
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3.4.ANALITICKE METODE ODREPIVANJA FENOLA U OTPADNIM VODAMA

Kako bi se tocno odredile koncentracije fenola u otpadnoj vodi razvijene su razlicite
analiticke metode koje nude poboljSanu osjetljivost 1 specificnost te olakSavaju identifikaciju
1 kvantifikaciju visestrukih fenolnih spojeva istovremeno. Odabir analiticke metode ovisi o
¢imbenicima kao Sto je potrebna granica detekcije, dostupna oprema, razina struc¢nosti.
Redovita kalibracija 1 mjera kontrole kvalitete su neophodne kako bi se osigurala pouzdanost
podataka. Odredivanje koncentracije fenola se moze provesti razli¢itim metodama kao $to su
kolorimetrija, plinska kromatografija (engl. Gas chromatography, GC), plinska
kromatografija-masena spektrometrija (engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-
MS), tekuc¢inska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. High-Perfomance Liquid
Chromatography, HPLC), spektrofotometrija, metode temeljene na biosenzorima poput
amperometrijski, enzimski, opticki i biosenzor cijele stanice te kapilarna elektroforeza
(engl. Capillary Electrophoresis, CE). Usvojene su razli¢ite metode prekoncentriranja za
odredivanje fenola, odnosno ekstrakcija cvrste (engl. Solid-Phase Extraction, SPE),
mikroekstrakcija tekuce faze (engl. Liquid-Phase Microextraction, LPME), disperzivna
mikroekstrakcija tekucina-tekuéina (engl. Dispersive Liquid-Liquid microextraction,
DLLME) te emulgiranje-mikroekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka (engl. Ultrasound-assisted
Emulsification Microextraction Chemistry, USAEME). Na slici 3.6. su prikazane navedene

metode odredivanja fenola u otpadnim vodama [37].
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Slika 3.6. Analiticke metode odredivanja fenola u otpadnim vodama

26



3.4.1. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija ukljucuje mjerenje apsorpcije svjetlosti od strane molekula fenola u
ultraljubicastom (engl. Ultraviolet, UV) ili vidljivom podrucju (engl. Visible, VIS). Odabire
se odredena valna duljina pri kojoj fenol ima karakteristicnu apsorbanciju. Ova metoda
omogucuje kvantitativno mjerenje svojstava refleksije i transmisije materijala, otopina ili
prozirnih ¢vrstih izvora svjetlosti putem njihovog intenziteta. Spektrofotometar direktno
detektira spektre apsorbirane svjetlosti. Osim toga, moze detektirati fotone svjetlosti
apsorbirane u uzorku otopine. Ovime se mogu prepoznati promjene u refleksiji 1 transmisiji
putem razli¢itih valnih duljina svjetlosti. Spektrofotometrija se pocela primjenjivati u
bioloskom istrazivanju od 1941. godine, a posebno je istaknuta u istrazivanjima proteina od
1990-ih. Prilikom analize putem spektrofotometrije ¢ija je analiza prikazana na slici 3.7.,
koristi se monokromatski izvor svjetla koji emitira usmjeren snop svjetlosti. Svjetlosni snop
prolazi kroz otvor prije nego Sto dosegne kivetu ili uzorak. Nakon prolaska kroz uzorak,
svjetlosni snop doseze fotodetektor koji mjeri intenzitet svjetla. Ta vrijednost se potom
pretvara u digitalni oblik koji je lako Citljiv i interpretiran. Prednost ove metode je ta da
omogucuje kvantitativno mjerenje apsorpcije svjetlosti te da razlicite vrste spektrofotometara
omogucuju  analizu  razli¢itth  dijelova  elektromagnetskog  spektra.  Nedostaci
spektrofotometrije su ti da ovisno o konfiguraciji i tipu spektrofotometra, moze biti
ograni¢ena na odredeni dio elektromagnetskog spektra te da osjetljivost ovisi o valnim
duljinama svjetla 1 konkretnim svojstvima uzorka. Osim toga, potrebna je paZljiva priprema
uzorka kako bi se postigli precizni rezultati. Ovisno o vrsti analize, moguce su interakcije

izmedu svjetla i uzorka koje mogu utjecati na rezultate [37].

I. Lavilla i suradnici 2012. godine proveli su istrazivanje fenola u otpadnoj vodi pomocu
spektrofotometriju [38]. U radu je razvijena nova metoda koja se temelji na kombinaciji
DLLME s mikrovolumenskom spektrofotometrijom kao standardnom metodom za
odredivanje fenola u vodi 1 otpadnoj vodi. Metoda se oslanja na oksidativno spajanje fenola s
4-aminoantipirinom (4-AAP). Kako bi se prekoncentrirala nastala boja, klasi¢na ekstrakcija
tekucina-tekuc¢ina koja se koristila u standardnoj metodi (koja ukljucuje 500 mL uzorka i
50 mL triklormetana) zamijenjena je s mikroekstrakcijom tekuéina-tekuc¢ina (s 5 mL uzorka,
50 pL triklormetana 1 200 pL acetonitrila). Nakon optimizacije, metoda je dala granice

detekcije 0,8 pg/L. 1 kvantifikacije, 2,5 pg/L. Rezultati su bili usporedeni s onima dobivenim
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standardnom metodom. Ponovljivost, izrazena kao relativna standardna devijacija, bila je
5,2 %, a faktor obogacivanja (engl. Enrichment Factor, EF) bio je 700. PredloZena metoda
primijenjena je na odredivanje fenola u razli¢itim uzorcima vode i otpadne vode s povratom u
rasponu od 90-99 %. Osim toga, moze se istaknuti odsutnost postojane bioakumulativne i
otrovne kemikalije te korozivnih reagensa Sto uzrokuje drasticno smanjenje proizvedenog
otpada. Kombiniranjem DLLME s mikrovolumenskom UV-VIS spektrofotometrijom za
odredivanje fenola je postignuta vise ekoloska alternativa u odnosu na standardnu metodu.
Osim toga, doSlo je do minimalne potroSnje uzorka i reagensa za ekstrakciju. Prema

rezultatima, dobiva se granica detekcije od 0,8 pg/L i faktor obogacenja od 700 [38].

Kako bi se ustedjelo vrijeme i troskovi, fenoli se obi¢no prate kao ukupni sadrzaj umjesto
pojedinacnih vrsta. Ova se metoda temelji na oksidativnom spajanju fenola s
4-aminoantipirinom (4-AAP) u prisutnosti oksidansa kako bi nastala antipirinska boja, ¢ija se
absorbancija mjeri. Za povecanje osjetljivosti, ova tvar se ekstrahira iz vodene otopine
triklormetanom. Ova metoda je korisna za odredivanje fenola, odnosno orto- i meta-
supstituiranih fenola. Oni fenoli kod kojih je supstitucija nitro, nitrozobenzoilna, alkilna,
arilna ili aldehidna skupina ne reagiraju s 4-AAP. Glavni nedostatak standardne metode sa
stajaliSta zelene analiticke kemije je koriStenje velikih koli¢ina reagensa osobito opasnog
otapala kao $to je triklormetan. Kako bi se smanjilo ili eliminiralo to otapalo, razvijeno je
nekoliko strategija, prekoncentracija produkta reakcije ekstrakcijom adsorbensa koja
ukljucuje C18-modificiranu mikrokolonu silicija, kombinirana primjena spektrofotometrije
¢vrste faze s anionskom izmjenjivackom smolom ili uklanjanjem koraka ekstrakcije
koriStenjem sustava s mikropumpom. U usporedbi sa standardnom metodom, ovi su postupci
uzorka, posebno putem LPME predstavlja jednostavnu alternativu koja omogucuje ustedu
otapala 1 uzoraka uz minimalno stvaranje otpada. Klasi¢na ekstrakcija tekucina-tekucina
(engl. Liquid-Liquid Extraction, LLE) moze se izravno izvesti pomocu takozvane metode
disperzivne mikroekstrakcije tekucina-teku¢ina. U DLLME, odgovaraju¢a mjeSavina otapala
za ekstrakciju (visoke gustoce) i otapala za rasprSivanje ubrizgava se u vodeni uzorak
stvaraju¢i mutnu otopinu koja omogucuje bliski kontakt izmedu vodene i organske faze.
DLLME je nedavno primijenjen za odredivanje pojedinacnih fenola u kombinaciji s
razli¢itim metodama odvajanja kao $to je HPLC, GC 1 CE. U mikroekstrakciji tekucina-
tekucina je nuzna primjena detektora mikrouzoraka kako bi se izbjeglo razrjedivanje uzorka.

Varijable koje utje¢u na DLLME optimizirane su za maksimalnu uc¢inkovitost ekstrakcije
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fenola. PredloZzena metoda primijenjena je na odredivanje fenola u razli¢itim uzorcima vode i

otpadnih voda [38].

