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SAZETAK

UTJECAJ NATRIJEVOG HIPOKLORITA NA PRISUTNOST KSENOBIOTIKA U
MODELNIM I REALNIM OTPADNIM VODAMA

Povecana upotreba antiparazitika u veterinarske i druge medicinske svrhe, te Siroka primjena
pesticida u poljoprivredi, dovode do kontinuiranog i nekontroliranog ispustanja ksenobiotika
u okoliS. Iako se oni i njihovi razgradni i transformacijski produkti u okoliSu nalaze u
tragovima, mogu uzrokovati dugoro¢no visoku koncentraciju tih onecis¢ivala 1 tako Stetno
djelovati na okolis. Prije ili kasnije ti spojevi ispiranjem ili otjecanjem voda dospijevaju u
vodeni okoli§ 1 otpadne vode. Brojna istraZivanja pokazuju da je uklanjanje mnogih
ksenobiotika u konvencionalnim uredajima za obradu otpadnih voda ¢esto nepotpuno te stoga
dolazi do oneciS¢enja prirodnih vodotoka. Poznato je da sredstva za dezinfekciju takoder
uklanjaju 1 organska oneciS¢enja stoga je cilj ovoga rada procijeniti utjecaj prisutnosti
natrijevog hipoklorita kao dezinfekcijskog sredstva na uklanjanja ksenobitika u otpadnim
vodama nakon postupka Sarzne biorazgradnje kao konvencionalne i1 Cesto primjenjivane

metode.

Provodio se proces biorazgradnje u tri aerirana Sarzna reaktora razli¢itih sadrzaja. Prvi reaktor
je sadrzavao aktivni mulj i radnu otopinu ksenobiotika masene koncentracije 10 mg L™. Kao
kontrolni reaktori, drugi reaktor je sadrzavao samo aktivni mulj, dok je tre¢i reaktor sadrzavao
samo radnu otopinu ispitivanog ksenobiotika iste koncentracije. Uz ispitivanje fizikalno-
kemijskih parametara biorazgradnje, pracena je koncentracija u vremenskim razmacima
uzorkovanja. Nakon procesa biorazgradnje, otopine ksenobiotika podvrgnute su procesu
fotolize kao obliku tercijarne obrade otpadnih voda. Fotoliza se provodila u Cetiri kvarcne
posudice s razli¢itim sadrzajem. Tijekom procesa fotolize ispitivan je utjecaj prisutnosti
natrijevog hipoklorita na uklanjanje ksenobiotika uz usporedno provodenje uklanjanja
ksenobiotika s vodikovim peroksidom kao vrlo u¢inkovitom metodom. Rezultati su pokazali
razliCit postotak uklanjanja Sest ispitivanih ksenobiotika. Novonastali razgradni i/ili
transformacijski produkti detektirani su tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
Takoder, procijenjena je toksi¢nost istraZivanih otopina ksenobiotika pomocu

bioluminiscentne metode odredivanja akutne toksi¢nosti bakterijom Vibrio fischeri.

Kljuéne rijeci: ksenobiotici, antiparazitici, pesticidi, natrijev hipoklorit, aktivni mulj,

biorazgradnja, toksicnost, Vibrio fischeri



ABSTRACT

THE INFLUENCE OF SODIUM HYPOCHLORITE ON THE PRESENCE OF
XENOBIOTICS IN MODEL AND REAL WASTEWATER

The increased use of antiparasitics for veterinary and other medical purposes, and the
widespread use of pesticides in agriculture, lead to the continuous and uncontrolled release of
xenobiotics into the environment. Although they and their degradation and transformation
products are found in traces in the environment, they can cause a long-term high
concentration of these pollutants and thus have a harmful effect on the environment. Sooner
or later, these compounds end up in the water environment and waste water through washing
or runoff. Numerous studies show that the removal of many xenobiotics in conventional waste
water treatment devices is often incomplete and therefore pollution of natural waterways
occurs. It is known that disinfectants also remove organic pollutants, therefore the aim of this
work is to evaluate the influence of the presence of sodium hypochlorite as a disinfectant on
the removal of xenobiotics in wastewater after batch biodegradation as a conventional and
often applied method.

The biodegradation process was carried out in three aerated batch reactors with different
contents. The first reactor contained activated sludge and a working solution of xenobiotics
with a mass concentration of 10 mg L-1. As control reactors, the second reactor contained
only activated sludge, while the third reactor contained only the working solution of the tested
xenobiotic of the same concentration. In addition to testing the physico-chemical parameters
of biodegradation, the concentration was monitored at sampling intervals. After the
biodegradation process, the xenobiotic solutions are subjected to the photolysis process as a
form of tertiary wastewater treatment. Photolysis was carried out in four quartz vessels with
different contents. During the photolysis process, the influence of the presence of sodium
hypochlorite on the removal of xenobiotics was examined, with a comparative performance of
xenobiotic removal with hydrogen peroxide as a very effective method. The results showed a
different percentage of removal of the six tested xenobiotics. Newly formed degradation
and/or transformation products were detected by high performance liquid chromatography.
Also, the toxicity of the investigated solutions of xenobiotics was evaluated using the

bioluminescent method of determining acute toxicity by the bacterium Vibrio fischeri.

Key words: xenobiotics, antiparasitics, pesticides, sodium hypochlorite, activated sludge,

biodegradation, toxicity, Vibrio fischeri
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1. UVOD

Ozbiljan problem danasnjice je sve veca zagadenost vodenog okolisa. Pojava ksenobiotika te
njihovih razgradnih i transformacijskih produkata u okoliSu je izrazito zabrinjavajuca.
Ksenobiotici se sve vise koriste u humanoj i veterinarskoj medicini, u poljoprivredi te je zbog
toga postalo nezaobilazno njihovo kontinuirano ispustanje u okolis, a time i1 dolazak u vodeni
okolis 1 otpadne vode. Tako se ti spojevi pojavljuju u vrlo niskim koncentracijama koje su u

rasponu od nekoliko ng L' do pg L, istraZivanja pokazuju da i tako male koli¢ine

......

Kada se govori o negativnim utjecajima ksenobiotika, treba napomenuti da je dokazano da
neki lijekovi izazivaju endokrine poremecaje, narusavaju normalno funkcioniranje
hormonskog sustava. Mnoge sintetske kemikalije mogu djelovati kao endokrini disruptori, a

posebice pesticidi. [2]

Kontinuirano izlaganje patogena, parazita i okoliSnih bakterija ksenobioticima moze dovesti
do pojave rezistencije organizama na navedene spojeve. Dok rezistencija na lijekove, poput
antiparazitika, predstavlja prirodnu prilagodbu parazita na okolisne uvijete u kojima borave,
ona postaje veliki problem kada se organizmi poCinju razmnozavati u prisustvu ksenobiotika,

tj. kada organizmi postanu otporni na tvari koje bi ih trebale uniStavati. [3]

Kako dolazi do sve vece upotrebe ksenobiotika tako dolazi i do njihovog nepravilnog
odlaganja. Od presudne vaznosti su procesi proc¢is¢avanja otpadnih voda. Procesi sorpcije i
biorazgradnja smatraju se najvaznijim mehanizmima uklanjanja mikroonecis¢ujucéih tvari.
Ucinkovitost tih procesa ovisi 0 fizikalno-kemijskim svojstvima one¢is¢ujuce tvari, podrijetlu
1 sastavu otpadne vode i karakteristikama uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda. Prema
tome, najucinkovitije uklanjanje ksenobiotika ukljucuje poticanje i poboljSanje procesa
njihove biorazgradnje i1 koriStenje naprednih oksidacijskih procesa. Takoder, potrebno je
obratiti vecu paznju na detekciju 1 ukoliko je moguée identifikaciju razgradnih v/ili
transformacijskih produkata ksenobiotika. Uz to, potrebno je provoditi i bioanaliticke metode
odredivanja toksikoloSkog utjecaja tih spojeva na okolis. Time ¢e se povecati trenutno slabo
poznavanje podataka o akutnoj toksi¢nosti svih tih spojeva u okolisu. Mjerenje akutne

toksi¢nosti najéesce se provodi bakterijom Vibrio fischeri.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KSENOBIOTICI

Ksenobiotici su kemijski spojevi koji se prirodno ne pojavljaju u zivom svijetu. Naziv potjece
od grckih rijeci "xenos" §to znaci stranac i "bios" Sto znaci zivot. Ksenobiotici se Cesto koriste
kao op¢i termin za opisivanje razlicitih vrsta stranih spojeva, ukljuc¢ujuéi kemikalije, lijekove,
industrijske tvari, pesticide, teSke metale, organske onecis¢ujuée tvari i druge sli¢ne spojeve.

[4]

Primjena ksenobiotika odnosi se na njihovu namjensku upotrebu u razli¢itim podru¢jima, kao
Sto su medicina, poljoprivreda, industrija 1 istrazivanje. Ksenobiotici imaju raznolike primjene

zbog svojih kemijskih svojstava 1 bioloske aktivnosti. Primjeri njihove primjene su:

1. Medicina:
Farmaceutski proizvodi, ukljucujuéi lijekove i terapijske tvari Cesti su predstavnici
ksenobiotika. Oni mogu imati terapijski u¢inak na tijelo, antibiotici za lijeCenje
infekcija, antidepresivi za mentalno zdravlje ili kemoterapeutski agensi za borbu
protiv kancerogenih bolesti. Lijekovi se dizajniraju kako bi ciljali specifi¢ne bioloske
procese u tijelu i pruzali terapijske ucinke.

2. Poljoprivreda:
Ksenobiotici se koriste u poljoprivrednoj industriji za Kontrolu Stetnika, korova i
bolesti biljaka. Pesticidi su jedan od primjera ksenobiotika koji se koriste kako bi se
povecala produktivnost usjeva 1 smanjio utjecaj od Stetnika. Medutim, vazno je
pravilno primjenjivati pesticide kako bi se minimizirali negativni ucinci na okoli$ i
ljudsko zdravlje.

3. Industrija:
Ksenobiotici se u industriji koriste u razli¢ite svrhe. Kemijski spojevi mogu se koristiti
kao otapala, sredstva za CiS¢enje ili aditivi u proizvodnji. Neki ksenobiotici imaju
posebna svojstva, kao Sto su termicka stabilnost ili otpornost na oksidaciju, §to ih ¢ini
korisnima u razli¢itim industrijskim procesima.

4. Istrazivanje:
Ksenobiotici se koriste u istraZzivackim studijama kako bi se razumjeli biokemijski i
fizioloski procesi u zivim organizmima. Oni se mogu koristiti kao alati za oznacavanje

ili pracenje odredenih bioloskih procesa. Ksenobiotici se takoder mogu koristiti u



laboratorijskim istrazivanjima kako bi se proucavale interakcije s bioloskim sustavima
i identificirali potencijalni terapijski ciljevi.
Vazno je naglasiti da pravilna primjena ksenobiotika zahtijeva pazljivo upravljanje kako bi se
minimizirali negativni u€inci na okoli§ i zdravlje ljudi. Takoder, vazno je pratiti i istrazivati
njihovu sudbinu u okolisu kako bi se razumjelo kako se razgraduju i akumuliraju te kako bi se

osigurala odrziva primjena ovih spojeva. [1]

2.1.1. Ksenobiotici u otpadnim vodama
Ksenobiotici su strani kemijski spojevi koji se prirodno ne pojavljuju u okolisu. Cesto
ukljucuju razli¢ite kemikalije koje nisu prirodno prisutne u okoliSu 1 mogu imati potencijalno
Stetne ucinke na zivi svijet. U otpadnim vodama zavrSavaju na nekoliko nacina, ovisno o
izvoru ksenobiotika i njihovoj primjeni. Industrijske aktivnosti mogu rezultirati otpadnim
vodama koje sadrze razli¢ite ksenobiotike. Ksenobiotici iz industrijskog otpada mogu proci
kroz procese obrade otpadnih voda, ali neki od njih mogu ostati prisutni u koncentracijama
koje mogu biti Stetne za okoliS. Nadalje, ksenobiotici iz ku¢anstva i komercijalnih objekata
mogu zavrsiti u otpadnim vodama putem ispiranja i odvoda. To ukljucuje razne tvari kao §to
su kemikalije iz kucanstava, sredstva za CiS¢enje, kozmeti¢ki proizvodi, lijekovi 1 drugi
proizvodi koji se koriste u svakodnevnom zivotu. Zatim pesticidi 1 gnojiva, koji se koriste u
poljoprivrednoj proizvodnji, mogu =zavrSiti u otpadnim vodama. Kada se koriste na
poljoprivrednim povrSinama, dolazi do ispiranja ovih spojeva kiSnicom ili navodnjavanjem te
mogu dospjeti u obliznje vodne tokove i otpadne vode. Veterinarski lijekovi i antiparazitici
koji se koriste u veterinarskoj medicini mogu zavrSiti u otpadnim vodama iz veterinarskih
objekata i farmi. Otpadne vode iz ovih izvora mogu sadrZavati ksenobiotike koji su se koristili

u lijecenju zivotinja. [1]

2.2. PESTICIDI

Pesticidi su tvari namijenjene uniStavanju organizama Stetnih u poljoprivredi. Prema namjeni,

pesticide dijelimo na:
e Akaricide — sredstva za suzbijanje Stetnih grinja,

e Algicide — sredstva za suzbijanje algi,



e Auvicide — sredstva za suzbijanje ptica,

e Baktericide — sredstva za suzbijanje bakterija,

e Fungicide — sredstva za suzbijanje gljiva,

e Herbicide — sredstva za suzbijanje korova,

e Insekticide — sredstva za suzbijanje Stetnih insekata,

e Limacide — sredstva za suzbijanje puZeva,

e Nematocide — sredstva za suzbijanje Stetnih nematoda,

e OkvaSivacCe — sredstva za poboljSanje kvasljivosti i ljepljivosti,
e Ovicidi — sredstva za suzbijanje jajaSaca insekata i grinja,
e Rodenticide — sredstva za suzbijanje Stetnih glodara,

e Repelente — sredstva za odbijanje divljaéi,

e Regulatore rasta — sredstva za regulaciju rasta biljaka.

KoriStenje pesticida ima svoje negativne posljedice na ekosustav. Zagadenje okolisa,
onecis¢enje vode 1 hrane su prvenstveni problemi. Budu¢i da se pesticidi izabiru na temelju
svoje sposobnosti ubijanja zivih bica, ne ¢udi Sto mogu nastetiti 1 ljudima 1 Zivome svijetu.
Zbog toga su doneseni strogi propisi i1 razvijene vrlo osjetljive analiticke metode. Direktivom
98/83 Europske komisije propisuje se koncentracija pojedinih pesticida na 0,1 pg L', a
ukupna koncentracija svih pesticida u uzorcima vode na 0,5 pg L™'. Smanjena i odgovorna

upotreba pesticida temelji su odrzive poljoprivrede i ideje odrzivog razvoja.

U ovom radu su ispitivani pesticidi acetamiprid, klotianidin i tiakloprid. Svi oni pripadaju
skupini neonikotinoida, najraSirenijih insekticida. Neonikotinoidni insekticidi su slicni
nikotinu 1 po strukturi, 1 po djelovanju jer djeluju na srediSnji ziv€ani sustav insekata.
Uzrokuju blokadu Ziv€anih sustava S§to vodi do nagomilavanja acetilkolina, vaZnog
neuroprijenosnika, te rezultira paralizom insekata i vrlo ¢esto smréu. Provedena su razlicita
istrazivanja o Stetnosti ove skupine pesticida na ostale Zivotinje. Neonikotinoidi su dokazani

uzrok masovnog pomora pcela, ali mogu naStetiti i malim pticama, leptirima i vodenim



beskraljeSnjacima. Vrlo su toksi¢ni, ¢ak i u minimalnim koncentracijama, zbog toga je njihova

upotreba u Hrvatskoj zabranjena. [5]

2.2.1. Acetamiprid
Acetamiprid (CioH;;CIN4) je bez mirisa i u obliku bijelog praha. Kemijska struktura
acetamiprida prikazana je na Slici 1, a osnovna fizikalno-kemijska svojstva u Tablici 1. U
Tablici 2 prikazane su BIOWIN vrijednosti acetamiprida koje opisuju njegovu

biorazgradivost.
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Slika 1. Kemijska struktura acetamiprida [6]

Tablica 1. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva acetamiprida [7]

[UPAC ime N-[(6-chloropyridin-3-yl)methyl]-N'-
cyano-N-methylethanimidamide
CAS broj 135410-20-7
Kemijska formula CioH11CINg
Molekulska masa 222,67 g mol”’
logKow 0,8 pri 25 °C
Topljivost u vodi 4250 mg L™ pri 25 °C
4 98,9 °C
pK. 0,7

Tablica 2. BIOWIN vrijednosti acetamiprida [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,2863 | vremenski okvir biorazgradnje: tjedni - mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) -0,0079 | nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) 0,6221 | brzo dolazi do biorazgradnje




Koristi se za suzbijanje insekata koji siSu listove na usjevima kao $to su lisnato povrée,

agrumi, sjemenke, grozde, pamuk 1 ukrasno bilje. Takoder, kljucni je pesticid u

komercijalnom uzgoju treSnje zbog svoje ucinkovitosti protiv li¢inki tresnjine voéne mubhe.

2.2.2. Klotianidin
Klotianidin (C¢NsHgSO,Cl) je u obliku bezbojnih kristala. Slika 2 prikazuje kemijsku

strukturu klotianidina, a u Tablici 3 su prikazana njegova osnovna fizikalno-kemijska

svojstva. Tablica 4 prikazuje BIOWIN vrijednosti klotianidina.
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Slika 2. Kemijska struktura klotianidina [9]

Tablica 3. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva klotianidina [10]

[UPAC ime 1-[(2-chloro-1,3-thiazol-5-yl)methyl]-3-
methyl-2-nitroguanidine
CAS broj 210880-92-5
Kemijska formula CsNsHgSO,Cl
Molekulska masa 249,68 g mol”’
logKow 0,70 pri 25 °C
Topljivost u vodi 327 mg L pri 20 °C
4 176,8 °C
pK, 7,472

Tablica 4. BIOWIN vrijednosti klotianidina [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,4408 | vremenski okvir biorazgradnje: tjedni - mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) -0,0715 | nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) 0,2515 ne dolazi brzo do biorazgradnje




Klotianidin se koristi kao alternativa za organofosfate, karbamate i piretroidne pesticide koji
su daleko toksi¢niji. Neonikotinoidna prasina koja nastaje prilikom primjene moze se zadrzati
u okoliSu i do nekoliko godina te toksi¢no djelovati na biljke i Zivotinje, poput pcela. U
raznim istrazivanjima analizom peludi ili nektara pcela pronadene su znatne koli¢ine

klotianidina.

2.2.3. Tiakloprid
Tiakloprid (C190HoCIN4S) je Zuckasta kristalicna tvar. Kemijska struktura tiakloprida prikazana
je na Slici 3, a njegova osnovna fizikalno-kemijska svojstva u Tablici S. BIOWIN vrijednosti

tiakloprida prikazane su u Tablici 6.
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Slika 3. Kemijska struktura tiakloprida [11]

Tablica 5. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva tiakloprida [12]

[UPAC ime [3-[(6-chloropyridin-3-yl)methyl]-1,3-
thiazolidin-2-ylidene]cyanamide

CAS broj 111988-49-9

Kemijska formula Ci10HoCIN4S
Molekulska masa 252,72 g mol”’
logKow 1,26 pri 20 °C

Topljivost u vodi 185 mg L™ pri 20 °C
4 136 °C
pPK, -

Tablica 6. BIOWIN vrijednosti tiakloprida [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,2199 vremenski okvir biorazgradnje: mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) -0,0586 nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) 0,5412 brzo dolazi do biorazgradnje




Tiakloprid ometa prijenos podrazaja u zivéanom sustavu te je visoko ucinkovit i na niskim i
visokim temperaturama. Vrlo brzo ulazi u tkivo biljke, a djeluje na insekte ¢im dodu u kontakt

s tretiranom biljkom. Uc¢inkovitiji je od organofosfatnih i karbamatnih insekticida.

2.2.4. Pesticidi u okoliSu
Pesticidi mogu zavrsSiti u rijekama i potocima na nekoliko nacina: ispiranjem, prskanjem i
otjecanjem. Studije smatraju otjecanje najvaznijim cimbenikom u pogledu oneciS¢enja
povrsinskih voda u su$nim podru¢jima. Kontaminirana voda pesticidima moze imati Stetne
ucinke na vodene biljke 1 organizme. Pesticidi mogu smanjiti koncentraciju kisika u vodi 1
uzrokovati fizioloske promjene u populaciji riba. Herbicidi koji se koriste za ubijanje vodenih
biljaka mogu rezultirati drasticno niskim razinama kisika, sto dovodi do pomora riba. Osim
riba, 1 ostali vodeni organizmi su izloZzeni pesticidima putem dermalne apsorpcije, disanja 1

oralnog unosa. [13, 14]

Pesticidi takoder mogu zagadivati zrak. RasprSivanje kapljica pesticida moze rezultirati
njihovim prijenosom u atmosferu putem vjetra. Hlapljive kemikalije mogu ispariti ovisno o
tlaku pare, temperaturi i relativnoj vlaznosti zraka. Oborine mogu smanjiti isparavanje

pesticida, ali 1 povecati njihovo ispiranje, §to doprinosi njihovom Sirenju u okolisu.

Izrazito negativan utjecaj mogu imati na pcele i druge oprasSivace insekata. Neonikotinoidi,
mogu biti otrovni za pcele i smanjiti njihov kapacitet za ucenje 1 navigaciju u potrazi za
hranom, a u pove¢anim koli¢inama dovode do velike smrtnosti oprasivaca. Sve veca upotreba

pesticida, zajedno s drugim faktorima, moze smanjiti broj oprasivaca insekata. [15, 16]

Pesticidi mogu takoder imati posredni utjecaj na druge organizme u ekosustavu. Fungicidi
mogu smanjiti populaciju ptica i sisavaca jer mogu utjecati na prehrambeni lanac kroz gliste
koje su njihov izvor hrane. Herbicidi mogu inhibirati rast i aktivnost bakterija u tlu, Sto moze

utjecati na transformaciju dusika i plodnost tla. [14]

2.3. ANTIPARAZITICI
Antiparazitici ili veterinarski farmaceutici su klasa kemikalija ili lijekova koji se koriste za
lijecenje infekcija uzrokovanih razli€itim vrstama parazita, kao $to su crijevni, kozni ili
sistemski paraziti. Antiparazitici se mogu podijeliti u nekoliko vrsta ovisno o organizmima

koje ciljaju 1 na¢inu djelovanja. Antimikrobni lijekovi uniStavaju mikroorganizme (bakterije,
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viruse, gljivice, parazite itd.) ili usporavaju njihov rast, dok antibiotici spadaju u antimikrobne
lijekove koji uniStavaju ili usporavaju rast bakterija. Iako se antibiotici koriste i u lijeCenju
bolesnih zZivotinja, ¢esto se neopravdano koriste kao prevencija bolesti ili kao promotori rasta
zivotinja. Antimikrobni lijekovi su medu najce$¢e koriStenim lijekovima, uglavnom zbog
rastuée stoCarske i poljoprivredne proizvodnje, §to poveéava rizik od zaraznih bolesti.
Uvodenjem penicilina 1943. godine i drugih antibiotika, osigurani su lijekovi za mnoge

infekcije kod ljudi i Zivotinja, smanjujuci smrtnost i gubitke u produktivnosti. [17]

Zbog prekomjerne uporabe kemoterapeutika kod Zivotinja 1 subterapijskih dodataka u
prehrani dolazi do pojave rezistentnosti organizama. Dugo izlaganje mikroorganizama
subletalnim dozama antimikrobnih lijekova moZe rezultirati spontanim razvojem gena
rezistencije 1 njegovim naknadnim prijenosom medu Zivotinjama, okoliSem 1 Zivotinjskim
proizvodima u prehrambenom lancu, te prijenosom otpornosti na ljude. Dok je rezistentnost
prirodan proces prilagodbe mikroorganizama na okoliSne uvjete, pogresna uporaba antibiotika
znacajno ubrzava taj proces. Posljedice rezistentnosti imaju Sirok utjecaj na drusStvene sektore

1 mogu biti izuzetno teske, od posljedica po pacijenta do utjecaja na globalnu ekonomiju.

Zbog iznimno velikog utjecaja na zdravlje ljudi, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) je
2015. godine usvojila "Global Action Plan" (GAP) za pracenje rezistentnosti organizama.
Ovaj plan istiCe vaznost "one health" pristupa koji ukljucuje suradnju razli¢itih sektora, od
humane i veterinarske medicine do poljoprivrede, financija, okoliSa i informirane javnosti. S
obzirom na sve vecu pojavu zaraznih bolesti u zemljama u razvoju i intenzivnu uporabu
antimikrobnih lijekova od 2010. do 2030. godine, ocekuje se globalno povecanje primjene
antibiotika za 67%, pri ¢emu Ce se trecina tih antibiotika koristiti u Zivotinjskoj hrani. Slicna
se tendencija primje¢uje 1 kod Sire wuporabe antimikrobnih lijekova, ukljucujuci

antihelmintike. [18]

Antihelmintici se koriste se za lijeenje infekcija uzrokovanih crijevnim crvima (helmintima)
kao Sto su trakavice, gliste i1 kukaSi. Primjeri antihelmintika ukljucuju albendazol,
mebendazol, ivermektin, prazikvantel i piperazin. Neadekvatno upravljanje i1 odlaganje
otpadnih voda, mulja i fekalnog otpada zagaduje usjeve, vodu i1 hranu koja, kada se
konzumira, sluze kao prijenosnici bolesti. Jaja helminta koja se nalaze u otpadnim vodama

obi¢no nisu zarazna. Postaju zarazna kada su u odrzivom stanju i kad se razviju u larve.

Lijekovi za lije¢enje helmintoza djeluju na Ziv€ani sustav parazita i rezultiraju miSi¢nom

paralizom. Drugi lijekovi utjeu na unos glukoze i time na zalihe energije. Svi su



antihelmintici kemijska sredstva i uglavnom se primjenjuju oralno. Mnogi se koriste i u

ljudskoj i veterinarskoj medicini. Medutim, antihelmintici nisu potpuno ucinkoviti, ostavljaju

odredene toksi¢ne uc¢inke na domacina i nisu jednako djelotvorni protiv svih vrsta helminta.

U ovom radu ispitivani su antiparazitici albendazol, febantel i mebendazol.

2.3.1. Albendazol

Albendazol (Ci2H;5sN30,S) je tvar koja je u obliku bijelog praha. Kemijska struktura

albendazola prikazana je na Slici 4, a osnovna fizikalno-kemijska svojstva u Tablici 7. U

Tablici 8 prikazane su BIOWIN vrijednosti albendazola.

Ly O St
N o0
g

Slika 4. Kemijska struktura albendazola [19]

Tablica 7. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva albendazola [20]

methyl N-(6-propylsulfanyl-1H-

IUPAC ime benzimidazol-2-yl)carbamate
CAS broj 54965-21-8
Kemijska formula C12HsN;0,8
Molekulska masa 265,33 g mol”’

lOgKQW

1,27 pri 25 °C

Topljivost u vodi

41 mg L™ pri 25 °C

t;

208 - 210 °C

pK,

6,9

Tablica 8. BIOWIN vrijednosti albendazola [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,5661 vremenski okvir biorazgradnje: tjedni - mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) 0,0036 nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) 0,4426 ne dolazi brzo do biorazgradnje
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Albendazol ometa normalni metabolizam parazita i selektivno sprjecava ugradivanje glukoze
u sva tri razvojna stupnja parazita. Manje od 5 % albendazola se apsorbira u probavnom
sustavu zbog njegove slabe topljivosti u vodi. Apsorbirani albendazol se metabolizira u jetri,
pretvaraju¢i se u primarni metabolit albendazol-sulfoksid koji se veze za serumske
bjelanCevine. Albendazol se uglavnom koristi u lije¢enju ehinokokoze, infekcije uzrokovane
helmintom koji stvara ciste u jetri 1 plu¢ima. Bioloski poluzivot albendazola iznosi 8,5 sati, a

izluCuje se putem mokrace. Komercijalni naziv lijeka je Valbazen. [21]

2.3.2. Febantel
Febantel (Cy0H22N4O6S) je tvar koja je pri sobnoj temperaturi u obliku bijelog praha.
Kemijska struktura febantela prikazana je na Slici 5. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva

febantela prikazana su u Tablici 9, a u Tablici 10 prikazane su BIOWIN vrijednosti.

