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SAZETAK

U danaSnje vrijeme jedan od klju¢nih ekoloskih problema je otpad. Od
posebne vaznosti je agroindustrijski otpad koji predstavlja opasnost za okoli§ ako se
njime ne gospodari na odgovaraju¢i nacin. Duhanski otpad i komina maslina
kategorizirani su kao agroindustrijski otpad koji sadrze visoke koli¢ine organske tvari,
visoke koncentracije nikotina i fenola te ih zato nije moguce odloziti u okoli§ bez
prethodne obrade. Takoder, navedeni otpad sadrzi visoke koncentracije sloZenih
molekula kao $to su lignin, celuloza i hemiceluloza te se kao takvi svrstavaju i u
lignoceulozni otpad. Jedan od nac¢ina zbrinjavanja agroindustrijskog i lignoceluloznog
otpada je proces kompostiranja. Kompostiranjem se biorazgradiva tvar prevodi u
stabilan produkt-kompost, prilikom ¢ega se oslobadaju CO2, NH3z, voda i toplina.

U ovom radu istrazivana je biorazgradivost lignoceluloznog otpada,
duhanskog otpada i komine masline procesom kompostiranja bez (P1) i uz (P2)
inokulaciju mikroorganizama. U svrhu odabira mikroorganizama prethodno su
postavljeni pokusi biorazgradnje lignoceluloznog otpada uz inokulaciju razli¢itih
kultura mikroorganizama kao $to su Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma
reesei, Pseudomonas aeruginosa FN, Candida rugosa, Aspergillus fumigatus i
aktinomiceti. Na temelju FTIR analize kulture P. chrysosporium i T. reesei pokazale
su najvecu sposobnost razgradnje lignoceluloznih komponenti te su koriStene u
pokusu kompostiranja. Proces kompostiranja provodio se u adijabatskom reaktoru
radnog volumena 10 dm?® s prisilnom aeracijom tijekom 28 dana. Rezultati
istrazivanja pokazuju poveéanje brzine procesa kompostiranja pomocu inokuliranih
kultura u P2, odnosno termofilna faza se postize 24 sata ranije i traje Sest dana duze
nego u P1. U procesu kompostiranja ukupno je nastalo 123 g kgnuro® CO2 i 118 g
kguro! CO2 uz ukupnu vrijednost konverzije od 45 % i 35 % u P1 odnosno P2.
Rezultati FTIR analize pokazuju da je doslo do razgradnje slozenih organskih

molekula u oba pokusa.

Kljucne rijeci: biorazgradnja, kompostiranje, lignocelulozni materijal, duhanski otpad,

komina masline, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei



ABSTRACT

Nowadays, one of the major environmental issues is a solid waste. Agro-
industrial waste is of a particular importance because it negatively influences on the
environment if isn’t properly managed. Tobacco waste and olive pomace are
categorized as agro-industrial waste, which contain considerable amount of organic
matter, high concentration of nicotine and phenols and therefore they can’t be
disposed of in landfills without treatment. Also, mentioned wastes contain high
concentrations of complex molecules such lignin, cellulose and hemicelluloses, and
therefore they are classified as lignocellulosic waste. Agroindustrial and
lignocellulosic waste can be treated by composting process. During the composting
process, biodegradable organic matter is converted to the stable product-compost,
along with the production of CO2, NHas, water and releasing heat.

In this work a biodegradability of lignocellulosic waste, tobacco waste and
olive pomace, by composting process without (P1) and with (P2) inoculation of
microorganisms was examined. In order to select microorganisms, previous
biodegradation experiments of lignocellulosic waste with inoculation of different
cultures of microorganisms such as Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma
reesei, Pseudomonas aeruginosa FN, Candida rugosa, Aspergillus fumigatus and
actinomycetes were conducted. Results of FTIR analysis showed that fungal cells of
P. chrysosporium and T. reesei have efficiently degraded lignocellulosic components
and therefore they were inoculated in the composting experiment. Composting
processes were conducted in a closed thermally insulated column reactor of an
effective volume of 10 dm? and forced aeration during 28 days. The results of
composting exp. in P2 show that the inoculated microorganisms have increased rate of
biodegradation and the thermophilic phase has been achieved 24 h earlier and lasts six
days longer than in exp. P1. The obtained conversion during process in P1 and P2 was
45 % and 35 %, respectively, and the mass of evolved carbon dioxide was 123 g
kgvsot CO2, and 118 g kgvso® COz, respectively. The FTIR analysis shows that in

both processes a degradation of complex molecules was occured.

Key words: biodegradation, composting, lignocellulosic material, tobacco waste, olive

pomace, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei
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1. UVOD

Narusavanje prirodne ravnoteze i unisStavanje pojedinih ekosustava posljedica
je ljudske aktivnosti vezane uz industriju, intenzivnu poljoprivredu, graditeljstvo,
promet itd. Ishod navedenih djelatnosti dovodi do oneciS¢enja tla, podzemnih i
povrsinskih voda, mora, zraka, uniStavanja Suma, promjene klime, smanjivanja
ozonskog sloja u atmosferi te smanjivanja bioloske raznolikosti.® Kako bi se negativni
utjecaji na okoli§ sveli na najmanju mogu¢u mjeru potrebno je otpadnim tokovima
gospodariti na odgovarajuéi na¢in postivajuéi hijerarhiju gospodarenja otpadom.?

Ekoloski prihvatljivim na¢inom zbrinjavanja biorazgradivog otpada smatra se
proces kompostiranja. Kompostiranje dolazi od latinske rije¢i compostium §to u
prijevodu zna¢i mjeSavina, a odnosi se na raznolikost supstrata kojeg zajednice
mikroorganizama u aerobnim uvjetima prevode u stabilan produkt-kompost uz
oslobadanja plinova (ugljikov dioksid, amonijak), topline i vode. Navedenim
procesom mogu se zbrinuti razliiti biorazgradivi otpadi medu koje se ubrajaju i
pojedini agroindustrijski otpadi.'® Tijekom prerade duhana nastaje duhanski otpad
koji se zbog visokih koncentracija nikotina Klasificira kao stetan i opasan otpad.*®
Komina maslina nastaje u procesu proizvodnje maslinovog ulja i bez prethodne
obrade ne smije se odloziti u okoli§ jer sadrzi visoke koncentracije fenola koje
uzrokuju fitotoksi¢nost, visoki omjer C:N, razli¢ite organske kiseline.®’ Oba
navedena agroindustrijska otpada karakterizira visok udio organske tvari medu kojima
lignocelulozna komponenta otezava njihovu biorazgradnju. Biorazgradnja je
posljedica biokemijske aktivnosti mikroorganizama. Pojedini mikroorganizmi kao $to
su Phanerochaete chrysosporium®, Trichoderma reesei®'°, Pseudomonas spp.?,
Cellulomonas sp.t!, Candida rugosal!, Aspergillus ellipticus'?, Aspergillus
fumigatus®? i aktinomiceti'! pokazuju visoku sposobnost razgradnije lignina, celuloze i
hemiceluloze.