Osim ovog istrazivanja, R. Tabaraki i suradnici 2019. godine spektrofotometrijski su
odredivali fenole i1 klorfenole uklanjanjem soli [39]. U ovom istrazivanju, ekstrakcija
tekuc¢ina-tekuc¢ina sa uklanjanjem soli u kombinaciji s DLLME razvijena je kao nova
ekstrakcijska metoda za ekstrakciju i prekoncentraciju fenola i klorfenola u uzorcima vode iz
okoliSa. Analiti su derivatizirani s 4-aminoantipirinom i odredeni spektrofotometrijski.
Optimizirani su eksperimentalni parametri kao Sto su vrsta i volumen organskog otapala,
vrsta 1 koliCina soli, pH vrijednost i vrijeme vrtlozenja. Pod optimalnim uvjetima,
kalibracijske krivulje bile su linearne u rasponu od 1-300 pg/L, a granica detekcije bila je u
rasponu od 0,15-0,22 pg/L. Iskoristenje ekstrakcije i1 faktori obogacivanja bili su u rasponu
od 94,80 % do 106,1 % odnosno 78,12 % do 82,53 %. Ponovljivost metode na temelju pet
ponavljanja mjerenja fenola bila je u rasponu od 4,8-7,2 %. Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem pokazali su da je predlozena metoda jednostavna, brza i ekoloski prihvatljiva s
visokom ekstrakcijskom ucinkovito$¢u za prekoncentraciju i odredivanje fenola i klorfenola u
stvarnim uzorcima. PredloZzena metoda je takoder usporedena s referentnom metodom.
Derivatizacija fenola s 4-aminoantipirinom (4-AAP) za spektrofotometrijsko odredivanje jos
uvijek se Cesto koristi zbog svoje brzine i isplativosti. Fenoli reagiraju s 4-AAP u prisutnosti
oksidansa 1 formiraju antipirinsku boju. Kako bi se postigla veca selektivnost 1 osjetljivost,
ovaj se kompleks ekstrahira iz vodene otopine u kloroform. Standardna metoda za
odredivanje fenola zahtijeva veliki volumen kloroforma §to je glavni nedostatak ove metode
u odnosu na zelenu analitiCku kemiju. Nedavno su se istrazivanja usredotocila na
minijaturizaciju metode ekstrakcije tekucina-teku¢ina kako bi se smanjilo koriStenje
organskog otapala u pripremi uzorka. Stoga su predlozene neke metode mikroekstrakcije kao
Sto je mikroekstrakcija ¢vrste faze 1 mikroekstrakcija tekuce faze za obogacivanje fenola i
klorfenola. Kasnije je DLLME metoda predstavljena kao novu metodu mikroekstrakcije
tekuce faze. Ova metoda koristi trostruki sustav otapala, u kojem se otopina ekstrakcijskog
otapala u disperziranom otapalu brzo ubrizgava u vodeni uzorak koji sadrzi analit. Otapalo za
rasprSivanje moze se mijeSati i u vodenoj i u organskoj fazi. Otapalo za ekstrakciju ne smije
se mijeSati s vodom 1 treba stvarati sitne fine kapljice u njoj. Kombinacija DLLME i SPE je
naCin da se poveca faktor obogacivanja DLLME. Upotrebom SPE, analiti se prethodno
koncentriraju iz velikog volumena matrice uzorka u mali volumen organskog otapala, koje

moze djelovati kao otapalo za rasprSivanje u DLLME. Medutim, SPE postupak zahtijeva
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kondicioniranje kolone, eluiranje uzorka 1 isparavanje otapala, jer je radno intenzivan,
zahtijeva vrijeme i otapalo. Cilj ovog istrazivanja ve¢ navedenih autora bio je razviti novu
ekstrakcijsku metodu koja se temelji na kombinaciji ekstrakcija tekuéina-tekucina s
uklanjanjem soli, kao jednostavne 1 ekoloski prihvatljive metode, i DLLME za
prekoncentraciju fenola i klorfenola. Koliko je poznato, po prvi put se ova kombinacija

primjenjuje za spektrofotometrijsko odredivanje fenola i klorfenola u uzorcima otpadne vode

[39].
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Slika 3.7. Spektrofotometrijska metoda

3.4.2. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je Siroko koriStena metoda za analizu hlapljivih 1 poluhlapljivih
spojeva kao Sto su fenol 1 njegovi derivati te je na slici 3.8. prikazan ovaj nacin analize.
Nakon ekstrakcije 1 derivatizacije, fenoli se odvajaju na temelju njihove raspodjele izmedu
tekuce stacionarne faze 1 plinovite pokretne faze. Uzorak se ubrizgava u grijanu
kromatografsku kolonu gdje dolazi do interakcije sa stacionarnom fazom. Postoje dvije
glavne vrste koje se koriste za odredivanje fenola, a to su plinsko-teku¢inska kromatografija i
plinsko-Cvrsta kromatografija. Plinsko-tekuc¢inska kromatografija koristi tekucu stacionarnu
fazu obloZenu ¢vrstom podlogom, dok plinsko-Cvrsta koristi ¢vrstu stacionarnu fazu koja je u

izravnom kontaktu s analitima. Postoje razli¢iti reagensi za derivatizaciju, a to su

30



pentafluorobenzoil bromid, anhidrid octene kiseline, diazometan. Medutim, reagensi kao Sto
je pentafluorobenzoil klorid su pozeljni jer uvode elektronegativne supstituente u molekulu.
Derivatizacija anhidridom octene kiseline je jednostavna, dok dinitrofenoli stvaraju
probleme. Prema istrazivanjima D. Puig i suradnika iz 1996. godine preporucena je
derivatizacija u metilirane fenole umjesto u derivate pentafluorobenzoil etera [40]. Medutim,
ova metoda zahtijeva koriStenje diazometana koji ima potencijalne opasnosti jer je
kancerogen i eksplozivan. Prilikom odredivanja se mogu razni detektori spojiti s plinskom
kromatografijom kako bi se to¢no kvantificirali fenoli. Detektor plamene ionizacije se ¢esto
koristi zbog svoje visoke osjetljivosti 1 kompatibilnosti sa Sirokim rasponom spojeva.
Medutim, daleko najprikladniji uredaj za odredivanje fenola je masena spektrometrija jer daje
i kvantitativne i kvalitativne informacije. Za to¢nu kvantifikaciju se priprema kalibracijska
krivulja koriStenjem standardnih otopina poznatih koncentracija fenola. Za izradu
kalibracijske krivulje se koristi vrijeme zadrzavanja 1 povrSina vrhova. Koncentracija fenola u
uzorku se odreduje usporedbom njegove povrSine vrha s kalibracijskom krivuljom. Ova
metoda je Siroko koriStena pri odredivanju fenola u razli¢itim uzorcima. Njezina sposobnost
da pruza to¢ne i pouzdane rezultate, fleksibilnost analize Sirokog raspona hlapljivih i

poluhlapljivih spojeva ju ¢ini dobrom metodom za analiziranje fenola [40].

U kontekstu svojstava fenola i endokrinih poremecaja te analize farmaceutskih proizvoda koji
utjecu na okolis, istrazivanje H. K. Lee i1 suradnika iz 2005. godine naglaSava vaznost analize
ovih tvari.[41]. Iako postoje razli¢ite metode za identifikaciju i kvantifikaciju, mnoge od njih
su vremenski zahtjevne. Plinska kromatografija omogucuje istovremeno analiziranje viSe
parametara. U spomenutom istraZivanju fenoli su bili eluirani iz uzorka zajedno s kiselinama,
¢ime se postigla selektivna analiza. Ovaj pristup je posebno koristan za mjesavine otpadnih
voda. Nadalje, uzorci se mogu derivatizirati kako bi se postigla selektivna i osjetljiva analiza.
Prednost ove metode je ta da omogucava odvajanje i analizu kako organskih tako i1
anorganskih materijala, ¢ine¢i je veoma univerzalnom metodom. Osim toga, ona pruza
visoko precizne 1 to¢ne rezultate, $to je klju¢no za pouzdane analize. Plinska kromatografija
je ekonomi¢na metoda analize, §to je pogodno za laboratorijske postupke s ograni¢enim
proratunom. U odnosu na druge analitiCke metode, plinska kromatografija se istice visokom
razlu¢ivoséu, omogucavajuéi precizno razdvajanje komponenata u sloZzenim smjesama.
Nedostatak ove metode je taj da je toplinska stabilnost uzorka od sustinskog znacaja jer se
uzorci koji nisu stabilni na visokim temperaturama mogu razgraditi tijekom analize. Osim

toga, pravilno ubrizgavanje plinovitog uzorka zahtijeva paznju i vjestine kako bi se osigurala
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ispravna analiticka procedura. Analiza znacajne koli¢ine uzorka moze biti komplicirana 1

zahtijeva posebne pristupe 1 prilagodbe postupka [41].
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Slika 3.8. Princip rada plinske kromatografije