Ny

HN_ _N_ _OCHj,
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Slika 5. Kemijska struktura febantela [22]

HsCO

Tablica 9. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva febantela [23]

methyl N-[N'-[2-[(2-
[UPAC ime methoxyacetyl)amino]-4-
phenylsulfanylphenyl]-N-
methoxycarbonylcarbamimidoyl]carbamate
CAS broj 58306-30-2
Kemijska formula C20H22N406S
Molekulska masa 446,50 g mol’
logKow 1,53 pri 25 °C
Topljivost u vodi 76,92 mg L™ pri 25 °C
t 258,19 °C
pK, .
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Tablica 10. BIOWIN vrijednosti febantela [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,0782 vremenski okvir biorazgradnje: mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) -0,4586 nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) -0,7470 ne dolazi brzo do biorazgradnje

Febantel je predlijek koji se u organizmu metabolizira u benzimidazol antihelmintik
fenbendazol. Koristi se za lijecenje 1 kontrolu helmintoza. Pocetni oblik lijeka je fenbendazol
sulfid, koji se lako oksidira u sulfoksidni metabolit oksfendazol. Svi navedeni lijekovi se
koriste za lijeCenje stoke, koza, ovaca, konja i1 svinja. Studije provedene na Zivotinjama
pokazale su da su najzastupljeniji ostaci nakon tretmana febantelom, fenbendazolom 1
oksfendazolom bili fenbendazol, oksfendazol i1 fenbendazol sulfon. Slicno kao i1 kod
albendazola, fenbendazol i1 odgovaraju¢i ostaci lijeka uglavnom su pronadeni u jetri i
bubrezima, dok je manja koli¢ina pronadena u misi¢ima i masnom tkivu. Komercijalni nazivi

lijeka su Rintal 1 Vercom. [21]

2.3.3. Mebendazol
Mebendazol (Ci6H;3N303) je antiparazitik koji je pri sobnoj temperaturi u obliku bijelog do
blijedo zutog praha s ugodnim okusom. Kemijska struktura mebendazola prikazana je na Slici
6. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva mebendazola prikazana su u Tablici 11, a u Tablici

12 prikazane su BIOWIN vrijednosti.

O O, CHs
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Slika 6. Kemijska struktura mebendazola [24]
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Tablica 11. Osnovna fizik

alno-kemijska svojstva mebendazola [25]

methyl N-(6-benzoyl-1H-benzimidazol-

IUPAC ime
2-yl)carbamate
CAS broj 31431-39-7
Kemijska formula Ci6H13N30;3
Molekulska masa 295,29 g mol

lOgKow

2,83 pri 25 °C

Topljivost u vodi

71,30 mg L™ pri 25 °C

t;

288,5 °C

pK,

6,6

Tablica 12. BIOWIN vrijednosti mebendazola [8]

BIOWIN 3

(Ultimate Survey Model) 2,4994 vremenski okvir biorazgradnje: tjedni - mjeseci
BIOWIN 5

(MITI Linear Model) -0,0260 nije lako razgradivo

BIOWIN 7

(Anaerobic Linear model) -0,1806 ne dolazi brzo do biorazgradnje

Mebendazol nepovratno inhibira unos glukoze i drugih hranjivih sastojaka male molekulske

mase. Veze se na mjesto tubulina, Sto uzrokuje degenerativne promjene u tegumentu i

crijevnim stanicama helminta. Ovo sprjeCava polimerizaciju tubulina i prodor u mikrotubule.

Gubitak citoplazmatskih mikrotubula rezultira smanjenim unosom glukoze u larvalnoj fazi i

helminta, iscrpljuju¢i njihove zalihe glikogena. Tako se smanjuje proizvodnja energije i

uzrokuje imobilizacija parazita i na kraju njegovu smrt. VaZno je napomenuti da mebendazol

nema utjecaja na metabolizam glukoze

ima slabu topljivost u vodi, pa se slabo

kod sisavaca koji se lijece ovim lijekom. Mebendazol

apsorbira u crijevnom traktu. Medutim, apsorpciju se

moZe poboljSati ako se uzima uz obrok. Jetra je odgovorna za metabolizam mebendazola.

Konjugati mebendazola i1 njegovih metabolita mogu se pronaéi u Zuci, dok se dio

nepromijenjenog mebendazola izlucuje

Telmin 1 Vermox. [17, 26]

putem urina. Komercijalni nazivi lijeka su Telmintic,
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2.3.4. Antiparazitici u okoliSu
Antiparazitici su u okoliSu prisutni u niskim koncentracijama, medutim s obzirom na stalnu
upotrebu, konstantno prispjevaju u okolis. Trenutni sustavi za prociSéavanje otpadnih voda
Cesto nisu ucinkoviti u uklanjanju farmaceutskih spojeva, ukljucujuéi antiparazitike, iz
otpadnih voda. Kao rezultat toga, ti spojevi mogu dospijeti u vodne ekosustave. Utjecaj
prisutnosti antiparazitika u otpadnim vodama na vodne ekosustave je slozen i raznolik. Ti
spojevi mogu negativno utjecati na zivi svijet u vodi, ukljucujuéi ribe, vodozemce i ostale
vodene organizme. Ometaju¢i normalne bioloSke procese, antiparazitici mogu dovesti do
poremecaja u ekosustavima. Nadalje, postoji moguc¢nost da se ovi spojevi nakupljaju u
tkivima organizama 1 prelaze kroz lanac prehrane. Toksi¢nost 1 prisutnost antiparazitika u
okoliSu su tema brojnih istrazivanja u posljednjih 20 godina. Posebna paznja nedavno je
usmjerena na antimikrobna sredstva, Cija pojava u okoliSu moze rezultirati Stetnim ishodima
kao Sto su rezistencija i endokrini poremecaji kod neciljanih organizama [2]. Potrebno je
uklanjanje farmaceutika iz komunalnih i farmaceutskih otpadnih voda, kako bi se sprijecio
njihov potencijalni unos u okolis. Mulj iz otpadnih voda takoder mozZe sadrzavati znacajne
koli¢ine antiparazitika koji se mogu adsorbirati na aktivnoj biomasi. Nepropisna odlagalista
neiskoriStenih lijekova 1 farme gdje se antihelmintici dodaju Zivotinjskoj hrani takoder
predstavljaju vazan nacin ulaska antiparazitika u okolis. Sastav farmaceutskih otpadnih voda
ovisi o sirovinama, tehnoloskim postupcima i otpadnim produktima. Specificna onecis¢ivala
koja mogu dospjeti u otpadne vode iz farmaceutske proizvodnje ukljucuju organska otapala,
katalizatore, aditive, neizreagirane reaktante, meduprodukte i aktivne farmaceutske sastojke.
Industrijske otpadne vode predstavljaju posebnu opasnost za okoli$ jer mogu sadrzavati Stetne
1 toksiCne tvari organskog i anorganskog podrijetla, koje negativno utjecu na prijemnike tih
otpadnih voda. Osim §to troSe kisik iz vode prilikom razgradnje, organska oneciS¢ivala mogu
izazvati akutno trovanje zivih organizama 1 naruSiti ravnoteZu ekosustava. Kvaliteta
industrijskih otpadnih voda i1 maksimalno dopustene koncentracije oneciS¢ivala u vodi
regulirane su zakonskim propisima. Interes za prisutnost antiparazitika u okoliSu potaknut je
potencijalnim negativnim utjecajem na vodene i kopnene ekosustave. Nakupljanje toksi¢nih
one¢iS¢ivala u organizmima moze dovesti do prekoraenja maksimalno dopustenih
koncentracija putem bioakumulacije u prehrambenom lancu, $to rezultira dugorocnom ili

kumulativnom toksi¢nos¢u za organizme i okolis. [27, 28]
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2.4. OTPADNE VODE

Otpadne vode se definiraju kao tekucée tvari koje sadrze otpad. Prema njihovom izvoru,

otpadne vode mogu se podijeliti na sljedece kategorije:

e kucanske otpadne vode,
e indrustrijske otpadne vode,

e oborinske otpadne vode.

Kuc¢anske otpadne vode potje€u iz urbanih ili ruralnih naselja 1 nazivaju se takoder
"komunalne", "fekalne" ili "gradske" vode. One se generiraju u kucanstvima, ugostiteljskim
objektima, Skolama, zdravstvenim ustanovama, usluznim djelatnostima te drugim
neproizvodnim sektorima. Glavna karakteristika kucanskih otpadnih voda je bioloSka
razgradivost. One sadrze organske tvari koje se pocinju razgradivati ¢im dospiju u vodu.
Svjeze kucanske otpadne vode imaju sivo-smedu boju. Nakon prolaska kroz kanalizacijski
sustav, boja im postaje tamnija zbog napredovanja bioloSke razgradnje. Ove vode imaju miris
trulih jaja zbog prisutnosti sumporovodika. Takoder, u njima se nalaze vece koli¢ine krupnih
otpadnih tvari poput krpa, papira, plasticnih vre¢ica, ostataka voca i povrca itd. Kucanske
otpadne vode su mutne zbog prisutnosti otpadnih tvari koje se nalaze u koloidnom i
otopljenom obliku. Sadrze znacajne koli¢ine mikroorganizama, ukljucujuci bakterije i viruse,
te druge patogene mikroorganizme. Vazno je napomenuti da samo mali broj
mikroorganizama, u odredenim uvjetima, moze izazvati bolesti. Temperatura kucanskih
otpadnih voda obi¢no se krec¢e izmedu 10 1 20 °C te je prosjecno visa od temperature vode iz
vodoopskrbe. To je uglavnom posljedica tople vode iz kuhinje, kupaonice i slicnih izvora.
PoviSena temperatura, posebno ljeti u toplijim podruc¢jima, ubrzava bioloski proces razgradnje
1 dovodi do brZe potrosnje otopljenog kisika, Sto rezultira neugodnim mirisima u kanalizaciji.
U podruc¢jima gdje nisu izgradeni kanalizacijski sustavi, postoji problem prikupljanja
kucanskih otpadnih voda u septicke jame. Ako se kucanske otpadne vode iz septickih jama
dovode u zajednicke postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda, njihov udio u

kanalizacijskom sustavu ne smije prelaziti 1 % zbog visoke koncentracije otpadnih tvari.

Industrijske otpadne vode su jedan od najznaajnijih izvora oneciS¢enja voda. Tijekom
proslog stoljeca, velike koli¢ine vode iz industrijskih procesa ispustane su direktno u rijeke,
jezera 1 obalna podrucja, Sto je rezultiralo ozbiljnim problemima onecis¢enja voda i
negativnim utjecajima na ekosustave i ljudsko zdravlje. Industrijske otpadne vode nastaju kao

nusproizvod uporabe vode u industrijskim procesima. Budu¢i da svaki industrijski sektor
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proizvodi specificne kombinacije onecis¢ujucih tvari, postoji mnogo razliCitih vrsta
industrijskih otpadnih voda, a njihova obrada mora biti prilagodena njihovim
karakteristikama. Koli¢ina industrijskih otpadnih voda ovisi o tehnoloSkoj razini procesa u
svakoj industriji, a njihov volumen se moze smanjiti unapredenjem industrijskih tehnologija.
Industrijske otpadne vode mogu sadrzavati razli¢ite tvari kao §to su teski metali, luzine,
kiseline, soli, mineralna ulja, ugljikovodici, fenoli, aromatski organski spojevi i radioaktivne

tvari. Opcenito, industrijske otpadne vode se mogu podijeliti u dvije osnovne skupine:

e Bioloski razgradive ili spojive industrijske otpadne vode: Ove vode sadrze uglavnom
organski otpad koji potjece iz kemijske industrije. Primjeri industrija koje proizvode
takve otpadne vode su tvornice lijekova, kozmetike, bojila, ljepila, sapuna, sintetickih
deterdzenata, pesticida, herbicida, tvornice koZe, tekstilne tvornice, tvornice celuloze i
papira, rafinerije nafte, pivovare i metalopreradivacka industrija. Ove otpadne vode
zahtijevaju posebnu obradu kako bi se uklonili organski spojevi prije nego Sto se
mijeSaju s ku¢anskim otpadnim vodama.

e Bioloski nerazgradive ili nespojive industrijske otpadne vode: Ove vode uglavnom
proizlaze iz industrije ugljena, ¢elika, nemetalnih minerala i industrijskih pogona za
povrsinsku obradu metala. Karakteriziraju se visokim udjelom suspendiranih tvari
koje se mogu ukloniti talozenjem uz kemijsku flokulaciju, dodavanje soli zeljeza ili

aluminija, sredstava za flokulaciju i organskih polimera.

Takoder, rashladne vode su dio industrijskih otpadnih voda 1 koriste se u mnogim
industrijskim 1 energetskim procesima za hladenje dijelova sustava ili odvodenje viska
topline. Kada se rashladne vode ispustaju u prirodne vodne sustave bez odgovarajuceg
hladenja, dolazi do toplinskog onecis¢enja voda. Toplinsko oneciS¢enje podrazumijeva
povecanje ili smanjenje temperature vode zbog djelovanja ¢ovjeka. To moze dovesti do
promjene fizikalnih i kemijskih svojstava vode te potencijalno uzrokovati mikrobiolosko

onecisc¢enje. [29, 30]

2.5. METODE OBRADE OTPADNIH VODA
OdrZivost optimalnog ekoloskog sustava zahtijeva nuZnost proc¢i§¢avanja otpadnih voda, §to
je u odredenim dijelovima svijeta ¢ak neophodno za preZivljavanje. Problemi kontaminirane
vode cesto se javljaju u industrijskim postrojenjima gdje se ne provodi uvijek adekvatna

obrada ili se problem otpadnih voda potpuno zanemaruje. Za ocuvanje okoliSa i ljudskog
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zdravlja, klju¢no je odrzavati ravnotezu izmedu potros$nje vode i pravilne obrade otpadnih
voda prije njihovog ispusStanja u okoliS. Najpozeljniji pristupi obradi vode su oni koji
zadovoljavaju mikrobioloske i kemijske standarde za konaéne proizvode, istovremeno
osiguravajuéi odrzivost i izbjegavanje iscrpljivanja prirodnih resursa. Konvencionalne metode
procis¢avanja otpadnih voda najcescée se primjenjuju u sredis$njim postrojenjima za obradu, ali
sve vecu paznju privlace i napredne metode. To je zbog ¢injenice da konvencionalne metode
Cesto nisu ekonomski i vremenski isplative, te se takoder ne pokazuju potpuno u¢inkovitima u

uklanjanju kemijskih onecis¢ivaca. [31, 32]

2.5.1. Konvencionalne metode obrade otpadnih voda

Konvencionalne metode obrade otpadnih voda ukljucuju:

e preobradu,
e primarni stupanj obrade,
e sekundarni stupanj obrade i

e tercijarni stupanj obrade.

Ove metode kombiniraju fizicke, kemijske i1 bioloSke procese s glavnim ciljem razgradnje
¢vrstih tvari, organskih tvari i nutrijenata. Sedimentacija, flokulacija, adsorpcija, filtracija i

koagulacija su najces¢e primijenjeni konvencionalni postupci. [33]
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Slika 7. Koraci konvencionalnog proc¢is¢avanja otpadnih voda: predobrada, primarni tretman,
sekundarni tretman i tercijarni tretman [31]

Predobrada otpadnih voda se izvodi na uredajima namijenjenim toj svrsi neposredno prije
prvog stupnja procis¢avanja otpadne vode. Uredaji koji su dio predobrade ukljucuju resetke i
sita koja uklanjaju vece tvari iz otpadne vode, kao 1 sjekace koji razbijaju otpad, te spremnike
za izjednaCavanje otpadnih voda. Uklanjanje krupnih tvari je prvi nuzni korak u obradi
otpadnih voda kako bi se zastitile crpke i sprijecilo zacepljenje cjevovoda u sustavu obrade.
Sita obi¢no imaju valjkasti oblik i rotiraju se oko horizontalne osi. U nekim slucajevima, sita
mogu zamijeniti pjeskolov ili prethodni taloznik. Krute tvari koje se sakupljaju na sitima se
cijede 1 odvoze u zatvorenim spremnicima. Usitnjavanje je proces kojim se zamjenjuje
mehanic¢ko uklanjanje vecih Cestica iz otpadnih voda ili se koristi nakon grubih reSetki kako bi
se izbjeglo zaepljenje crpki i cjevovoda velim cesticama. Medutim, usitnjavanje moze
rezultirati ponovnim pojavljivanjem cestica u otpadnoj vodi u obliku manjih Cestica, kao i
poveCanim stvaranjem pjene i1 mulja, zbog Cega se izbjegava primjena tog procesa.
Izjednacavanje se odnosi na prilagodavanje otpadnih voda koje ulaze u sustav obrade u
pogledu njihovog sastava, koli¢ine i koncentracije otpadnih tvari. Dimenzije uredaja za
obradu otpadnih voda odredene su prema specificnom protoku 1 koncentraciji otpadnih tvari.
Nagle promjene u protoku 1 koncentraciji otpadnih tvari mogu opteretiti dijelove ili ¢ak cijeli
sustav obrade, $to dovodi do smanjenog ucinka prociS¢avanja. Izjednacavanje sastava otpadne

vode smanjuje njezinu toksicnost, a ¢esto ukljucuje 1 izjednacavanje pH-vrijednosti. Sadrzaj
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spremnika za izjednaCavanje se mijeSa i provjetrava kako bi se postiglo brze izjednacavanje

otpadne vode. [30]

Primarna obrada otpadnih voda obuhvaca izdvajanje Cestica vece gustoée (zrnate i pahuljaste)
poput pijeska, Cestica metala ili stakla i Cestica manje gustoce koje isplivavaju na povrSinu
poput ulja, masnoca i sapuna. Takoder, u ovoj fazi se provodi neutralizacija otpadne vode
prije bioloske obrade. Za odvajanje zrnatih i pahuljastih Cestica koristi se proces taloZenja,
dok se plivajuce Cestice izdvajaju procesom isplivavanja. Pjeskolov je dio sustava primarne
obrade otpadnih voda koji se koristi za izdvajanje zrnatih Cestica poput pijeska 1 §ljunka. Ako
postoji velika fluktuacija pH-vrijednosti otpadne vode u sustavu obrade, potrebno je provesti
proces neutralizacije prije sekundarne obrade. Neutralizacija ukljucuje dodavanje kiselina ili
luzina otpadnoj vodi kako bi se pH-vrijednost prilagodila povoljnoj razini za bioloSke procese

razgradnje. Ovaj proces je ¢esto primjenjivan kod industrijskog otpada. [29]

Sekundarna ili bioloska obrada otpadnih voda predstavlja drugi stupanj procis¢avanja nakon
prethodnih faza ¢iS¢enja. U ovom stupnju se primjenjuju bioloski procesi kako bi se uklonili
otopljeni organski sastojci, anorganski sastojci i1 suspendirane Cestice iz otpadne vode. Ovi
procesi se temelje na aktivnostima mikroorganizama koji igraju klju¢nu ulogu u razgradnji i
pretvorbi otpadnih tvari. Jedan od najceS¢e koriStenih bioloSkih procesa je aerobna tvorba i
razgradnja tvari. U ovom procesu, mikroorganizmi koriste organsku tvar kao izvor hrane za
rast 1 razvoj. Kao rezultat ovog procesa, nove stanice mikroorganizama se razmnozavaju, a
otpadni produkti ukljucuju ugljikov dioksid, vodu i nerazgradive tvari. Drugi vazan bioloski
proces je anaerobno kiselo vrenje i metanska razgradnja stanica. U uvjetima nedostatka
otopljenog kisika, mikroorganizmi koriste ugljik iz organskih molekula kao elektron-akceptor.
Ovaj proces se odvija u dvije faze: prva je kisela ili tekuca faza, dok je druga metanska ili
plinovita faza. U prvoj fazi, bakterije kiselog vrenja razgraduju organsku tvar na organske
kiseline, sumporovodik, amonijak i vodu. U drugoj fazi, metanske bakterije dalje razgraduju
organske kiseline proizvode¢i metan, ugljikov dioksid i vodu. Tijekom ovog procesa takoder
dolazi do rasta novih stanica mikroorganizama. Dodatno, postoji 1 bakterioloSka oksidacija 1
redukcija koja se javlja u otpadnoj vodi koja sadrZi spojeve ugljika i1 duSika. Odredene vrste
bakterija koriste dusik za svoj rast, Sto rezultira oksidacijom organskog dusika i amonijaka u
nitrite (NO,) 1 nitrate (NOs). Ovaj proces je poznat kao nitrifikacija i igra vaznu ulogu u
uklanjanju dusika iz otpadne vode. U ovom dijelu obrade vode je vazno odrzavati optimalnu
temperaturu 1 pH-vrijednost koji ¢e biti povoljni za rast koriStenih mikroorganizama.

Sekundarna obrada otpadnih voda pridonosi zna¢ajnom smanjenju koncentracije organskih

19



tvari 1 drugih oneciS¢éujucih tvari u otpadnoj vodi, ¢ime se postize veéi stupanj Cistoce prije

ispustanja u okolis. [34]

U slucajevima kada kvaliteta otpadnih voda nakon bioloske obrade nije zadovoljavajuca,
primjenjuje se tercijarna obrada. Tercijarnom obradom otpadnih voda, koristeci fizikalne,
kemijske 1 bioloske procese, uklanjaju se ili smanjuju koli¢ine hranjivih soli dusika i fosfora,
mikroorganizama, pesticida, otrovnih i radioaktivnih tvari. Koristi se kombinacija procesa
poput ionske izmjene, adsorpcija aktivnim ugljenom, procesi filtracije, fotolize, reakcije
hidrolize, koagulacija, flokulacija, dezinfekcija pomocu klora, ozona ili UV zraenja, reakcije
redukcije, reakcije oksidacije primjerice pomo¢u H,O, te mnogi drugi procesi kako bi se
postigao visok stupanj procCiS¢ene otpadne vode. Glavni cilj tercijarne obrade je zavrSna

priprema vode prije koriStenja. [35]

U ovom radu u laboratorijskim uvijetima je provedena sekundarna 1 tercijarna obrada otopina
ksenobiotika kako bi se ispitalo ponaSanje tih tvari tijekom obrade vode Sto slicnijoj stvarnoj
obradi otpadnih voda u realnim procesima. Za proces sekundarne obrade vodenih otopina
ksenobiotika koristili su se mikroorganizmi za prociS¢avanje, odnosno aktivni mulj, iz
lokalnog postrojenja za obradu otpadnih voda. Mikroorganizmi su propisno pripremljeni kako
bi bili uporabljivi 1 reprezentativno djelovali i u laboratorijskim uvjetima. Za procese
tercijarne obrade vodenih otopina koristili su se procesi fotolize, vrlo djelotvorne reakcije
oksidacije pomoc¢u H,O; te se paralelno uz navedene metode ispitivao utjecaj dezinficijensa

natrijevog hipoklorita na uklanjanje spojeva ksenobiotika.

Obrada otpadne vode pomo¢u klora
Klor je na sobnoj temperaturi zeleno - Zuti, otrovni plin, koji u kombinaciji s vodom tvori
mjeSavinu klorovodi¢ne 1 hipokloritne kiseline. Zbog svojih oksidirajuéih karakteristika, klor i
klorovi spojevi se koriste kao dezinficijensi u brojnim vodenim objektima jer su sposobni
ukloniti potencijalno opasno mikrobioloSko oneciS¢enje iz vode. Uklanjaju bakterije 1
predstavnike protozoa oksidiraju¢i njihov stani¢ni materijal te ucinkovito djeluju i1 na
razgradnju virusa. Neki od cesto prisutnih patogena u otpadnim vodama koji se uspjeSno
uklanjaju primjenom klora su E. coli, Streptococcus, Salmonella 1 Pseudomonas. Takoder,
odrzavanje reziduala klora kroz vodoopskrbni sustav je vazno zbog minimiziranja rasta
bakterija. Klor se kao dezinficijens najceS¢e koristi u tri oblika: kao komprimirani plin u

elementarnom obliku (Cl), kao otopina natrijevog hipoklorita (NaOCI) ili kao granule
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¢vrstog kalcijeva hipoklorita (Ca(ClO),). Spojevi reagiraju s vodom tvorec¢i hipokloritnu

kiselinu (HOCI). [36]

Prednosti koriStenja klora kao dezinfekcijskog sredstva su manji ekonomski trosak u
usporedbi s drugim dezinfekcijskim sredstvima poput UV zrafenja i ozona, ucinkovito
djelovanje protiv Sirokog spektra patogenih organizama, uklanjanje neugodnih mirisa i
produljuje vrijeme dezinfekcije nakon tretiranja zbog rezidualnog klora koji zaostaje u vodi.
Nedostatak njegove primjene je moguce toksi¢no djelovanje rezidualnog volumena klora na
zivot u vodi 1 u takvim slucajevima potrebno je provoditi deklorinaciju vode koja nije
ekonomski isplativa. Nadalje, klor oksidira pojedine organske tvari 1 nastaju Stetne
komponente poput trihalometana, a njegovo rukovanje, prijenos i skladiStenje zahtijevaju

veliki oprez 1 posebne protokole rukovanja. [31]

Natrijev hipoklorit u obradi otpadnih voda
Natrijev hipoklorit je otopina blago zuckaste boje koja se Cesto koristi kao sredstvo za
izbjeljivanje. Nestabilan je, prilikom zagrijavanja i pod utjecajem svjetlosti dolazi do
njegovog raspada te prilikom kontakta s odredenim otrovnim, korozivnim plinovima,
ukljucujuéi 1 sam klor, takoder se raspada. Jo$ jedan problem s natrijevim hipokloritom je taj

Sto je zapaljiv i to dodatno otezava njegovo rukovanje i skladiStenje. [37]

Natrijev hipoklorit se naj¢es¢e dobiva kemijskom metodom propustanja klora kroz otopinu
natrijeva hidroksida 1 elektrokemijskom metodom gdje se otopina natrijevog klorida ili

morske vode podvrgne elektrolizi. [38]

Natrijev hipoklorit se Cesto koristi za dezinfekciju otpadnih voda zato jer djeluje kao snazan
oksidans. Prilikom otapanja u vodi raspada se na natrij 1 hipokloritni ion koji djeluje kao
sredstvo za dezinfekciju. Tijekom otapanja ¢e nastati i hipoklori¢na kiselina Cija je
koncentracija odredena s pH-vrijednosti. Klor iz hipokloritnog iona i hipoklori¢ne kiseline
ponasa se kao snazan elektrofil i1 reagira s dijelovima visoke elektronske gustoce supstrata
poput proteina, aminokiselina i1 lipida odnosno peptidnih veza, amino skupina i tiolnih
skupina koje se na njima nalaze. Takoder, hipoklori¢na kiselina i hipokloritni ion imaju
sposobnost prolaska kroz stani¢nu stijenku i staniénu membranu mikroorganizama, a da

pritom inhibiraju aktivnost enzima neophodnih za njihov rast. [39]
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2.5.2. Napredne metode obrade otpadnih voda
Napredne metode obrade otpadne vode mogu biti svrstane pod tercijarni tretman
konvencionalne obrade. One podrazumijevaju upotrebu membranske filtracije i naprednih
oksidacijskih procesa za postizanje nizih vrijednosti necisto¢a nego $to je to mogucée posti¢i
konvencionalnom obradom. Primjena ovih metoda se najviSe fokusira na uklanjanju

nutrijenata poput fosfora i dusika. [31]

Membranska separacija je proces prilikom kojeg se voda pod tlakom dovodi na membranu i
zadrzavaju se neZeljene komponente s obzirom na veliCinu necistoca ili njihovih kemijskih

svojstava. Postoje Cetiri vrste membranske separacije:

e mikrofiltracija koja zadrzava Cestice veli¢ine 0,1 - 5 um,
e ultrafiltracija koja zadrzava Cestice veli¢ine 1-100 nm,
¢ nanofiltracija koja zadrzava Cestice veliCine manje od 2 nm te

e reverzna osmoza koja zadrZava Cestice manje od 1 nm.

Membranska separacija moze biti statina 1 dinami¢na. Staticha membranska separacija je
proces kojim voda prolazi okomito na membranu S§to uzrokuje nakupljanje necisto¢a na
membrani, a s viemenom se smanjuje funkcija membrane zbog stvaranja sloja Cestica koje
prijeCe prolaz vodi. Dinami¢na membranska separacija omogucuje da se voda krece

vodoravno uz membranu $to smanjuje mogucénost njenog zacepljenja. [40]

Napredni oksidacijski procesi ukljuuju razgradnju organskih tvari pomocu nastalih
hidroksilnih ili sulfatnih radikala. Ovi radikali uklanjaju zaostale organske komponente,
anorganska onecis¢ivala i djeluju kao predobrada odnosno poboljSavaju biorazgradivost vode
prije bioloske obrade. Zbog kratkog vremena poluzivota radikala, oni nastaju istovremeno
tijekom njithove primjene pomocu oksidirajucih agensa kao Sto su O3, CI', H,O,, pomo¢u UV
zracenja ili katalizatora poput Fe*". Prema tome, razlikujemo napredne oksidacijske procese
bazirane na ozonu, UV zraenju 1 Fenton - reakcijama. Rijetko se u primjeni nalaze napredni
oksidacijski procesi bazirani na ultrazvuénom zracenju i zracenju elektronskim snopovima.
Upravo zbog kratke duljine poluZivota, napredni oksidacijski procesi nemaju Siroku primjenu

u dezinfekciji. [41]
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Vodikov peroksid u obradi otpadnih voda
Vodikov peroksid (H20;) je oksidirajuéi agens koji je ekoloski prihvatljiv s obzirom da se
razgraduje na H,O i Oy. To je bezbojan plin koji nema korozivna svojstva i primjenjuje se u
raznim vrstama industrije. Njegova primjena je sigurna i jednostavna, opcenito se koristi kao
sredstvo za razgradnju neugodnih mirisa, dezinfekciju te razgradnju metala. Nalazi primjenu
unutar konvencionalnih i naprednih metoda obrade otpadne vode. Mehanickim mijeSanjem
otpadne vode s H;O; se postize nastanak mjehurica zraka koji oksidiraju otpadne tvari. H,O,
se kao oksidiraju¢i agens uobicajeno koristi u kombinaciji s drugim Kkatalizatorima,
oksidansima ili UV zracenjem kako bi doSlo do nastanka reaktivnih kisikovih radikala.
Katalizatori koji se ¢esto kombiniraju s H,O; u svrhu nastanka reaktivnih radikala su zeljezo i
ozon. Razgradnja mikroorganizama odvija se pomocu hidroksilnih radikala. Upravo su
potreba za upotrebom katalizatora prilikom naprednih oksidacijskih procesa obrade vode i
veliki operacijski procesi dovodenja H,O, velik ekonomski troSak i samim time nedostatak
njegove uporabe. Unato¢ tome, H,O; se primjenjuje u procesima obrade i pro¢is¢avanja vode
sa svrhom dobivanja vode za pi¢e 1 za obradu ispustenih industrijskih voda i1 voda iz

kucanstva kako bi se eliminirao njihov $tetan utjecaj na okolis. [31, 42]

Fotoliza
Fotoliza je proces degradacije kemijskih spojeva uzrokovan energijom Sunceva zraCenja.