U ovom radu ispitivana je biorazgradnja lignoceluloznog materijala,
duhanskog otpada i komine masline procesom kompostiranja u zatvorenom sustavu
bez (P1) i uz (P2) inokulaciju mikroorganizama. Mikroorganizmi koji su pokazali

najvecu ucinkovitost biorazgradnje koristeni su u procesu kompostiranja.

UVOoD 1



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Cvrsti otpad

Otpad se prema Zakonu 0 odrzivom gospodarenju otpadom NN 94/13 definira
kao svaka tvar ili predmet koje posjednik odbacuje, namjerava ili mora odbaciti.
Prema mjestu nastanka svrstava se u dvije kategorije komunalni i proizvodni.*3
e Komunalni otpad je otpad iz kucanstava te otpad iz proizvodne ili usluzne

djelatnosti ako je po svojstvima i sastavu slican otpadu iz kucanstava.
¢ Proizvodni otpad je otpad koji nastaje u proizvodnom procesu u industriji, obrtu i
drugim procesima, a po sastavu i svojstvima se razlikuje od komunalnog otpada.

Prema svojstva kojima djeluje na zdravlje ljudi i okoli§ otpad se moze klasificirati

kao inertni otpad, opasni otpad te neopasni otpad (NN 39/09).14

e Inertni otpad podrazumijeva otpad koji ne podlijeze znacajnim fizickim,
kemijskim ili bioloskim promjenama. Takav otpad nije topiv, nije zapaljiv te na
bilo koje druge nacine fizikalno ili kemijski ne reagira niti je biorazgradiv.

e Opasan otpad karakterizira barem jedno od svojstava koje ga ¢ine opasnim, kao
Sto su primjerice eksplozivnost, zapaljivost, karcinogenost, infektivnost, toksicnost,
teratogenost, mutagenost itd..

¢ Neopasnim otpadom smatra se otpad koji nema neko od svojstava opasnog otpada,

otpad 1z kucanstva ili iz drugih djelatnosti, a ¢iji je sastav isti onom iz kucanstva.

Upravo kako bi se sprijeCio Stetan utjecaj na okoli§ 1 zdravlje ljudi potrebno je
otpadom gospodariti na odgovarajuci na¢in, odnosno sve aktivnosti, mjere i odluke

usmjeriti u svrhu zastite navedenog.®®
2.1.1. Biorazgradivi otpad

Bioloski razgradivi otpad je otpad koji se moze razgraditi aerobnim ili
anaerobnim postupkom.®* U ovu kategoriju otpada ubrajaju se komunalni otpad,
karton, papir, tekstil, drvo, itd. te ovakav otpad pokazuje razgradivost tijekom duljeg
izlaganja aerobnim, odnosno anaerobnim mikroorganizmima.’®> Prema podacima

Europske agencije za okoli§ (engl. European Environment Agency — EEA)

TEORIJSKI DIO 2



procijenjeno je kako u brojnim europskim zemljama kuéanski otpad sadrzi vise od 66
% biorazgradivog ¢vrstog otpada te prema direktivama i ciljevima Europska unija,
EU, tezi se smanjenju odlaganja komunalnog otpada na odlagalista. Upravo takav
otpad potrebno je izdvajati i reciklirati te se na taj nacin smanjuje utjecaj na okolis,
emisije staklenickih plinova koje nastaju na odlagaliStima, a recikliranjem moze
postati dobar izvor sekundarnih sirovina. S istim izazovima suocena je 1 Republika
Hrvatska. U 2013. godini odlozeno je 870 434 tona biorazgradivog otpada te prema
Okvirnoj direktivi (2008/EZ) 1 Zakonu o odrzivom gospodarenju otpadom (NN
94/2013) cilj je do kraja 2020. godine smanjiti koli¢inu ovakvog otpada na

odlagalistima za 70 %.1
2.1.2. Lignocelulozni otpad

Lignocelulozne komponente osnovne su gradevne jedinice svih biljaka,
sastavljene od dva linearna polimera — celuloze i hemiceluloze te nelinearnog,

trodimenzijskog polimera — lignina (slika 2.1.).1

Stanicna stijenka biljke

o/ o) =V S0 %0%5%,

N 'jm"c- **-«”T' ' o‘jo.‘
/"-t;"}’ﬁv%’ ..O;..q}o Ho>\ﬁ@} FARY

M ;,ﬁ/\o/‘ﬁ“ %, ,21/‘“

Celuloza

Slika 2.1. Prikaz strukture lignoceluloznog materijala.t’
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Lignocelulozni materijal se sastoji od 38 - 50 % celuloze, 23 - 32 %
hemiceluloze i 15 - 25 % lignina. Kod biljaka je osim primarnih moguca identifikacija
i strukturnih polimera (5 — 13 %) kao §to su voskovi i proteini.’® Lignocelulozni
supstrati nusprodukti su razli¢itih agroindustrija i stvaraju veliki problem u okolisu. U
razli¢itim studijima ispitivana su svojstva i nacini zbrinjavanja lignoceluluznih
materijala poput papiral®, piljevine®®, ostaci $ecernih trski®!, pamuénog otpada®,
lis¢a??, otpada iz pivovara?l, komina masline?, duhanski otpad!®242°,

Osnovna strukturna komponenta biljaka je lignin ¢ija je razgradnja najsporija u
odnosu na ostale komponente kao 3to su celuloza, hemiceluloza, $krob, pektin itd.?
Prema nekim istrazivanjima priroda lignina opisuje se negativno upravo zbog toga §to
usporava razgradnju lignoceluloznog materijala.?? Uzrok tome je izuzetna raznolikost
vezanja izmedu osnovnih monomernih jedinica. Razgradnja lignina ucestalo je
kometaboli¢kog tipa te neznacajne su koli¢ine oslobodene energije. Razgradnja ovog
polimera postize se najcesc¢e gljivama bijelog truljenja (Stereum hirsutum, Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium).?®