Plinska kromatografija moze biti u kombinaciji s masenom spektrometrijom (GC-MS). Ova
metoda je razvijena 1 koriStena sredinom 1950-ih. Znanstvenici R. S. Gohlke i
F. W. Mclafferty razvili su GC-MS metodu koja je prikazana na slici 3.9. [42]. Kad je metoda
bila razvijena, bilo je potrebno previSe vremena za analizu, ali nakon 1996. godine za analizu
je bilo potrebno samo 90 s. Metoda ukljucuje otkrivanje efluenta mnogih spojeva. Plinska
kromatografija pomaze u odvajanju tvari, ali ne daje nikakvu informacije o izoliranim
spojevima dok masena spektrometrija moZe pruziti pojedinosti o spojevima. Osnova za
plinsku kromatografiju je rezolucija koja ukljuCuje odvajanje komponenata. S druge strane,
masena spektrometrija zahtijeva masovnu rezoluciju, tj. analizira i odvaja prema omjeru mase
1 naboja. Ova GC-MS metoda sastoji se od dva znacajna koraka. U plinskoj kromatografiji,
odvajanje spojeva u Cistom obliku s obzirom na hlapljivost. U drugom koraku, odvojeni
spojevi izlaze kroz kolonu i idu prema detektoru kako bi se dobio detalj mase i naboja.
Predviden je ulaz kolone za uvodenje uzorka. Za isparavanje, prisutna je grijana komora.
GC-MS preferira analizu hlapljivih spojeva umjesto razmatranja nehlapljivih i1 visoko
molekularnih spojeva. Pomocu toga su odvojeni fenolni sastojci. Ovo je uglavnom
analizirano na fenole za ukapljivanje ugljena. Prednost ove metode je ta da jednostavno

odvaja visoko koncentrirane uzorke. Osim toga, ukljucuje kemijsku ionizaciju i elektronsku
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udarnu ionizaciju te je pogodna za direktnu analizu plinovitih uzoraka. Nedostatak metode je
moguca potreba za derivatizacijom uzorka. Osim toga, metoda se temelji na pracenju
odabranih iona te moze nai¢i na izazove u analizi atmosferskih plinova. Ova metoda

procjenjuje ekstrakte, ukljucujuci one koji nisu biorazgradivi (plasti¢ne tvari) [42].
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Slika 3.9. Princip rada plinske kromatografije u kombinaciji s masenom spektrometrijom

(GC-MS)

3.4.3. Tekucinska kromatografija

Tekuc¢inska kromatografija je analiticka metoda koja nudi izvrsnu moguénost odvajanja,
visoku osjetljivost i moguénosti analize Sirokog raspona fenolnih spojeva. Ukljucuje
odvajanje fenola na temelju njihovog razli¢itog afiniteta za stacionarnu (Cvrsta ili tekuca faza)
ili mobilnu fazu (tekuca faza). Uzorak se stavlja u kromatografsku kolonu gdje dolazi u
interakciju sa stacionarnom fazom. Spojevi s razli¢itim afinitetima za stacionarnu fazu se

zadrzavaju 1 krecu razli¢itim brzinama Sto dovodi do njihovog odvajanja [40].

Postoji nekoliko vrsta tekucinske kromatografije, a medu njima se istiCe tekucinska
kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC) koja je prikazana na slici 3.10. Ova metoda je
popularna zbog svoje visoke razlucivosti i mogucnosti obrade slozenih uzoraka. Osim nje,
istice se tekuc¢inska kromatografija ultra visoke uc¢inkovitosti (engl. Ultra-High-Performance

Liquid Chromatography, UHPLC) koja je naprednija zbog kradeg vremena analize i vece
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ucinkovitosti. Nju karakterizira visoka razlu¢ivost, brzina analize, pouzdanost te dostupnost
sirokog spektra UHPLC instrumenta. Spajanje UHPLC s masenom spektrometrijom donosi

dodatne prednosti u pogledu selektivnosti i osjetljivosti [43].

Medu metodama detekcije istice se UV-VIS koja se koristi zbog svoje Siroke dostupnosti i
osjetljivosti na aromatske spojeve poput fenola. UV detektori su detektori gdje se detekcija
provodi na 280 nm, osim za nitrofenole i pentaklorfenole koji pokazuje najbolji signal na 310
nm. Do smanjenja granica detekcije dolazi koriStenjem elektrokromatografske detekcije.
Visoka osjetljivost elektrokromatografske detekcije omogucuje smanjenje volumena uzorka.
Prema tome, smanjenjem volumena s 50 na 10 mL je bilo moguce otkriti fenol. Unato¢ svim
prednostima ove metode, njen nedostatak proizlazi iz zahtijeva za ¢is¢enjem elektrokemijske
¢elije. Kasnije su se razvili pulsni amperometrijski detektori koji imaju poboljSanu stabilnost
signala, no bez obzira na to i u ovom slucaju se radna elektroda mora distiti. Prema tome,
elektrokromatografsko odredivanje je dobra alternativa za pracenje relativno Cistih uzoraka.
No, uvedeni su i kulometrijski detektori polja. Za razliku od uobicajenih elektrokemijskih
detektora, ovi detektori pretvaraju 100 % analita zbog oksidacije fenola koja se dogada u
elektrodi visoke poroznosti. Zbog visoke cijene ovih uredaja, smanjena je njihova

primjena [40].

U svom radu M. Mattonai 1 suradnici 2019. godine analizirali su fenole iz maslinovog ulja
koriste¢ci HPLC metodu. Otpadne vode pri proizvodnji masline vazni su nusprodukti
proizvodnje maslinova ulja. Siroka dostupnost i nevjerojatni ekonomski troskovi odlaganja
otpadnih voda pri proizvodnji maslina potaknuli su interes za njthovu mogucu eksploataciju
kao odrZivog izvora polifenola. Stoga je potreban razvoj i optimizacija poboljSanih
analitickih metoda za detaljnu karakterizaciju molekularnih profila polifenola nakon
proizvodnje 1 tijekom uvjeta skladiStenja. Maslina na stacionarnoj fazi s ugradenom polarnom
skupinom predloZzena je kao alternativa konvencionalnim C18 kolonama. Postupak je
koristen za kvantitativno odredivanje 11 polifenola, koristeci detekciju niza dioda 1 postizanje
kvantitativnih granica jednakih ili nizih od 0,1 pg/g. Ista kromatografska postavka, u
kombinaciji s masenom spektrometrijom visoke rezolucije omogucila je identificiranje
hidroksitirozil estera enolne kiseline, Cija se relativna zastupljenost predlaze za pracenje

starenja otpadne vode pri proizvodnji maslina tijekom skladiStenja [44].

34



E OTAPALO
v

-]

PUMPA |4 INJEKTOR || | PETEKTOR
| xoLoNa d . I_I I
OTAPALO | | ANALIZA PODATAKA
SUVISAK

Slika 3.10. Princip rada tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC)

Tekuc¢inska kromatografija kombinirana s masenom spektrometrijom (LC-MS) kombinira
snagu razdvajanja tekucinske kromatografije s mogucénostima spektrometrije masa te je
prikazana na slici 3.11. Zbog svoje specifi¢nosti i osjetljivosti ova metoda je prikladna za
analizu u tragovima. Trenutno su dostupna razli¢ita sucCelja za LC-MS pokuse. Sucelje
termospreja daje dobar odgovor za veéinu fenola. Izuzetci su 4-metilfenol 1 2,4-dimetilfenol
jer ih puferi ne mogu deprotonirati ¢ak 1 kada je visoka koncentracija pufera. Sucelje snopa
Cestica sluzi za analizu pentaklorfenola, ali njegova upotreba u podruc¢ju okoliSa je sprijecena
jer daje manju osjetljivost u usporedbi s drugim uredajima. Sucelje s atmosferskim tlakom
rezultira boljom osjetljivosti te je jako jednostavan za koriStenje. U ovom sucelju dolazi do
podizanja napona konusa §to dovodi do smanjenja osjetljivosti pa treba pazljivo optimizirati
ova] parametar. U buduc¢nosti ¢e se najviSe koristiti sucelja s atmosferskim tlakom zbog
visoke osjetljivosti te obilja strukturnih informacija koje pruzaju. Glavni problem sucelja s
atmosferskim tlakom je potreba za ¢iS¢enjem uzorka. Ova metoda nudi visoku uc€inkovitost
odvajanja, no zahtijeva dulje vrijeme analize u usporedbi s drugim metodama poput plinske

kromatografije [40].
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Slika 3.11. Princip rada tekucinske kromatografije u kombinaciji s masenom spektrometrijom
(LC-MS)