Glavne faze fotolize su:

e apsorpcija svjetla - pobuduje elektrone molekule,
e primarni fotokemijski proces - transformira molekulu,

e sekundarna termalna reakcija - transformira intermedijer nastao primarnim procesom.

Brzina fotokataliticke razgradnje ovisi o svojstvu aposorpcije svjetla, reaktivnosti kemikalija 1

intenzitetu solarnog zracenja. [31]

2.6. PRACENJE KSENOBIOTIKA U OKOLISU

2.6.1. Kromatografija (analiticka metoda)
Kromatografija je grupni naziv za laboratorijske tehnike koje se koriste za razdvajanje smjesa.
To su jedne od vodecih analitickih metoda koje omogucéavaju razdvajanje i kvantitativno

odredivanje kemijskih spojeva prisutnih u razli¢itim smjesama.
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Sve kromatografske tehnike imaju jednak princip analize. Kromatografski sustav c¢ine
pokretna (mobilna) faza, nepokretna (stacionarna) faza i ispitivani spoj (uzorak). Tijekom
kromatografske analize plinovita ili teku¢a pokretna faza prenosi uzorak kroz nepokretnu
fazu. Odijeljivanje spojeva u uzorku se temelji na razli¢itim brzinama kojima se ti spojevi
kre¢u kroz nepokretnu fazu. Kao rezultat dobije se kromatogram koji prikazuje
koncentracijski ili maseni profil sastojaka uzorka. Kvalitativan parametar je vrijeme
zadrzavanja koje na temelju odredenog polozaja kromatografske krivulje daje informaciju o

sastavu uzorka. Kvantitativan parametar je povrSina kromatografske krivulje.

Kromatografske tehnike se mogu podijeliti na nekoliko nac¢ina. Podjela obzirom na ravnotezu

izmedu pokretne 1 nepokretne faze:

e Razdjelna kromatografija,
e Adsorpcijska kromatografija,
e Afinitetna kromatografija,
e Kromatografija iskljuenjem,

e lonska kromatografija.
Podjela na temelju sastava pokretne faze:

e Plinska kromatografija,
e Tekucinska kromatografija,

e Fluidna kromatografija pri superkriti¢nim uvjetima.

Podjela na temelju sastava nepokretne faze:

e Plosna kromatografija,

e Kromatografija na stupcu ili u koloni.

U ovom radu koristila se tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Ova tehnika kromatografije je jedna od

najcesce koristenih analitickih instrumentalnih metoda. [43]
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Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je analiticka separacijska metoda
koja se danas primjenjuje u razliCitim podru¢jima. Drugi naziv joj je tekuéinska
kromatografija pod visokim tlakom jer za postizanje dovoljne brzine protoka u kolonama
potrebni su visoki tlakovi od nekoliko milijuna Pa. U sklopu uredaja moze postojati i oprema
za uklanjanje plinova i Cvrstih Cestica iz pokretne faze jer mjehuri¢i i ¢vrste tvari mogu
ometati rad detektora i utjecati na Sirenje kromatografskih zona tj. krivulja pojedinih sastojaka

uzorka te smanjiti njthovu razlucivost.
Zahtjevi koji se moraju zadovoljiti za rad crpke u teku¢inskom kromatografu su vrlo strogi:

e tlakovi do 40 milijuna Pa,

e izlaz bez pulsiranja tlaka,

e brzine protoka od 0,1 do 10 mL min™,
e reproducibilnost protoka > 99,5 %,

e otpornost na koroziju izazvanu razli¢itim otapalima.

Uzorci se naj¢esce unose putem plinskog ventila. U kolonu se mogu unositi koli¢ine uzorka
od 5 do 500 pL. Kolone su najces¢e izradene od celi¢nih cijevi duzine 10 — 30 cm,
unutrasnjeg promjera 4 — 10 mm. Promjer zrna punila je najées¢e od 5 do 10 um. Punilo je

najcesce silikagel. [44]

Sustavi detektora u tekucinskoj kromatografiji nisu univerzalni. Ovise o prirodi uzorka i
uglavnom se temelje na apsorpciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja. Za potrebe ovog rada

koristio se detektor s nizom dioda (DAD).

2.6.2. Toksi¢nost (bioloSka metoda)
Toksi¢nost je stupanj u kojem odredena tvar, toksin, moze oStetiti zivi organizam. Toksini
reagiraju sa stanicnim komponentama, poremecuju metabolizam 1 tako Stetno djeluju na Zive
organizme. Svojim djelovanjem mogu dovesti i do smrti zivih bi¢a. Vrlo su reaktivne tvari i
zbog toga su Stetni ve¢ 1 u malim koncentracijama. Toksikologija je znanost koja se bavi
proucavanjem toksina i1 njihovih utjecaja na Zive organizme. Grana toksikologije koja
proucava interakcije, transformacije i u¢inke prirodnih 1 sintetskih spojeva u biosferi naziva se

ekotoksikologija.
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Ksenobiotici su najpoznatiji toksini. Sama analiza tih tvari daje informacije o njihovim
fizikalnim 1 kemijskim svojstvima, a kako bi se znao njihov bioloski utjecaj potrebno je
provesti testove toksic¢nosti. Postoji mnogo metoda odredivanja toksi¢nosti poput testova na
biljkama, algama, ribama, ali najces¢e koriSteni su testovi na bakterijama. Razlikuju se dva

oblika isptivanja toksicnosti:

e akutni test toksi¢nosti — ispituje prezivljavanje organizama u vremenskom periodu od
24 do 96 sati, i
e Kkronicni test toksi¢nosti — ispituje prezivljavanje organizama u vremenskom periodu

od minimalno tjedan dana.

U ovom radu ispitivana je akutna toksi¢nost ksenobiotika u Cistim uzorcima nakon procesa

SarZzne biorazgradnje 1 fotolize.

Bakterija Vibrio fischeri
Vibrio fischeri (drugi naziv Aliivibrio fischeri) je bioluminiscentna, Gram-negativna,
Stapicasta bakterija koja se nalazi u morskom okoliSu. Heterotrofha je te se kre¢e pomocu
polarnih flagela (biceva). U prirodi se pronalazi u simbiozama s raznim morskim zivotinjama
(Slika 8.). U skupini bakerija Vibrionaceae postoji vise vrsta bakterija koje imaju skupine
gena koji su zasluzni za bioluminiscenciju. Emisija vidljive svjetlosti potjeCe od pet gena
(luxCDABEG) dok dva gena (luxR 1 [uxI) reguliraju operon. Bakterija Vibrio fischeri je
mikroorganizam klju¢an za ispitivanja mikrobne bioluminiscencije, kvorskog senzora te

simbioze sa zivotinjama. [45]

Slika 8. Bakterija Vibrio fischeri u simbiozi s lignjom Euprymna scolopes [46]
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Bioluminiscentna metoda — DIN 38412 — .34
Bakterija Vibrio fischeri emitira vidljivu svjetlost kao sastavni dio svog metabolizma.
Smanjenje intenziteta emitirane svjetlosti posljedica je nekakvog oblika ostecenja bakterija.
Prema tome, iz mjerenja intenziteta bioluminiscencije bakterija moze se utvrditi Stetno

djelovanje toksi¢nih tvari.

Odredivanje bioloSke toksiCnosti tvari pomocu svjetle¢ih bakterija opisano je DIN-ovim
standardima. U ovom radu koriStena je metoda DIN 38 412 — L34, bioluminiscentna metoda
koja pripada skupini testova kratkog trajanja jer traje 30 minuta. Koristeni test organizmi su

spomenute Vibrio fischeri bakterije.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

3.1.1. Aktivni mulj

MATERIJALI

Aktivni mulj koriSten u eksperimentalnom dijelu rada je iz lokalnog postrojenja za obradu

voda. Prikupljen je svjezi mulj 1-2 dana prije pokretanja procesa Sarzne biorazgradnje.

3.1.2. Koristene kemikalije

Sve koristene kemikalije u ovom eksperimentalnom dijelu navedene su u Tablici 13

abecednim redom.

Tablica 13. Abecedni popis koristenih kemikalija

NAZIV KEMIJSKA FORMULA | CISTOCA PROIZVODAC
agar Ci14H2409 p-a. Liofilchem, Italija
cinkov sulfat heptahidrat ZnS04 x 7 H,O p-a. Lach-Ner, Ceska
deionizirana voda H,O p-a. Mili Q
D-glukoza CsH 1206 p-a. Lach-Ner, Ceska
D-rafinoza pentahidrat CisH32016 99% Lach-Ner, Ceska
etanol C,HsOH HPLC cistoca J. T. Baker, Nizozemska
glicerol C3H30s5 p.a. Lach-Ner, Ceska
kalcijev karbonat CaCOs; p-a. Kemika, Hrvatska
kalcijev klorid CaCl, p-a. Kemika, Hrvatska
kalijev bikromat K>Cr 0 p.a. Kemika d.d., Hrvatska
kalijev dihidrogen fosfat KH,PO4 p.a. Kemika, Hrvatska
klorovodi¢na Kiselina HCl p-a. Kemika d.d., Hrvatska
kvaScev ekstrakt CioH140, p.a. Biolife, Italija
magnezijev sulfat MgSO, p.a. T.T.T., Hrvatska
metanol CH;0OH HPLC cistoca J. T. Baker, Nizozemska
natrijev hidroksid NaOH p.a. Kemika d.d., Hrvatska
natrijev hipoklorit NaOCl p.a. Kemika d.d., Jugoslavija
natrijev klorid NaCl p.a. Lach-Ner, Ceska
pepton - p.a. Biolife, Italija
srebrov sulfat AgrSO4 p-a. Kemika d.d., Hrvatska
sulfatna Kkiselina H,SO4 p-a. Kemika d.d., Hrvatska
vodikov peroksid H,0; p-a. Gram-Mol d.o.o., Hrvatska
zivin(II) sulfat Hg,SO4 p-a. Gram-Mol d.o.o., Hrvatska
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3.1.3. Ispitivani ksenobiotici

Svi ksenobiotici koristeni u ovom radu popisani su U Tablici 14 abecednim redom.

Tablica 14. Abecedni popis ispitivanih ksenobiotika

NAZIV EMPIRLISKA CISTOCA PROIZVODAC
FORMULA
acetamiprid CioH11CINg >98,0 % Sigma-Aldrich, Germany
albendazol C12H5N;50,S 99 % Veterina d.o.o0., Hrvatska
febantel CooH2oN406S <99 % Veterina d.o.o0., Hrvatska
klotianidin Ce¢NsHgSO,Cl >98,0 % Sigma-Aldrich, Switzerland
mebendazol Ci1sH13N505 HPLC Sigma-Aldrich, SAD
tiakloprid Ci0HoCIN4S >98,0 % Sigma-Aldrich, Germany

3.2. INSTRUMENTI, UREDAJI I PRIBOR

3.2.1. Analiti¢ka vaga
Odvage ksenobiotika potrebne za proces Sarzne biorazgradnje, kao 1 odvage mulja nakon
biorazgradnje, uzoraka za odredivanje gusto¢e te uzoraka za odredivanje organske i
anorganske tvari, vagane su na preciznoj analitickoj vagi XA105 DualRange proizvodaca

Mettler Toledo, Svicarska (Slika 9.).

Slika 9. Analiti¢ka vaga XA105 DualRange, Svicarska
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3.2.2. pH-metar
Mjerenje pH- vrijednosti otopina u reaktorima tijekom Sarzne biorazgradnje, otopina koje su
se izlagale fotolizi te prilikom namjestanja pH-vrijednosti resuspenzijske otopine kojom se
priprema bakterijska suspenzija za ispitivanje toksi¢nosti koristio se pH-metar Seven Easy
proizvodata Mettler Toledo, Svicarska (Slika 10.). Elektroda se izmedu mjerenja ispire

deioniziranom vodom. pH-vrijednost se o¢itava nakon ustaljenja vrijednosti na uredaju.

Slika 10. pH metar Seven Easy, Svicarska

3.2.3. Elektroda za mjerenje koncentracije kisika
Za mjerenje vrijednosti koncentracije kisika u otopinama u reaktorima i otopinama koje su se
izlagale fotolizi koristila se kisikova elektroda Orion RDO Dissolved Oxygen Probe
proizvodaca Thermo Scientific, SAD (Slika 11.). Flektroda se izmedu mjerenja ispire
deioniziranom vodom. Koncentracija kisika izraena u mg L o¢itava se nakon ustaljenja

vrijednosti na uredaju.
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Slika 11. Kisikova elektroda Orion RDO Thermo Scientific, SAD

3.2.4. Pribor za filtriranje
Dio uzoraka iz reaktora su sadrzavali aktivni mulj te ih je bilo potrebno profiltrirati prije
kromatografske analize. Za filtriranje uzoraka koristile su se Sprice volumena 5 mL, Becton
Dickinson, BD Discardit II, Indija i filteri FilterBio, Labex Ltd., Kina s veli¢inom pora 45 pm
i promjera 25 mm (Slika 12.).

Slika 12. Sprica i filteri koriteni za filtriranje uzoraka [47,48]

3.2.5. Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti
Uzorci ksenobiotika analizirani su na tekucinskom kromatografu visoke djelotvornosti

proizvodaca Varian ProStar 500, Sjedinjene Americke Drzave (SAD) (Slika 13.).
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Kromatograf se sastoji od ProStar 330 detektora s nizom dioda, ProStar 230 tercijarne pumpe,
ProStar 410 uredaja za automatsko dodavanje uzoraka, ProStar 500 termostatiranog drzaca
kolone, boce za pokretnu fazu, boce za otpad i ra¢unala s programom STAR 5.2. preko kojeg
se upravlja HPLC-om te prikupljaju i obraduju podaci. Za analizu je koriStena kolona
InertSustain C;s (GL Sciences, Japan) Dimenzije kolone su 250 mm x 4,6 mm, a veliina
Cestica je 5 um. Volumen injektiranja uzorka je 30 pL, a temperatura 20 — 25 °C. Svaki

uzorak je injektiran tri puta.

Prije 1 nakon analize uzoraka kolona se pere 65 %-tnim acetonitrilom jedan sat protokom od
0,5 mL min"'. Volumen injektiranja acetonitrila je 10 pL. Pokretna faza sastoji se od eluensa A
(0,01 % mravlje kiseline u vodi) i eluensa B (0,01 % mravlje kiseline u acetonitrilu). Brzina

protoka pokretne faze je 0,5 mL min™.

Slika 13. Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti Varian ProStar, SAD
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Procesna shema rada tekuéinskog kromatografa visoke djelotvornosti prikazana je na Slici 14.
Pokretna faza se pumpom provodi kroz sustav i kada je sustav spreman uzorak iz viala se
injektira pomocu injektora u kromatografski sustav. Nakon $to se uzorak injektira on prolazi
kroz kromatografsku kolonu, koja ovisno o namjeni i vrsti uzorka ima razli¢ita fizikalna i
kemijska svojstva. Na samoj koloni dolazi do separacije komponenti iz uzorka i nakon
odredenog vremena za pojedini analit, on izlazi iz kolone i dolazi do detektora. Detektori s
nizom dioda, (eng. diode array detector, DAD), mjere koncentraciju svake pojedine
komponente mjerenjem apsorbancije cijelog niza spektra u vidljivom i ultraljubi¢astom

spektru elektromagnetskog zracenja.

UZORKIVAC

SMJER CIRKULACIJE
POKRETNE FAZE UZORCY
INJEKTORI

PREKLOPNI VENTIL
OTAPALA ZA

POKRETNU FAZU

' TEKTOR ( NPR: UV/Vid )

" —
CRPKA ZA OTAPALO B — ‘ (
CRPKA ZA OTAPALO A \ ‘ ’

| SKUPLJAC FRAKCIJA
VIALE S FRAKCIJAMA

MIKSER

VENTILI

OTPLINJIVAC

CRPKA ZA PROSISCIVANJE

Slika 14. Shematski prikaz rada kromatografa [49]

3.2.6. Instrumenti za kemijsku potro$nju kisika — KPK
Kemijska potroSnja kisika odredena je koriStenjem UV/VIS spektrofotometra DR2400,
proizvodaca HACH, SAD, prikazan je na Slici 15. Reakcijska smjesa sa uzorkom prije

mjerenja termostatirala se u termostatu proizvoda¢a HACH, SAD (Slika 16.).
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Slika 16. Termostatski blok, HACH, SAD

3.2.7. Instrumenti za biokemijsku potros$nju kisika — BPK
Za odredivanje biokemijske potrosnje kisika uzorci su pripremljeni u bocama po Winkleru
(Slika 17.) te su inkubirani 5 dana u inkubatoru proizvodaca Inko Laboratorijska oprema,

Hrvatska, prikazanom na Slici 18.
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Slika 18. Inkubator Inko Laboratorijska oprema, Hrvatska

3.2.8. Instrument Suntest CPS+
Fotoliza uzoraka ksenobiotika nakon procesa SarZzne biorazgradnje provedena je na
instrumentu Suntest CPS+ proizvodaca Atlas, Linsengericht, Njemacka (Slika 19.). U uredaju

se nalazi ksenonska lampa koja generira zraenje elektromagnetskog spektra sli¢no Sun¢evom

zracenju u prirodi (200-800 nm).
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Slika 19. Instrument Suntest CPS+, Njemacka

3.2.9. Instrument LUMIStox 300 s inkubacijskim blokom LUMIStherm
Ispitivanje toksi¢nosti uzoraka provedeno je na instrumentu LUMIStox 300 proizvodaca Dr
Lange, Njemacka (Slika 20.). Instrument je razvijen kako bi mjerio luminiscenciju bakterija.
Za termostatiranje bakterijske suspenzije 1 uzoraka koristio se inkubacijski blok LUMIStherm.
Instrument LUMIStox 300 u kombinaciji s inkubacijskim blokom LUMIStherm cini sustav
koji odgovara tehnickim zahtjevima DIN 38412 L34 i L341 te medunarodnom standardu ISO
DIS 11384. Operativni sustav instrumenta nalazi se na disketi. Nova programska prosirenja i
azuriranja dolaze na novim disketama. LUMIStox 300 ima ugradenu fotometarsku funkciju 1
automatsko mjerenje te je omogucéeno prepoznavanje boja pri ispitivanju luminiscentnih
bakterija. U slucaju obojene otopine uvodi se korekcija. Takoder, fotometarska funkcija
omogucuje da se uredaj koristi za odredivanje opticke gustoce bakterijskih suspenzija u svrhu
procjene rasta inhibicije u luminiscentnom bakterijskom testu za kroni¢nu toksi¢nost
LUMIS24-tox (LCK486). Instrument posjeduje i automatski referentni upravljacki sustav
kojim se provjerava funkcioniranje cijelog mjerenja prije provedbe testa svake serije

luminiscentnih bakterija. [51]
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Slika 20. Instrument LUMIStox 300 s inkubacijskim blokom LUMIStherm, Njemacka

3.2.10. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju
Ekstrakcija pripremljenih uzoraka Spikanog mulja 1 realnog uzorka nakon biorazgradnje
provedena je djelovanjem mikrovalnog zracenja u uredaju za mikrovalnu ekstrakciju 1
digestiju, MarsX (CEM, Matthews, NC, USA) 1200 W (Slika 21.). Uredaj omogucuje
istovremenu ekstrakciju do 12 uzoraka smjeStenih u karusel. U referentnoj posudi nalazi se
osjetilo tlaka i temperature Sto omogucuje izravno prac¢enje ovih parametara tijekom postupka
ekstrakcije te automatsku regulaciju unaprijed definiranih uvjeta ekstrakcije. Za ekstrakciju su
koriStene 100 mL teflonske “GreenChem” posude (Slika 22.) zatvorene tijekom postupka

ekstrakcije tako da se sprijeci gubitak otapala i analita. [52]
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Slika 21. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju s teflonskim posudama za uzorke prije pokretanja
ekstrakcije

Slika 22. Teflonske “GreenChem” posude

3.2.11. Uparivac (rotavapor)
Za uparavanje ekstrakata nakon mikrovalne ekstrakcije koriSten je rotavapor, Biichi
Rotavapor R—114, Svicarska. Uredaj se sastoji od jedinice za rotiranje tikvice, vodene kupelji
za odrZavanje poviSene temperature te povratnog hladila 1 tikvice za prikupljanje kondenzata.
Nakon mikrovalne ekstrakcije, profiltrirani ekstrakti preneseni su u tikvicu okruglog dna koja
se uranja u vodenu kupelj zagrijanu na 40 °C. Tikvica je spojena na sustav u kojemu vlada
snizeni tlak koji se postize vodenom vakum sisaljkom. Tijekom uparavanja tikvica rotira u

vodenoj kupelji zbog boljeg prijenosa topline.
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Slika 23. Rotavapor, Biichi Rotavapor R—114

3.2.12. SuSionik
Za suSenje filter papiri¢a i za suSenje papiri¢a s uzorcima za odredivanje suspendiranih Cestica
u biorekatoru (eng.- Mixed liquor suspended solids, MLSS) koristen je laboratorijski suSionik

prikazan na Slici 24, proizvodaca Instrumentarija Zagreb, Hrvatska (Jugoslavija).

Slika 24. Susionik Instrumentarija Zagreb, Hrvatska (Jugoslavija)
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3.2.13. Mufolna peé
Za zarenje uzoraka s ciljem odredivanja anorganskog i organskog dijela u mulju nakon

biorazgradnje, koristila se mufolna pe¢ proizvodaca Nabertherm GmbH, Njemacka (Slika

25.).

Slika 25. Mufolna pe¢, proizvoda¢a Nabertherm GmbH, Njemacka [53]

3.3. METODA RADA

3.3.1. Priprema otopina
Otopine pesticida
Masene koncentracije temeljne standardne otopine (TSO) iznosile su 100 mg L' za sve
pesticide, acetamiprid, klotianidin i tiakloprid. Priprema TSO obuhvaéa otapanje 10,0 mg
pesticida u deioniziranoj (MilliQ) vodi te nadopunjavanje u tikvici od 100 mL. Tikvica se
dodatno uranja u ultrazvucnu kupelj kako bi se ubrzao i poboljSao proces otapanja pesticida.
Za svaki pesticid pripremljene su dvije takve TSO za dva reaktora od 1 L u kojima se
provodio proces SarZne biorazgradnje. Te TSO su dodane direktno u reaktore kako bi

koncentracija pesticida u reaktorima od 1 L iznosila 10 mg L™,

Otopine antiparazitika
Masene koncentracije temeljne standardne otopine (TSO) iznosile su 100 mg L™ za sve
antiparazitike, albendazol, febantel i mebendazol. Priprema TSO obuhvaca otapanje 10,0 mg
antiparazitika u metanolu te nadopunjavanje u tikvici od 10 mL. Tikvica se dodatno uranja u
ultrazvuénu kupelj kako bi se ubrzao i poboljSao proces otapanja antiparazitika. Za svaki
antiparazitik takoder su pripremljene dvije TSO za dva reaktora od 1 L u kojima se provodio

proces Sarzne biorazgradnje. TSO su dodane direktno u reaktore kako bi koncentracija
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pesticida u reaktorima od 1 L iznosila 10 mg L. Posto je u reaktorima u najveéem udjelu
voda u kojoj se antiparazitici ne otapaju, nakon dodavanja TSO reaktori su uronjeni u

ultrazvuénu kupelj kako bi se $to vise poboljsalo njihovo otapanje.

3.3.2. Priprema aktivnog mulja
Aktivni mulj koji se koristi u procesima Sarzne biorazgradnje prije pokusa je potrebno
pripremiti. Uguscen je taloZenjem tijekom 30 minuta i1 odekantiran je supernatant. Nakon

dekantiranja, mulj je ispran vodovodnom vodom da bi se uklonili ostaci supstrata i odumrle

stanice mikroorganizama. Postupak je ponovljen tri puta.

3.3.3. Proces Sarzne biorazgradnje - aeriranje otopina u 3 reaktora

‘Q—‘ termometar

Zratna pumpa

!
e
S

Slika 26. Shema aparature za biorazgradnju [17]

Proces Sarzne biorazgradnje se provodio u staklenim bocama Sirokog grla volumena 1 L.
Ukupan radni volumen se sastojao od radne otopine ksenobiotika masene koncentracije 10 mg
L i aktivnog mulja u omjeru 300 mL L. Reaktori su omatani aluminijskom folijom kako bi
se sprijecilo stvaranje foto-razgradnih produkata nastalih djelovanjem Sunfevog zracenja na
ksenobiotike (Slika 27.). Reaktori su konstantno aerirani pomocu akvarijske zracne pumpe
koja je gumenom cijevi preko filtera za zrak spojena sa staklenim Stapi¢em koja je uronjena u
sadrzaj reaktora kako bi se osigurala dobava zraka na dno spremnika. Aeriranje otopine

ujedno i osigurava mijesanje sadrzaja u reaktorima kako bi smjesa bila homogena.
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Slika 27. Reaktori u kojima se provodio proces $arzne biorazgradnje

Proces biorazgradnje pracen je u dva reaktora (1. i 2. reaktor) te paralelno, uz pokuse
biorazgradnje, za svaki odabrani ksenobiotik, u 3. reaktoru pri istim procesnim uvjetima,
provedeni su pokusi bez dodanog aktivnog mulja. Taj 3. reaktor sluzio je i za pracenje

hidrolitickog raspada ksenobiotika. Tablica 15 prikazuje sadrzaje sva 3 reaktora.

Tablica 15. Sadrzaj pojedinih reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje

REAKTOR SADRZAJ
1. reaktor | 300 mL uguséenog mulja + otopina ksenobiotika koncentracije 10 mg L™
2. reaktor 300 mL uguséenog mulja + deionizirana voda
3. reaktor Otopina ksenobiotika koncentracije 10 mg L™

3.3.4. Uzorkovanje tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
Prilikom provodenja pokusa bilo je potrebno pratiti niz parametara: pH-vrijednost otopina,
temperaturu otopina u reaktorima, MLSS, organski i1 anorganski udio u mulju, KPK i BPK.
Temperatura i pH-vrijednost pratila se na pocetku reakcije te u 30 min, 1 h, 2h, 3 h, 4 h, 5 h,
8 h, 12 h, 1 24 h. Uzorci za kromatografsku analizu uzimani su u istim vremenskim
intervalima, dok su se uzorci za odredivanje toksicnosti uzimali na kraju procesa

biorazgradnje. Uzorci za odredivanje KPK uzimani su iz prvog i drugog reaktora na pocetku
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reakcije te nakon 4 h, 8 h, 12 h 1 24 h. Uzorci za odredivanje BPK takoder su uzimani iz prvog
i drugog reaktora, ali samo na pocetku i na kraju reakcije. Uzorkovanje se vrsilo pomocu

plasti¢nih Sprica te su uzorci profiltrirani.

3.3.5. Mikrovalna ekstrakcija
Priprema otopina za mikrovalnu ekstrakciju
Uzorci aktivnog mulja se namjerno zagaduju otopinama ksenobiotika, tj. Spikaju se s ciljem
odredivanja koncentracija ekstrahiranih ksenobiotika u odnosu na standardne otopine. Radne
otopine kojim se Spikao mulj pripremljene su u koncentracijama 0,1 , 0,5, 1,3, 5,7, 101 15
mg L. Na temelju dobivenih kalibracijskih pravaca i jednadzbe pravca odredivane su

koncentracije ksenobiotika ekstrahirane sa mulja nakon procesa Sarzne biorazgradnje.

Priprema uzoraka za mikrovalnu ekstrakciju
Nakon procesa Sarzne biorazgradnje aktivni mulj iz prvog reaktora (reaktora koji je sadrzavao
ksenobiotik) priprema se za realni uzorak (RU), a mulj iz drugog reaktora (reaktora koji je
sadrzavao samo mulj) koristi se za pripremu uzoraka mulja koji ¢e se Spikati pripremljenim

otopinama i za slijepu probu (SP).