Biljke karakterizira najveci udio celuloze, a nalazi se u gotovo svakoj vrsta
organskog otpada. Celuloza je polimer glukoze, gradena od dugih nizova medusobno
povezanih molekula disaharida celobioze od koje potpunom hidrolizom nastaje
glukoza.? Jednostavnost celulozne strukture (ponavljanje jednakih veza) zahtjeva
malu koli¢inu enzima za razgradnju.?® U aerobnim uvjetima razgradnja celuloze
moguca je gljivama, ali 1 bakterijama. S obzirom na to da je celuloza bogata ugljikom
1 ne sadrzi duSik, bolju sposobnost razgradnje imaju gljive micelijske strukture
(Chaetomium sp., Fusarium sp. i Aspergillus sp.).2

Hemiceluloza je razgranati polimeri ksiloze, arabinoze, galaktoze, manoze i
glukoze. Ona povezuje snopove celuloznih vlakana kako bi se formirala mikrovlakna
koja poboljSavaju stabilnost stanicne strukture biljaka. S ligninom tvore umreZene
strukture koje osiguravaju strukturnu snagu, ali samim time otezavaju

mikroorganizmima put razgradnje.?’?8

DUHANSKI OTPAD

Nicotiana tabacum L. uzgaja se radi liS¢a koje nakon obrade i suSenja sluzi
kao osnovna sirovina za cigarete i slicne proizvode. Tijekom prerade dolazi do

nastajanja tekuceg i ¢vrstog otpada koji se klasificira kao agroindustrijski otpad te kao
TEORIJSKI DIO 4



opasan odnosno toksi¢an za okoli§ i ljudsko zdravlje ukoliko sadrzi vise od 0,05 %
nikotina.*** Od ukupne koli¢ine ulazne sirovine duhana oko 4 % tijekom prerade
postaje otpad.! Ovisno o mjestu i sustavu za proizvodnju cigareta, ostaci duhana
razlikuju se u konzistenciji. Mogu sadrzavati biljne fragmente, komadice ili prah
razli¢itih granularnosti. Nikotin je topiv u vodi te se zbog toga ne smije odloziti na tlo
jer moze dospjeti u podzemne vode, kao procjedna voda duhanskog otpada. Duhanski
otpad Karakterizira visok udio organske tvari (TOC > 200 mg dm=), visoka pH-
vrijednost (9,1), visok udio dusika (> 2,18 %) te nizak C:N omjer (~20:1). Osim
nikotina, visok udio celuloze, hemiceluloze i lignina Cine biorazgradnju slozenijom

(tablica 2.1.).5,23,29-31

Tablica 2.1. Prosje¢ni sastav duhanskog otpada.®

Komponente Udio (%)
hlapljive tvari 65,4
pepeo 17,0
vlaga 16,2
fiksirani ugljik 1,4
celuloza 30,3
hemiceluloza 13,0
lignin 20,4
ekstrakti (Seceri, pektin) 36,3

KOMINA MASLINE

Posljednjih desetak godina u Mediteranskim krajevima biljezi se povecanje
proizvodnje maslinovog ulja, a usporedno s time generiranje vecih koli¢ina neZeljenih
otpadnih tokova - komine maslina i otpadne vode. U komini masline nalazi se
endokarp (kostica), epikarp (koZica), kamenje, voda te ulje koje nije ekstrahirano.
Kemijski sastav komine masline ovisi o sorti masline, porijeklu, uvjetima uzgoja te
nac¢inu ekstrakcije maslinovog ulja. Sastav nastalih otpadnih tokova ovisi o tome je li
rije¢ o diskontinuranom ili kontinuiranom (dvofaznom i trofaznom) procesu

proizvodnje maslinovog ulja.® Dvofazni kontinuirani nacin ekstrakcije smatra se

TEORIJSKI DIO 5



koli¢ine otpadnih tokova su 75 % manje od ostalih procesa. Na kraju procesa nastaje
komina koju karakterizira niska pH-vrijednost, te visoke vrijednosti vodljivosti,
sadrzaja vlage i koncentracije organske tvari i fenola (tablica 2.2.). Organske tvari
koje se nalaze u otpadnom toku su lignin, celuloza, hemiceluloza, masne kiseline te
proteini. Upravo lignocelulozne komponente otezavaju sam proces biorazgradnje
komine. Ovakav opasni otpad potrebno je zbrinuti na odgovaraju¢i nacin jer
odlaganjem u okoli§ moze uzrokovati nezeljene posljedice zbog svojeg fizikalno-

kemijskog sastava.®’

Tablica 2.2. Prosje¢ni sastav komine masline.’

Pokazatelji Raspon vrijednosti
TOC (g kg?) 848,9 - 976,0
lignin (g kg™) 323,0-556,5
hemiceluloza (g kg™) 273,0 - 415,8
celuloza (g kg™?) 140,2 - 249,0
masti (g kg 77,5-194,6
proteini (g kg™) 43,8 - 115,0
ugljikohidrati topivi u vodi (g kg?) 12,9 - 164,0
fenoli topljivi u vodi (g kg™) 6,2 - 23,9
vlaga (%) 55,6 - 74,5
pH () 4,86 - 6,45
A (dS m™) 0,88 - 4,76
C:N (5 28,2-729

2.1.3. Obrada ¢vrstog otpada

Otpad koji nastaje potrebno je zbrinuti kako bi se smanjio pritisak na okolis 1
samim time zaStitio covjek. EU je 1973. donijela Sest akcijskih programa o okolisu u
kojima se izmjenjuje pristup na nacin da se prati i sprjecava onecis¢enje okolisa te da
se ugradi odrzivi razvoj u svaki aspekt ¢ovjekovog djelovanja. Hijerarhijski pristup
upravljanja otpadom nalaze redom: smanjivanje otpada na izvoru nastanka, ponovnu
uporabu, recikliranje i kompostiranje, povrat energije te na samom kraju odlaganje.
Vrsta otpada, nacela zaStite okoliSa i ekonomska isplativost uvjetuju odabir nacina

obrade otpada medu kojima su predloZeni razli¢iti postupci:1142324
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e Kemijski i fizikalni postupci obrade otpada podrazumjevaju promjenu
fizikalno—kemijskih i bioloskih svojstava kao posljedica kemijskih i fizikalnih
postupaka (neutralizacija, talozenje, ekstrakcija, redukcija, oksidacija, dezinfekcija,
filtracija, sedimentacija)