3.4.4. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza se oslanja na diferencijalno kretanje nabijenih vrsta u elektri¢nom
polju kroz usku kapilarnu cijev §to omogucuje uc¢inkovito odvajanje i1 kvantifikaciju fenolnih
spojeva. Ova metoda prikazana na slici 3.12. iskoriStava razlike u elektroforetskoj
pokretljivosti nabijenih analita u kapilari ispunjenoj elektrolitom kada je podvrgnuta
elektricnom polju. Kapilara je nacinjena od silicijevog dioksida s unutarnjim promjerom od
25 do 100 pm. Mali promjer osigurava visoku uc¢inkovitost i omogucuje ucinkovito odvajanje
fenolnih spojeva. Duljina kapilare moZe varirati ovisno o sloZenosti uzorka i1 potrebnoj
rezoluciji. Fenolni spojevi, ukljucuju¢i razliCite derivate nose specificne naboje zbog
prisutnosti funkcionalnih skupina. Oni se odvajaju na temelju omjera naboja i mase tijekom
njihove kretnje kroz kapilaru. Kapilarna elektroforeza se primjenjuje jer je brza, ima veliku
rezoluciju te je prikladna za analizu polarnih, nepolarnih 1 ionskih spojeva. Osim toga, nudi
mogucnost obogacivanja kapilara koriste¢i izotahoforezu te pokazuje kompatibilnost s
masenom spektrometrijom. Glavni nedostatak ove metode je malo opterecenje kapaciteta koji
je u rasponu od nekoliko nanolitara. Pri odvajanju fenola koristi se kapilarna zonska
elektroforeza. Ova metoda je primijenjena na bazicnom pH pomocu natrijevog borata kao

elektrolita. Usporeduju¢i ovu metodu s teku¢inskom kromatografijom zakljueno je da se
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bolji kromatografski profili mogu dobiti pomocu kapilarne zonske elektroforeze. U slucaju
kapilarne zonske elektroforeze pH vrijednost je ograniCena jer moze potaknuti hidrolizu
nekih analita kao Sto je nitrofenol ili moze do¢i do polimerizacije katehola. Osim ove metode,
postoje 1 druge izvedbe kapilarne elektroforeze, a to su micelarna elektrokineticka
kromatografija 1 kapilarno izoelelektricno fokusiranje. Kapilarna zonska elektroforeza se
koristi za odvajanje, dok micelarna elektrokineticka kromatografija ukljucuje micele za
poboljsanje odvajanja neutralnih spojeva, uklju¢ujuéi neionske fenole. Za odredivanje fenola
se koriste razli¢ite metode detekcije. UV-VIS se najcesce koristi zbog jednostavnosti. Druge
metode detekcije su laserski inducirana fluorescencija i masena spektrometrija koje mogu
pruziti vecu osjetljivost i selektivnost za analizu razine tragova 1 identifikaciju specifi¢nih
fenolnih spojeva. Ova metoda nudi nekoliko prednosti za odredivanje fenola, ukljucujuci
visoku ucinkovitost odvajanja, nisku potrosnju uzoraka i reagensa te kratko vrijeme analize.
Zahtijeva minimalnu upotrebu organskog otapala, Sto je ekoloSki vrlo prihvatljiva metoda

[40].

U svom radu H. Turkia i suradni istrazili su 2013. godine kapilarnu elektroforezu za pracenje
fenolnih spojeva u bioprocesima [45]. Hidrolizati lignocelulozne biomase, koji se koriste kao
supstrati za odrzivu proizvodnju goriva i kemikalija, Cesto sadrze velike koli¢ine fenolnih
spojeva koji inhibiraju proizvodnju skupina mikroorganizama. Kvantifikacija ovih
inhibitorskih spojeva moze pomoc¢i u razumijevanju mogucih poteSko¢a u bioprocesu i
daljnjem razvoju ucinkovitijih, robusnijih 1 tolerantnijih procesa. Razvijena je metoda
odvajanja koja se temelji na kapilarnoj elektroforezi s UV detekcijom za istovremenu
kvantifikaciju 10 fenolnih spojeva koji mogu imati svojstva inhibitora. Tijekom jednog dana
relativne standardne devijacije bile su manje od 0,7 % za vrijeme migracije i1 izmedu 2,6 % 1
6,4 % za vrSna podrucja. Tijekom razli¢itih dana relativne standardne devijacije bile su manje
od 3,0 % za vrijeme migracije i izmedu 5,0 % 1 7,2 % za vrSna podrucja. Saccharomyces
cerevisiae je tijekom uzgoja uspjela smanjiti koncentracije vanilina, koniferil aldehida,
siringaldehida i cimetne kiseline, dok su se koncentracije fenola povecale. KoriStenje
lignoceluloznih materijala kao obnovljivog izvora za proizvodnju goriva 1 kemikalija
povecalo se tijekom posljednjih godina. Lignoceluloza je prirodan, obilan i jeftin materijal
koji se sastoji od tri glavne komponente: celuloze, hemiceluloze i lignina. Inhibitori koji
potjecu iz lignoceluloznog materijala mogu se opcenito podijeliti u tri skupine: alifatske

kiseline, derivati furana i fenolni spojevi. Analiza inhibitora moZe pruZiti dodatne informacije
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za optimizaciju bioprocesa. Mehanizmi inhibicije fenolnih spojeva su proucavani, ali joS$
uvijek nisu u potpunosti shvaceni. Utvrdeno je da su prinosi biomase, stope rasta i
produktivnost etanola smanjeni. Fenolni spojevi takoder mogu djelovati na stanicne
membrane. Za proucavanje ucinaka fenolnih spojeva u uzgoju mogu se koristiti hidrolizati
dobiveni iz lignoceluloznih materijala ili sintetskih medija u kojima su svi potrebni spojevi
umjetno dodani mediju za uzgoj. Primjenom sintetskih inhibitora lakSe je regulirati
pojedinacna stanja inhibitora i proucavati njihov ucinak na organizam i na cjelokupni

bioproces [45].
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Slika 3.12. Princip rada kapilarne elektroforeze

3.4.5. Kolorimetrija

Osnovni princip kolorimetrije lezi u mjerenju intenziteta boje putem usporedbe s poznatom
standardnom bojom. Ova metoda prikazana na slici 3.13. dizajnirana je za kvantitativno
mjerenje koncentracije tvari putem analize njenog bojnog intenziteta. Kada svjetlost prolazi
kroz materijal, ona moze biti apsorbirana, reflektirana, lomljena i prenoSena kroz materijal,
¢iji se intenzitet moZe izmjeriti. Kolorimetar se sastoji od tri glavna dijela: izvor svjetlosti,
uzorak koji se analizira i1 detektor. Svjetlosni snop prolazi kroz standardnu boju, zatim kroz

uzorak, a koncentracija uzorka se procjenjuje na temelju apsorpcije i transmisije svjetla.
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Apsorbirana svjetlost se detektira pomoc¢u detektora, koji generira rezultat. Ovi rezultati se
prikazuju na grafickom prikazu, a usporedba s poznatim vrijednostima pomaze u odredivanju
koncentracije nepoznatog uzorka. Postoje dva osnovna zakona kolorimetrije, a to su Beerov
zakon i Lambertov zakon. Beerov zakon govori o smanjenju intenziteta monokromatskog
svjetla kako svjetlosni snop prolazi kroz otopinu s rastu¢om koncentracijom. Lambertov
zakon se bavi vezom izmedu debljine apsorbirajuce otopine i intenziteta monokromatskog
svjetla koje prolazi kroz prozirni medij. Zakon takoder istie da intenzitet monokromatskog
svjetla opada s povecanjem debljine apsorbiraju¢eg medija. Primjer primjene ove metode
ukljucuje istrazivanje R. S. Alkasira i suradnika 2012. godine koji su koristili kolorimetrijski
bioloski test za detekciju fenola i njegovih derivata na papiru [46]. Kolorimetrija ima niz
prednosti, ukljucuju¢i brzo i precizno mjerenje, sposobnost pruzanja rezultata u Sirokom
rasponu intenziteta, analizu pojedina¢nih kemijskih vrsta, moguénost kontrole protiv
nekemijskih faktora te relativno nisku cijenu. Medutim, takoder ima i odredene nedostatke,
kao S$to su ogranienje na razmjerno razrijedene otopine za apsorpciju, potreba za
odrzavanjem konstantne boje otopine radi preciznih rezultata, osjetljivost na necistoce u
otopini, potreba za stabilnom elektri¢nom energijom i moguénost greske u rezultatima zbog

medudjelovanja s drugim supstancama s istom bojom [46].
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Slika 3.13. Princip rada kolorimetrije