Sadrzaj reaktora se profiltrira te se u ¢asSe od 100 mL na tehnickoj vagi vaze 8,5 g aktivnog
mulja zaostalog na filter papiru 1 u svaku c¢asu se dodaje deionizirane vode do oznake od 20
mL. Staklenim Stapi¢em se dobro promijesa kako bi bilo homogeno. Pripremljeni i homogeni
uzorci profiltriranog mulja vazu se u ladice po 0,3 g. Od mulja iz prvog reaktora vaze se za
realni uzorak, a iz drugog reaktora se vaze za slijepu probu i osam uzoraka koji se Spikaju

pripremljenim otopinama. Na Slici 28 su prikazane odvage uzoraka mulja.
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Slika 28. Odvage uzoraka aktivnog mulja

Zatim se u RU 1 SP dodaje 1 mL deionizirane vode, a u ostale uzorke se dodaje po 1 mL
pripremljene otopine za Spikanje odgovaraju¢e koncentracije. Staklenim StapiCem se
homogeniziraju uzorci u ladicama. Homogenizirani uzorci se pomo¢u 5 mL metanola

prebacuju u teflonske posude za mikrovalnu ekstrakciju.

Proces mikrovalne ekstrakcije
Teflonske posude sa uzorcima se postavljaju na karusel i dobro pri¢vrséuju kako tijekom
ekstrakcije ne bi doslo do istjecanja para otapala. Na referentnu posudu je pricvr§éen senzor

za tlak 1 temperaturu i sve zajedno je smjesteno u mikrovalnu pecnicu.

Radni uvjeti pri kojima se provodila ekstrakcija mikrovalovima iznose:
Napon: 220/110 V
Temperatura: 50 °C
Snaga: 600 W, 1200 W Tlak: 200 psi

Vrijeme: 15 min

Nakon mikrovalne ekstrakcije uzorci su filtrirani na standardnoj aparaturi za filtraciju
prikazanoj na Slici 29. Neposredno prije filtracije filtar papir je navlazen s otopinom etanola

kako bi tijekom filtracije gubitak uzorka na filtar papiru bio §to manji.
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Slika 29. Aparatura za filtraciju uzoraka nakon mikrovalne ekstrakcije

Filtrat se sakupljao u tikvice s okruglim dnom te se uparavao do suha na rotavaporu. Iz suhe
tikvice uzorak je rekonstruiran s 1 mL metanola HPLC Ccisto¢e 1 prebacen u vialu za

kromatografsku analizu.

3.3.6. Fotoliza otopina ksenobiotika
U svakom ciklusu bile su cetiri kvarcne posudice s otopinama ksenobiotika nakon provedenog

pocesa Sarzne biorazgradnje. Tablica 16 prikazuje sadrzaj posudica u svakom ciklusu.

Tablica 16. Sadrzaj posudica u svakom ciklusu ispitivanja fotokataliticke razgradnje

POSUDICA SADRZAJ
1.posudica otopina iz 1. reaktora biorazgradnje s muljem
2.posudica profiltrirana otopina iz 1. reaktora biorazgradnje
3.posudica profiltrirana otopina iz 1. reaktora biorazgradnje + H,0, (20 mmol L™)
4.posudica profiltrirana otopina iz 1. reaktora biorazgradnje + NaOC1 (1 mg L)

Sve cetiri kvarcne posudice stavljene su na zracenje u instrument Suntest CPS+ koje imitira
Suncevo zracenje (Slika 30.). Temperatura pri kojoj su zraceni uzorci u Suntest CPS+ uredaju
iznosila je 25 °C, intenzitet zragenja 500 W m™, a vrijeme izlaganja uzoraka zragenju bilo je 5

sati.
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Slika 30. Kvarcne posudice s pripremljenim otopinama za fotolizu

Uzorkovanje tijekom procesa fotolize
Uzorci za kromatografsku analizu uzimani su na po¢etku te u 30 min, 1 h,2h,3 h,4hi5 h,
dok su se uzorci za odredivanje toksi¢nosti uzimali na kraju procesa biorazgradnje.
Uzorkovanje iz prve posudice se vrSilo pomocu plasticnih Sprica te su uzorci profiltrirani.
Prilikom provodenja pokusa fotolize na pocetku i na kraju se pratila pH-vrijednost i

koncentracija kisika.

3.3.7. Suspendirane ¢estice u bioreaktoru (MLSS)
Za odredivanje suspendiranih Cestica najprije je potrebno filter papir staviti u suSionik na 1 h
na 105 °C. Nakon toga papir se ostavlja u eksikatoru dok se ne ohladi te se vaze 1 postavlja u
lijevak spojen na posudu za odsisavanje koja je gumenom cijevi spojena na izvor vakuuma.

Nakon stvaranja vakuma dodaje se 5 mL uzorka s muljem. Filtracija uzorka prikazana je na

Slici 31.
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Slika 31. Filter lijevak s vakum sisaljkom

Nakon zavrsetka filtracije, filtrat se spremi za daljnju analizu kemijske potrosnje kisika, a
filter papir se susi u suSioniku sat vremena na 105 °C, a potom drzi u eksikatoru 1 h. OsuSeni
papiri¢i s uzorkom spremni za vaganje prikazni su na Slici 32. Nakon toga se vaze, a MLSS

se racuna prema izrazima (1) 1 (2):
m(mulja)=m(uk)-m(papir) (1)
MLSS=m/V (2)

Nakon vaganja, papiri¢ s uzorkom se stavlja u porculanski lon¢i¢ za zarenje kako bi se

odredila organska i anorganska tvar.
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Slika 32. Osuseni uzorci za odredivanje suspendiranih ¢estica u bioreaktoru

3.3.8. Odredivanje organske i anorganske tvari
Odredivanje organske i1 anorganske tvari, odnosno gubitka i ostatka Zarenjem, provodi se
zarenjem papiric¢a preostalog nakon odredivanja suspendirane tvari s uzorkom u porculanskim
lon¢i¢ima. Porculanski lon¢i¢ s uzorkom se prvo zari na plameniku otprilike 20 minuta, a

zatim u mufolnoj pe¢i na 550 °C 2 sata. Uzorak za zarenje prije i nakon zarenja prikazan je na
Slici 33.

Slika 33. Uzorci za Zarenje prije (lijevo) i nakon (desno) Zarenja

3.3.9. Odredivanje kemijske potrosnje kisika — KPK
Kemijska potrosnja kisika definira se kao koli¢ina specificnog oksidansa koja reagira s
uzorkom pri kontroliranim uvjetima. Jaki kemijski oksidansi se u kiseloj otopini zagrijavaju s

ciljem oksidacije organskog ugljika na ugljikov dioksid i vodu. Koli¢ina potroSenog
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oksidansa se izrazava kao ekvivalent kisika. Kemijska potrosnja kisika se ve¢ duze vrijeme
koristi kao pokazatelj oneciséenja vode. Prednost ovakvih testova je da toksi¢nost ispitivanih

uzoraka ne utjece na oksidanse i kratko vrijeme analize (90-180 min). [54]

KPK vrijednost u ovom radu odredivana je standardnom metodom APHA 5520 C. U suhoj i
Cistoj staklenoj kiveti se nalazi 1,2 mL otopine kalijevog bikromata i zivinog (II) sulfata u
koju se trbusastom pipetom dodaje 2 mL profiltriranog uzorka, a zatim se jos pazljivo uz rub
kivete doda 2,8 mL otopine sulfatne kiseline i srebrovog sulfata. Cvrsto se zatvori i pazljivo
promijesa jer se stvara visoka temperatura. Staklene kivete s uzorcima prikazane su na Slici
34. Kivete se stave u zagrijani termoreaktor na 2 h na 150 °C, kivete se hlade i zatim se

direktno otitava KPK vrijednost u mgO, L™ spektrofotometrijski pri A=600 nm.

TR A

Slika 34. Staklene kivete s uzorcima za odredivanje KPK
Ukoliko se tijekom pripreme uzoraka otopina u kivetici oboji zeleno-plavo, uzorak je
prekoncentriran te ga je potrebno razrijediti prema formuli:

V (ukupan)

razrijedenje = W

Na Slici 35 je prikazana razlika obojenja obzirom na koncentraciju uzorka. Uzorak koji je
obojan plavo-zeleno je prekoncentriran i nije mu mogucée spektrofotometrijski izmjeriti

kemijsku potro$nju kisika.
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Slika 35. Staklene kivete s razli¢ito koncentriranim uzorcima za odredivanje KPK

3.3.10. Odredivanje biokemijske potrosnje kisika — BPK
Biokemijska potroSnja kisika je koli¢ina kisika koja je potrebna da se izvrSi biokemijska
oksidacija prisutnih bioloski razgradljivih sastojaka vode. BPK vrijednost predstavlja koli¢inu
kisika koju potroSe mikroorganizmi pri prirodnom aerobnom samoprocis¢avanju u vodi. U
praksi se odreduje ili potpuna BPK ili za period od 21 dan (BPKj;), ali kako je proces

najintenzivniji prvih pet dana, naj¢esc¢e se odreduje vrijednost za 5 dana (BPKs). [55]

U ovom radu koriSten je postupak odredivanja BPKs uzoraka metodom po Winkler-u. Za
svaku analizu 1 za svaki uzorak potrebno je imati dvije boce po Winkle-u (A i B boca) te ih
napuniti do polovine vodom za razrijedenje. U bocu B dodaje se 2 mL uzorka trbusastom
pipetom, a boca A sluzi kao slijepa proba te se dodaje 1 mL cjepiva u obje boce. Boce se
pazljivo napune do vrha vodom za razrijedenje tako da u boci nema mjehuri¢a zraka te se
pazljivo zatvore. Bocu B se odmah stavlja na inkubaciju 5 dana pri 20 °C. U boci A se odmah

odreduje otopljeni kisik metodom po Winkler-u.

Bocu se paZljivo otvori te se doda 1 mL otopine MnSOy4 tako da vrh graduirane pipete od 1
mL bude malo uronjen ispod povrSine. Na isti na¢in se doda 1 mL KI, bocu se zacepi i dobro
promucka. Zatim je potrebno pustiti da se stvoreni talog do polovine istalozi te se ponovno
promucka. Doda se 1 mL koncentrirane H,SO4 (u digestoru), ponovno se zacepi i odmah
promucka toliko dugo dok se nastali talog potpuno ne otopi. Bocu se ostavlja 5 min da
odstoji. U Erlenmeyerovu tikvicu od 500 mL se otpipetira trbuSastom pipetom 100 mL
otopine iz boce i odmah se titrira s 0,01 mol L™ Na,S,0; do svijetloZute boje. Zatim se doda 1
mL Skrobnog indikatora i ponovno se titrira do nestanka plave boje. Titracija je zavrSena kod

prvog nestanka plave boje te je potrebno zabiljeziti volumen utrodenog 0,01 mol L' Na,S,0s.
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Titriraju se uvijek paralelno dvije probe i1 u izratun se uzima srednja vrijednost. Prilikom
ratunanja koli¢ine otopljenog kisika u mg O, L™ treba uzeti u obzir da 1 mL 0,01 mol L™

NayS,03 odgovara 0,08 mg kisika. [56]

3.3.11. Odredivanje toksi¢nosti
Hranjiva podloga
Hranjiva podloga sluzi za uzgajanje bakterija in vitro i odrzavanje Ciste kulture. Priprema se
otapanjem sastojaka (Tablica 17.) u deioniziranoj vodi uz zagrijavanje do vrenja. PoSto
neotopljeni kalcijev karbonat moze zagoriti, otopina se zagrijava u tikvici uronjenoj u vodenu
kupelj. Cim zavrije, hranjivu podlogu je potrebno maknuti iz kupelji kako ne bi iskipila.
Zatim se hranjiva podloga sterilizira u autoklavu 15 minuta na 121 °C. Kada se sterilizirana
hranjiva podloga ohladi na 45 °C, izlije se u sterilizirane Petrijeve zdjelice u sloj maksimalne

debljine od 5 mm. Pripremljena hranjiva podloga ¢uva se u hladnjaku na 4 °C. [5]

Tablica 17. Abecedni popis sastojaka hranjive podloge

Sastojci Kemijska formula u 1000 mL
agar Ci14H2409 I5¢g
glicerol C;HzO3 10 g
kalcijev karbonat CaCOs 3g
kvascev ekstrakt CioH 1402 S5¢
natrijev klorid NaCl 30g
pepton - 5g

Otopina za resuspenziju
Otopina za resuspenziju je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske
kulture. Priprema se otapanjem sastojaka (Tablica 18.) u deioniziranoj vodi te se prokuha,
ohladi 1 profiltrira. Profiltriranu otopinu se sterilizira u autoklavu 15 minuta na 121 °C.
Otopinu za resuspenziju moguce je Cuvati u hladnjaku na 4 °C oko dva tjedna ili do pojave
zamucenja. Takoder, sterilnu otopinu moguce je preliti u manje bocice i zamrznuti. Prije
svakog koriStenja otopine potrebno je provjeriti pH-vrijednost. Ukoliko je pH-vrijednost
otopine u intervalu od 6,8 do 7,2 otopina se moze koristiti, u suprotnom pH-vrijednost se

podesSava dodavanjem kapi NaOH ili HCL
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Tablica 18. Abecedni popis sastojaka otopine za resuspenziju

Sastojci Kemijska formula | u 1000 mL
D - glukoza CsH 1206 10g

D - rafinoza pentahidrat Ci13H3,046 10g
glicerol Cs;Hg03 0,5 mL
kalcijev klorid CaCl, 05¢g
kalijev dihidrogen fosfat KH,PO4 02¢g
magnezijev sulfat MgSOq4 02¢g
natrijev klorid NaCl 36¢g

Radna otopina za resuspenziju i otopina referentnih tvari
Radna otopina koja se koristi za pripremu niza razrijedenja je 2 % NaCl, otapa se 20 g NaCl u
1 L deionizirane vode. Dobivena otopina se sterilizira 15 minuta u autoklavu na 121 °C.
Otopina referentnih tvari je otopina ZnSO4 x 7H,0 masene koncentracije 25 mg L. Otopina
referentnih tvari je radni standard koji se koristi za provjeru valjanosti bakterijske suspenzije.
Bakterija Vibrio fischeri se u prirodi nalazi u morskom okruzenju i dodavanjem otopine NaCl
imitira se njeno prirodno staniste, a otopina soli kao Sto je ZnSO4 x 7H,0O ubija ovu bakteriju.
Kivete za ispitivanje toksi¢nosti moraju biti u termostatnom bloku 15 minuta na 15 °C prije

pocetka izvodenja testa.

Sterilna tehnika rada
Nuzna je sterilna tehnika rada kako bi radnu okolinu zastitili od mikroorganizama, odnosno
kako bi se radni pribor 1 ispitivani uzorci osigurali od necistoca s radne povrSine i iz zraka. U
sterilnoj tehnici rada prvo se pali plamenik na oksidiraju¢i plamen, zatim se radna povrSina
posSprica 1 oc€isti etanolom (anisolom, izosanom, antiseptikom ili bilo kojom drugom
hlapljivom tvari koja sterilizira). Sav pribor (eza, kiveta, grlo bocice) potrebno je sterilizirati
provlacenjem kroz plamen. Tijekom rada pribor je potrebno drzati u neposrednoj blizini

plamenika i sve radnje obavljati oprezno uz plamen.
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Aktivacija liofiliziranih bakterija
Koristi se sterilna tehnika rada. Kivetu s liofiliziranim bakterijama se izvadi iz zamrzivaca i
odmah se u nju ulije 1 do 2 mL 2 % - tne otopine NaCl ili otopine za reaktivaciju.
Pripremljena suspenzija se termostatira 15 minuta na 15 °C kako bi se bakterijska kultura
adaptirala. Zatim se provjerava aktivnost bakterijske kulture. Mjeri se relativna luminiscencija
bakterija na instrumentu LUMIStox 300 programom LU. Luminiscencija suspenzije mora biti
najmanje 1000. U tom slucaju pripremljena suspenzija je valjana i izlije se na sterilnu hranjivu
podlogu te razvuce sterilnom ezom po cijeloj podlozi cik-cak potezima. Tako pripremljena
kultura bakterija ¢uva se u Petrijevim zdjelicama, u mra¢noj prostoriji na temperaturi od 15 do
22 °C , optimalna temperatura je 18 °C. Nakon 24 do 48 sati bakterije bi trebale intenzivno
svijetliti u mraku Sto je znak da su zdrave i spremne za mjerenje toksi¢nosti. Kulture bakterija
mogu se koristiti 2 dana nakon pripreme, pa sve do 9 dana, optimalno je 2 do 4 dana nakon
pripreme jer ve¢ nakon toga uocava se smanjena luminscencija bakterija Sto je znak smanjene

stabilnosti bakterijske suspenzije. [5]

Bakterijska suspenzija
Sterilnom tehnikom rada, kivetu se napuni otopinom za resuspenziju otprilike 2/3 ukupnog
volumena. Steriliziranom i ohladenom ezom se po hranjivoj podlozi skupi grudica bakterijske
kulture 1 otapa se u otopini za resuspenziju u kiveti. Bakterijska suspenzija iz kivete se prelije
u sterilnu staklenu bocicu s Cepom te dolijeva otopine za resuspenziju dok se ne dobije
dovoljno bakterijske suspenzije za mjerenje toksicnosti. Prije provodenja testa toksi¢nosti
potrebno je suspenziju ostaviti 15 minuta u termostatu na 15 °C kako bi se bakterijska kultura

adaptirala.

Priprema mjerenja
Prije svakog mjerenja izvodi se test valjanosti bakterijske kulture. Postavljaju se dvije kivete.
U prvu kivetu, referentnu, stavlja se 0,5 mL 2 % - tne otopine NaCl i 0,5 mL bakterijske
suspenzije. U drugu kivetu, test kivetu, stavlja se 0,5 mL otopine ZnSO4 x 7H,O masene
koncentracije 25 mg L™ 1 0,5 mL bakterijske suspenzije. Pripremljene kivete se termostatiraju
15 minuta na 15 °C te se pokre¢e SCRN program. U luminometar se prvo stavlja referentna

kiveta, a zatim testna. Inhibicija referentne otopine mora biti izmedu 20 % i1 80 % da bi se
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moglo zapoceti s mjerenjem toksi¢nosti, u suprotnom potrebno je pripremiti novu bakterijsku

suspenziju.

Geometrijski niz razrijedenja
Termostatni blok LUMIStherm ima tri reda, A, B i C red, svaki red ima 10 mjesta za kivete. U
A red se pripremi kiveta za niz zeljenih razrjedenja. U prvu kivetu se pipetira otprilike 2/3
volumena kivete 2 % - tne otopine NaCl, u zadnju se pipetira 2/3 otopine pesticida, a u ostale
kivete iz A reda se pipetira po 1,5 mL 2 % - tne otopine NaCl. Zatim, pocevsi od kivete A10
prebacuje se po 1,5 mL otopine iz kivete u kivetu na lijevo. U kivetu A1 se ne prebacuje nista,
u njoj ostaje Cista 2 % - tna otopina NaCl. Kod pripreme ovih razrijedenja vazno je paziti na
homogenost uzoraka u svim kivetama. U B i C red se pripreme kivete u koje se stavi 0,5 mL

bakterijske otopine. Na Slici 36 prikazana je shema pripreme geometrijskog niza razrijedenja.

1. JUOUUULUOL - 2

15 15 15 15 15 15 15 1.5 15 00 ml

2 D D PRIPREMLIJENI UZORAK
L

15 15 ml
1.5)/15V/1.5)/1.5/15\/1.5) /1.5 \ml
Automatskom pipetom prenosi se po 1,5
3 mL pripremljene otopine, s desna na
" lijevo u svaku slijedecu kivetu.
dilution: 1: Otopina se homogenizira uvlacenjem i
1 F R S ponovnim pipetiranjem otopine u kivetu
= DEED dvaﬂimpma'
—
A\......... ®
0000000000 ®
NE MITENJA SE NASTAVAK
c
1.??, ,’!’,23 NA AUTOMATSKOJ PIPETI!

B Temparatur
®einjon

cal 5°C -
| [Ce é0e

Radna otopina za resuspenziju, 2 % NaCl uvijek se nalazi u Al. Uzorak najvise
koncentracije, u ovom slu¢aju nerazrijedene otopine, nalazi se krajnje desno, A10.

Slika 36. Priprema geometrijskog niza razrjedenja [51]

Mjerenje i oitavanje rezultata
Na glavnom izborniku instrumenta LUMIStox 300 odabere se program EC koji mjeri
luminiscenciju i odabiru se Zeljeni parametri mjerenja (Tablica 19.). Kiveta B1 se stavlja u

luminometar, o€itava i zapisuje se njezina vrijednost, zatim se vraca u termostatski blok, a u
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luminometar se postavlja kiveta C1. Za vrijeme dok je kiveta C1 u luminometru, iz kivete Al
u kivetu B1 se pipetira 0,5 mL otopine. Ocitava se i zapisuje vrijednost za kivetu C1, vraca ju
se u termostatski blok 1 u luminometar se stavlja kiveta B2. Ponovno, za vrijeme dok se kiveta
B2 nalazi u luminometru, iz kivete Al u kivetu C1 se pipetira 0,5 mL otopine. Ovaj postupak
se ponavlja sve do kraja niza. Potom se sve kivete ponovno termostatiraju 30 minuta. Po
isteku tog vremena ponovno se mjeri luminiscencija uzoraka na opisan nacin (Slika 37.),

pocevsi s kivetom B1.

Tablica 19. Eksperimentalni uvjeti EC programa na instrumentu LUMIStox 300

y) 480 nm
dilution steps 8
type of dilution 2
unit %
inic. conc. 100 %
time of inc. 30 min

Slika 37. Shematski prikaz mjerenja toksi¢nosti uz pripremljeni geometrijski niz [51]

3.4. ODREPIVANJE UCINKOVITOSTI RAZGRADNJE

Kako bi bilo moguce detektirati ispitivane antiparazitike 1 pesticide koristeni su kvalitativni
parametri kromatograma, a to su vrijeme zadrzavanja (fg, min) i apsorpcijski spektri,
karakteristicni za svaku ispitivanu komponentu. Da bi bilo moguce kromatografskim
metodama analizirati ksenobiotike snimljeni su apsorpcijski spektri za svaku istrazivanu
komponentu kako bi se odredio maksimum apsorbancije. Nuzno je detektirati istraZivane
komponente 1 prema vremenu zadrZavanja kako bi se sa sigurnoS¢u znalo da u sustavu
odredujemo upravo traZeni analit. Dakle, prilikom detekcije kada provodimo ciljanu analizu,
pozeljno je imati Sto viSe kvalitativnih parametara pomocu kojih ¢e se sa sigurno$éu moci

odrediti istraZivane spojeve Cak i u vrlo sloZenim maticama poput ovih nastalih tijekom
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procesa biorazgradnje. Parametri za detekciju istrazivanih spojeva antiparazitika u ovome

radu prikazani su u Tablici 20 te spojeva pesticida u Tablici 21.

Tablica 20. Apsorpcijski spektri, maksimumi adsorpcije i vrijeme zadrzavanja istrazivanih
Gistih antiparazitika u standardnoj otopini masene koncentracije 10 mg L™

Antiparazitik Apsorpcijski spektar A, nm | tg, min
Albendazol | 210 | 19,334
10
0 —
200 250 3on 350 o
mAU .] 95.4; 400.26
Febantel N 210 | 22,093
10
200 250 300 350 o
15 ;
Mebendazol § 254 18,986
5
200 250 300 350 .
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Tablica 21. Apsorpcijski spektri, maksimumi adsorpcije i vrijeme zadrzavanja istrazivanih

&istih pesticida u standardnoj otopini masene koncentracije 10 mg L™

Pesticid Apsorpcijski spektar A, nm | tg, min
maAU [195.44 400.76
250 i E
200
&
Acetamiprid b 245 21,853
100
50
0y - -
200 250 300 350 o
maU 196.44 an0.21
175 B
8
150
125
100 2
Klotianidin ol 265 21,480
EU.
25
o+ 1 —
"eon 250 300 350 o
mAU 196.44 . 400.2¢
100 3
75
Tiakloprid 50 241 22,653
25
0 — -
200 250 3oon 350 m

U programskom paketu Star 5.2 nalazi se aplikacija Interactive Graphics Application koja

omogucava vizualizaciju rezultata u obliku kromatograma. Posto se kromatogrami dobivaju

kao rezultati kromatografske analize, svaku ispitivanu komponentu mogucée je odrediti
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kvalitativno 1 kvantitativno. O¢itavanjem povrSine ispod kromatografske krivulje za svaki
pojedini ksenobiotik moguce je pratiti kako se mijenja prisutnost pojedine komponente pod
razliCitim utjecajima ispitivanja provedenim u ovom eksperimentalnom dijelu. Prema tome,
usporedbnom povrSina kromatografskih krivulja svakog pojedinog ksenobiotika bilo je
moguce izracunati ucinkovitost njegove razgradnje preko relativne povrsine izmedu uzorka u

=0 h i =t prema jednadzbi vidljivoj na Slici 38.

75

50
-

25+

mAl

23
1 L2 b3 D4 5

Slika 38. Prikaz kromatograma ksenobiotika u t=0 i t=t uz jednadzbu za izra¢un uéinkovitosti
razgradnje [31]
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. REZULTATI SARZNE BIORAZGRADNJE

Tijekom provodenja procesa Sarzne biorazgradnje pojedina¢nih ksenobiotika pracene su
promjene fizikalno-kemijskih parametara. Prac¢eni su pH-vrijednost, temperatura svakog
reaktora, koncentracija kisika, suspendirane Cestice u bioreaktoru (MLSS), gubitak zarenjem
(organska tvar), zareni ostatak (anorganska tvar), kemijska potrosnja kisika (KPK),
biokemijska potroSnja kisika (BPKs) 1 koli¢ina adsorbiranog ksenobiotika na mulj

(mikrovalna ekstrakcija).

4.1.1. Razgradnja acetamiprida
Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje
Izmjerene vrijednosti za acetamiprid za pH-vrijednost, temperaturu i koncentraciju kisika
prikazani su u Tablici 22. U reaktorima s muljem se ne uocavaju znacajne promjene pH-
vrijednosti te su one unutar intervala od 6,5 — 8,5 koji odgovara optimalnoj bioloskoj
aktivnosti. [57] Treci reaktor ima nizu vrijednost pH od prva dva reaktora Sto je oc¢ekivano jer
nema prisutnog mulja. Ne dolazi do znaCajne promjene temperature tijekom 24 sata. Uslijed
aeracije u prva dva reaktora dolazi do povecanja vrijednosti koncentracije kisika.

Tablica 22. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije Kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor

MULJ + ACETAMIPRID MULJ ACETAMIPRID
th | pH | T,°C k&“gc'l_c.iz' pH | T,°C k‘r’:;'l_c.iz' pH | T,°C
0 7,37 | 22,0 6,00 7,57 | 215 4,74 5,80 21,0
05 | 751 22,0 - 7,36 | 21,5 - 5,56 21,0
1 7,48 | 21,5 - 7,54 21,0 - 5,61 20,5
2 7,76 | 21,5 - 7,74 | 20,5 - 571 20,0
3 7,78 | 21,0 - 7,77 | 20,5 - 6,19 19,5
4 7,77 | 21,0 - 7,75 20,0 - 5,78 19,0
5 781 | 21,0 - 7,79 | 19,5 - 5,74 19,0
8 7,79 | 20,5 8,09 7,77 | 19,5 7,95 571 19,0
12 | 7,79 | 20,5 8,23 7,78 | 19,5 8,10 5,85 19,0
24 | 7,71 | 20,0 8,29 7,69 | 19,0 8,19 5,82 19,0

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za suspendirane cestice, MLSS, u procesu
biorazgradnje acetamiprida prikazane su u Tablici 23. MLSS govori o koli¢ini aktivnog mulja
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u pojedinim uzorcima od 5 mL. Iz dobivenih podataka uocava se porast ukupnih

suspendiranih Cestica u prvom rekatoru, dok u drugom reaktoru opada.

Tablica 23. Dobivene vrijednosti ukupne suhe tvari prilikom biorazgradnje acetamiprida

1.rektor 2.reaktor
MULJ + ACETAMIPRID MULJ
t, h MLSS, g L™’ MLSS, g L™
0 1,86 2,06
4 1,86 -
8 1,86 -
12 1,98 -
24 1,98 2,00

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak i1 gubitak Zarenjem, odnosno za udio
anorganske 1 organske tvari kroz 24 sata u prvom reaktoru, prikazane su u Tablici 24. Za
biorazgradnju acetamiprida ne uocava se pravilna promjena organskog i anorganskog udjela
tvari. Promjena udjela organske tvari, odnosno njezino smanjenje upucuje na to da
mikrobiologija aktivhog mulja odumire te odumiranjem dolazi do povecanja anorganskog
udjela u bioreakotru koje nije znac¢ajno.

Tablica 24. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje
acetamiprida

t,h | m(org), g m(anorg), ¢

0 0,0022 0,1506

4 0,0019 0,1500

8 0,0021 0,1466
12 0,0018 0,1469
24 0,0022 0,1526

U Tablici 25 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku i biokemijsku potrosnju kisika.
Takoder, u tablici je prikazan odnos KPK/BPKs, ukoliko je ta vrijednost manja od 2 tada se za
ispitivanu tvar moZe zakljuciti da je biorazgradiva. Svi ispitivani uzorci iz procesa
biorazgradnje acetamiprida, prema izmjerenim vrijednostima KPK i BPKs, su biorazgradivi.