¢ Bioloski postupci obrade — fizikalna, kemijska i bioloSka svojstva mijenjaju se
bioloskim postupcima (aerobna i anaerobna razgradnja)

e Termicki postupci obrade — mijenjanje fizikalnih, kemijskih i bioloskih svojstava
uporabom topline pod to¢no propisanim uvjetima (spaljivanje, piroliza,
sterilizacija, zarenje, taljenje, sinteriranje)

e Kondicioniranje otpada — priprema otpada za odredeni nadin zbrinjavanja

(usitnjavanje, ovlazivanje, pakiranje, otprasivanje, stabilizacija)'*

2.1.4. Biorazgradnja lignoceluloznog otpada

Velike koli¢ine lignoceluloznih materijala nastaju u razli¢itim agroindustrijskim
djelatnostima poput Sumarstva, poljoprivrede i dr. te pritom mogu onecistiti okolis.
Ovakav otpad se Cesto spaljuje, a pritom nastaju plinovi koji takoder mogu one¢istiti
okolis. U danasnje vrijeme teZi se okoliSno prihvatljivijem nacinu obrade, a jedan od
njih je pretvorba otpada u razlic¢ite korisne proizvode kao Sto su papir, hrana za
Zivotinje, razli¢ite organske kemikalije (bio-etanol, bio-metan, limunska kiselina,
mlijena kiselina), kompost.®® Na slici 2.2. dani su neki od moguéih produkata

obradenog lignoceluloznog materijala primjenom razli¢itih postupaka.

I Lignocelulozni materijal I
|

‘ Direktno spaljivanje | | Fizikalno-kemijska konverzija ‘ ‘ BioloZka konverzija ‘
Djelomitna | Uplinjavanje | | Piroliza | Suha Anaerobna | Fermentacija Metabolitka
oksidacija i destilacija digestija | energija

T | | [ T T
Uglien Proizvodni Katran Ulje Plin Metanol Bioplin Alkohol Fivotinjska
plin (metan) {etanol) snaga

Slika 2.2. Konverzija lignoceluloznog materijala u razli¢ite izvore energije.>®
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Razlicita istrazivanja pokazala su da organizmi koji posjeduju lignoliticke
enzime razgraduju udinkovito lignocelulozni materijal.>*® Mikroorganizmi (gljive,
bakterije 1 aktinomiceti) kao 1 Zzivotinje imaju sposobnost razgradnje celuloze.
Koli¢ina proizvedenog enzima celulaze iz bakterija, koje imaju sposobnost
razgradivati celulozu, nije velika. Veliki dio proizvedene celulaze sastavljen je od
endoglukanaze i nije aktivan u kristalnom obliku celuloze. Osim toga navedeni enzim
je intracelularni i adsorbiran u stani¢noj stijenci bakterija, a koli¢ina ekstracelularnih
je neznacajna. Prema istrazivanjima gljive su najpoznatija skupina mikroorganizama

koja moZe razgraditi celulozu s visokim stupnjem proizvodnje celulaze.®’

Prema razgradnji lignoceluloznih komponenti, mikroorganizmi mogu se
podijeliti u sljedec¢e kategorije:

1. Mikroorganizmi sa sposobno$¢u razgradnje celuloze. Tu spadaju gljive,
aktinomiceti, bakterije, protozoe. Mikroorganizmi pripadaju sljede¢im vrstama:
Polyporus spp., Agaricales spp., Trichoderma spp., Sporocytophaga
myxococcoides, Streptomyces antibioticus.

2. Mikroorganizmi sa sposobno$¢u razgradnje hemiceluloze. Gljive prevladavaju u
pocetnoj fazi razgradnje celuloze, a aktinomiceti su dominantniji u kasnijim
fazama. Vecina gljiva moZe razgraditi hemicelulozu te je njihov broj daleko veci
od broja gljiva sa sposobno$¢u razgradnje celuloze.

3. Mikroorganizmi sa sposobno$¢u razgradnje lignina. Mikroorganizmi iz ove
kategorije uglavnom su gljive koje pripadaju koljenu basidiomycota. Najznacajnije

vrsta su Fomes spp., Polyporus spp., Polystictus spp., Phanerochaete spp.®’

Saprofitske gljive razvile su dva mehanizma, oksidacijski i1 hidroliticki, koji
zajedno u razli¢itim kombinacijama mogu razgraditi lignocelulozne komponente.®
Phanerochaete chrysosporium, gljiva bijelog truljenja, je najpoznatiji i najistrazivaniji
lignoliticki mikroorganizam. Sposobnost razgradnje lignina i razli¢itih aromatskih
komponenti pripisuje se nespecificnom ekstracelularnom enzimskom sustavu koji
ukljuéuje mangan peroksidazu, lignin peroksidazu te laktazu.® Trichoderma reesei je
glavni industrijski izvor celulaze i hemicelulaze koje se koriste za depolimerizaciju
biomase na jednostavne Secere, koji se pretvaraju u kemijske intermedijere i biogoriva

kao sto je etanol. Celulazna aktivnost, koju proizvodi ovaj mikroorganizam, sastoji se
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od razli¢itih endoglukanaza 1 egzoglukanaza koje djeluju sinergisticki u cilju
pretvorbe celuloze u celobiozu.®*°

U danasnje vrijeme sve su veli zahtjevi za bioproduktima nastalim
iskoriStavanjem vrijednih sekundarnih sirovina. Kompostiranje, zbog prihvatljivih
ekonomskih i okoliSnih aspekata, smatra se ucinkovitim procesom zbrinjavanja

razli¢itog otpada, posebice lignoceluloznog.?>33

2.1.5. Kompostiranje

Kompostiranje je proces biorazgradnje Cvrste organske tvari koju provodi
zajednica mikroorganizma u aerobnim uvjetima. Produktima mikrobnog metabolizma
ovog procesa smatraju se ugljikov dioksid, amonijak, voda, biomasa i toplina uz
stvaranje stabilnog produkta, komposta. Takav produkt moze se Koristiti za
poboljsavanje strukture te kao dodatak organskih i mineralnih tvari tlu.%? Proces

kompostiranja moze se prikazati opéom jednadzbom (2.1)%:

Supstrat+0O2 — Kompost+CO2+H20+NHs+Biomasa+(-AHy) (2.1)

Kompostiranje je kontrolirani biokemijski proces ¢iji supstrati su najcesce
materijali biljnog, Zivotinjskog ili mikrobioloskog podrijetla.® Udio biljnih supstrata je
najvedi, dok Zivotinjska tkiva i mikrobne komponente ¢ine manje frakcije bilo koje
mjesavine.? U tablici 2.3. dani su glavni prirodni spojevi pronadeni u kompostnim

materijalima.