U svom radu S. Boher i suradnici 2023. godine istrazili su odredivanje fenolnih spojeva
kolorimetrijom [47]. Kolorimetrijske metode su klasicne metode koje su Siroko primijenjene

za detekciju razlicitih analita. Ova metoda je jeftina, jednostavna za izvodenje te prakti¢no
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primjenjiva za odredivanje uzoraka, jer se promjene boje mogu vizualno primijetiti ¢ak i pri
niskim koncentracijama ciljane analize. Stoga se razliCite metode koriste za odredivanje i
kvantifikaciju pesticida i fenolnih spojeva, poput bisfenola A. Navedeni istrazivaci su
primijetili prisutnost organskih kloridnih pesticida u maj¢inom mlijeku i masnom tkivu, a ti
spojevi mogu imati estrogenske 1 antiestrogenske aktivnosti koje su povezane s rizikom od
karcinoma dojke. Ista svojstva endokrinih poremecaja zajednic¢ka su za oba analita. Bisfenol
A (fenolni spoj) se Cesto koristi u proizvodnji monomera i plastike. Upotrebljava se za
proizvodnju polikarbonatne plastike, premaze limenki hrane, boce za bebe, posude za
mlijeko. Metode identifikacije pesticida 1 fenolnih spojeva ponekad su spore 1 zahtijevaju
visoko kvalificiranu radnu snagu kako bi se koristili sofisticirani instrumenti koji su Cesto
skupi ili preveliki za upotrebu izvan specijaliziranih laboratorija. Ovo istrazivanje fokusira se
na diskriminiraju¢u i ekonomi¢nu kolorimetrijsku metodu detekcije pesticida i fenolnih
spojeva kao Sto je bisfenol A pomocu razliCitih nanokompozita. Temeljem dosada$njih
istrazivanja, primjena kolorimetrije s nanokompozitima omogucéava nisku granicu detekcije i
dobru ponovljivost za identifikaciju pesticida i fenolnih spojeva u raznim uzorcima,

ukljucujuéi uzorke hrane [47].

Osim ovog istrazivanja, u svom radu S. Wu 1 suradnici 2020. godine istrazili su
kolorimetrijsku kvantifikaciju i1 diskriminaciju fenolnih oneciS¢ivala na bazi nanocestica
Fe304 slicnih peroksidazi. Navedeni autori predlazu jednostavan senzorski niz visokih
performansi za kolorimetrijsku kvantifikaciju 1 diskriminaciju fenolnih onecis¢ivala
koriStenjem nanocestica Fe3Os. Ove nanocestice pokazuju povoljnu kataliticku aktivnost za
poticanje reakcije 4-aminoantipirina i fenolnih vrsta. Kao rezultat toga, pristup je omogucio
linearni odgovor za fenol u rasponu koncentracija od 0,00000167 mol/L do 0,0012 mol/L
nudec¢i granicu detekcije do 0,0000079 mol/L. Integracijom kolorimetrijskog niza s analizom
glavnih komponenti, uobi€ajeni fenolni spojevi, ukljucujuéi fenol, o-klorfenol (o-CP), m-
klorfenol (m-CP), p-klorfenol (p-CP), m-aminofenol (m-AP) i o-nitrofenol (o-NP), dobro su
razlikovani €ak i pri vrlo niskim koncentracijama Sto je prikazano na slici 3.14. Ovi rezultati
upucuju na to da je navedeni niz senzora ucinkovit alat za brzo otkrivanje i razlikovanje
fenolnih onecis¢ivala u matricama okoliSa 1 hrane. Kolorimetrijsko odredivanje je privuklo
posebnu pozornost zbog svoje operativne jednostavnosti, lakog ocitavanja, niske cijene i
velike propusnosti. Kolorimetrijska analiza fenola moZe se provesti prac¢enjem oksidativnog

meta-spajanja s 4-aminoantipirinom (4-AAP). Kako bi se olakSala kromogena reakcija,
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bioenzimi se Cesto koriste za brzu analizu fenola u blagim uvjetima [1]. Prema tome, Z. A.
Lin 1 suradnici 2014. godine izvijestili su o anorganskoj hibridnoj kolorimetrijskoj platformi
peroksidaze hrena (engl. Horseradish Peroxidase, HRP) za vizualnu detekciju fenola. Iako
strategija pokazuje povoljnu izvedbu za pracenje fenola, jos uvijek ima dovoljno prostora za
poboljsanje kolorimetrijske metode, a to bi se postiglo zamjenom HRP-a. Koristenjem HRP-a

u procesu ne samo da povecava troSkove detekcije, ve¢ smanjuje robusnost pristupa [48].
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Slika 3.14. Kolorimetrijska kvantifikacija fenolnih onecisc¢ivala

3.4.6. Amperometrijski biosenzori

Razvoj analiticke biotehnologije predstavlja novo nastalo polje koje igra klju¢nu ulogu u
mnogim aspektima suvremenog istraZivanja i primjene. Koncentracija proizvoda i struje su
izravno povezani s amperometrijskim biosenzorima, koji su postali vaZzan alat u otkrivanju i

pracenju bioloskih 1 kemijskih reakcija. Postoje tri glavne vrste amperometrijskih biosenzora:

posredovan 1 neposredovan. Medutim, komercijalno dostupni

izravni  prijenos,
obicno koriste posredovani pristup. Primjer

amperometrijski biosenzori primjene

amperometrijskog biosenzora koji je prikazan na slici 3.15. je odredivanje fenola koje su

razvili J. Kulys 1 suradnici 2003. godine koriste¢i grafitske elektrode 1 rekombinantnu gljivu
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Polyporus pinsitus [49]. Ovaj biosenzor detektira fenol, 1-naftol i druge srodne fenolne
spojeve. Enzim albumin iz govedeg seruma KkoriSten je za imobilizaciju na elektrodu.
Amperometrijski biosenzori imaju niz prednosti, ukljucujuéi selektivnost prema tvarima,
jednostavnost rada i rukovanja te sposobnost otkrivanja razliCitih tvari kao §to su benzen,
trimetilamin, alkoholi 1 herbicidi. Takoder, ova metoda je ekonomic¢na i dugotrajna. Medutim,
amperometrijski biosenzori imaju i1 svoje nedostatke, kao Sto su kratko vrijeme rada, niza
brzina odgovora u usporedbi s nekim drugim biosenzorima, manja toc¢nost, potreba za
prisutnos¢u redoks elemenata za pojacavanje struje te moguci utjecaj okolnih smetnji.
Usprkos nedostacima amperometrijski biosenzori su dragocjeni alati u analitickoj
biotehnologiji koji omogucavaju brzu i osjetljivu analizu bioloskih 1 kemijskih procesa te

imaju velik potencijal u razli¢itim podruc¢jima istrazivanja i primjene [49].
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Slika 3.15. Princip rada amperometrijskog biosenzora

3.4.7. Enzimski biosenzori

Enzimski biosenzori prikazani na slici 3.16. su u¢inkoviti uredaji koji omogucuju otkrivanje
razli¢itih onecis¢ivala i analita. Oni se temelje na bioloskim interakcijama s enzimima kao
aktivnim komponentama i koriste se za detekciju i kvantifikaciju ciljnih molekula. Pri izradi
enzimskih biosenzora, kljuno je osigurati stabilnost i funkcionalnost enzima kako bi se
osigurala pouzdana analiza. Mobilizacija enzima, odnosno njihovo smjestanje u odgovarajuci
okoli§, klju€an je korak za postizanje visokih performansi enzimskih biosenzora. Primjer

koriStenja lakaze kao enzimskog biosenzora istrazio je M. M. Rodriguez-Delgado i suradnici
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2015. godine [50]. Oni su koristili lakazu kao biosenzor za detekciju i1 kvantifikaciju spojeva
izvedenih iz fenola. Ovi biosenzori su se pokazali brzim i osjetljivim za pracenje fenolnih
spojeva te su se istaknuli svojom primjenjivos¢u u prehrambenoj, farmaceutskoj industriji i
zaStiti okoliSa. Enzimski biosenzori imaju niz prednosti, a medu njima se istice ta da su
alternativa drugim metodama odredivanja i pruzaju brz odgovor na prisutnost ciljnog analita.
Osim toga, pokazuju visoku osjetljivost i selektivnost prema ciljnom analitu. No, takoder
imaju odredene nedostatke. Osjetljivi su na prisutnost inhibitora koji mogu utjecati na
interakciju enzima i ciljnog analita. Takoder, proizvodnja enzimskih biosenzora moze biti
skupa 1 zahtjevna te mogu pokazivati nepovratnu termalnu deaktivaciju enzima. Osjetljivi su
na visoke temperature, Sto moZe utjecati na njihovu stabilnost, dok imobilizacija enzima
moze dovesti do gubitka aktivnosti enzima. Unato¢ tim nedostacima, enzimski biosenzori su
mocan alat za brzu i specifi¢nu analizu razlicitih analita, ¢ime doprinose razvoju analiticke

biotehnologije i primjeni u razli¢itim industrijama [50].
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Slika 3.16. Princip rada enzimskog biosensora