Takvi rezultati su u skladu s BIOWIN vrijednostima prikazanim u Tablici 2 koji govore da je
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acetamiprid biorazgradiv u vremenskom periodu od nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci.
Stoga bi za njegovo znacajnije uklanjanje u konvencionalnim postrojenjima za obradu
otpadnih voda Sarznom biorazgradnjom u prisutnosti aktivnhog mulja bilo potrebno znatno
duze zadrzavanje otpadnih voda §to nije prihvatljivo. Prema tome, ta metoda nije prihvatljiva
za njegovo uklanjanje u realnim sustavima te je potrebno traziti dodatne metode poput
naprednih oksidacijskih, membranskih procesa i sl.

Tablica 25. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje acetamiprida

BPKs, KPK,
Uzorak mgO, L™ mg L" | KPK/BPKs | Biorazgradivo?
1. reaktor - Oh 484,9818 101 0,2083 da
1. reaktor - 24h 264,3614 115 0,4350 da
2. reaktor - Oh 469,8924 85 0,1809 da
2. reaktor - 24h 446,7533 94 0,2104 da

Uzorci dobiveni nakon provodenja mikrovalne ekstrakcije su kromatografski analizirani.
Rezultati racunalne obrade podataka dobivenih kromatografskom analizom prikazani su u

Tablici 26.

Tablica 26. Dobivene vrijednosti koncentracije acetamiprida prilikom analize uzoraka

mikrovalnom ekstrakcijom

y,mg L™
koncentracija acetamiprida ekstrahirana sa mulja nakon 24 h 0,99
koncentracija acetamiprida u 1. reaktoru nakon 24 h 6,42
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h 7,41
pocetna koncentracija pripremljene otopine acetamiprida 8,11

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoriStenje mikrovalne ekstrakcije od 57,76 %.
Prema dobivenim podacima, na mulj u reaktoru se adsorbiralo 0,99 mg L' acetamiprida.
Kona¢no, prema svim dobivenim podacima acetamiprid je u provedenim pokusima
biorazgradiv. Mala koli¢ina acetamiprida se uklanja adsorbcijom na pahuljice mulja. Treba
napomenuti da adsorbirana koli¢ina acetamiprida nije razgradena, ona je samo uklonjena iz

otopine.
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Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine acetamiprida iz 1. reaktora u vremenu 0 h i 24 h prikazani su
na Slikama 39 i 40. Kromatografska krivulja koja pripada acetamipridu je oznacena plavom
strelicom, a transformacijski i razgradni produkti tijekom procesa Sarzne biorazgradnje su
zaokruzeni crveno. Na kromatogramu uzorka nakon 24 sata aeriranja otopine u prvom
reaktoru (Slika 40.) uocava se nova kromatografska krivulja. Ta nova krivulja pripada
novonastaloj komponenti u reaktoru. Iz kromatografske analize uzoraka iz drugog kontrolnog
reaktora uocava se da ta nova komponenta ne nastaje u drugom reaktoru u kojem se odvija
proces aeracije isklju¢ivo mulja. U prvom reaktoru dolazi do nastanka razgradnog ili
transformacijskog produkta acetamiprida tijekom procesa SarZne biorazgradnje. Na Slici 41
prikazan je apsorpcijski spektar nastalog razgradnog produkta acetamiprida, njegovo vrijeme
zadrzavanja iznosi 18,281 min. Takoder, nakon 24 sata u prvom reaktoru je i dalje prisutna

velika koli¢ina acetamiprida poSto navedenim procesima nije uc¢inkovito uklonjen iz otopine.
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Slika 39. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=0 h
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Slika 40. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=24 h
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Slika 41. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=18,281 min) acetamiprida koji je
nastao tijekom Sarzne biorazgradnje acetamiprida

Na Slici 42 prikazana je u¢inkovitost uklanjanja acetamiprida SarZnom biorazgradnjom u 1.
reaktoru tijekom 24 sata. Prema grafickom prikazu jasno je da ne dolazi do znacajnog
uklanjanja acetamiprida iz otopine prvog reaktora. Ipak, u prvom rekatoru tijekom procesa
Sarzne biorazgradnje dolazi do razgradnje male koli¢ine acetamiprida prilikom koje nastaje
njegov razgradni ili transformacijski produkt. Posto se iz ranije navedenih podataka zakljucilo
kako se 1 mali dio acetamiprida adsorbirao na mulj, u budu¢im istrazivanjima trebalo bi
ispitati Sto se dogada s tom kolicinom adsorbiranom na mulj, odnosno dolazi li do desorpcije 1

time ponovno vrac¢anje acetamiprida u otopinu.

100
90
80
70
60
50
40
30

20 gen-o- 0y —* *— —®
10

n, %

0 5 10 15 20 25 30
t,h

Slika 42. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja acetamiprida iz 1. reaktora tijekom 24 sata
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Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h i
24 h prikazani su na Slikama 43 i 44. Ne uocavaju se nikakve znatnije promjene u reaktoru u

kojem se nalazi samo mulj.
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Slika 43. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=0 h
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Slika 44. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo acetamiprid u vremenu
0 h 124 h prikazani su na Slikama 45 1 46. U uzorcima iz 3. reaktora zamotanog u foliji nije
doslo do razgradnje acetamiprida i nastanka novih spojeva Sto ukazuje da nije doSlo do
hidrolize aktivne komponente. Takoder, iz kromatograma se uofava da nije doSlo ni do

promjene u koncentraciji acetamiprida.

64



300 ] N

250 1
200
150
100

ma T

A0
0- S —

50
's o Is b hs !

Ivlimtes

Slika 45. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=0 h
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Slika 46. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
acetamiprida u vremenu t=24 h

Na Slici 47 prikazana je ucinkovitost uklanjanja acetamiprida SarZznom biorazgradnjom u 3.
reaktoru tijekom 24 sata te se jasno zakljuCuje da ne dolazi do nikakvog uklanjanja

acetamipride iz otopine 3. reaktora.
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Slika 47. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja acetamiprida iz 3. reaktora tijekom 24 sata
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Zaklju¢no, prema svim dobivenim rezultatima, acetamiprid se iz vodenih otopina jako slabo
uklanja procesima Sarzne biorazgradnje tijekom 24 h. Do uklanjanja acetamiprida dolazi
dijelom zbog procesa adsorpcije male koli¢ine acetamiprida na mulj te zbog razgradnje male
koli¢ine acetamiprida pomoc¢u mikroorganizama aktivnog mulja Sto se potvrduje nastankom

nove kromatografsk krivulje.

Toksi¢nost
Na Slici 48 prikazuje se graf toksi¢nosti otopine acetamiprida u deioniziranoj vodi odmah
nakon pripreme otopine, prije SarZne biorazgradnje. Dolazi do porasta inhibicije s porastom
koncentracije uzorka, otopina acetamiprida koncentracije 10 mg L' je toksi¢na. Inhibicija

kulture bakterije Vibrio fischeri u koncentriranom uzorku acetamiprida iznosi oko 30 %.
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Slika 48. Graf toksi¢nosti otopine acetamiprida u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 27 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima acetamiprida iz reaktora u vremenu Sarzne biorazgradnje (7). Inhibicija uzorka
otopine iz 1. reaktora u kojem se provodila SarZna biorazgradnja acetamiprida nakon 24 sata
iznosi oko 40 %. Otopina iz 2. reaktora, koji je sadrZzavao samo mulj, nakon 24 sata ne
pokazuje inhibiciju bakterijske kulture. Izmjerena je inhibicija od oko -24 % Sto upucuje na to
da se u samom mulju nalaze tvari koje hrane bakterije i time raste njihova luminiscencija.
Inhibicija uzorka otopine acetamiprida odmah nakon pripreme je oko 30 % i nakon 24 sata
aeracije u reaktoru inhibicija otopine poraste na otprilike 45 %. Porast inhibicije ukazuje na to

da pod utjecajem aeracije vjerojatno dolazi do boljeg otapanja acetamiprida u otopini time i
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vece toksicnosti otopine. To se moze potvrditi iz kvantitavnih podataka kromatografske
analize. U 3. reaktoru tijekom 24 sata dolazi do malog povecanja povrSine ispod

kromatografske krivulje, otprilike za 50 mAUs.

Uocava se da je inhibicija bakterijske kulture najveca za 3. reaktor koji sadrzi maksimalnu
koli¢inu otopljenog acetamiprida i time najtoksi¢niju otopinu. Sarznom biorazgradnjom se u
1. reaktoru uklanja manji dio acetamiprida $to pridonosi smanjenju toksi¢nosti. Takoder, u 1.
reaktoru nastaje i razgradni produkt acetamiprida za koji ne mozemo to¢no predvidjeti na koji

nacin pridonosi toksi¢nosti.

Tablica 27. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka acetamiprida

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Cista otopina acetamiprida
. » 0 30,4883
koncentracije 10 mg L
Otopina iz 1. rekatora
‘ o 24 40,2549
(mulj + acetamiprid)
Otopina iz 2. reaktora
‘ 24 -24,3202
(mulj)
Otopina iz 3. reaktora
24 45,5650
(acetamiprid)
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4.1.2. Razgradnja klotianidina
Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje
Izmjerene vrijednosti za klotianidin za pH-vrijednost, temepraturu i koncentraciju kisika
prikazani su u Tablici 28. U prva dva reaktora su tijekom cijelog procesa Sarzne biorazgradnje
pH-vrijednosti optimalne za zivot i rad mikroorganizama aktivnog mulja. U tre¢em reaktoru
je pH-vrijednost nesto niza Sto je ocekivano jer vodena otopina klotianidina ima nize pH-
vrijednosti od vode, a reaktor ne sadrzi mulj. Temperature u reaktorima se mijenjaju unutar
intervala od 2 °C tijekom 24 sata. Koncentracija kisika u prva dva reaktora se povecava kroz
24 sata procesa Sarzne biorazgradnje uslijed provodenja aeracije otopina u reaktorima.

Tablica 28. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor
MULJ + KLOTIANIDIN MULIJ KLOTIANIDIN
th | pH | T,°C kﬂ;'gz’ pH | T, °C kﬁ:‘;gz’ pH | T,°C
0 7,13 | 20,5 6,55 6,78 | 21,5 5,68 5,78 20,5
05 | 747 | 20,5 - 7,45 | 21,5 - 6,19 20,0
1 7,86 | 20,0 - 7,80 | 21,0 - 6,07 20,0
2 7,82 | 19,5 - 7,81 | 20,5 - 6,41 19,5
3 7,79 | 19,5 - 7,78 | 20,5 - 5,83 19,5
4 7,79 | 19,5 7,78 7,84 | 20,5 7,83 6,23 19,0
5 7,84 | 19,5 - 7,89 | 20,5 - 5,95 19,0
8 7,86 | 19,5 - 7,89 | 20,5 - 5,83 19,5
12 | 7,98 | 19,5 8,02 7,99 | 20,5 8,12 6,17 19,0
24 | 8,10 | 18,5 7,45 8,08 | 19,5 7,05 6,12 18,0

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za MLSS, u procesu biorazgradnje klotianidina
prikazane su u Tablici 29. Iz dobivenih podataka ne uocava se pravilan trend promjene
ukupne suspendirane tvari u prvom rekatoru. Do takvih rezultata moze do¢i zbog
nehomogenosti aktivnog mulja te uslijed aeracije dolazi do mijeSanja otopine, ali ne i
jednolike rasprSenosti pahuljica mulja koje mjestimicno mogu biti gus¢e. Za drugi reaktor se

mozZe re¢i da ukupna suspendirana tvar opada.
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Tablica 29. Dobivene vrijednosti ukupne suhe tvari prilikom biorazgradnje klotianidina

1.rektor 2.reaktor
MULJ + KLOTIANIDIN MULIJ
t, h MLSS, g L™’ MLSS, g L™
0 2,62 2,76
4 2,72 -
8 2,30 -
12 2,60 -
24 2,70 2,54

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak i1 gubitak Zzarenjem kroz 24 sata u prvom
reaktoru, prikazane su u Tablici 30. Za biorazgradnju klotianidina uocava se pad organske
tvari §to upucuje na odumiranje mikroorganizama aktivnog mulja. MoZe se re¢i da dolazi do

blagog porasta udjela anorganske tvari.

Tablica 30. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje

Klotianidina
t,h | m(org), g m(anorg), ¢
0 0,0024 0,1477
4 0,0024 0,1501
8 0,0020 0,1452
12 0,0019 0,1484
24 0,0021 0,1504

U Tablici 31 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku 1 biokemijsku potroSnju kisika.
Svi ispitivani uzorci iz procesa biorazgradnje klotianidina, prema izmjerenim vrijednostima
KPK i BPKs te njihovog medusobnog odnosa koji je manji od 2, zakljuuje se da su
biorazgradivi. Dobiveni rezultati su u skladu s BIOWIN vrijednostima za klotianidin prema
kojima on iako nije lako biorazgradiv, ali ipak dolazi do njegove razgradnje u vremenu kroz
nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci. Daljnjom analizom uzoraka ¢e se utvrditi dolazi li u

ovim procesnim uvjetima do razgradnje klotianidina ili samo do adsorpcije na mulj.
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Tablica 31. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje klotianidina

BPKs, KPK, : :
Uzorak L L KPK/BPKs Biorazgradivo?
mgO, L mg L
1. reaktor - Oh 242,9701 100,33 0,4129 da
1. reaktor - 24h 163,8732 60,67 0,3702 da
2. reaktor - Oh 173,4051 81,33 0,4690 da
2. reaktor - 24h 188,6980 62,33 0,3303 da

Obradeni podaci dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom daju rezultate prikazane u Tablici 32.

Tablica 32. Dobivene vrijednosti koncentracije klotianidina prilikom analize uzoraka
mikrovalnom ekstrakcijom

y, mg L™
koncentracija klotianidina ekstrahirana u mulju nakon 24 h 1,82
koncentracija Klotianidina u 1. reaktoru nakon 24 h 8,64
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h 10,47
pocetna koncentracija pripremljene otopine Klotianidina 9,91

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoristivnost postupka mikrovalne ekstrakcije od
68,15 %. Prema dobivenim podacima, mulj u reaktoru je adsorbirao koli¢inu klotianidina od
1,82 mg L' te ostatak klotianidina u otopini prvog reaktora iznosi 8,64 mg L. Ova

adsorbirana koli¢ina klotianidina nije razgradena, ona je samo uklonjena iz otopine.

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine klotianidina iz 1. reaktora u vremenu 0 h i1 24 h prikazani su
na Slikama 49 i 50. Kromatografska krivulja koja pripada klotianidinu je oznacena plavom
strelicom. Tijekom analize dobivenih kromatograma uocava se pojava nove kromatografske
krivulje, odnosno novog spoja, s vremenom zadrZavanja 14,995 min, ali je ispod granica
detekcije. UocCava se mala promjena na krivulji koju se ne moZe kvantitaivno odrediti.
Takoder, uocava se porast povrSine ispod kromatografske krivulje klotianidina. Tijekom
procesa biorazgradnje vjerojatno dolazi do desorpcije s mulja i/ili poboljSanja topljivosti

klotianidina 1 time povecanja udjela klotianidina u otopini.
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Slika 49. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
Klotianidina u vremenu t=0 h
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Slika 50. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
Klotianidina u vremenu t=24 h

Na Slici 51 prikazana je ucinkovitost uklanjanja klotianidina Sarznom biorazgradnjom u 1.
reaktoru tijekom 24 sata. Prva tocka na grafu ima visu vrijednost od ostalih jer se klotianidin
vjerojatno nije u potpunosti otopio te uslijed aeracije dolazi do povecanja njegovog udjela u
otopini. Ucinkovitosti uklanjanja klotianidina ovim postupkom gotovo da i nema, ove
vrijednosti koje su oko 10 % ucinkovitosti uklanjanja su zbog toga jer se ipak odredena

koli¢ina klotianidina adsorbira na mulj, §to se potvrdilo rezultatima mikrovalne ekstrakcije.
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Slika 51. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja klotianidina iz 1. reaktora tijekom 24 sata

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h i
24 h prikazani su na Slikama 52 i 53. Ne uocava se nikakva zna¢ajna promijena tijekom 24
sata. Prema tome, sam mulj tijekom ovog procesa uslijed aeriranja ne daje nikakve nove

komponente u otopini.
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Slika 52. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
klotianidina u vremenu t=0 h
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Slika 53. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
Klotianidina u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo klotianidin u vremenu

0 h 1 24 h prikazani su na Slikama 54 1 55. Ponovno, uoCava se porast povrSine ispod

kromatografske krivulje klotianidina, ovdje se to ne moze pripisati desorpciji nego vjerojatno

tijekom aeracije dolazi do povecanja topljivosti klotianidina u reaktoru S§to rezultira

povecanjem udjela klotianidina u otopini. Vjerojatno onda i u prvom reaktoru dolazi do

povecanog udjela klotianidina u otopini i to ve¢im dijelom zbog aeriranja otopine u reaktoru i

boljeg otapanja klotianidina. Ne dolazi do nastanka razgradnih produkata i moze se zakljuciti

da u navedenim uvjetima ne dolazi do hidrolize klotianidina.
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Slika 54. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje
klotianidina u vremenu t=0 h
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Slika 55. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
Klotianidina u vremenu t=24 h

Na Slici 56 prikazana je ucinkovitost uklanjanja klotianidina Sarznom biorazgradnjom u 3.
reaktoru tijekom 24 sata. Ne dolazi do uklanjanja klotianidina te se ¢ak uocava pad krivulje u
negativno podrucje, to se moze pripisati upravo tome $to uslijed aeriranja otopine dolazi do

boljeg otapanja i time sve vece udjela klotianidina u otopini.
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Slika 56. Grafic¢ki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja klotianidina iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Promjena na krivulji koja je uocljiva u prvom reaktoru je posljedica biorazgradnje
klotianidina. Iako skoro nevidljiva i ispod granica detekcije, uo€ljiva je te ukazuje da u ovim
procesnim uvjetima dolazi do biorazgradnje jako male koli¢ine klotianidina. Prema podacima
ekstrahiranja s mulja, klotianidin se dijelom uklanja iz otopine uslijed adsorpcije na pahuljice

aktivnog mulja. Do hidrolize klotinidina ne dolazi.

74



Toksi¢nost
Na Slici 57 je prikazana graficka ovisnost inhibicije svjeze pripremljene otopine o
koncentraciji uzorka. Originalni uzorak je otopina klotianidina koncentracije 10 mg L.
Inhibicija bakterija Vibrio fischeri u koncentriranom uzorku klotianidina iznosi oko -7 %,
odnosno dolazi do porasta luminiscencije bakterija. Ovakav rezultat nije o¢ekivan posto nije u
skladu s prethodnim mjerenjima. [5] Ipak se ocekuje blaga toksi¢nost klotianidina te ovakav
nesklad rezultata se moze pripisati losijoj, nezdravoj bakterijskoj kulturi koja u ovom slucaju

nije dala dobre rezultate.
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Slika 57. Graf toksi¢nosti otopine klotianidina u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 33 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima klotianidina iz reaktora u vremenu SarZzne biorazgradnje (7). Inhibicija uzorka
otopine iz 1. reaktora u kojem se provodila SarZzna biorazgradnja klotianidina nakon 24 sata
iznosi oko 9 %, ovakav rezultat je u skladu s prethodnih ispitivanjima. Takoder, posto se u
otopini nalazi 1 mala koli¢ina nove komponente i ona moze utjecati na toksi¢nost. Otopina iz
2. reaktora, koji je sadrzavao samo mulj, nakon 24 sata ne pokazuje inhibiciju bakterijske
kulture, izmjerena je inhibicija od oko -10 %. Inhibicija uzorka otopine klotianidina odmah
nakon pripreme iznosi oko -7 % i nakon 24 sata aeracije u reaktoru inhibicija otopine poraste
na otprilike 27 %. Inhibicija je veca u odnosu na prvi reaktor zbog toga Sto uslijed aeracije
dolazi do boljeg otapanja klotianidina i njegovoj vecoj koncentraciji u otopini te u treCem
reaktoru nema mulja, ne dolazi do adsorpcije klotianidina na mulj i tako njegovog uklanjanja

iz otopine kao §to je to slucaj u prvom reaktoru.
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Tablica 33. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka klotianidina

(klotianidin)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Cista otopina klotianidina
. 0 -6,6751
koncentracije 10 mg L-1
Otopina iz 1. rekatora
24 8,9130
(mulj + klotianidin)
Otopina iz 2. reaktora
. 24 -9,6645
(mulj)
Otopina iz 3. reaktora
24 27,5192
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4.1.3. Razgradnja tiakloprida

Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje

Izmjerene vrijednosti za tiakloprid za pH-vrijednost, temperaturu i koncentraciju kisika

prikazani su u Tablici 34. U reaktorima s muljem ne uocavaju se znacajne promjene pH-

vrijednosti. Sve izmjerene pH-vrijednosti su unutar intervala od 6,5 — 8,5 koji je optimalan

bioloskoj aktivnosti mulja. Ne dolazi do znacajne promjene temperature tijekom 24 sata.

Uslijed aeracije u prva dva reaktora dolazi do povecanja vrijednosti koncentracije kisika u

otopinama u reaktorima.

Tablica 34. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije Kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor

MULJ + TITAKLOPRID MULJ TIAKLOPRID

th | pH | T,°C k%‘;'ﬁz' pH | T,°C kﬁ:‘;'l_(_)f’ pH | T,°C
0 7,25 | 22,0 4,31 7,31 22,0 6,06 5,88 24,0
05 | 7,72 | 22,0 - 7,76 | 22,0 - 6,36 24,0
1 7,74 | 21,5 - 7,77 | 22,0 - 6,32 24,0
2 7,78 | 21,5 - 7,80 | 21,5 - 6,41 23,5
3 7,76 | 21,5 - 7,81 | 21,5 - 6,33 23,5
4 7,75 | 21,0 6,65 7,79 | 21,0 7,02 6,20 23,0
5 7,75 | 21,0 - 7,79 | 21,0 - 6,12 22,5
8 7,76 | 21,0 6,78 7,79 | 21,0 6,98 6,29 22,5
12 | 7,50 | 21,0 6,90 7,50 | 21,0 7,10 6,30 22,5
24 | 7,18 | 20,5 7,08 7,43 | 20,5 7,29 6,49 22,0

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za

MLSS, u procesu biorazgradnje tiakloprida

prikazane su u Tablici 35. 1z dobivenih podataka uocava se porast ukupne suhe tvari u oba

reaktora.
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Tablica 35. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje

tiakloprida
1.rektor 2.reaktor
MULJ + TTAKLOPRID MULJ

t, h MLSS, g L™ MLSS, g L™
0 3,02 3,24

4 2,98 -

8 3,42 -

12 3,47 -

24 3,5 3,54

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak i1 gubitak Zarenjem, odnosno za udio
anorganske 1 organske tvari kroz 24 sata u prvom reaktoru, prikazane su u Tablici 36. Za
biorazgradnju tiakloprida uo¢ava se malo opadanje organske tvari i porast anorganske tvari
tijekom 24 sata. Opadanje organske tvari upucuje na odumiranje bakterijskih kultura aktivnog
mulja. Odumiranje mikroorganizama aktivnog mulja se moze dogoditi uslijed toga Sto je sama
aktivna komponenta Cija se biorazgradnja ispituje toksi¢na, u ovom slucaju toksi¢nost

tiakloprida uzrokuje odumiranje manjeg broja mikroorganizama.

Tablica 36. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje

tiakloprida
t,h | m(org), g m(anorg), ¢
0 0,0028 0,1509
4 0,0029 0,1491
8 0,0026 0,1574
12 0,0027 0,1576
24 0,0024 0,1578

U Tablici 37 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku i biokemijsku potroSnju kisika.
Svi ispitivani uzorci iz procesa biorazgradnje tiakloprida, prema izmjerenim vrijednostima
KPK i BPKs, su biorazgradivi. Prema BIOWIN vrijednostima, tiakloprid se moze razgraditi
tijekom nekoliko mjeseci. KPK vrijednost se koristi kao pokazatelj onec¢iS¢enja vode te iz
dobivenih podataka se vidi da je otopina u prvom reaktoru, koja sadrzi tiakloprid, vise
oneciS¢enja nego otopina u drugom reaktoru koja sadrzi samo aktivni mulj.
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Tablica 37. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje tiakloprida

BPKs, KPK, : :
Uzorak L L KPK/BPKs | Biorazgradivo?
mgO, L mg L
1. reaktor - Oh 232,6170 64 0,2751 da
1. reaktor - 24h 343,2560 102 0,2972 da
2. reaktor - Oh 265,9650 33 0,1241 da
2. reaktor - 24h 193,4070 74,33 0,3843 da

Analizom uzoraka tiakloprida dobivenih nakon mikrovalne ekstrakcije, dobiveni podaci su

racunalno obradeni 1 rezultati su prikazani u Tablici 38.

Tablica 38. Dobivene vrijednosti koncentracije tiakloprida prilikom analize uzoraka
mikrovalnom ekstrakcijom

y, mg Lt
koncentracija tiakloprida ekstrahirana u mulju nakon 24 h 3,72
koncentracija tiakloprida u 1. reaktoru nakon 24 h 4,54
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h 8,27
pocetna koncentracija pripremljene otopine tiakloprida 10,43

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoristenje postupka mikrovalne ekstrakcije od
68,15 %. Prema dobivenim podacima, mulj u reaktoru je adsorbirao koli¢inu tiakloprida od
3,72 mg L' te ostatak tiakloprida u otopini prvog reaktora iznosi 4,54 mg L. Ipak, prema
dobivenim rezultatima, pripremljena je podetna otopine dobre koncentracije, 10 mg L.
Ovakvi rezultati upucu na to da je doslo 1 do razgradnje jednog dijela tiakloprida, to ¢e se

utvrditi kromatografskom analizom.

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine tiakloprida iz 1. reaktora u vremenu 0 h i 24 h prikazani su na
Slikama 58 1 60. Kromatografska krivulja koja pripada tiaklopridu je oznaCena plavom
strelicom, a transformacijski 1 razgradni produkti tiakloprida tijekom procesa SarZne
biorazgradnje su zaokruZeni crveno. Uocava se nastajenje razgradnog produkta tiakloprida

ve¢ nakon jednog sata biorazgradnje (Slika 59.). S vremenom povrSina kromatografske
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krivulje razgradnog produkta raste, te nakon 24 sata iznosi 797 mAUs dok mu je vrijeme
zadrzavanja 21,000 min. Na Slici 61 prikazan je apsorpcijski spektar dobivenog razgradnog
produkta tiakloprida. Novonastali produkt se ne uo¢ava u kontrolnom drugom reaktoru ni u
treCem reaktoru te se za njega moze re¢i da on nastaje iskljucivo zbog razgradnje tiakloprida.
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Slika 58. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=0 h
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Slika 59. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=1 h
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Slika 60. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=24 h
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Slika 61. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tr=21,000 min) tiakloprida koji je nastao
tijekom SarZne biorazgradnje tiakloprida

Na Slici 62 prikazana je ucinkovitost uklanjanja tiakloprida Sarznom biorazgradnjom u 1.
reaktoru tijekom 24 sata. Ucinkovitost uklanjanja tiakloprida iz otopine prvog reaktori iznosi
oko 60 %, Sto je najbolji rezultat od svih analiziranih pesticida. Tijekom procesa Sarzne
biorazgradnje dolazi do adsorpcije tiakloprida na mulj i do njegove biorazgradnje.
Biorazgradnja tiakloprida je potvrdena prisutnos¢u nastalih razgradnih ili transformacijskih
produkata u otopini, a prema podacima mikrovalne ekstrakcije uocava se da je dio tiakloprida
adsorbiran na mulj. Sudbina adsorbiranog tiakloprida je nepoznata i u buduénosti bi trebalo
istraziti kojom brzinom dolazi do adsorpcije tiakloprida na mulj obzirom na realno vrijeme
koje otpadne vode provode u sektorima s aktivnim muljem te dolazi li do njegove desorpcije s

mulja i time ponovno vra¢anje u otopinu.
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Slika 62. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja tiakloprida iz 1. reaktora tijekom 24 sata
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Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h i

24 h prikazani su na Slikama 63 i 64. Ne uocava se nikakva promjena.
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Slika 63. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=0 h
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Slika 64. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo tiakloprid u vremenu 0
h i 24 h prikazani su na Slikama 65 1 66. Vidljiv je porast povrSine ispod kromatografske
krivulje tiakloprida, uslijed aeracije dolazi do povecanja topljivosti tiakloprida u reaktoru. Ne
dolazi do nastanka razgradnih produkata i zakljucuje se da u navedenim uvjetima ne dolazi do

hidrolize aktivne tvari. Time se potvrduje biorazgradnja tiakloprida iz otopine prvog reaktora.
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Slika 65. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=0 h
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Slika 66. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida
u vremenu t=24 h

Na Slici 67 prikazana je ucinkovitost uklanjanja tiakloprida Sarznom biorazgradnjom u 3.

reaktoru tijekom 24 sata. Uklanjanja tiakloprida iz otopine treceg reaktora nema.
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Slika 67. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja tiakloprida iz 3. reaktora tijekom 24 sata
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Zaklju€no, tijekom Sarzne biorazgradnje tiakloprida dolazi do relativno ucinkovitog
uklanjanja tiakloprida procesima biorazgradnje te adsorpcije na mulj. Ne dolazi do

hidrolitickog raspada tiakloprida.