Za razgradnju sloZene strukture odgovorni su mikroorganizmi ¢ija aktivnost je
prisutna u pojedinim fazama kompostiranja. Proces zapocinje oksidacijom lakse
razgradivih organskih tvari koje se naziva truljenje nakon cega slijedi stabilizacija Sto
podrazumijeva razgradnju sloZenijth organskih molekula 1 humifikaciju
lignoceluloznog materijala.’ Tijekom kompostiranja izmjenjuju se &etiri faze! ovisno
0 promjeni temperature: 1. Mezofilna faza (25 — 45 °C), 2. Termofilna faza (45 — 65

°C), 3. Faza hladenja (druga mezofilna faza) i Faza zrenja.
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Tablica 2.3. Najznacajnije prirodne

biorazgradivim materijalima.?

komponente biljaka koje se mnalaze u

Komponenta Sastav Funkcija Razgradljivost
Lianin Polimerizati derivata Strukturna Vrlo otporno;
g fenilpropana komponenta najc¢esce gljivama
Strukturna Jednostavno; najcesce
. komponenta gljivama, ali i
Celuloza P—14glukozidne veze | 1 1ika i lise bakterijama,
biljaka) aktinomicetima
Amiloza: linearne o - 1, Skladisna
Skrob 4 veze komponenta u Dobro; anaerobno i
Amilopektin: razgranate korijenju i aerobno
o -1, 4 veze sjemenkama
Laminarin B—1,3veze Morske alge Jednostavno
Polimeri galaktoze i
Agar galakturonskih kiselina Morske alge Otporno
Niski stupanj Komponenta
Hemiceluloza polimerizacije Secera stanicne stijenke Promjenjivo; ¢esto
monomera i uronskih (drvo, alge, zajedno s ligninom
kiselina sjemenke, slama)
Stani¢ne stijenke )
. i . Jednostavno;
. Polimer galakturnske biljaka, sjemenke, . . .
Pektin I , . ... | djelovanjem vecine
kiseline voce, mladi dijelovi . .
mikroorganizama
stabala
Disaharid glukoze i yrlo JeQnostavr?p;
Saharoza Vakuole djelovanjem vecine
fruktoze . .
mikroorganizama
Klorpfll ' os_tall Plastidi Jednostavno
pigmenti
Alkaloidi, tanini Seceri, alfa - D - Vakuole Promjenjivo
glukoza
Masnoce, Glicerin i masne Skladis$na N
. . Promjenjivo
voskovi kiseline komponenta
DNS, RNS Nukleinske kiseline Jezgre, mitohondriji Jednostavno

e Mezofilna faza

U ovoj fazi bakterije, aktinomiceti 1 gljive razgraduju lako razgradive i

energijom bogate molekule kao §to su Seceri 1 proteini. Ovisno o vrsti supstrata, broj

mezofilnih mikroorganizama u ovoj fazi je veéi od broja termofilnih za tri reda
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veliine, a porast temperature u kompostnoj masi uzorkovan je upravo njihovom

metaboli¢kom aktivno$cu.

e Termofilna faza

Owvu fazu karakteriziraju mikroorganizmi koji imaju sposobnost prilagodbe
visokim temperaturama te s vremenom broj termofilnih mikroorganizama naglo raste
dok se broj mezofilnih smanjuje. Do temperaturne vrijednosti od 62 °C razgradnja je
vrlo brza, a iznad navedene vrijednosti inhibiran je rast pojedinih termofilnih gljiva
dok termotolerantne i termofilne bakterije te aktinomiceti ostaju aktivni i pri visim
temperaturama. Termofilna faza vrlo je vazna zbog higijenizacije kompostne mase te
pogoduje unistavanju patogenih mikroorganizma, sjemenke korova te licinki insekata.
Higijenizaciju, osim visoke temperature, uzrokuju antibiotici koje proizvode
aktinomiceti. Temperature iznad 70 °C su nepozeljne zato $to dolazi do uniStavanja

mezofilnih mikroorganizama te je otezana njihova ponovna aktivacija u fazi hladenja.

e Faza hladenja (druga mezofilna faza)

Nakon termofilne faze dolazi do smanjenje udjela biorazgradive frakcije §to
uzrokuje opadanje aktivnosti termofilnih mikroorganizama, a samim time sniZenje
temperature u kompostnoj masi. Pri temperaturi od 40 °C ponovno se aktiviraju
mezofilni mikroorganizmi iz prezivjelih spora te ostali mikroorganizmi S ruba
kompostne mase ponovno naseljavaju njezinu unutrasnjost. Dok prvu mezofilnu fazu
karakteriziraju mikroorganizmi sa sposobnoS¢u razgradnje Secera, oligosaharida i1
proteina, u drugoj mezofilnoj fazi povecava se broj organizama koji imaju sposobnost

razgradnje celuloze i Skroba.

e Fazazrenja

Posljednja faza u procesu kompostiranja moze trajati u rasponu od nekoliko
tjedana do nekoliko mjeseci. U ovoj fazi broj prevladavaju gljive, dok se broj
bakterija smanjuje. Tijekom kompostiranja dolazi do nastanka i isparavanja
amonijaka zbog ¢ega sadrzaj dusika u kompostu moze biti nizi. Faza zrenja traje
dokle god dolazi do razgradnje ugljikovih spojeva, a kao pokazatelji razgradnje su

nastanak CO;, vode, nizi omjer C:N, blago luznata pH-vrijednost komposta.'-2
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2.1.6. Cimbenici koji utje¢u na proces kompostiranja

Uspjesnost procesa kompostiranja ovisi o razli¢itim fizikalnim, kemijskim i
bioloskim ¢imbenicima kao Sto su: omjer C:N, sadrzaj vlage, odgovaraju¢i sadrzaj
kisika, temperatura, raspon pH-vrijednosti, veli¢ina Cestica te broj i vrsta

mikroorganizama.t->4°

Omjer C:N

Za metabolizam mikroorganizama, koji su odgovorni za biorazgradnju,
neophodne su hranjive tvari koje sadrze osnovne elemente kao Sto su ugljik, dusik,
fosfor i kalij te razlicite elemente u tragovima. Upravo je omjer organskog ugljika i
dusika jedan od najvaznijih pokazatelja ravnoteze nutrijenata. U metabolizmu
mikroorganizama ukljuc¢eno je oko 30 jedinica ugljika na svaku jedinicu dusika, od
¢ega gotovo 20 jedinica je oksidirano u ugljikov dioksid. Pregled nekih materijala i
pripadaju¢ih C:N omjera dan je u tablici 2.4.