3.4.8. Opticki biosenzori

Opticki biosenzori su uredaji koji se temelje na interakciji izmedu supstrata i biomolekula
kako bi generirali opticke signale za detekciju. Ova metoda prikazana na slici 3.17.
omogucuje analizu bioloSkih interakcija i prisutnosti ciljnih molekula kroz emisiju svjetlosnih
fotona. Opticki biosenzori igraju klju¢nu ulogu u biotehnologiji, klinickim 1 medicinskim
podrucjima. Opticki biosenzori koriste se za detekciju razli¢itih ciljnih molekula te su

posebno korisni u pracenju opasnih onecis¢ivala. Ova metoda se Cesto primjenjuje u
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projektiranju optickih biosenzora zbog svoje sposobnosti za direktnu i brzu detekciju.
Upotreba optickih vlakana pruza dodatnu prednost u detekciji razli¢itih analita. Jedna od
kljuénih prednosti optickih biosenzora je da omogucuju analizu uzorka bez potrebe za
prethodnom obradom. To znaci da uzorak moze biti direktno testiran, $to ubrzava analiticki
proces. Vazno je napomenuti da opticki biosenzori zahtijevaju precizno kalibriranje i
optimizaciju kako bi osigurali pouzdane rezultate. Kroz daljnji razvoj i optimizaciju, opticki
biosenzori imaju potencijal postati joS vazniji alat u istrazivanju i primjeni bioloskih
interakcija. Biosenzori su razvijeni kako bi prevladali komplikacije koje su se javljale s
dostupnim metodama, pruzaju¢i povecanu preciznost i tocnost u analizama. Upotreba
optickih biosenzora sve viSe raste zbog njihove sposobnosti za visoko precizno mjerenje.
Primjerice, J. Abdullah i suradnici 2006. godine predstavili su inovativan biosenzor temeljen
na imobilizaciji metilbenzotiazola u nafion/sol-gel silikatnom filmu [51]. Ovaj biosenzor
pokazao je karakteristike kao §to su visoka osjetljivost, stabilnost i ponovljivost u ponaSanju.
Prednost ove metode je ta da su opticki biosenzori snazni alati za analizu bioloskih interakcija
i detekciju ciljnih molekula. Oni pruzaju alternativu drugim metodama detekcije s boljom
preciznoscu i osjetljivoséu. Osim toga, opti¢ki biosenzori zbog svoje visoke osjetljivosti
omogucuju detekciju Cak 1 niskih koncentracija fenola. Ova metoda omogucuje brzu 1 realno-
vremensku detekciju ciljnih molekula. Nedostaci optickih biosenzora ukljucuju visoki troSak
opreme jer je nabava i odrzavanje opreme za opticke biosenzore skupa. Osim toga opticki
biosenzori mogu biti osjetljivi na promjene okoline, Sto moZe utjecati na rezultate. [zazovi u
smislu povrSinske interakcije takoder predstavljaju problem jer imobilizacija biomolekula na
povrSini moze predstavljati izazove, utjecu¢i na pouzdanost i osjetljivost biosenzora. Jo$
jedan nedostatak je precizno kalibriranje 1 upotreba visoko preciznih optic¢kih uredaja koji su

kljucni za to¢ne rezultate [51].
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Slika 3.17. Princip rada optickog biosenzora

3.4.9. Biosenzori cijele stanice

Biosenzori cijele stanice su razvijeni kako bi otkrili oneciS¢enje okoliSa. Ova vrsta biosenzora
koristi se kao "bio-reporteri" 1 koristi zive stanice kao osjetne elemente, ukljucujuéi stanice
protozoa, gljiva, biljaka, algi 1 bakterija. Ova metoda se primjenjuje za odredivanje razlicitih
oneciS¢ivala poput pesticida, fenola, teskih metala i drugih Stetnih tvari u okoliSu. Biosenzor
cijele stanice omogucuje kvantitativnu analizu uz pomo¢ zivih bioloskih stanica. Prednosti
ove metode su te da daje informacije o ukupnoj dostupnosti onecis¢ivala, ukljucujuci 1 njegov
slobodni oblik te prisutnost u kombinaciji s drugim spojevima. Osim toga moguce je
kontinuirano pratiti prisutnost onecis¢ivala u okoliSu, Sto omogucuje bolje razumijevanje
promjena tijekom vremena. Metoda je jeftina u odrZavanju, odnosno odrzavanje ovih
biosenzora Cesto zahtijeva manje resursa i troSkova u usporedbi s nekim drugim metodama za
otkrivanje onecis¢ivala. Omogucuje brzu i jednostavnu procjenu prisutnosti onecis¢ivala sto
je vazno u situacijama gdje je potrebna hitna reakcija. Medu nedostacima se istice zahtjev za
upotrebom zivih stanica koje moraju biti odrZzavane i uzgajane tijekom vremena, $to moze biti
zahtjevno. Osim toga, u¢inkovita primjena ove metode zahtijeva poznavanje mikrobiologije,

biokemije 1 metodu uzgoja stanica te znanje o opasnim 1 otrovnim spojevima. Integracija
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biosenzora cijele stanice s optickim biosenzorima omogucuje glatko i precizno otkrivanje
onecis¢ivala. Z. Zeng i suradnici 2015. godine otkrili su metodu za otkrivanje fenola koristeci
endospore divljeg tipa bakterije Bacillus amyloliquefaciens [52] Koncentracija fenola
procijenjena je detekcijom apsorpcijskih signala na valnoj duljini od 510 nm. Ova

kombinacija metoda omogucuje pouzdano otkrivanje fenola u okoliSu [52].

3.5.RAZVOJ 1 OPTIMIZACIJA METODE ZA ANALIZU FENOLA I KLORFENOLA
IZ VODENIH UZORAKA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM-MASENOM
SPEKTROMETRIJOM

U svom radu A. Kovacs i suradnici 2011. godine istraZili su i razvili metodu za analizu fenola
i klorfenola iz vodenih uzoraka [53]. Analiticki postupak je razvijen u tri koraka te je
prikazan na slici 3.18. i optimiziran je za istovremeno odredivanje Sest fenola i devetnaest

klorfenola iz uzoraka vode iz okoli$a. Klorfenoli nastaju kao produkti kloriranja pitke vode.

Analiticka shema se sastoji od :

1. Ekstrakcija ¢vrste faze
2. Derivatizacija s trimetilsilil-V, N-dimetilkarbamatom
3. Analiza s plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom pra¢enjem iona

(GC-MS)

Etil acetat, smjesa etil acetata i octene kiseline, diklormetan i acetonitril su usporedeni u
pogledu njihove sposobnosti eluiranja fenola i klorfenola u §to manjem volumenu otapala. U
ekstrakciji se koristi minimalna koli¢ina organskog otapala, samo 4 mL etil acetata.
Derivatizacija fenola i klorfenola s ve¢ navedenim spojem proucavana je s obzirom na
konverziju, viSak reagensa, medij, temperaturu i stabilnost derivata trimetilsilila. Ako se
reagens primijeni u dovoljnom visku, dolazi do trenutacne reakcije, a derivati ostaju stabilni
24 h. Ukupna metoda je dala granice detekcije od 0.05-100 ng/L za sve spojeve osim

rezorcinola.

Najpoznatije analiticke metode su ve¢ spomenuta HPLC i kapilarna plinska kromatografija.
Fenoli su obi¢no podlozni plinskoj kromatografiji bez derivatizacije. Polarniji fenoli su skloni

razgradnji na aktivnim centrima Sto rezultira loSim kromatografskim vrhovima i gubitkom
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tvari osobito pri nizim koncentracijama. Kako bi se prevladali ti problemi te kako bi se
omogucila niza granica detekcije postoji nekoliko metoda derivatizacije. Reagensi se mogu
klasificirati u alkiliranje, aciliranje te sililiranje. Alkiliranje i aciliranje se ne mogu primijeniti
na sve fenole. Aciliranje zahtijeva da fenoli budu prisutni kao anioni fenolata $to zahtijeva
alkalni pH. Sililiranje se moZe primijeniti na Sirok raspon fenola, ukljucujuéi alkil-, nitro- i
klorfenole. Medutim, t-butil-dimetilsilil predstavlja znacajnu stericku smetnju koja zahtijeva
povisenu temperaturu i produljeno vrijeme reakcije. U nastavku su opisane metode po

koracima [53].