Toksi¢nost
Na Slici 68 je graficki prikaz toksi¢nosti otopine tiakloprida u deioniziranoj vodi odmah
nakon pripreme otopine tiakloprida koncentracije 10 mg L™, prije 3arzne biorazgradnje.
Porastom koncentracije uzorka raste inhibicija bakterijske kulture. Otopina tiakloprida
koncentracije 10 mg L™ je toksi¢na. Inhibicija kulture bakterije Vibrio fischeri u

koncentriranom uzorku tiakloprida iznosi oko 22 %.
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Slika 68. Graf toksi¢nosti otopine tiakloprida u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 39 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima tiakloprida iz reaktora u vremenu Sarzne biorazgradnje(t). Inhibicija uzorka otopine
iz 1. reaktora u kojem se provodila Sarzna biorazgradnja tiakloprida nakon 24 sata iznosi oko
14 %. Dolazi do uklanjanja tiakloprida iz otopine te se smanjuje i toksi¢nost otopine. Utjecaj
novonastalog produkta na toksi¢nost je nepoznat. Otopina iz 2. reaktora, koji je sadrZzavao
samo mulj, nakon 24 sata pokazuje inhibiciju bakterijske kulture od oko -15 % Sto ponovno
potvrduje tezu da se u samom mulju nalaze tvari koje hrane bakterije. Inhibicija uzorka
otopine tiakloprida odmah nakon pripreme je oko 22 % i nakon 24 sata aeracije u reaktoru

inhibicija otopine poraste na otprilike 38 %. Porast inhibicije ukazuje na to da pod utjecajem

84



aeracije dolazi do boljeg otapanja tiakloprida te povecanja njegove koncentracije u otopini. To
se moze potvrditi iz kvantitavnih podataka kromatografske analize. U 3. reaktoru tijekom 24

sata dolazi do povecanja povrsine ispod kromatografske krivulje, otprilike za 400 mAUs.

Tablica 39. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka tiakloprida

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Cista otopina tiakloprida
. » 0 21,9510
koncentracije 10 mg L
Otopina iz 1. rekatora
24 14,4767
(mulj + tiakloprid)
Otopina iz 2. reaktora
24 -15,3810
(mulj)
Otopina iz 3. reaktora
24 38,1334
(tiakloprid)
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4.1.4. Razgradnja albendazola

Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje

Izmjerene vrijednosti za albendazol za pH-vrijednost, temepraturu i koncentraciju kisika

prikazani su u Tablici 40. Sve izmjerene pH-vrijednosti u reaktorima s muljem su optimalne

za biolosku aktivnost mikroorganizama aktivnog mulja. Uslijed aeracije reaktora dolazi do

povecanja koncentracije kisika u otopini tijekom 24 sata. Promjena temperature je neznatna.

Tablica 40. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa SarZne biorazgradnje albendazola

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor

MULJ + ALBENDAZOL MULJ ALBENDAZOL
th | pH |TeC k%‘;'l_(.)f' pH | T,°C k‘r):;'l_(_)f’ pH | T,°C
0 6,80 | 23,0 5,59 6,80 | 22,0 2,43 5,90 22,0
05 | 7,31 | 23,0 - 7,15 | 21,5 - 5,92 22,0
1 7,63 | 22,5 - 7,08 | 21,5 - 6,04 21,5
2 7,70 | 22,5 - 7,75 | 21,5 - 6,06 21,0
3 7,73 | 22,0 - 7,68 | 21,0 - 6,17 20,5
4 7,76 | 22,0 4,90 7,71 | 21,0 6,24 6,07 20,0
5 7,61 | 22,0 - 7,62 | 21,0 - 7,26 20,0
8 7,60 | 22,0 5,48 7,64 | 21,0 6,59 8,26 20,0
12 | 7,63 | 22,0 5,62 7,60 | 21,0 6,60 7,83 20,0
24 | 7,66 | 22,0 6,19 7,53 | 20,5 6,57 6,85 19,0

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za MLSS, u procesu biorazgradnje albendazola

prikazane su u Tablici 41. Iz dobivenih podataka uocava se porast ukupne suhe tvari u prvom

rekatoru, dok u drugom rekatoru opada.
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Tablica 41. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje

albendazola
1.rektor 2.reaktor
MULJ + ALBENDAZOL MULJ

t, h MLSS, g L™ MLSS, g L™
0 4,18 5,56

4 4,72 -

8 4,88 ;

12 4,94 _

24 5,1 4,44

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak i1 gubitak Zarenjem, odnosno za udio
anorganske 1 organske tvari kroz 24 sata u prvom reaktoru, prikazane su u Tablici 42. Za
biorazgradnju albendazola ne uocava se pravilna promjena organskog i anorganskog udjela
tvari. Prema dobivenim podacima moze se re¢i da albendazol nema utjecaja na odumiranje

mikroorganizama mulja, odnosno smanjenje organske tvari.

Tablica 42. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zzarenjem prilikom biorazgradnje

albendazola
t,h | m(org), g m(anorg), ¢
0 0,0048 0,1546
4 0,0053 0,1591
8 0,0050 0,1587
12 0,0048 0,1572
24 0,0049 0,1569

U Tablici 43 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku 1 biokemijsku potroSnju kisika.
Prema dobivenim rezultatima mjerenja, svi uzorci osim uzorka otopine albendazola iz 1.
reaktora prije procesa SarZne biorazgradnje su biorazgradivi. Valja napomenuti kako je
prilikom mjerenja kemijske i biokemijske potroSnje kisika za sve antiparazitike bilo potrebno
razrijedivanje uzoraka kako bi se mogla provoditi mjerenja. Prema BIOWIN vrijednostima,
kao 1 za do sada analizirane ksenobiotike, do biorazgradnje dolazi kroz vremenski interval od
nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci. Jedino rezultat za otopinu iz prvog reaktora prije
procesa biorazgradnje nije u skladu s BIOWIN vrijednostima. Moze se pretpostaviti da na
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rezultat za 0 h za 1. reaktor utjece to Sto je temeljna standardna otopina pripremljena u

metanolu te se uzorak za 0 h uzima odmah nakon dodavanja standardne otopine. Metanolna

standardna otopina te kristalizacija antiparazitika zbog slabe topljivosti u vodi znacajno utjecu

na rezultate na samom pocetku procesa. S vremenom dolazi do prilagodbe mikroorganizama

na medij (pH-vrijednost je u optimalnom podrucju za zivot mikroorganizama) pa se dobiva za

uzorak nakon 24 sata podatak da je biorazgradiv.

Tablica 43. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje albendazola

BPKs, KPK, _ _
Uzorak L L KPK/BPKs | Biorazgradivo?
mgO, L mg L
1. reaktor - Oh 4179,3287 | 9213,33 2,2045 ne
1. reaktor - 24h -947,4813 | 5443,33 -5,7451 da
2. reaktor - Oh 765,2190 | 357,67 0,4674 da
2. reaktor - 24h 215,0040 69,00 0,3209 da

Obradeni podaci dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom daju rezultate prikazane u Tablici 44.

Tijekom kromatografske analize uzoraka uocava se kako se krivulja albendazola preklapa s

krivuljom odredene komponente iz mulja i zbog toga nije bilo mogucée kromatografskom

analizom kvantitativno odrediti komponentu albendazola. Shodno tome, obradom rezultata

nakon mikrovalne ekstrakcije nije moguce doci do podatka kolika je koncentracija

albendazola u 1. reaktoru nakon 24 sata.

Tablica 44. Dobivene vrijednosti koncentracije albendazola prilikom analize uzoraka

mikrovalnom ekstrakcijom

y,mgL?
koncentracija albendazola ekstrahirana u mulju nakon 24 h 9,58
koncentracija albendazola u 1. reaktoru nakon 24 h -
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h -
pocetna koncentracija pripremljene otopine albendazola 4,29

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoriStenje mikrovalne ekstrakcije od 90,36 %.

Prema dobivenim podacima, mulj u reaktoru je adsorbirao koli¢inu albendazola od 9,58 mg L~

1

Sto bi znacilo da je mulj u reaktoru adsorbirao skoro svu koli¢inu dodanog albendazola.
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Dalje prema podacima se uocava da pocetna otopina albendazola ima koncentraciju od 4,29
mg L. Ova dva podatka su potpuno iskljudiva jedan prema drugome, te ovaj podatak za
pocetnu koncentraciju albendazola sigurno nije tocan. Vrlo lako objasnjivo je samim time $to
albendazol nije topljiv u vodi te sigurno u reaktoru dolazi do rekristalizacije albendazola i
njegove manje koncentracije u otopini. Zbog njegove rekristalizacije cijeli proces analize

albendazola je otezan i dobiveni rezultati nisu reprezentativni.

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. reaktora u vremenu O h i 24 h prikazani su na Slikama
69 1 70. Kromatografska krivulja koja pripada albendazolu se ne moze sa sigurnoS¢u odrediti
jer se poklapa sa nepoznatom komponentom prisutnom u mulju. Na Slici 71 je prikazan
apsorpcijski spektar dobivenog razgradnog produkta albendazola kojem je vrijeme
zadrzavanja 20,451 min. Na krivuljama prije 1 nakon biorazgradnje se uocavaju promjene, ali
te promjene su vidjeljive 1 na krivuljama uzoraka iz kontrolnog reaktora u kojem je prisutan
samo mulj prema tome te promjene ne nastaju iskljucivo zbog promjena koje se dogadaju s

albendazolom.
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Slika 69. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=0 h
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Slika 70. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=24 h
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Slika 71. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=20,451 min) albendazola koji je
nastao tijekom SarZne biorazgradnje albendazola

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h 1

24 h prikazani su na Slikama 72 i 73.
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Slika 72. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=0 h
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Slika 73. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo albendazol u vremenu
0 h 124 h prikazani su na Slikama 74 1 75. Prilikom dodavanja albendazola u reaktor s vodom
dolazi do smanjenja topljivosti albendazola i zbog toga su kromatografske krivulje koje
pripadaju albendazolu manje povrSine od onih pripremanih u Cistom metanolu za istu
koncentraciju. Vidljivo je da dolazi do rekristalizacije jer se tijekom aeriranja otopine u
reaktoru na povrSini otopine uocavao bijeli prah. U uzorcima iz 3. reaktora zamotanog u foliji
nije doslo do razgradnje albendazola i1 nastanka novih spojeva $to ukazuje da nije doslo do

hidrolize aktivne komponente.
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Slika 74. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=0 h
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Slika 75. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
albendazola u vremenu t=24 h

Na Slici 76 prikazana je ucinkovitost uklanjanja albendazola Sarznom biorazgradnjom u 3.
reaktoru tijekom 24 sata. Na grafu se uocava ucinkovitost uklanjanja od skoro 50 %, ali nije

doslo do uklanjanja albendazola iz otopine nego do njegove rekristalizacije iz otopine.

n, %
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t,h

Slika 76. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja albendazola iz 3. reaktora tijekom 24 sata
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Prema svim dobivenim rezultatima, ne moze se sa sigurnos¢u tumaciti dolazi li do uklanjanja
albendazola i kojim procesima posto se albendazol lose otapa u vodenim otopinama. Pojava
njegove rekristalizacije u reaktorima smanjuje njegovu koncentraciju u samim otopinama te
time dobiveni rezultati nisu pouzdani, odnosno ne moze se utvrditi dolazi li do njegovog
uklanjanja iz otopine uslijed biorazgradnje ili adsorpcije na mulj. MoZe se potvrditi samo teza

da tijekom 24 sata ne dolazi do hidrolize albendazola.

Toksi¢nost
Na Slici 77 prikazan je graf toksi¢nosti otopine albendazola u deioniziranoj vodi odmah
nakon pripreme otopine, prije SarZne biorazgradnje. Dolazi do porasta inhibicije s porastom
koncentracije uzorka, otopina albendazola koncentracije 10 mg L™ je toksi¢na. Inhibicija

kulture bakterije Vibrio fischeri u koncentriranom uzorku albendazola iznosi oko 59 %.
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Slika 77. Graf toksi¢nosti otopine albendazola u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 45 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima albendazola iz reaktora u vremenu Sarzne biorazgradnje (7). Inhibicija uzorka
otopine iz 1. reaktora u kojem se provodila Sarzna biorazgradnja albendazola nakon 24 sata
iznosi oko 6 %. Mala inhibicija je sigurno uslijed toga Sto se albendazol uklonio iz otopine i
to najve¢im dijelom zbog rekristalizacije, a vjerojatno i zbog adsorpcije na mulj. Otopina iz 2.
reaktora, koji je sadrzavao samo mulj, nakon 24 sata ne pokazuje inhibiciju bakterijske
kulture. Izmjerena je inhibicija od oko -36 %. Inhibicija uzorka otopine albendazola odmah
nakon pripreme je oko 59 % i nakon 24 sata aeracije u reaktoru inhibicija otopine iznosi

otprilike 37 %. Pad inhibicije ukazuje na to da u 3. reaktoru nakon $to se TSO albendazola
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doda u deioniziranu vodu dolazi do ponovne kristalizacije posto je albendazol inace netopljiv
u vodi. Prema tome, iako ne dolazi do uklanjanja albendazola uslijed hidrolize, uslijed

rekristalizacije nije otopljena tolika koli¢ina albendazola u uzorku.

Tablica 45. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka albendazola

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Cista otopina albendazola

. » 0 58,9254

koncentracije 10 mg L

Otopina iz 1. rekatora

‘ 24 5,9060
(mulj + albendazol)

Otopina iz 2. reaktora

. 24 -35,8386
(mulj)

Otopina iz 3. reaktora

24 37,2860
(albendazol)
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4.1.5. Razgradnja febantela

Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje

Izmjerene vrijednosti za febantel za pH, temepraturu i koncentraciju kisika prikazani su u

Tablici 46. U reaktorima s muljem ocitane pH-vrijednosti su unutar intervala od 6,5 — 8,5 koji

odgovara optimalnoj bioloskoj aktivnosti. Ne dolazi do znaCajne promjene temperature

tijekom 24 sata. Koncentracija kisika u otopini prvog reaktora blago opada tijekom zadnjih 16

sati, dok u drugom rekatoru raste.

Tablica 46. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa SarZne biorazgradnje febantela

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor
MULJ + FEBANTEL MULJ FEBANTEL
th | pH |TeC k?ﬁg'ﬁz' pH | T, °C kﬁ:‘;'l_(_)f’ pH | T,°C
0 7,47 | 22,0 - 7,25 | 22,5 - 5,86 21,5
055 | 791 | 21,5 - 7,72 | 22,5 - 6,00 21,5
1 8,02 | 21,5 - 7,91 | 22,5 - 6,27 21,5
2 7,99 | 21,5 - 7,92 | 22,5 - 5,98 21,5
3 8,09 | 21,0 - 8,00 | 22,0 - 6,54 21,0
4 7,95 | 21,0 8,02 7,99 | 22,0 7,61 6,09 21,0
5 8,07 | 21,0 - 7,97 | 22,0 - 6,46 20,5
8 7,95 | 21,0 7,91 7,99 | 22,5 7,53 6,33 20,5
12 | 8,11 | 21,0 7,90 8,04 | 22,0 7,61 6,02 20,5
24 | 8,13 | 20,0 7,91 7,98 | 21,5 7,98 6,57 19,5

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za MLSS, u procesu biorazgradnje febantela prikazane

su u Tablici 47. 1z dobivenih podataka uocava se pad vrijednosti ukupne suspendirane tvari u

oba reaktora.
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Tablica 47. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje febantela

1.rektor 2.reaktor
MULJ + FEBANTEL MULIJ
t, h MLSS, g L™’ MLSS, g L™
0 2,56 2,16
4 4,42 -
8 1,84 -
12 1,76 -
24 1,80 1,98

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak i1 gubitak zarenjem, odnosno za udio
anorganske 1 organske tvari kroz 24 sata u prvom reaktoru, prikazane su u Tablici 48. Za
biorazgradnju febantela ne uocava se pravilna promjena organskog i anorganskog udjela tvari.

Prema tim podacima, febantel nema utjecaj na odumiranje mikroorganizama aktivnog mulja.

Tablica 48. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje

febantela
t,h | m(org), g m(anorg), ¢
0 0,0029 0,1486
4 0,0055 0,1574
8 0,0024 0,1450
12 0,0021 0,1476
24 0,0020 0,1443

U Tablici 49 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku 1 biokemijsku potroSnju kisika.
Prema izmjerenim vrijednostima KPK i BPKs, uzorci iz procesa biorazgradnje febantela
odnosno iz 1. reaktora nisu biorazgradivi. Prema BIOWIN vrijednostima moZe se rec¢i da je
febantel biorazgradiv, nije lako biorazgradiv, ali do njegove razgradnje dolazi kroz period od
nekoliko mjeseci. Dobeni rezultati nisu u skladu s BIOWIN podacima. U ovim procesnim

uvjetima, pripremljena i analizirana otopina febantela iz prvog reaktora nije biorazgradiva.
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Tablica 49. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje febantela

BPKs, KPK, : :
Uzorak L L KPK/BPKs | Biorazgradivo?
mgO, L mg L
1. reaktor - Oh 2637,0205 8340 3,1627 ne
1. reaktor - 24h 335,2083 4820 14,3791 ne
2. reaktor - Oh -462,1867 123,67 -0,2676 da
2. reaktor - 24h -407,0701 86,67 -0,2129 da

Obradeni podaci dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom daju rezultate prikazane u Tablici 50.

Tablica 50. Dobivene vrijednosti koncentracije febantela prilikom analize uzoraka
mikrovalnom ekstrakcijom

y, mg Lt
koncentracija febantela ekstrahirana u mulju nakon 24 h 7,38
koncentracija febantela u 1. reaktoru nakon 24 h 0,49
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h 7,87
pocetna koncentracija pripremljene otopine febantela 3,23

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoristivost postupka mikrovalne ekstrakcije od
66,47 %. Prema dobivenim podacima, mulj u reaktoru je adsorbirao koli¢inu febantela od
7,38 mg L™ te ostatak febantela u otopini prvog reaktora iznosi 0,49 mg L. Provodenje ove
analize vidljivo je oteZzano upravo zbog netopljivosti antiparazitika u vodenom mediju 1 to
uzrokuje nesklad u rezultatima. Netopljivost febantela u vodi nam onemogucava pracenje
kolika se koli¢ina febantela uklonila iz otopine rekristalizacijom, ali odstupanja nisu velika.
Moze se re¢i da dolazi do uklanjanja dijela febantela iz otopine upravo zbog adsorpcije na
mulj jer je detektirana koli¢ina febantela ekstrahirana upravo iz mulja. Kromatografskom

analizom ¢e se do¢i do jasnije slike na koji na¢in dolazi do uklanjanja febantela iz otopine.

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. reaktora u vremenu 0 h i 24 h prikazani su na Slikama
78 1 79. Kromatografska krivulja koja pripada febantelu je oznafena plavom strelicom.

Tijekom Sarzne biorazgradnje ne dolazi do nastajanja razgradnih produkata. Na pocetku
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procesa uocava se prisutnost febantela u otopini te nakon 24 sata dolazi do gotovo potpunog
nestanka febantela. To uklanjanje febantela dolazi ili uslijed adsorpcije na mulj ili uslijed
rekristalizacije. Prema kromatogramima otopine iz tre¢eg reaktora koja je sadrzavala samo
otopinu febantela moze se zakljuciti da u prvom reaktoru sigurno dolazi i do adsorpcije
febantela na mulj posto dolazi gotovo do potpunog uklanjanja. Premda, sigurno i
rekristalizacija febantela ima utjecaj na njegovo uklanjanje iz otopine posto se ona dogada i u

trecem reaktoru.
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Slika 78. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=0 h
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Slika 79. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=24 h

Na Slici 80 prikazana je ucinkovitost uklanjanja febantela Sarznom biorazgradnjom u 1.
reaktoru tijekom 24 sata. Prema grafickom prikazu ucinkovitost uklanjanja febantela iznosi

oko 90 %. Tako visokom postotku pridonose dijelom rekristalizacija febantela te dijelom
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adsorpcija na mulj. Ne dolazi do nastanka razgradnih ili transformacijskih produkata te u
slucaju febantela mozemo re¢i da ne dolazi do biorazgradnje tijekom 24 sata, a to potvrduju i
dobiveni rezultati odnosa vrijednosti BPKs/KPK. Prema prethodno provedenim ispitivanjima
[17] ocekivano je da je febantel najpostojaniji pri procesima biorazgradnje od sva tri
ispitivana farmaceutika. Medutim, prema prethodno provedenoj biorazgradnji tijekom 96 sati,
dobivena je mala koli¢ina transformacijskih ili razgradnih produkata febantela koji tijekom
provedbe biorazgradnje febantela u ovom radu nisu nastali i nisu detektirani. Mogucée da je
vrijeme od 24 sata prekratko da uopcée zapo¢nu procesi biorazgradnje posto su febantelu

prema BIOWIN podacima potrebni mjeseci za razgradnju.
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Slika 80. Grafi¢ki prikaz uc¢inkovitosti uklanjanja febantela iz 1. reaktora tijekom 24 sata

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h i

24 h prikazani su na Slikama 81 i 82.
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Slika 81. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=0 h
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Slika 82. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo febantel u vremenu 0 h
1 24 h prikazani su na Slikama 83 1 84. U uzorku nakon 24 sata uocava se znatno manja
kromatografska krivulja te samim time je uklanjanje febantela izraZzeno, ali nije doSlo do

nastanka novih spojeva §to ukazuje da nije doslo do hidrolize febantela.

100

50 A/

ot 1T
=
I

=50

-100 =

5 0 s 0 b3 !
Ilinuates

Slika 83. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=0 h
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Slika 84. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje febantela
u vremenu t=24 h

Na Slici 85 prikazana je ucinkovitost uklanjanja febantela Sarznom biorazgradnjom u 3.
reaktoru tijekom 24 sata. Ucinkovitost uklanjanja od oko 60 % moze se pripisati iskljucivo

rekristalizaciji febantela zbog njegove netopljivosti u vodi.
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Slika 85. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja febantela iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Iz kromatografske analize je vidljivo da ne dolazi do razgradnje febantela ni biorazgradnjom
ni hidrolizom. U prvom reaktoru dolazi do adsorpcije febantela na pahuljice mulja Sto je

potvrdeno rezultatima mikrovalne ekstrakcije.

Toksi¢nost
Slika 86 prikazuje graf toksi¢nosti otopine febantela u deioniziranoj vodi odmah nakon
pripreme otopine, prije Sarzne biorazgradnje. Dolazi do pada inhibicije s porastom

koncentracije uzorka, otopina febantela koncentracije 10 mg L nije toksi¢na. Inhibicija
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kulture bakterije Vibrio fischeri u koncentriranom uzorku febantela iznosi oko -22%.
Ponovno, ovakvi rezultati su neocekivati obzirom na ranije provedena ispitivanja toksic¢nosti
febantela [58]. Ovakvi rezultati mogu se objasniti time $to u vodenim otopinama dolazi do
rekristalizacije febantela te se ne moze sa sigurnoscu znati koliko iznosi stvarna koncentracija
otopljenog febantela u otopini. Mozda je ta stvarna koncentracija otopljenog febantela

premala da uzorkuje inhibiciju bakterijske kulture.
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Slika 86. Graf toksi¢nosti otopine febantela u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 51 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima febantela iz reaktora u vremenu Sarzne biorazgradnje (7). Inhibicija uzorka otopine
iz 1. reaktora u kojem se provodila Sarzna biorazgradnja febantela nakon 24 sata iznosi oko 37
%. Otopina iz 2. reaktora, koji je sadrZzavao samo mulj, nakon 24 sata ponovno ne pokazuje
inhibiciju bakterijske kulture, izmjerena je inhibicija od oko -39 %. Inhibicija uzorka otopine
febantela odmah nakon pripreme je oko -22 % 1 nakon 24 sata aeracije u reaktoru inhibicija
otopine poraste na otprilike 1 %. Porast inhibicije ukazuje na to da pod utjecajem aeracije
dolazi do boljeg otapanja febantela u otopini, ali to svakako nije koli¢ina koja bi znatno

utjecala na porast toksi¢nosti otopine.
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Tablica 51. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka febantela

%INHIB (orig.
Uzorak t,h
uzorka)
Cista otopina febantela koncentracije 10 mg L™ 0 -22,3613
Otopina iz 1. reaktora (mulj + febantel) 24 37,4797
Otopina iz 2. reaktora (mulj) 24 -39,0202
Otopina iz 3. reaktora (febantel) 24 0,9867

4.1.6. Razgradnja mebendazola
Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje
Izmjerene vrijednosti za mebendazol za pH-vrijednost, temperaturu 1 koncentraciju kisika
prikazani su u Tablici 52. Sve izmjerene pH-vrijednosti u reaktorima s muljem su optimalne
za biolosku aktivnost mikroorganizama aktivnog mulja. Uslijed aeracije reaktora dolazi do
povecanja koncentracije kisika u otopini tijekom 24 sata. Promjena temperature je neznatna.

Tablica 52. 1zmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije Kisika za sva tri reaktora
prilikom provodenja procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola

1.reaktor 2.reaktor 3.reaktor

MULJ + MEBENDAZOL MULJ MEBENDAZOL

th | pH | T,°C k‘r’:;'l_c.iz' pH | T, °C kcr):;.l_c_gz, pH | T,°C
0 7,25 | 23,5 5,88 7,29 | 22,0 4,02 6,12 23,0
05 | 7,63 | 23,5 - 7,43 | 22,0 - 6,03 23,0
1 7,78 | 23,0 - 7,51 | 21,5 - 6,06 22,5
2 7,74 | 23,0 - 7,66 | 21,5 - 6,23 22,0
3 7,75 | 23,0 - 7,67 | 21,0 - 6,30 22,0
4 7,76 | 23,0 6,30 7,66 | 21,0 6,89 6,18 22,0
5 7,75 | 22,5 - 7,65 | 21,0 - 6,49 21,5
8 7,72 | 22,0 6,88 7,65 | 20,5 7,05 6,40 21,0
12 | 7,67 | 22,0 6,37 7,69 | 20,0 7,12 6,18 20,5
24 | 7,79 | 21,5 7,34 7,50 | 19,0 7,38 6,55 19,5

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za MLSS, u procesu biorazgradnje mebendazola

prikazane su u Tablici 53. Iz dobivenih podataka uocava se pad ukupne suhe tvari u oba

reaktora.




Tablica 53. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje
mebendazola

1.rektor 2.reaktor
MULJ + MEBENDAZOL MULIJ
t, h MLSS, g L™ MLSS, g L™
0 4,32 4,28
4 4,28 -
8 4,02 -
12 4,00 -
24 3,76 3,96

Eksperimentalno dobivene vrijednosti za ostatak 1 gubitak Zarenjem, odnosno za udio
anorganske 1 organske tvari kroz 24 sata u prvom reaktoru, prikazane su u Tablici 54. Za
biorazgradnju mebendazola uocava se porast anorganske tvari i opadanje organske tvari,
odnosno dolazi do odumiranja mikroorganizama mulja.

Tablica 54. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje
mebendazola

t,h | m(org), g m(anorg), ¢

0 0,0053 0,1480

4 0,0050 0,1542

8 0,0048 0,1532
12 0,0049 0,1491
24 0,0041 0,1554

U Tablici S5 prikazane su izmjerene vrijednosti za kemijsku 1 biokemijsku potroSnju kisika.
Prema podacima u tablici, svi uzorci, osim uzorka otopine mebendazola iz 1. reaktora prije
procesa Sarzne biorazgradnje, su biorazgradivi. Prema BIOWIN vrijenostima do
biorazgradnje mebendazola dolazi u vremenskom intervalu kroz tjedne i mjesece. U
procesnim uvjetima u ovom radu, samo prvi uzorak iz prvog reaktora daje podatak da nije
biorazgradiv. Ponovno se moZe se pretpostaviti utjecaj metanolne standardne otopine na
rezultat za O h za 1. reaktor. Kao i kod albendazola, vjerojatno i kod mebendazola tijekom 24
sata dolazi do prilagodbe mikroorganizama na medij (pH-vrijednost je u optimalnom podrucju
za 7ivot mikroorganizama) te se dobiva podatak da je uzorak nakon 24 sata biorazgradiv. U
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budué¢im mjerenjima bi bilo dobro detaljnije analizirati Sto se zaista dogada u tim uzorcima jer
antiparazitici nisu topljivi u vodi te otopine anatiparazitika u ovom radu u reaktorima nisu bile
koncentrirane u mjeri u kojoj su bile koncentrirane otopine pesticida.