Tablica 2.4. Omjer C:N razli¢itih vrsta biorazgradivog otpada.?#?

Materijal C:N omjer
Papir 173:1
Aktivni mulj 6:1
Plodna zemlja 6-10:1
Trava 20-40:1
Otpad hrane 15,6:1
Otpad voca 34,8:1
Farmaceutski otpad | 19:1
Duhanski otpad 20:1
Komina masline 50:1
Drvece 723:1

Optimalnim omjerom smatra se raspon od 25:1 do 35:1. Omjeri ve¢i od
navedenog uzrokuju usporavanje brzine kompostiranja dok kod nizih omjera dolazi
do gubitka dusika. Ako je rije¢ o visim C:N omjerima, ugljik je vezan u slozenim

molekulama kao Sto su lignin celuloza i hemiceluloza te polako postaje dostupan
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mikroorganizmima. Pri nizim omjerima C:N dolazi do gubitka dusika Sto rezultira
stvaranjem amonijaka. Amonijak biva istjeran iz kompostne mase pri pH-
vrijednostima supstrata iznad 8 odnosno pred kraj termofilne faze odnosno pocetka
druge mezofilne faze. Smanjeni sadrzaj duSika ograni¢ava vrijednost konacnog
produkta komposta.l? Uspjesnost procesa kompostiranja uocljiva je iz stalnog
smanjenja C:N omjera koji na samom kraju govori o zrelosti i stabilnosti krajnjeg
produkta.*! Takoder valja naglasiti kako su ostale organske tvari u tipi¢nom

organskom otpadu u odgovarajuéim koli¢inama i omjerima.?

Sadrzaj vlage

Tijekom cijelog procesa kompostiranja neophodna je optimalna koli¢ina vode
za aktivnost svih mikroorganizama. Prema literaturnim podacima optimalna pocetna
vlaznost je izmedu 50 — 60 %. VlaZnost ispod 40 % uzrokuje dehidriranje kompostne
mase i zaustavljanjem biolo§kog procesa §to rezultira fizicki stabilnim, a bioloski
nestabilnim produktom. Osim toga, sve mikrobne aktivnosti prestaju pri sadrzaju
vlage koji je manji od 8 — 12 %. Anaerobni uvjeti u kompostnoj masi posljedica su
vlaZnosti ve¢e od 60 % zbog toga §to voda zauzima slobodni zracni prostor izmedu
Cestica. U takvim uvjetima dolazi do nastanka anaerobnih plinova i smanjenja brzine
razgradnje organskih spojeva. 1z navedenog moze se zakljuciti kako su sadrzaj vlage i

dostupnost kisika usko povezani.122440

Sadrzaj kisika

Jedan od najznacajnijih ¢imbenika u procesu kompostiranja je sadrzaj kisika u
kompostnoj masi, a uvjetovan je tehnologijom i sustavom provodenja procesa.’
Aeracija u sustavima moze biti prirodna, pasivna ili prisilna.** Potrebno je osigurati
viSe od 10 % kisika u plinovitoj fazi unutar kompostne hrpe za odrZavanje aerobnih
uvjeta. Razina kisika ispod 5 % je ograniavajuca je za mikrobnu aktivnost te dolazi
do stvaranja anaerobnih uvjeta i plinova kao $to je metan. Visoke koncentracije kisika
su takoder nepozeljne za uspjesno provodenje procesa jer uzrokuju isuSivanje
kompostne mase i samim time smanjenje mikrobne aktivnosti. Zrak se nalazi u
meduprostorima kompostne mase te zbog mikrobne aktivnosti mijenja se njegova
razina, odnosno koncentracija ugljikovog dioksida postupno se povecava, a

koncentracija kisika smanjuje. Upravo zbog toga vazno je da mikroorganizmi imaju
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stalnu  opskrbu  kisikom kako bi njihove metabolicke aktivnosti bile

nepromijenjene. 43

Temperatura

Jedan od rezultata mikrobne aktivnosti su promjene temperature koje rastu od
okolisnih, odnosno temperatura aktivnosti mezofilnih mikroorganizama do
temperatura aktivnosti termofilnih mikroorganizama (slika 2.3.).** Kompostiranje je
egzotermni proces koji proizvodi velike koli¢ine energije, ali samo 40 - 50 %
mikroorganizmi mogu iskoristiti za sintezu ATP-a dok je preostala energija izgubljena
kao toplina u masi.? Pri temperaturama od 30 do 45 °C najveéa je mikrobioloska
raznolikost zbog ¢ega dolazi do intenzivne biorazgradnje.** Dostupnost jednostavno
razgradivih molekula omoguéuje dosezanje visokih temperatura i do 70 °C. Pri
temperaturama od 70 — 90 °C dolazi do inhibicije rasta mikroorganizama i usporava
se biorazgradnja organske tvari te samo nekoliko vrsta termofilnih bakterija pokazuju
metabolicku aktivnost.** Procesna temperatura je vrlo vazna za razgradnju sloZenih
molekula 1 higijenizaciju kompostne mase, odnosno uniStavanje patogenih
organizama, li¢inka insekata te sjemenki korova S§to se postize visokim
temperaturama. Druga mezofilna faza ukazuje na hladenje kompostne mase i skoro
zrenje i stabiliziranje krajnjeg produkta. Vrsta procesa i stupanj kontrole imaju veliki
utjecaj na temperaturu, zbog toga je kontrola temperature jednostavnija u zatvorenim

nego otvorenim sustavima.?®

Kompostiranje

P

Termofilna
temperatura

Stabiliziranje i

. zrenje komposta
Mezofilna

temperatura

Utjecaj temperature, koncentracija CO,ili O,

Vrijeme _—

Slika 2.3. Promjene temperature i koncentracije ugljikovog dioksida tijekom procesa

kompostiranja.*®
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Vrijednost pH