EKSTRAKCIJA CVRSTE FAZE —» | DERIVATIZACIJA _ » | GC-MS ANALIZA

KONDICIONIRANIJE DRZACA
PUNJENJE UZORKA
ISPIRANJE

ELUIRANIE

SUSENIJE

Db

Slika 3.18. Analiticki postupak analize fenola i klorfenola

1. Ekstrakcija ¢vrste faze

Ekstrakcija ¢vrste faze ukljuCuje upotrebu krutog upijajuéeg materijala, odnosno drzaca za
uzorak koji selektivno zadrzava fenolne spojeve. Metoda se oslanja na principe adsorpcije i
desorpcije, gdje se otopina propusta kroz drzae za uzorak, a fenoli se zadrZzavaju na povrsini
adsorbensa. Postupak se sastoji od nekoliko koraka. Prvi korak je kondicioniranje drzaca
adsorbensom kako bi se osiguralo da adsorbens bude Cist 1 aktiviran za pravilno zadrZzavanje
fenola. Zatim slijedi punjenje uzorka. Neki analiti stupaju u interakciju sa adsorbensom dok
se nezeljeni spojevi uklanjaju pranjem. Otapalo pri pranju mora pro¢i kroz drza¢ kako bi se
eliminirale komponente koje bi mogle ometati analizu. Nakon koraka ispiranja, zadrzani
fenoli se eluiraju iz drzaca pomocu polarnijeg otapala. Dobiveni eluat se isparava kako bi se
uklonilo eluirajuce otapalo te kako bi se fenoli dodatno koncentrirali. Ova metoda se koristi
za pripremu uzorka za izolaciju i koncentriranje fenola. Koncentrirani ekstrakt se zatim

analizira ve¢ spomenutim metodama poput HPLC, GC 1 MS. U ovom primjeru ekstrakcije,
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uzroci su zakiseljeni pomocu 37 % HCI do pH vrijednosti 2. Svakoj standardnoj otopini je
dodano 10 uL uzorka prije ekstrakcije. Drza¢ uzorka je kondicioniran s 10 mL metanola i
10 mL destilirane vode zakiseljene do pH vrijednosti 2 pri protoku od 5 mL/min. Uzorak je
propusten kroz drza¢ pri protoku od 3.5 mL/min. Tijekom procesa uzorak ne smije biti suh.
SuSenje na adsorbensu se provodi sa zrakom sve dok adsorbens ne promijeni boju. Unato¢
suSenju mogu ostati tragovi vlage. Kako bi se uklonila vlaga, Strcaljka je napunjena
bezvodnim natrijevim sulfatom te je stavljena ispod drzaca. 2 mL eluenta je dodano ruc¢no i
ostavljeno da se namace 5 min prije nego Sto je pusSteno kroz drza¢ brzinom od 0.5 mL/min.

Postupak je ponovljen s joS 2 mL etilacetata.
2. Derivatizacija

Prilikom derivatizacije je prebaceno 100 uL koncentriranog ekstrakta u bocicu s uvijenim
vratom opremljenu mikroumetkom od 0.2 mL. Zatim je otopini dodano 100 mL
trimetilsilil-V, N-dimetilkarbamata. Bocica je odmah zaklopljena s poklopcem te je otopina

mijeSana. Za kraj je potrebno analizirati uzorke na GC-MS unutar 12 h.
3. Masena spektrometrija

Mjerenja masene spektrometrije se provode na 70 eV. Za dobivanje masenih spektralnih
podataka i vremena zadrzavanja, raspon detektiranih masa je bio 50-500 Da. Odabrani nacin
pracenja iona je koriSten u kvantitativne svrhe. Za svaki spoj su bila odabrana dva ili tri iona

te su oni bili detektirani.
4. Kromatogram

Analiza 1 procjena kromatograma je kljucan korak u odredivanju koncentracije tvari u
uzorku. Procjena kromatograma ukljucuje analizu vremena zadrZavanja, identifikaciju

vrhova, kvantificiranje povrSine ispod vrha, procjenu ¢istoce vrha te razlucivost.

GC-MS kromatogrami su procijenjeni pomocu podrucja pika analita. Za svaku tvar je
kvantifikacija temeljena na piku ciljanog iona. Preostali ioni sluZe samo za identifikaciju.
Tijekom razvoj ekstrakcije ¢vrste faze, oktafluornaftalen je koriSten kao standardna otopina.
Tijekom kalibracije, pri analizi viSe otopina kao standardna otopina se koristio

1,3,5,6-tetraklor-2,4-dimetilbenzen.
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5. Kalibracija i granica detekcije

Za kvantitativnu analizu se konstruiraju kalibracijske krivulje. Odziv detektora na razlicite
koncentracije standarda se koristi za odredivanje koncentracije nepoznatog uzorka. Prema
tome, kalibracijske krivulje za ovaj slu¢aj su dobivene sa standardnim otopinama
pripremljenim u etil acetatu. Koristeno je 7 koncentracija u rasponu od 0.001 i 25 pg/mL, po

dva ponavljanja. Dobivena kalibracijska krivulja je bila linearna u cijelom rasponu.
6. Oporavak fenola

Nekoliko istrazivanja je pokazalo da razina koncentracije ne utjeCe na oporavak fenola na
adsorbensu. Prema tome je odabrana relativno visoka razina koncentracije od 50 pg/L za
svaki fenol. Kao rezultat su se dobile povrSine vrhova koje su bile dovoljno velike da se

dopusti jednostavno tumacenje kromatograma, ¢ime se smanjila greska [53].

3.6. ANALIZA FENOLA IZ OTPADNIH VODA POMOCU MIKROEKSTRAKCIJE 1Z
CVRSTE FAZE I PLINSKE KROMATOGRAFIJE

Mikroekstrakcija ¢vrste faze (engl. Solid-phase microextraction, SPME) je metoda pripreme
uzorka koja se koristi za ekstrakciju fenolnih spojeva. Ova metoda nudi brz postupak
ekstrakcije bez otapala. Metoda ukljucuje upotrebu presvucenih vlakana kao medija za
ekstrakciju koji sluze 1 kao koncentrator za fenole. Sastoji se od nekoliko koraka. U prvom
koraku je potrebno obloziti vlakno. Vlakno je oblozeno stacionarnom fazom koja pokazuje
visok afinitet 1 selektivnost za fenole. Materijali za premazivanje su polidimetil,
polidimetilsiloksan, poliakrilat i karboksen. Nakon toga se obloZeno vlakno izravno izlaZe
uzorku koji sadrzi fenole. Fenolni spojevi se adsorbiraju na premazu vlakna. Vrijeme
ekstrakcije ovisi o koncentraciji analita. Nakon ekstrakcije, vlakno se prenosi u otvor za
ubrizgavanje ili izravno u detektor gdje dolazi do desorpcije analita i odvajanja za analizu.
Koncentracija fenola u uzorku se odreduje na temelju odziva signala dobivenog
kromatografskom analizom. Prednosti ove metode su potreba za minimalnim volumenom

uzorka, smanjena upotreba otapala, poboljSana osjetljivost te uzorkovanje na licu mjesta [54].
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U svom radu F. Zhou i suradnici 2005. godine istrazili su mikroekstrakciju spojenu s
plinskom kromatografijom za odredivanje fenola [55]. Do detekcije dolazi plamenom
ionizacijom. Analiza je provedena za Sest fenolnih spojeva u uzorcima vode. Parametri koji
utjeCu na sorpciju analita na vlakno su temperature i vrijeme desorpcije. Mikroekstrakcija
¢vrste faze povezana s plinskom kromatografijom je primijenjena za analizu fenolnih spojeva
u tlu, vodi, vinu 1 hrani te je princip rada prikazan na slici 3.19. Kao §to je ve¢ navedeno, da
bi se postiglo selektivnije odredivanje spojeva koriste se razli¢ite vrste premaza vlakana, a to
su poliakrilat, polidimetilsiloksan i polidimetilsiloksan, divinilbenzen. Sva navedena vlakna
su pogodna za ekstrakciju fenola osim polidimetilsiloksana zbog svoje nepolarnosti. Povoljna
ekstrakcija fenola se dobiva pomocu poliakrilat premaza. Medutim, zbog odsutnosti kemijske
veze izmedu polimernih premaza i povrSine taljenog silicijevog vlakna dolazi do niske
toplinske stabilnosti otapala. Prema tome, imobilizacija polimernog premaza je bitan
preduvijet za maksimalno iskoriStenje njegovog analitickog potencijala. Cesto je tesko postiéi
prihvatljiv stupanj imobilizacije debelih premaza putem konvencionalnih pristupa. RjeSenje
tome je tehnologija sol- gel premaza koja moze uc€inkovito kombinirati povrSinsku obradu,
deaktivaciju, premazivanje i imobilizaciju stacionarne faze. Ovom metodom pripremljeno je
vlakno 5,11,17,23-tetra-terc-butil-25,27-dietoksi-26,28-dihidroksikaliks[4 ]Jaren/hidroksi-
silikon s uljem premazanim vlaknima. Ovo vlakno se moZe primijeniti za nekoliko
aromatskih amina, klorfenola te estera ftlanih kiselina. Ono ima visoku toplinsku stabilnost te
izvrsnu selektivnost i osjetljivost osobito za manje polarne molekule. Zatim je sintetiziran
25,27-dihidroksi-26,28-0ksi(2,7-diokso-3,6-diazaoktil)oksi-p-tert-butilkaliks[4]aren  te  je
time pripremljeno amidno vlakno za sol-gel tehnologiju premazivanja. Novo vlakno je
pripremljeno za analizu 1 odredivanje trimetilamina u ribljem tkivu. Zbog amidnog mosta u
gore navedenom arenu, vlakno pokazuje dobru osjetljivost i selektivnost na polarne amine uz
visoku toplinsku stabilnost. Ovom metodom se moZe odrediti isklju¢ivo ukupni sadrZaj
fenola pa se zbog toga ne moZe procijeniti toksi¢nost pojedina¢nih fenola. Zakljuceno je da je
sposobnost ekstrakcije dva amidno premoStena vlakna puno bolja od hidroksi-silikona s
uljem premazanim vlaknima ¢ime se potvrdila vaznost amidno premoStenog mosta tijekom
ekstrakcije. Vlakno s amidnim mostom ima vecu sposobnost zbog polarnog amidnog mosta u

kaliks[4]arenu ¢ime se povecao polaritet vlakna te afinitet za fenole.