Tablica 55. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom
biorazgradnje mebendazola

BPKs, KPK, _ _
Uzorak L L KPK/BPKs | Biorazgradivo?
mgO, L mg L~
1. reaktor - Oh 2438,1887 8770 3,5969 ne
1. reaktor - 24h -692,7622 6855 -9,8951 da
2. reaktor - Oh -462,1867 84.33 -0,1825 da
2. reaktor - 24h -407,0701 37.33 -0,0917 da

Obradeni podaci dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom daju rezultate prikazane u Tablici 56.

Tablica 56. Dobivene vrijednosti koncentracije mebendazola prilikom analize uzoraka
mikrovalnom ekstrakcijom

y, mgL”
koncentracija mebendazola ekstrahirana u mulju nakon 24 h 46,56
koncentracija mebendazola u 1. reaktoru nakon 24 h 0,28
ukupna koncentracija u mulju i reaktoru nakon 24 h 46,84
pocetna koncentracija pripremljene otopine mebendazola 1,76

Podaci navedeni u tablici su dobiveni uz iskoriStenje postupka mikrovalne ekstrakcije od
57,36 %. Prema dobivenim podacima, mulj u reaktoru je adsorbirao koli¢inu mebendazola od
46,56 mg L' §to je nemoguée. Upravo zbog netopljivosti mebendazola u vodi, samim time
dolazi i do nehomogenosti otopine, odnosno rekristaliziran mebendazol se u obliku sitnih
Cestica moze nalaziti medu pahuljicama mulja. Takvi uzorci nisu reprezentativni 1 upravo
zbog toga moZe do¢i do ovakvih rezultata koji su krivi. MoZe se zakljuciti da je metoda
mikrovalne ekstrakcije za otopinu mebendazola pri ovim procesnim uvjetima nepogodna

metoda.

Valja napomenuti, tijekom provodenja procesa analize antiparazitika brojna mjerenja su se
ponavljala upravo zbog netopljivosti tih tvari u vodenom mediju. Tijekom buducih analiza

bilo bi dobro odabrati otapalo u kojem se 1 pesticidi i antiparazitici dobro otapaju. Prilikom
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odabira otapala treba uzeti u obzir i utjecaj otapala na mikrobiologiju aktivnog mulja,

odnosno da odabrano otapalo ne narusava mikrobiologiju mulja.

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. reaktora u vremenu 0 h i 24 h prikazani su na Slikama
87 1 88. U 1. reaktoru mebendazol se odmah adsorbira na mulj i ne uocava ga se na
kromatogramima uzoraka otopine. Ovakvo ponaSanje mebendazola je ocekivano jer
mebendazol priprada skupini farmaceutika srednjeg sorpcijskog potencijala te je u njegovom

slucaju moguca pojava trenutne adsorpcije na pahuljice mulja. [59]
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Slika 87. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=0 h
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Slika 88. Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=24 h

Na Slici 89 prikazana je u¢inkovitost uklanjanja mebendazola Sarznom biorazgradnjom u 1.
reaktoru tijekom 24 sata. Ucinkovitost uklanjanja iznosi oko 90 % S§to se moZe priprisati

upravo tom trenutnom adsorbiranju na pahuljice mulja. Iz kromatograma je vidljivo da nije
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doslo do nastanka razgradnih ili transformacijskih produkata te se moze re¢i da do

biorazgradnje aktivnim muljem ne dolazi.

100
0 Vg teto—oo— —
80
70
60
50
40
30
20
10

0

0 5 10 15 20 25 30

t,h

n, %

Slika 89. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja mebendazola iz 1. reaktora tijekom 24 sata

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. reaktora u kojem se nalazio samo mulj u vremenu 0 h i

24 h prikazani su na Slikama 90 1 91. Ne dolazi do nikakve promijene.
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Slika 90. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=0 h
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Slika 91. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=24 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. reaktora u kojem se nalazio samo mebendazol u vremenu

0 h, 12 h i 24 h prikazani su na Slikama 92, 93 1 94. Kromatografska krivulja koja pripada

mebendazolu je oznacena plavom strelicom, a transformacijski i1 razgradni produkti

mebendazola su zaokruzeni crveno. Tijekom aeracije dolazi do povecanja koli¢ine otopljenog

mebendazola. U uzorcima iz 3. reaktora zamotanog u foliji dolazi do nastanka razgradnog

produkta koji ima vrijeme zadrZavanja na 25,869 min, §to ukazuje na vjerojatnu hidroliticku

razgradnju mebendazola tijekom 24 sata. Nakon 12. sata dolazi do smanjenja i1 tog novog

razgradnog produkta.
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Slika 92. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=0 h
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Slika 93. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=12 h
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Slika 94. Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje
mebendazola u vremenu t=24 h
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Slika 95. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=25,869 min) mebendazola koji je
nastao tijekom hidrolize mebendazola
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Na Slici 96 prikazana je uc¢inkovitost uklanjanja mebendazola Sarznom biorazgradnjom u 3.
reaktoru tijekom 24 sata. Iz grafickog prikaza vidi se krivulja koja ima izrazene padove i
uspone. U treCem reaktoru dolazi do uklanjanja dijela mebendazola hidrolizom. Skokove
prikazane na grafu uzrokuju kristalizacija zbog netopljivosti mebendazola u vodenom mediju,
sorpcija na same stijenke reaktora te ponovno otapanje zbog intenzivnog mijesanja tijekom

aeracije.
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Slika 96. Grafi¢ki prikaz uc¢inkovitosti uklanjanja mebendazola iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Wei 1 suradnici [59] su dokazali kako je hidroliza prvi stupanj u procesu biorazgradnje nekih
farmaceutika. Premda u ovom radu ne dolazi do biorazgradnje mebendazola tijekom 24 sata,
valjalo bi u budu¢im ispitivanjima provoditi duze procese Sarzne biorazgradnje jer prema
BIOWIN vrijednostima mebendazol je biorazgradiv kroz duzi vremenski period. Zakljucuje
se kako je glavni proces uklanjanja mebendazola iz otopine prvog reaktora adsorpcija na mulj.
Posto u treCem reaktoru dolazi do uklanjanja dijela mebendazola zbog hidrolize, sigurno se taj
proces odvija i u prvom reaktoru. Taj proces nije uocljiv zbog velike adsorpcije na mulj.
Prema tome, u procesu biorazgradnje mebendazola pridonose i adsorpcija na pahuljice mulja i
hidroliticki raspad mebedazola. U buducim istrazivanjima bi trebalo prouciti hidrolizu

mebendazola kako bi se identificirali nastali produkti te otkrio njihov toksi¢ni utjecaj.

Toksi¢nost
Na Slici 97 prikazuje se graf toksic¢nosti otopine mebendazola u deioniziranoj vodi odmah

nakon pripreme otopine, prije Sarzne biorazgradnje. Dolazi do porasta inhibicije s porastom
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koncentracije uzorka, otopina mebendazola koncentracije 10 mg L™ je toksi¢na. Inhibicija

kulture bakterije Vibrio fischeri u koncentriranom uzorku mebendazola iznosi oko 50 %.
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Slika 97. Graf toksi¢nosti otopine mebendazola u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

U Tablici 57 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima mebendazola iz reaktora u vremenu Sarzne biorazgradnje (7). Inhibicija uzorka
otopine iz 1. reaktora u kojem se provodila Sarzna biorazgradnja mebendazola nakon 24 sata
iznosi oko 13 %. Ocekivana je manja inhibicija u odnosu na pocetnu otopinu posSto se
mebendazol odmah adsorbira na mulj i tako uklanja iz otopine. Otopina iz 2. reaktora, koji je
sadrzavao samo mulj, nakon 24 sata ne pokazuje inhibiciju bakterijske kulture (0 %).
Inhibicija uzorka otopine mebendazola odmah nakon pripreme je oko 50 % 1 nakon 24 sata
aeracije u reaktoru inhibicija otopine padne na otprilike -21,4 %. 1z ove negativne vrijednosti
inhibicije zaklju¢uje se da nastali razgradni produkt nije toksi¢an. Svakako ovakav podatak
nije ocekivan obzirom da je kromatografski detektirana prisutnost mebendazola, pa se ovakva

inhibicija moZe pripisati i nezdravoj bakterijskoj kulturi.
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Tablica 57. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka mebendazol

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Cista otopina mebendazola
. ¥ 0 50,4924
koncentracije 10 mg L
Otopina iz 1. rekatora
24 13,3723
(mulj + mebendazol)
Otopina iz 2. reaktora
. 24 -0,0094
(mulj)
Otopina iz 3. reaktora
24 -21,4158
(mebendazol)
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4.2. REZULTATI FOTOLIZE

Nakon 24-satnog provodenja procesa Sarzne biorazgradnje, otopina iz 1. reaktora je
podvrgnuta daljnjoj analizi izlaganjem Sunc¢evom zracenju kako bi se ispitao utjecaj fotolize.
U ovom koraku eksperimentalnog dijela pracena je fotoliza otopine u razli¢itim uvjetima kako

je opisano ranije i navedeno u Tablici 16.

4.2.1. Fotoliza otopina acetamiprida
Kromatografska detekcija i analiza

Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. prve posudice fotolize u vremenu 0 h 1 5 h prikazani su
na Slikama 98 1 99. U prvoj posudici se nalazila neprofiltrirana otopina iz 1. reaktora nakon
24 sata procesa biorazgradnje. Kromatografska krivulja koja pripada acetamipridu je
oznacena plavom strelicom. Tijekom fotolize koja se provodila 5 sati u prvoj posudici ne
dolazi do znaCajne promjene u koncentraciji acetamiprida u otopini, ne dolazi do njegovog
uklanjanja fotokatalitickim raspadom. Prisutnost mulja u posudici tijekom fotolize nema
nikakvu ulogu.
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Slika 98. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=0 h
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Slika 99. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=5 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. posudice u kojoj se nalazila samo profiltrirana otopina iz
1. reaktora u vremenu 0 h 1 5 h prikazani su na Slikama 100 i1 101. Ocekivano, poSto mulj
nema utjecaja u prethodnoj posudici, u odsutnosti mulja takoder ne dolazi do nikakvih

promjena u otopini.

250 4
200
150
% 100
50 -
04 M e IL._._————
8 5 o i b0 bs !

Ivlimtes

Slika 100. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=0 h
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Slika 101. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=5 h

Acetamiprid je fotokataliti¢ki stabilan u ovim uvjetima provodenja fotolize. Ovakvi dobiveni
rezultati za otopine acetamiprida su u skladu s dosadasnjim istrazivanjima [5,60]. Acetamiprid
je relativno stabilan pod utjecajem Suncevog zraCenja te ne dolazi lako do njegovog
fotokatalitickog raspada. Do boljeg uklanjanja uslijed fotolize moze do¢i ukoliko se otopinu

osvijetljava svjetlos¢u odgovarajuce valne duljine za raspad acetamiprida (254 nm).

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mmol L™ u vremenu 0
h, 1 h15 h prikazani su na Slikama 102, 103 i 104. Razgradni i/ili transformacijski produkti
su zaokruzeni crveno. Uz dodatak vodikovog peroksida kao oksidacijskog sredstva uocava se
da ve¢ nakon 1 sat dolazi do uklanjanja dijela acetamiprida te nastanka razgradnih i
transformacijskih produkata. Reakcija tu ne staje te se do kraja pokusa ukloni gotovo sva
koli¢ina acetamiprida te u otopini ga zaostane malo. Takoder, u otopini zaostanu i njegovi
produkti nastali uslijed izlaganja otopine Sun¢evom zrafenju uz prisutnost jakog oksidansa
vodikovog peroksida. Takvi rezultati su u skladu s literaturom [60], uklanjanje fotokataliticki
stabilnog acetamiprida se uvelike poboljSava ukoliko se otopini koja se izlaZze zracenju doda
jaki oksidans poput vodikovog peroksida ili persulfat uz koji se postizu jo§ bolji rezultati

uklanjanja.
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Slika 102. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=0 h
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Slika 103. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=1 h
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Slika 104. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=5 h

Na Slikama 105, 106 i 107 prikazani su apsorpcijski spektri razgradnih produkata
acetamiprida nastalih tijekom fotolize otopine acetamiprida s dodanim vodikovim

peroksidom. Vremena zadrzavanja razgradnih produkata iznose 13,699 min, 15,141 min,
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21,229 min. Ostale promjene koje se uocavaju na kromatografskoj krivulji su ispod granica
detekcije.
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Slika 105. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=13,699 min) acetamiprida koji je
nastao tijekom fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida
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Slika 106. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=16,459 min) acetamiprida koji je
nastao tijekom fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida
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Slika 107. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=21,229 min) acetamiprida koji je
nastao tijekom fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida

Kromatogrami uzoraka otopine iz 4. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i natrijev hipoklorit u koncentraciji od 1 mg L™ u vremenu 0 h i
5 h prikazani su na Slikama 108 i1 109. Apsorpcijski spektar nastalog razgradnog produkta
prikazan je na Slici 110. Nakon 5 sati provodenja fotolize uz prisutnost dezinficijensa
natrijevog hipoklorita dolazi do slabog uklanjanja acetamiprida, povrSina ispod njegove
kromatografske krivulje se malo smanji, na samom kromatogramu je to gotovo neznatno, ali
uocava se prisutnost nastalog razgradnog produkta. Za uklanjanje acetamiprida, prisutnost
natrijevog hipoklorita nije u¢inkovita, barem ne pri ovoj koncentraciji od 1 mg L.
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Slika 108. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=0 h
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Slika 109. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u
vremenu t=5 h
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Slika 110. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=21,227 min) acetamiprida koji je
nastao tijekom fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost natrijevog hipoklorita

Na Slici 111 prikazana je usporedno ué¢inkovitost uklanjanja acetamiprida u svim posudicama,
odnosno pri razli¢itim procesnim parametrima. Utjecaj natrijevog hipoklorita kao
dezinfekcijskog sredstva na uklanjanje ksenobiotika, a time i pesticida, relativno je slabo
istrazeno podrucje. Posto se u ovom radu za acetamiprid ta metoda nije pokazala u¢inkovitom
za uklanjanje acetamiprida iz otopine, u buduéim istraZivanjima bilo bi dobro ispitati utjecaj
natrijevog hipoklorita na uklanjanje, ali pri veéim koncentracijama od ovdje provedene.
Prema tome, ovu metodu se moZe usporedivati s bolje istraZzenim i u¢inkovitim metodama
poput uklanjanja pomoc¢u vodikovog peroksida. Metoda uklanjanja acetamiprida izlaganjem
otopine Sun¢evom zracenju uz dodatak vodikovog peroksida se pokazala najucinkovitijom te

je uklonila gotovo svu koli¢inu acetamiprida. U ostala 3 slucaja acetamiprid je uklonjen
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relativno podjednako. Do malo boljeg uklanjanja dolazi u posudici koja je tijekom fotolize
sadrzavala i mulj, ali to uklanjanje se moZze pripisati adsorpciji acetamiprida na mulj, a ne
njegovoj razgradnji ili fotokatalitickom raspadu posto u toj posudici ne dolazi do detekcije

nove komponente.
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Slika 111. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja acetamiprida u sve 4 posudice tijekom 5
sati fotolize

Toksi¢nost
U Tablici 58 prikazani su podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima iz kvarcnih posudica u kojima se provodila fotoliza otopina acetamiprida u vremenu
(7). Inhibicija uzorka otopine iz 2. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina 1.
reaktora, nakon 5 sati fotolize iznosi oko 40 %. Otopina iz 3. posudice, odnosno filtrirana
otopina iz 1. reaktora kojoj je dodan vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mM, nakon 5 sati
fotolize pokazuje inhibiciju bakterijske kulture od oko 99 %. Takoder, mjerena je i toksi¢nost
otopine samog vodikovog peroksida u koncentraciji od 20 mM, takva otopina pokazuje
inhibiciju bakterija od oko 99 %. U 4. posudici za fotolizu nalazila se takoder otopina iz 1.
reaktora kojoj je dodan natrijev hipoklorit u koncentraciji od 1 mg L™, Inhibicija otopine iz 4.

posudice iznosi oko 52 %. Povecana vrijednost inhibicije za otopine u 3. i 4. posudici u
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odnosu na 2. posudicu upucuje na to kako su dodane tvari, vodikov peroksid i natrijev

hipoklorit, toksine i samim time povecavaju inhibiciju bakterijske kulture. Takoder,

detektirana je i pristunost razgradnih ili transformacijskih produkata, priroda tih spojeva nije

poznata te i oni mogu pridonositi toksi¢nosti otopine.

Tablica 58. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka otopina
acetamiprida nakon fotolize

(filtrirana otopina + NaOCl)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Otopina acetamiprida iz 2. posudice
. 5 40,3662
(filtrirana otopina)
Otopina H,O; (slijepa proba) 5 99,3998
Otopina acetamiprida iz 3. posudice
. 5 99,2960
(filtrirana otopina + H,O,)
Otopina acetamiprida iz 4. posudice
5 52,4150
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4.2.2. Fotoliza otopina klotianidina

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine klotianidina iz 1. posudice fotolize u vremenu 0 h i 5 h
prikazani su na Slikama 112 i 113. U prvoj posudici se nalazila neprofiltrirana otopina iz 1.
reaktora biorazgradnje klotianidina. Kromatografska krivulja koja pripada klotianidinu je
oznacena plavom strelicom. Klotianidin se uklanja iz otopine tijekom 5 sati, ali ne dolazi do
nastanka razgradnog ili transformacijskog produkta.
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Slika 112. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=0 h
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Slika 113. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=5 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. posudice u kojoj se nalazila samo profiltrirana otopina iz
1. reaktora nakon biorazgradnje u vremenu O h i 5 h prikazani su na Slikama 114 i 115.
Ponovno se uocava uklanjanje klotinidina iz otopine, ali izostaje detekcija razgradnih ili

transformacijskih produkata. Takvi rezultati su u skladu s ocekivanjima jer i pri ranije
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provedenim ispitivanjima dolazi do uklanjanja klotianidina bez nastanka razgradnih

produkata. [5]
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Slika 114. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=0 h
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Slika 115. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=5 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mM u vremenu 0 h, 30
min, 3 h 1 5 h prikazani su na Slikama 116, 117, 118 i 119. Razgradni ili transformacijski
produkt uocava se nakon 3 sata fotolize, zaokruZen je crveno. Uslijed dodatka vodikovog
peroksida kao jakog oksidacijskog sredstva i klotianidin i nastali produkt nestaju do kraja
provodenja fotolize. Metoda uklanjanja ksenobiotika uz dodatak vodikovog peroksida je

ponovno vrlo uéinkovita.
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Slika 116. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=0 h
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Slika 117. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=30 min
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Slika 118. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=3 h
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Slika 119. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=5 h

Na Slici 120 je prikazan apsorpcijski spektar razgradnog produkta zaokruzenog na Slici 118.
Njegovo vrijeme zadrzavanja iznosi 13,541 min. Nakon 5 sati fotolize svi razgradni produkti,

ovaj koji je kvantitativno odreden i produkti koji su bili ispod granica detekcije, nestaju.
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Slika 120. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tz=13,541 min) klotianidina koji je
nastao tijekom fotolize otopine klotianidina uz prisutnost vodikovog peroksida

Kromatogrami uzoraka otopine klotianidina iz 4. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana
otopina iz 1. reaktora nakon biorazgradnje i natrijev hipoklorit u koncentraciji od 1 mg L™ u
vremenu 0 h 15 h prikazani su na Slikama 121 1 122. Nema razgradnih produkata. Uocava se
uklanjanje klotianidina iz otopine, ali to se ne moze pripisati ucinkovitosi natrijevog
hipoklorita posto 1 do takvog uklanjanja dolazi samo uslijed izlaganja otopine Suncevom

zracenju.
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Slika 121. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=0 h
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Slika 122. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u
vremenu t=5 h

Na Slici 123 prikazana je usporedno uc¢inkovitost uklanjanja klotianidina u svim posudicama
tijekom fotolize. Metoda uklanjanja klotianidina izlaganjem otopine samom Sunc¢evom
pokazuje se u€inkovitom jer dolazi do uklanjanja klotianidina iz otopine. Najucinkovitijom se
ponovno pokazala metoda uz dodatak vodikovog peroksida jer je uklonila gotovo svu koli¢inu
klotianidina. Utjecaj natrijevog hipoklorita na uklanjanje klotianidina iz otopine se ne moze
procijenti posto se, ve¢ navedeno, klotianidin velikim dijelom uklanjanja samim izlaganjem

Suncevom zracenju.
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Slika 123. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja klotianidina u sve 4 posudice tijekom 5
sati fotolize

Toksi¢nost

U Tablici 59Error! Reference source not found. su prikazani podaci inhibicije bakterijske
kulture u originalnim, nerazrijedenim, uzorcima iz kvarcnih posudica u kojima se provodila
fotoliza otopina klotianidina. Inhibicija uzorka otopine iz 2. posudice nakon 5 sati fotolize
iznosi oko 24 %. Otopina iz 3. posudice, odnosno otopina klotianidina kojoj je dodan vodikov
peroksid, nakon 5 sati fotolize pokazuje inhibiciju bakterijske kulture od oko 98 %, §to je
skoro jednako referentnoj vrijednosti inhibicije otopine samog vodikovog peroksida od oko
99 %. 1z 4. posudice otopina kojoj je dodan natrijev hipoklorit pokazuje inhibiciju od oko 1
%.
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Tablica 59. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina

klotianidina nakon fotolize

(filtrirana otopina + NaOCl)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)

Otopina klotianidina iz 2. posudice

. . 5 23,7675
(filtrirana otopina)

Otopina H,O; (slijepa proba) 5 99,3998

Otopina klotianidina iz 3. posudice
. . 5 98,4290

(filtrirana otopina + H,O,)

Otopina klotianidina iz 4. posudice

5 0,5013
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4.2.3. Fotoliza otopina tiakloprida

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. prve posudice fotolize u vremenu 0 h i 5 h prikazani su
na Slikama 124 i 125. U prvoj posudici se nalazila neprofiltrirana otopina iz 1. reaktora
biorazgradnje tiakloprida. Kromatografska krivulja koja pripada tiaklopridu je oznadena
plavom strelicom, a zelenom strelicom je oznacen nastali razgradni produkt nakon 24 sata
procesa Sarzne biorazgradnje. Tijekom 5 sati osvijetljavanja otopine Suncevim zracenjem ne
dolazi do nikakve promijene tog razgradnog produkta, a ne dolazi ni do uklanjanja

tiakloprida.
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Slika 124. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=0 h
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Slika 125. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=5h

Kromatogrami uzoraka otopine tiakloprida iz 2. posudice, u kojoj se nalazila samo

profiltrirana otopina iz 1. reaktora, u vremenu 0 h i 5 h prikazani su na Slikama 126 1 127.

Ponovno ne dolazi do uklanjanja tiakloprida iz otopine. Takvi rezultati su u skladu s
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literaturnim podacima [61], Abramovi¢ i suradnici su utvrdili da tijekom samog izlaganja UV
zracenju ne dolazi do fotokatalitickog raspada tiakloprida.
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Slika 126. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=0 h
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Slika 127. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=5h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. posudice, u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora, 1 vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mM u vremenu O h i 5 h prikazani su na
Slikama 128 i 129. Ne dolazi do nastanka novih razgradnih produkata, ali vodikov peroksid
uspjesno uklanja u potpunosti i tiakloprid i njegov ranije nastao razgradni produkt. Prema
ranijim istrazivanjima [61] kombinacija UV zracenja valne duljine oko 280 nm Zivinom
lampom uz dodatak vodikovog peroksida u otopini uklanja 97 % tiakloprida u 2 sata. U ovom
radu je provedeno izlaganje otopine Suncevom zracenju koje ima S§iri spektar valnih duljina

kojim se izlaZe otopina te je zbog toga potrebno duZe vrijeme izlaganja otopine zracenju.
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Slika 128. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
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Slika 129. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu

Kromatogrami uzoraka otopine iz 4. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.

reaktora nakon biorazgradnje i natrijev hipoklorit u vremenu O h i 5 h prikazani su na

Slikama 130 i 131. Ne dolazi do nastanka razgradnih produkata, a promjene na krivulji su

gotovo neuocljive. Tocnije, povrSina ispod kromatografske krivulje tiakloprida se smanji za

otprilike 100 mAUs jedinica. Odnosno dolazi do slabog uklanjanja tiakloprida. Na uklanjanje

ranije nastalog produkta natrijev hipoklorit nema nikakav utjecaj. Metoda dodatka natrijevog

hipoklorita za uklanjanje tiakloprida se pokazala neu¢inkovitom, barem pri ovoj koncentraciji.
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Slika 130. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=0 h
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Slika 131. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu
t=5h

Na Slici 132 prikazana je usporedno ucinkovitost uklanjanja tiakloprida tijekom fotolize.
Metoda uklanjanja tiakloprida izlaganjem otopine samom Suncevom svijetlu pokazuje se
neucinkovitom jer ne dolazi do uklanjanja tiakloprida iz otopine. Najucinkovitijom se
ponovno pokazala metoda kombinacije fotolize uz dodatak vodikovog peroksida jer je
uklonila gotovo svu koli¢inu tiakloprida. Utjecaj natrijevog hipoklorita na uklanjanje

tiakloprida iz otopine je neznatan.
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Slika 132. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja tiakloprida u sve 4 posudice tijekom 5 sati
fotolize

U ranijim istrazivanjima [61] fotoliza je provedena pomocu zivine lampe dok se u ovom radu
koristila ksenonska lampa. Prednost Zivine lampe je svakako odabir odredene valne duljine
kojom se zeli zraciti uzorak, dugotrajne su, nije ih potrebno Cesto mijenjati, ali nedostatak im
je taj Sto sadrze tragove zive §to je potrebno propisno zbrinuti tijekom odlaganja otpada,
skupe su 1 potrebno je duze vrijeme zagrijavanja lampe za rad. [62] Dok ksenonska lampa
koja je koriStena u ovom radu ima zracenje sli¢no Sunc¢evom zracenju, jeftinija je 1 ekoloski je

prihvatljivija.

Toksi¢nost
Podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim uzorcima iz kvarcnih posudica u kojima se
provodila fotoliza otopina tiakloprida prikazani su u Tablici 60. Inhibicija uzorka otopine
tiakloprida iz 2. posudice nakon 5 sati fotolize iznosi oko 39 %. Otopina iz 3. posudice,
odnosno otopina tiakloprida kojoj je dodan vodikov peroksid, nakon 5 sati fotolize pokazuje
inhibiciju bakterijske kulture od oko 99 %, $to je jednako referentnoj vrijednosti inhibicije
otopine samog vodikovog peroksida. 1z 4. posudice otopina kojoj je dodan natrijev hipoklorit
pokazuje inhibiciju oko 41 %. PoSto ne dolazi do uklanjanja tiakloprida ne ocekuje se ni

smanjenje inhibicije.
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Tablica 60. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina

tiakloprida nakon fotolize

(filtrirana otopina + NaOCl)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)

Otopina tiakloprida iz 2. posudice

) ) 5 38,9981
(filtrirana otopina)

Otopina H,O; (slijepa proba) 5 99,3998

Otopina tiakloprida iz 3. posudice
5 99,0068

(filtrirana otopina + H,O,)

Otopina tiakloprida iz 4. posudice

5 40,7545
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4.2.4. Fotoliza otopina albendazola
Fotoliza otopina albendazola se nije provodila jer se u uzorcima iz otopine tijekom Sarzne
biorazgradnje nije moglo kvantitativno pratiti albendazol. Kromatografska krivulja
albendazola se preklapa s kromatografskom krivuljom odredene komponente iz mulja. Samim
time ne bi bilo moguce kvantitativno pratiti albendazol tijekom procesa fotoliticke razgradnje.
Stoga je nuzno optimirati koriStenu kromatografsku metodu za separaciju albendazola

obzirom na intereferencije te primijeniti adekvatnu metodu pripreme uzoraka.