Optimalni raspon pH-vrijednosti supstrata za kompostiranje je od 5,5 — 8,0. Za
rast bakterija povoljno je neutralno podrucje dok se gljive bolje razvijaju u kiselom
okolisu. Iako postoje iznimke, opce je poznato kako je pH-vrijednost kompostne mase
niza na poc¢etku samog procesa jer bakterije razgraduju jednostavne organske spojeve,
a kao meduprodukt nastaju organske kiseline. Povecanje pH-vrijednosti (8,0 - 8,5) u
termofilnoj fazi dovodi do oslobadanja amonijaka kroz mineralizaciju organskog
dusika.?* Supstrate s niskim pH-vrijednostima pogodno je mijesati sa supstratima
luznate ili neutralne pH-vrijednosti ili se Kiselost regulira dodavanjem anorganskih

soli kao $to su vapno i natrijev hidrogen-karbonat.*

Veli¢ina ¢estica

Usitnjavanjem supstrata povecava se ukupna povrSina materijala te se tako
ubrzava proces kompostiranja. Optimalna veli¢ina Cestica kre¢e se od 4 — 7 cm.
Cestice manjeg promjera mogu uzrokovati sabijanje kompostne mase te onemoguditi
prolazak kisika, na taj nacin dolazi do stvaranja anaerobnih uvjeta.>® Ako je rije¢ o
praSkastim supstratima, onda se oni mijeSaju s krupnijim inertnim materijalima koji

omoguéuju prozra¢nost kompostne mase, a na kraju se izdvajaju iz produkta.?

Broj i vrsta mikroorganizama

Najznacajnije skupine aerobnih mikroorganizama koje su odgovorne za
biorazgradnju tijekom procesa kompostiranja su gljive i bakterije. Na njihovu
aktivnost utje¢u vlaznost kompostne mase, dostupnost kisika, pH-vrijednost, vrsta
supstrata.*® S obzirom na promjenu temperature u kompostnoj masi, mikroorganizme

moZemo podijeliti u dvije skupine*”: mezofili (20 - 45 °C) i termofili (45 — 90 °C).

e Gljive
Stanice gljiva oblikovane su u duge filamente koje se nazivaju hife, a znatno
su vece od onih koje razvijaju aktinomiceti. One prolaze kroz kompostnu masu
mijenjajuéi njezina kemijska i mehanicka svojstva. Stabiliziraju kompost na nacin da
tvore manje nakupine te se tako poboljsava propusnost i aeracija. Uloga gljiva je vrlo
vazna jer su upravo ovi mikroorganizmi odgovorni za razgradnju odumrlih biljaka u

okolisu zbog sposobnosti razgradnje slozenih molekula kao §to su lignin i celuloza.*
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e Bakterije
Pripadaju najbrojnijoj mikrobioloskoj komponenti kompostne mase te su
dominantna populacija tijekom cijelog procesa.*® Za razgradnju organskih tvari u
otpadnim materijalima najznacajnija je uloga onih vrsta koje pokazuju proteoliticku i
celuloliti¢ku aktivnost.*® Aktinomiceti pripadaju skupini bakterija, iako su vizualno
nalik gljivama jer tvore hife. One im omogucuju Sirenje po cijeloj kompostnoj masi i
stvaranje stabilnih organskih nakupina u krajnjim fazama kompostiranja. Zemljani

miris komposta rezultat je mikrobioloske aktivnosti aktinomiceta.*°

2.1.7. Sustavi za provedbu procesa kompostiranja

Odabir sustava za kompostiranje ovisi o vrsti i koli¢ini otpada, ekonomskoj
isplativosti, zakonskim propisima, lokaciji te zahtjevima vezanim za kvalitetu
kona¢nog produkta. Proces je mogucée provoditi u otvorenim (nereaktorski) i
zatvorenim (reaktorski) sustavima.t#3

Otvoreni sustavi primjenjivi su zbog jednostavnosti i nizih financijskih
troSkova. Dugotrajnost procesa, ovisnost o vremenskim uvjetima, emisiji Stetnih
plinova, Sirenje neugodnih mirisa te moguc¢nost samozapeljnja ako nema redovitog
mijesanja, glavni su nedostaci ovih sustava. Nereaktorski sustavi mogu se podijeliti u
dvije osnovne vrste:,,windrow* sustavi (slika 2.4.) te sustavi kompostiranja u hrpi

odnosno stogu (slika 2.5.).24

[ e
(ST

Slika 2.4. Prikaz windrow sustava kompostiranja.*°
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Slika 2.5. Shematski prikaz procesa kompostiranja u hrpama s prisilnom aeracijom.?

Zatvoreni (rekatorski) sustavi (slika 2.6.) u osnovi mogu se podijeliti na
vertikalne i horizontalne, a proces se u njima moze odvijati Sarzno ili kontinuirano.
Jedna od podjela horizontalnih reaktorskih sustava je na kanalske reaktore, reaktore u
obliku stanica, spremnika i tunela. Takoder u uporabi zatvorenog reaktorskog sustava
poznat je rotirajuci bubanj. U navedenim sustavima mehanicko mijesanje je ponekad
ukljuéeno, dok je prozra¢ivanje kontinuirano.? Stabilizacija organske tvari postize se u
puno kra¢em vremenu (10 — 30 dana) kod automatiziranih reaktorskih sustava. Zrenje

komposta provodi se na otvorenom prostoru.*

Slika 2.6. Prikaz zatvorenog reaktorskog sustava.*®
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Najznacajnija prednost kompostiranja u zatvorenom reaktorskom sustavu je
mogucnost kontrole procesa ¢ime se znaCajno skracuje vrijeme biorazgradnje
organskih spojeva. Ovakvi sustavi sprje¢avaju gubitak topline i isparavanje vode §to
je klju¢ni nedostatak otvorenih reaktorskih sustava. Osim toga, aeracija i ovlazivanje
kompostne mase su automatizirani i kontrolirani. Navedene prednosti iziskuju
ekonomski troSak, kao i sama izgradnja ovakvih sustava, te je upravo zbog toga

kljuéni nedostatak zatvorenih sustava cijena.*
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3. METODIKA

3.1. Materijali

3.1.1. Supstrati za kompostiranje

Supstrati koriSteni u pokusima su komina masline i duhanski otpad (slika 3.1.).
Duhanski otpad dopremljen je iz tvornice duhana Rovinj, Hrvatska. Svjezi duhanski
otpad osusen je na zraku i skladiSten te potom koristen u pokusima. Komina maslina,
nastala tijekom procesa proizvodnje maslinovog ulja, porijeklom je iz uljara sjevernog
1 juznog priobalja Republike Hrvatske. Komina masline pohranjena je u plastiénim

spremnicima u zamrzivacu na temperaturi od -18 °C.