Proucavani spojevi su bili fenol, o-krezol, p-krezol, 3,5-dimetilfenol, 1-naftol, 2-naftol. Ove
standardne smjese Sest fenola pripremljene su otapanjem 10 mg svakog spoja u metanolu u

volumetrijskoj posudi od 10 mL. Otopine su pohranjene na 4 °C. Zatim je potrebno skupiti
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uzorke. Uzorci vode se prije 1 nakon biokemijske obrade iz postrojenja za prociS¢avanje
otpadnih voda skupe u ¢ase od 500 mL te se zakisele do pH vrijednosti 2 s klorovodi¢nom
kiselinom. Prema testovima ekstrakcije je zakljueno da je koncentracija onecis¢ivala u vodi
vrlo visoka. Analize su se provodile 3 dana od uzorkovanja. Analiza je provodena na
SP-6800A spektralnom analizatoru koji je opremljen kapilarnim sustavom i sustavom
detekcije plamenom ionizacijom. Kao plin nosilac koristi se dusik pri linearnoj brzini od
12 cm/s. Temperature injektora i detektora su na 260 °C. Temperatura pecnice je na 80 °C
prve 3 min, zatim je povecana na 120 °C pa sve do 230 °C. Mikroekstrakcija iz ¢vrste faze je
provedena na iduci nacin. 10 ug standardne otopine koja sadrzi fenole je stavljeno u staklene
bocice od 10 mL s 5 mL destilirane vode 1 2 g NaCl, a uzorak je potrebno zakiseliti do pH
vrijednosti 2 klorovodi¢nom kiselinom. Dodana je i mala magnetna Sipka za mijeSanje. Kako
bi se izbjeglo isparavanje uzorka, boc¢ice su zatvorene ¢epovima od butilne gume. Ekstrakcija
je izvedena izlaganjem obloZenog kraja vlakna u prostor iznad otopine uzorka. Uzorak je
mijeSan konstantnom brzinom od 700 o/min. Vlakno je umetnuto u otvor injektora. Prije
analize se vlakna kondicioniraju 30 min u injektoru na temperaturi od 260 °C. Prije pocetka
eksperimenta je potrebno provesti slijepu probu kako bi se potvrdilo da nema stranih spojeva

desorbiranih u vlakno [55].
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Slika 3.19. Princip rada SPME u kombinaciji s GC
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3.7.  PRIMIJENA SIROVE PEROKSIDAZE HRENA IMOBILIZIRANE
BIOUGLJENOM ZA UKLANJANIJE FENOLA IZ VODA

U svom radu M. Petronijevi¢ i1 suradnici 2021. godine istrazili su primjenu sirove peroksidaze
hrena imobilizirane biougljenom za uklanjanje fenola iz otpadnih voda. Biougljen je izazvao
veliku paznju kao ekoloski prihvatljiv materijal za primjenu u procesima procis¢avanja
otpadnih voda. U ovom istrazivanju, istrazena je upotreba biougljena dobivenog iz drva kao
nosaca za kovalentnu imobilizaciju peroksidaze hrena (HRP) putem glutaraldehida kao
umrezivaca S§to je prikazano na slici 3.20. Glutaraldehid je poznat po svojoj sposobnosti
uklanjanja fenola iz vode. Ispitan je utjecaj razliCitth parametara na ucinkovitost
imobiliziranog HRP-a u uklanjanju fenola iz vode, ukljucujuéi razli¢ite doze polietilen
glikola (PEG300) u rasponu od 0 do 750 mg/L, koncentracije vodikovog peroksida (H202) u
rasponu od 0,0015 do 0,0035 mol/L te vrijeme reakcije od 5 do 120 min. Takoder je
provedeno ispitivanje opce toksi¢nosti vode tretirane imobiliziranim enzimom pomocu testa

na biljci Allium cepa. Sve navedene analize provedene su i za slobodni enzim [3].

Rezultati su pokazali da je imobilizirani enzim pokazao najbolju aktivnost pri temperaturi od
30 °C i pH vrijednosti 7. Najveca ucinkovitost u uklanjanju fenola, 90 % postignuta je
primjenom 0,0025 mol/L H202 1 1,5 mg/L PEG300 pri pH vrijednosti 7 tijekom 2 h reakcije.
Nakon 4 pranja, imobilizirani HRP je zadrzao viSe od 79 % svoje aktivnosti uz istovremeno
uklanjanje fenola od 64 %. KoriStenjem imobiliziranog enzima znacajno se smanjuje
toksi¢nost tretirane vode na 80 %, Sto ukazuje na to da se ovaj postupak moze smatrati
ekoloski prihvatljivim za prociS¢avanje otpadnih voda. Analiza uzoraka prociS¢ene vode je
takoder provedena kako bi se identificirali moguci produkti razgradnje. KoriStena su
tekucinska 1 plinska kromatografija s masenom spektrometrijom, uklju¢uju¢i metodu
mikroekstrakcije krute faze za analizu hlapljivih tvari. U uzorcima vode pronadeni su razli€iti

spojevi temeljeni na fenolu [3].

Peroksidaza hrena (HRP) je Cesto koriStena kao ucinkovit katalizator za uklanjanje fenola.
Ona katalizira stvaranje organskih fenoksi radikala u prisutnosti vodikovog peroksida, $to
dovodi do daljnje polimerizacije fenolnih spojeva i1 smanjenja njihove toksi¢nosti.
Imobilizacija HRP-a je proces pretvaranja topljivog enzima u netopljivi oblik. To se postize
vezivanjem enzima za Cvrsti nosac, Sto rezultira stabilnim biokatalizatorom s vecom
aktivnoS¢u od slobodnog enzima. Imobilizacija omogucuje ponovnu upotrebu enzima, ¢ime

se smanjuje potro$nja enzima i troSkovi. U ovom istraZivanju, biougljen je ispitivan kao
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potpora za imobilizaciju HRP-a u procesu uklanjanja fenola iz vode. Biougljen je ekoloski
prihvatljiv materijal s visokom specificnom povr§inom i poroznosc¢u, §to ga ¢ini ucinkovitim
za adsorpciju i kataliticke reakcije. Rezultati istrazivanja obuhvacaju stabilnost i u¢inkovitost
imobiliziranog HRP-a pod razli¢itim uvjetima reakcije te usporedbu s slobodnim HRP-om.
Ovo istrazivanje doprinosi razumijevanju primjene biougljena kao ekoloski prihvatljivog

materijala za prociS¢avanje otpadnih voda [3].
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Slika 3.20. Imobilizaciju peroksidaze hrena (HRP) putem glutaraldehida
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4. ZAKLJUCAK

Analiza i odredivanje fenola u otpadnim vodama je klju¢na za praéenje okolisa i kontrolu
njegovog onecis¢enja. Koncentracije fenola variraju ovisno o izvorima i prirodi otpadne
vode, pri ¢emu neke koncentracije prelaze dopusStene granice propisane u zakonodavstvu ili
pravilnicima o zasStiti okoliSa. Konvencionalne metode obrade kao Sto su destilacija,
apsorpcija, ekstrakcija, kemijska oksidacija i elektrokemijska oksidacija pokazuju visoku
ucinkovitost s razli¢itim fenolnim spojevima, dok napredni oksidacijski procesi kao §to je
Fentonov proces koriste manje kemikalija u usporedbi s konvencionalnim, ali imaju visok
utrosak energije. Od bioloskih metoda obrade otpadnih voda kao najucinkovitije isticu se
enzimske metode zbog vece kataliticke ucinkovitosti i niZze cijene u odnosu na tradicionalne
kemijske metode. Odredivanje fenola u otpadnim vodama obavlja se primjenom razli¢itih
analitickih metoda. Najucinkovitije analiticke metode su tekucinska kromatografija visoke
ucinkovitosti (HPLC) te masena spektrometrija. Ove metode zbog svoje visoke osjetljivosti i

preciznosti omogucuju i otkrivanje fenola u tragovima u otpadnoj vodi.
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