4.2.5. Fotoliza otopina febantela
Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine iz 1. posudice fotolize u vremenu O h 1 5 h prikazani su na
Slikama 133 1 134. U prvoj posudici se nalazila neprofiltrirana otopina iz 1. reaktora
biorazgradnje febantela. Kromatografska krivulja koja pripada febantelu je oznac¢ena plavom
strelicom. Ne nastaju nikakvi razgradni ili transformacijski produkti tijekom fotolize u sve 4
posudice. Febantela je u otopini nakon 24 sata procesa Sarzne biorazgradnje ostalo jako malo.
Prilikom osvijetljavanja uzorka 1. posudice uocava se mali porast u koncentraciji febantela Sto
upucuje na njegovu desorpciju s prisutnog mulja.
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Slika 133. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=0 h
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Slika 134. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=5h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. posudice u kojoj se nalazila samo profiltrirana otopina iz
1. reaktora nakon biorazgradnje u vremenu O h 1 5 h prikazani su na Slikama 135 i 136. Ne
uocava se nikakva promjena na krivuljama febantela tijekom 5 sati fotolize. Febantel je

stabilan pod utjecajem simuliranog Suncevog zracenja.
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Slika 135. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=0 h
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Slika 136. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=5h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mmol L™ u vremenu 0
h 1 5 h prikazani su na Slikama 137 1 138. U ovom sluc¢aju pristunost vodikovog peroksida
nema veliki utjecaj na uklanjanje febantela posto se sama aktivna komponenta nalazi u jako
maloj koncentraciji u otopini. Prema istrazivanjima [31] febantel se uspjesno uklanja uz
pristunost vodikovog peroksida tijekom izlaganja otopine Suncevom zraCenju, ali ta
ispitivanja su provedena pri ve¢oj koncentraciji peroksida i febantela u otopini. Prilikom tih
provedenih uklanjanja dolazi i do nastanaka razgradnih produkata koji u ovom radu nisu

detektirani.
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Slika 137. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=0 h
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Slika 138. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=5h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 4. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i natrijev hipoklorit u koncentraciji od 1 mg L™ u vremenu 0 h i
5 h prikazani su na Slikama 139 i1 140. Ponovno, ne dolazi do uklanjanja febantela iz otopine.
Natrijev hipoklorit pri ovako niskoj koncentraciji nema utjecaja na uklanjanje febantela. Pri
veéim koncentracijama, poput 10 mg L™, dolazi do potpunog uklanjanja febantela iz otopina,
ali ta ispitavanja su provedena uz provodenje mijeSanja tijekom 5 sati. [31] Na poslijetku,
natrijev hipoklorit ima utjecaj na uklanjanje febantela, ali ne u ovako malim koncentracijama

od 1 mg L™ kao §to je to provedeno u ovom radu.
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Slika 139. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=0 h

138



150

100

50 /

ot TT
=
I

=50

88
's o Is b hs !
Ilimtes

Slika 140. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu
t=5h

Na Slici 141 je graficki prikaz usporedne ucinkovitosti uklanjanja febantela tijekom fotolize.

Ni u jednom slu¢aju ne dolazi do potpunog uklanjanja febantela. Metoda dodatka natrijevog

hipoklorita u koncentraciji od 1 mg L™ nije u¢inkovita za uklanjanje febantela iz otopine.
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Slika 141. Grafi¢ki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja febantela u sve 4 posudice tijekom 5 sati
fotolize

Toksi¢nost
U Tablici 61 su prikazani podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,

uzorcima u kojima se provodila fotoliza otopina febantela. Inhibicije uzorka otopine iz 2.

139



posudice nakon 5 sati fotolize nema, ona je 0 %. Otopina iz 3. posudice, odnosno otopina

febantela kojoj je dodan vodikov peroksid, nakon 5 sati fotolize pokazuje inhibiciju

bakterijske kulture od oko 99 %, poput Ciste otopine vodikovog peroksida. 1z 4. posudice,

otopina kojoj je dodan natrijev hipoklorit, pokazuje inhibiciju oko 0 %. Jedinu inhibiciju

pokazuje otopina s dodanim vodikovim peroksidom, ali to proizlazi iz toksi¢nosti samog

vodikovog peroksida.

Tablica 61. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina
febantela nakon fotolize

(filtrirana otopina + NaOCl)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Otopina febantela iz 2. posudice
5 0,0373
(filtrirana otopina)
Otopina H,O; (slijepa proba) 5 99,3998
Otopina febantela iz 3. posudice
‘ . 5 98,6443
(filtrirana otopina + H,O5)
Otopina febantela iz 4. posudice
5 0,3209
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4.2.6. Fotoliza otopina mebendazola

Kromatografska detekcija i analiza
Kromatogrami uzoraka otopine mebendazola iz 1. posudice fotolize u vremenu 0 h i 5 h
prikazani su na Slikama 142 i 143. U prvoj posudici se nalazila neprofiltrirana otopina iz 1.
reaktora biorazgradnje mebendazola. Kromatografska krivulja koja pripada mebendazolu je
oznaCena plavom strelicom, a transformacijski i razgradni produkti mebendazola tijekom
procesa Sarzne biorazgradnje su zaokruzeni crveno. U sve 4 posudice je dodana otopina iz 1.
reaktora biorazgradnje mebendazola, a mebendazol je gotovo sav potpuno adsorbirao na mulj,
prema tome nije ga puno ostalo u otopini. Prilikom kromatografske analize krivulja
mebendazola se jedva detektira. U prvoj posudici uslijed fotolize ne nastaju razgradni

produkti.
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Slika 142. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=0 h
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Slika 143. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=5 h

Kromatogrami uzoraka otopine iz 2. posudice u kojoj se nalazila samo profiltrirana otopina iz

1. reaktora nakon biorazgradnje u vremenu O h, 2 h 1 5 h prikazani su na Slikama 144, 145 i
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146. Nakon 2 sata fotolize pojavljuje se razgradni produkt kojemu je vrijeme zadrzavanja
23,629 min, njegov apsorpcijski spektar prikazan je na Slici 147. Taj razgradni produkt se ne
uocava u prvoj posudici vjerojatno zbog prisutnosti mulja i ako i nastaje vjerojatno se odmah
adsorbira i tako nije prisutan u otopini prve posudice. Ocekivana je pojava razgradnog
produkta posto je on dobiven kod prethodnih eksperimenata fotolize otopine mebendazola.

[31]
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Slika 144. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=0 h
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Slika 145. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=2 h
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Slika 146. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=5 h

whl) 19644 400.26

2842

goo

211.34
3LL.02

foo

600

.-

500

231.09
282

400
oo
200

100
200 250 300 '350

Slika 147. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (tg=23,629 min) mebendazola koji je
nastao tijekom fotolize filtrirane otopine mebendazola

Kromatogrami uzoraka otopine iz 3. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje 1 vodikov peroksid u koncentraciji od 20 mM u vremenu 0 h, 2
h 15 h prikazani su na Slikama 148, 149 i 150. Nakon 2 sata sunanja uzorka nastaje
razgradni produkt jednak kao i u 2. posudici, s vremenom zadrZavanja 23,629 min, ali do
kraja analize on nestaje. U¢inkovitost razgradnje mebendazola povoljnija je pri viSim pH-
vrijednostima [31] dok je pH-vrijednost ove ispitivane otopine iznosila oko 7. Takoder,
tijekom ranijih ispitivanja uspjesno je uklonjeno otprilike 80 % mebendazola uz koncentraciju

vodikovog peroksida od 50 mM, S§to je veca koncentracija nego u ovom radu. Mebendazol se
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dijelom uklanja pomocu vodikovog peroksida, ali dijelom pokazuje i odredenu stabilnost

prilikom provodenja fotolize u ovim uvijetima, ne dolazi do njegovog potpunog uklanjanja.
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Slika 148. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=0 h
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Slika 149. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=2 h
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Slika 150. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=5 h
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Kromatogrami uzoraka otopine iz 4. posudice u kojoj se nalazila profiltrirana otopina iz 1.
reaktora nakon biorazgradnje i natrijev hipoklorit u koncentraciji od 1 mg L™ u vremenu 0 h i
5 h prikazani su na Slikama 151 i 152. Dolazi do blagog uklanjanja mebendazola pri
koncentraciji natrijevog hipoklorita od 1 mg L™'. Takva koncentracija nema znatan utjecaj na
uklanjanje mebendazola, dok koncentracija natrijevog hipoklorita od 10 mg L' [31] dovodi
do potpunog uklanjanja mebendazola i nastanka razgradnog ili transformacijskog produkta.
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Slika 151. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=0 h
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Slika 152. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u
vremenu t=5 h

Na Slici 153 prikazana je usporedba ucinkovitosti uklanjanja mebendazola tijekom fotolize.
Ni u jednom sluc¢aju ne dolazi do potpunog uklanjanja febantela. Do 90 %-tnog uklanjanja
dolazi u posudici s muljem, ali to je vjerojatno uslijed adsorpcije na mulj. U sve ostale 3
posudice dolazi do podjednakog uklanjanja mebendazola. Metoda dodatka vodikovog
peroksida u ovom slucaju se nije pokazala izrazito ucinkovita posto je mebendazol relativno
stabilan pri navedenim uvjetima. Metoda dodatka natrijevog hipoklorita u koncentraciji od 1

mg L' nije ulinkovita za uklanjanje mebendazola iz otopine. Prema ranijim
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istrazivanjima[31] vece koncentracije navedenih dodataka imale bi bolji utjecaj na uklanjanje

mebendazola.
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Slika 153. Graficki prikaz u¢inkovitosti uklanjanja mebendazola u sve 4 posudice tijekom 5
sati fotolize

Toksi¢nost
U Tablici 62 su prikazani podaci inhibicije bakterijske kulture u originalnim, nerazrijedenim,
uzorcima u kojima se provodila fotoliza otopina mebendazola. Inhibicija uzorka otopine iz 2.
posudice nakon 5 sati fotolize iznosi oko 10 %. Otopina iz 3. posudice, odnosno otopina
mebendazola kojoj je dodan vodikov peroksid, nakon 5 sati fotolize pokazuje inhibiciju
bakterijske kulture od oko 98 %, §to je skoro jednako referentnoj vrijednosti inhibicije otopine
samog vodikovog peroksida od oko 99 %. U 4. posudici otopina pokazuje inhibiciju oko 13
%. Inhibicija otopine iz druge posudice je manja posSto je ponovno dio mebendazola

adsorbiran na mulj i time uklonjen iz otopine.
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Tablica 62. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka otopina

mebendazola nakon fotolize

(filtrirana otopina + NaOCl)

%INHIB
Uzorak t,h
(orig. uzorka)
Otopina mebendazola iz 2. posudice
. . 5 9,8493
(filtrirana otopina)
Otopina H,O; (slijepa proba) 5 99,3998
Otopina mebendazola iz 3. posudice
. . 5 97,6644
(filtrirana otopina + H,O5)
Otopina mebendazola iz 4. posudice
5 12,7304
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5. ZAKLJUCAK

Svi ispitivani ksenobiotici prema BIOWIN vrijednostima su biorazgradivi, te do njihove

biorazgradnje dolazi u periodima kroz tjedne ili mjesece. Na temelju provedenih

laboratorijskih istrazivanja razgradnje antiparazitika albendazola, febantela i mebendazola te

pesticida acetamiprida, klotianidina i tiakloprida moze se zakljuciti sljedece:

Biorazgradnja aktivnim muljem kroz 24 sata se pokazala ucinkovitijom za
antiparazitike $to se ti¢e uklanjanja aktivne komponente iz otopine. Kromatografska
analiza pokazala je da dolazi do slabog uklanjanja pesticida u reaktoru s muljem,
malim dijelom dolazi do njihove biorazgradnje i malim dijelom se adsorbiraju na mulj.
Dok se antiparazitici u velikoj mjeri adsorbiraju na mulj. Takvi rezultati potvrdeni su 1
rezultatima mikrovalne ekstrakcije uzoraka mulja. Prema njima najbolje se uklonio
albendazol i mebendazol, odnosno mulj iz prvog reaktora je adsorbirao gotovo svu
koli¢inu dodanih tvari. U budu¢im istrazivanjima bilo bi dobro ispitati dolazi li do
znadajne desorpcije antiparazitika u veéem vremenskom periodu. Sto se tide same
biorazgradnje tvari mikroorganizmima aktivnog mulja, ona se nije pokazala
zna¢ajnom u navedenim procesnim uvijetima.

Osvijetljavanje uzoraka Suncevim zraCenjem kroz 5 sati nije pokazalo znacajno
uklanjanje ksenobiotika osim kod klotianidina. Jedino kod klotianidina dolazi do
gotovo potpunog uklanjanja fotolizom unutar 5 sati. Sto se ti¢e ostalih spojeva ne
mozZe se na temelju ove analize tvrditi da nisu fotokataliticki razgradivi te bi u
budu¢im istrazivanjima trebalo produziti vrijeme provodenja fotolize.

Vodikov peroksid tijekom fotolize je doveo do gotovo potpune razgradnje kod svih
ksenobiotika. Kromatografskom analizom su kod svih spojeva uoceni i razgradni
produkti, ali i oni su do zavrSetka ispitivanja uspjesno uklonjeni iz otopina. Dodatak
vodikovog peroksida je kao napredna oksidacijska metoda pokazao svoju visoku
ucinkovitost.

Dodavanjem natrijevog hipoklorita otopinama ksenobiotika tijekom fotolize nije
postignuto uklanjanje ispitivanih tvari. Dolazi do jako slabog uklanjanja ispitivanih
spojeva te razgradni ili transformacijski produkti nastaju tek u zadnjem satu i u ve¢em
slu€aju su ispod granica detekcije. lako dosadasnja istraZivanja pokazuju uklanjanje
ovih spojeva dodatkom natrijevog hipoklorita u koncentracijama od 10 mg L™, u
ovom slugaju koncentracija natrijevog hipoklorita od 1 mg L™ nije dovoljna kako bi

ovaj dezinficijens u¢inkovito uklonio ispitivane ksenobiotike.
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e Konac¢no, provedeno je ispitivanje toksi¢nosti svih otopina tijekom provodenja
ispitivanja razgradnje ksenobiotika. Otopina 2. reaktora, odnosno vodena otopina u
kojoj se nalazio samo aktivni mulj ni u jednom slucaju nije toksi¢na, ¢ak suprotno,
pokazuje porast luminiscencije bakterija Vibrio fischeri. Otopine svih ksenobiotika
pokazuju odredeni postotak inhibicije bakterijske kulture, odnosno otopine su
toksicne. Otopine ispitivanih pesticida uzrokuju veéu inhibiciju od otopina
antiparazitika. Valja uzeti u obzir slabu topljivost antiparazitika u vodi i time manju
koncentraciju njihovih uzoraka u odnosu na uzorke otopina pesticida. Otopine
ksenobiotika s dodanim vodikovim peroksidom pokazuju u svim slu¢ajevima gotovo
100 %-tnu inhibiciju bakterijske kulture. Otopine ksenobiotika s dodanim natrijevim
hipokloritom pokazuju tek malo vecu inhibiciju bakterijske kulture u odnosu na iste

otopine bez natrijevog hipoklorita.

U ovom eksperimentu su razli¢itim procesima razgradnje ksenobiotika nastali razgradni ili
transformacijski produkti ¢ija struktura i priroda tih spojeva nisu poznati. U buducnosti su
potrebna dodatna istrazivanja koja bi odredila strukture novonastalih spojeva, a takoder 1
ispitala toksi¢nost samih kako bi se bolje predvidjelo njihovo ponaSanje tijekom obrade

otpadnih voda.
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7. DODACI

7.1. Popis slika

Slika 1. Kemijska struktura acetamiprida [6]

Slika 2. Kemijska struktura klotianidina [9]

Slika 3. Kemijska struktura tiakloprida [11]

Slika 4. Kemijska struktura albendazola [19]

Slika 5. Kemijska struktura febantela [22]

Slika 6. Kemijska struktura mebendazola [24]

Slika 7. Koraci konvencionalnog proc¢i§¢avanja otpadnih voda: predobrada, primarni tretman, sekundarni tretman
i tercijarni tretman [31]

Slika 8. Bakterija Vibrio fischeri u simbiozi s lignjom Euprymna scolopes [46]

Slika 9. Analiti¢ka vaga XA105 DualRange, Svicarska

Slika 10.
Slika 11.
Slika 12.
Slika 13.
Slika 14.
Slika 15.
Slika 16.
Slika 17.
Slika 18.
Slika 19.
Slika 20.
Slika 21
Slika 22
Slika 23.
Slika 24.
Slika 25.
Slika 26.
Slika 27.
Slika 28.
Slika 29.
Slika 30.
Slika 31.
Slika 32.
Slika 33.
Slika 34.
Slika 35.
Slika 36.
Slika 37.
Slika 38.
Slika 39.
Slika 40.
h

Slika 41.

pH metar Seven Easy, Svicarska

Kisikova elektroda Orion RDO Thermo Scientific, SAD

Sprica i filteri koristeni za filtriranje uzoraka [47,48]

Tekuc¢inski kromatograf visoke djelotvornosti Varian ProStar, SAD
Shematski prikaz rada kromatografa [49]

UV/VIS spektrofotometar DR 2400 HACH, SAD

Termostatski blok, HACH, SAD

Razli¢ite boce po Winkler-u [50]

Inkubator Inko Laboratorijska oprema, Hrvatska

Instrument Suntest CPS+, Njemacka

Instrument LUMIStox 300 s inkubacijskim blokom LUMIStherm, Njemacka

. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju s teflonskim posudama za uzorke prije pokretanja ekstrakcije
. Teflonske “GreenChem” posude

Rotavapor, Biichi Rotavapor R—114

Susionik Instrumentarija Zagreb, Hrvatska (Jugoslavija)

Mufolna pe¢é, proizvodaca Nabertherm GmbH, Njemacka [53]

Shema aparature za biorazgradnju [17]

Reaktori u kojima se provodio proces Sarzne biorazgradnje

Odvage uzoraka aktivnog mulja

Aparatura za filtraciju uzoraka nakon mikrovalne ekstrakcije

Kvarcne posudice s pripremljenim otopinama za fotolizu

Filter lijevak s vakum sisaljkom

Osuseni uzorci za odredivanje suspendiranih Cestica u bioreaktoru

Uzorci za zarenje prije (lijevo) i nakon (desno) Zarenja

Staklene kivete s uzorcima za odredivanje KPK

Staklene kivete s razli¢ito koncentriranim uzorcima za odredivanje KPK

Priprema geometrijskog niza razrjedenja [51]

Shematski prikaz mjerenja toksi¢nosti uz pripremljeni geometrijski niz [51]

Prikaz kromatograma ksenobiotika u =0 i =t uz jednadzbu za izra¢un ucinkovitosti razgradnje [31]
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu =24

Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (#g=18,281 min) acetamiprida koji je nastao tijekom Sarzne

biorazgradnje acetamiprida

Slika 42.
Slika 43.
Slika 44.
h

Slika 45.
Slika 46.
h

Slika 47.
Slika 48.
Slika 49.
Slika 50.
h

Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja acetamiprida iz 1. reaktora tijekom 24 sata
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu =24

Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida u vremenu =24

Graficki prikaz u€inkovitosti uklanjanja acetamiprida iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Graf toksiénosti otopine acetamiprida u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina u vremenu =24
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Slika 51.
Slika 52.
Slika 53.
h

Slika 54.
Slika 55.
h

Slika 56.
Slika 57.
Slika 58.
Slika 59.
Slika 60.

Slika 61.

Graficki prikaz u€inkovitosti uklanjanja klotianidina iz 1. reaktora tijekom 24 sata
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina u vremenu =24

Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje klotianidina u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina u vremenu =24

Graficki prikaz u€inkovitosti uklanjanja klotianidina iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Graf toksiénosti otopine klotianidina u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =1 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =24 h
Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (/r=21,000 min) tiakloprida koji je nastao tijekom Sarzne

biorazgradnje tiakloprida

Slika 62.
Slika 63.
Slika 64.
Slika 65.
Slika 66.
Slika 67.
Slika 68.
Slika 69.
Slika 70.
h

Slika 71.

Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja tiakloprida iz 1. reaktora tijekom 24 sata

Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =24 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje tiakloprida u vremenu =24 h
Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja tiakloprida iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Graf toksi¢nosti otopine tiakloprida u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje albendazola u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje albendazola u vremenu =24

Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (1g=20,451 min) albendazola koji je nastao tijekom Sarzne

biorazgradnje albendazola

Slika 72.
Slika 73.
h

Slika 74.
Slika 75.
h

Slika 76.
Slika 77.
Slika 78.
Slika 79.
Slika 80.
Slika 81
Slika 82.
Slika 83.
Slika 84.
Slika 85.
Slika 86.
Slika 87.
h

Slika 88.
h

Slika 89.
Slika 90.
h

Slika 91.
h

Slika 92.
h

Slika 93.
h

Slika 94.
h

Slika 95.

Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje albendazola u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje albendazola u vremenu =24

Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje albendazola u vremenu /=0 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje albendazola u vremenu =24

Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja albendazola iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Graf toksiénosti otopine albendazola u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela u vremenu =24 h
Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja febantela iz 1. reaktora tijekom 24 sata

. Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa SarZne biorazgradnje febantela u vremenu =0h

Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela u vremenu =24h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela u vremenu =0 h
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje febantela u vremenu =24 h
Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja febantela iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Graf toksi¢nosti otopine febantela u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L™

Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa $arzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =0
Kromatogram uzorka iz 1. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =24

Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja mebendazola iz 1. reaktora tijekom 24 sata
Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =0

Kromatogram uzorka iz 2. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =24
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =0
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =12
Kromatogram uzorka iz 3. reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola u vremenu =24

Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (/rR=25,869 min) mebendazola koji je nastao tijekom

hidrolize mebendazola
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Slika 96. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja mebendazola iz 3. reaktora tijekom 24 sata

Slika 97. Graf toksi¢nosti otopine mebendazola u deioniziranoj vodi koncentracije 10 mg L

Slika 98. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu /=0 h

Slika 99. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =5 h

Slika 100. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =0 h

Slika 101. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =5 h

Slika 102. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu /=0 h

Slika 103. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =1 h

Slika 104. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =5 h

Slika 105. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (fxg=13,699 min) acetamiprida koji je nastao tijekom
fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida

Slika 106. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (fz=16,459 min) acetamiprida koji je nastao tijekom
fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida

Slika 107. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (rR=21,229 min) acetamiprida koji je nastao tijekom
fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost vodikovog peroksida

Slika 108. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu /=0 h

Slika 109. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize acetamiprida u vremenu =5 h

Slika 110. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (rR=21,227 min) acetamiprida koji je nastao tijekom
fotolize otopine acetamiprida uz prisutnost natrijevog hipoklorita

Slika 111. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja acetamiprida u sve 4 posudice tijekom 5 sati fotolize

Slika 112. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=0 h

Slika 113. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu =5 h

Slika 114. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu =0 h

Slika 115. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=5 h

Slika 116. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu =0 h

Slika 117. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=30 min

Slika 118. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=3 h

Slika 119. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=5 h

Slika 120. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (g=13,541 min) klotianidina koji je nastao tijekom fotolize
otopine klotianidina uz prisutnost vodikovog peroksida

Slika 121. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=0 h

Slika 122. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize klotianidina u vremenu /=5 h

Slika 123. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja klotianidina u sve 4 posudice tijekom 5 sati fotolize

Slika 124. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =0 h

Slika 125. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =5 h

Slika 126. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =0 h

Slika 127. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =5 h

Slika 128. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =0 h

Slika 129. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =5 h

Slika 130. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =0 h

Slika 131. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize tiakloprida u vremenu =5 h

Slika 132. Graficki prikaz uéinkovitosti uklanjanja tiakloprida u sve 4 posudice tijekom 5 sati fotolize

Slika 133. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=0 h

Slika 134. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=5 h

Slika 135. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=0 h

Slika 136. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=5 h

Slika 137. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu =0 h

Slika 138. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=5 h

Slika 139. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=0 h

Slika 140. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize febantela u vremenu /=5 h

Slika 141. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja febantela u sve 4 posudice tijekom 5 sati fotolize

Slika 142. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =0 h

Slika 143. Kromatogram uzorka iz 1. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =5 h

Slika 144. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =0 h

Slika 145. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =2 h

Slika 146. Kromatogram uzorka iz 2. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =5 h

Slika 147. Apsorpcijski spektar razgradnog produkta (x=23,629 min) mebendazola koji je nastao tijekom
fotolize filtrirane otopine mebendazola

Slika 148. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =0 h

Slika 149. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =2 h
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Slika 150. Kromatogram uzorka iz 3. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =5 h
Slika 151. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =0 h
Slika 152. Kromatogram uzorka iz 4. posudice tijekom procesa fotolize mebendazola u vremenu =5 h
Slika 153. Graficki prikaz ucinkovitosti uklanjanja mebendazola u sve 4 posudice tijekom 5 sati fotolize
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7.2. Popis tablica

Tablica 1. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva acetamiprida [7]

Tablica 2. BIOWIN vrijednosti acetamiprida [8]

Tablica 3. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva klotianidina [10]

Tablica 4. BIOWIN vrijednosti klotianidina [8]

Tablica 5. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva tiakloprida [12]

Tablica 6. BIOWIN vrijednosti tiakloprida [8]

Tablica 7. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva albendazola [20]

Tablica 8. BIOWIN vrijednosti albendazola [8]

Tablica 9. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva febantela [23]

Tablica 10. BIOWIN vrijednosti febantela [8]

Tablica 11. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva mebendazola [25]

Tablica 12. BIOWIN vrijednosti mebendazola [8]

Tablica 13. Abecedni popis koriStenih kemikalija

Tablica 14. Abecedni popis ispitivanih ksenobiotika

Tablica 15. Sadrzaj pojedinih reaktora tijekom procesa Sarzne biorazgradnje

Tablica 16. Sadrzaj posudica u svakom ciklusu ispitivanja fotokatalitiCke razgradnje

Tablica 17. Abecedni popis sastojaka hranjive podloge

Tablica 18. Abecedni popis sastojaka otopine za resuspenziju

Tablica 19. Eksperimentalni uvjeti EC programa na instrumentu LUMIStox 300

Tablica 20. Apsorpcijski spektri, maksimumi adsorpcije i vrijeme zadrzavanja istrazivanih Cistih antiparazitika u
standardnoj otopini masene koncentracije 10 mg L-1

Tablica 21. Apsorpcijski spektri, maksimumi adsorpcije i vrijeme zadrzavanja istrazivanih Cistih pesticida u
standardnoj otopini masene koncentracije 10 mg L-1

Tablica 22. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje acetamiprida

Tablica 23. Dobivene vrijednosti ukupne suhe tvari prilikom biorazgradnje acetamiprida

Tablica 24. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje acetamiprida

Tablica 25. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
acetamiprida

Tablica 26. Dobivene vrijednosti koncentracije acetamiprida prilikom analize uzoraka mikrovalnom
ekstrakcijom

Tablica 27. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka acetamiprida

Tablica 28. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje klotianidina

Tablica 29. Dobivene vrijednosti ukupne suhe tvari prilikom biorazgradnje klotianidina

Tablica 30. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka zarenjem prilikom biorazgradnje klotianidina

Tablica 31. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potros$nje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
klotianidina

Tablica 32. Dobivene vrijednosti koncentracije klotianidina prilikom analize uzoraka mikrovalnom ekstrakcijom
Tablica 33. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka klotianidina

Tablica 34. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje tiakloprida

Tablica 35. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje tiakloprida

Tablica 36. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zzarenjem prilikom biorazgradnje tiakloprida

Tablica 37. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potros$nje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
tiakloprida

Tablica 38. Dobivene vrijednosti koncentracije tiakloprida prilikom analize uzoraka mikrovalnom ekstrakcijom
Tablica 39. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka tiakloprida

Tablica 40. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje albendazola

Tablica 41. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje albendazola

Tablica 42. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje albendazola

Tablica 43. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
albendazola

Tablica 44. Dobivene vrijednosti koncentracije albendazola prilikom analize uzoraka mikrovalnom ekstrakcijom
Tablica 45. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka albendazola

Tablica 46. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje febantela
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Tablica 47. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje febantela

Tablica 48. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje febantela

Tablica 49. Dobivene vrijednosti kemijske i biokemijske potros$nje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
febantela

Tablica 50. Dobivene vrijednosti koncentracije febantela prilikom analize uzoraka mikrovalnom ekstrakcijom
Tablica 51. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka febantela

Tablica 52. Izmjerene vrijednosti pH, temperature i koncentracije kisika za sva tri reaktora prilikom provodenja
procesa Sarzne biorazgradnje mebendazola

Tablica 53. Dobivene vrijednosti ukupne suspendirane tvari prilikom biorazgradnje mebendazola

Tablica 54. Dobivene vrijednosti mase ostatka i gubitka Zarenjem prilikom biorazgradnje mebendazola

Tablica 55. Dobivene vrijednosti kemijske 1 biokemijske potrosnje kisika za uzorke tijekom biorazgradnje
mebendazola

Tablica 56. Dobivene vrijednosti koncentracije mebendazola prilikom analize uzoraka mikrovalnom
ekstrakcijom

Tablica 57. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka mebendazol

Tablica 58. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka otopina acetamiprida nakon fotolize
Tablica 59. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina klotianidina nakon fotolize
Tablica 60. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina tiakloprida nakon fotolize
Tablica 61. Inhibicije bakterijske kulture originalnih (nerazrijedenih) uzoraka otopina febantela nakon fotolize
Tablica 62. Inhibicije bakterijske kulture originalnih(nerazrijedenih) uzoraka otopina mebendazola nakon
fotolize
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7.3. Zivotopis

Doris Stani¢ NN Odrasla je u Pozegi gdje je zavrsila
Osnovnu Skolu Julija Kempfa te Prirodoslovno- matematicku gimanziju. Fakultet kemijskog
inzenjerstva i tehnologije upisala je 2015. godine kao redovita studentica sveuciliSnog
preddiplomskog studija Kemijskog inzenjerstva. 2017. godine je promijenila studij i upisala
sveucili$ni preddiplomski studij Kemije i inzenjerstva materijala. Stru¢nu praksu je odradila u
Xelliji, na odjelu Analitike. U rujnu 2021. godine je obranila zavrSni rad pod nazivom
,»Odredivanje toksi¢nosti pesticida nakon fotolize* te stekla kvalifikaciju bacc. ing. cheming.
Trenutacno je student druge godine diplomskog studija Kemije i1 inZenjerstva materijala na

Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Sveucilista u Zagrebu.
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