(a) (b)

Slika 3.1. Fotografski snimci supstrata za biorazgradnju i kompostiranje (a) komina

masline i (b) duhanski otpad.
3.2. Kemikalije i otopine

Otopine koristene u radu pripremane su u deioniziranoj vodi s elektri¢cnom
provodnoséu k < 1 uS ecm™:
Za odredivanje amonijaka: Standardna otopina amonijevog sulfata, sumporna
kiselina, trinatrijev citrat, natrijev nitroprusid, natrijev salicilat, natrijeva luzina,
izosan;
Za odredivanje fenola: Otopina 0,5N NHsOH, fosfatni pufer, 4-aminoantipyrin,
KsFe(CN)e;
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Za odredivanje nitrita: Standardna otopina natrijevog nitrita, sulfanilna kiselina, L-
naftilamin, octena kiselina;

Za odredivanje nitrata: Standardna otopina kalijevog nitrata, brucin sulfat, sulfanilna
kiselina, klorovodi¢na kiselina, sumporna kiselina;

Za odredivanje KPK: KPK reagens, zivin(II) sulfat;

Apsorpcija amonijaka: Otopina 4 % borna kiselina (HsBO3) i indikatori (brom krezol
zeleni i metil crveni);

Apsorpcija ugljikovog (1V) dioksida. Otopina 1 mol dm™ natrijeva luzina (NaOH).

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Hranjivi agar

Podloga za uzgoj bakterijskin kultura pripremila se prema uputama
proizvodaca. Otapanjem 4 g bujona i 8 g agara u 500 cm?® deionizirane vode. Podloga
je homogenizirana, zagrijana do vrenja i sterilizirana 15 min u autoklavu pri 120 °C i
1,1 at. (Biolife Manual, Italija).

Sladni agar

Podloga za uzgoj kultura kvasaca i plijesni pripremala se prema uputama
proizvodaca. Otapanjem 10 g sladnog ekstrakta i 8,5 g agara u 500 cm?® deionizirane
vode. Podloga je homogenizirana, zagrijana do vrenja i sterilizirana 15 min u
autoklavu pri 120 °C i 1,1 at. (Biolife Manual, Italija).

3.3. Instrumenti

Spektrofotometrijska mjerenja tijekom laboratorijskih istrazivanja provedena su
na spektrofotometru HACH, DR 2400, USA. Za odredivanje pH - vrijednosti otopina
koristen je instrument Multi 3401, WTW, USA. Za precizno vaganje uzorka koristena
je analiticka vaga mjernog podruc¢ja 10 mg - 210 g, Sartorious Ag, Gottingen,
Njemacka, a za mjerenje mase cijelog reaktora koriStena je vaga tipa WPT/L60/C2/K,
mjernog podruc¢ja od 50 g do 60 kg, Radwag, Poljska. Analiza supstrata provedena je
na FTIR (Fourier Transform InfraRed Spectroscopy) uredaju, Perkin Elmer, USA. Za

prozracivanje kompostne mase unutar reaktora koriSten je kompresor DE 50/204,

METODIKA 20



FIAC, Italija, a protok je mjeren pomocu rotametara s pripadaju¢im regulacijskim
ventilima u mjernim podrué¢jima 0,04 — 0,5 dm® min %, 0 — 2,313 dm® min, Cole-
Parmer, USA. Uzorci supstrata i kompostne mase suseni su u suSioniku Sterimatic
ST-11, Instrumentaria, Hrvatska, a zarenje je provedeno u peéi za zarenje Demiterm
Easy, Elektrosanitarij, Hrvatska. Dusik po Kjeldahlu odredivan je pomocu jedinice za
raS¢injavanje Digestor 2006 1 jedinice za destilaciju Kjeltec 2001, FOSS, USA.
Sterilizacija hranjivih podloga i deionizirane vode provodena je u autoklavu Sutjeska,
Jugoslavija, a Cistog staklenog posuda u suhom sterilizatoru Instrumentaria, Hrvatska.
Eksperimenti biorazgradnje su se provodili na termostatiranoj rotacijskoj tresilici
Heidolph, Unimax 1010, Heidolph — Inkubator 1000, Njemacka. Za homogeniziranje
priredenih razrjedenja koristen je homogenizator REAX top, Heidolph, Njemacka. Za
mijesanje supstrata i deionizirane vode korisStena je rotacijska tresilica, Orbital Shaker
PSU-10i, Engleska. Uzgoj mikroorganizama provoden je u termostatima,
Termomedicinski aparati, Hrvatska.

3.4. Aparatura
Pokusi  biorazgradnje lignoceluloznog materijala  provedeni su u

termostatiranoj rotacijskoj tresilici (slika 3.2.) u Erlenmeyer tikvicama ukupnog

volumena 250 cmd.

Slika 3.2. Rotacijska tresilica Unimax 1010, Heidolph — Inkubator 1000.
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Pokusi kompostiranja provedeni su u adijabatskom reaktoru radnog volumena
Vr = 10 dm?3 (slika 3.3). Zrak je upuhivan na dnu reaktora, a protok ulaznog zraka
podesen je rotametrom. Izlaz iz rotametra je spojen na bocu ispiralicu koja je
postavljena prije reaktora. Na izlazu iz reaktora sakupljan je kondenzat, a izlazni
plinovi, CO2 i NHs, apsorbirani su u 1 mol dm? NaOH odnosno 4 % HsBOs.
Temperaturna osjetila su smjestena na ulazu i u sredini reaktora te spojena na osobno
racunalo te primjenom programa Lab View ocitavala se temperatura. Uzorkovanje se

provodilo kroz otvor na vrhu reaktora.

i | el ,' I
— R :
/ \ e 'll\b
i 2
4 A
7 8 9

Slika 3.3. Shematski prikaz procesa kompostiranja: 1 - reaktor, 2 - vaga, 3 -
temperaturna osjetila s akvizicijom, 4 - kompresor, 5 - rotametar, 6 - boca ispiralica, 7
- posuda za prikupljanje kondenzata, 8 - 4 % H3BOs, 9 - 1 mol dm= NaOH.

3.5. Analiti¢ki postupci
3.5.1. Odredivanje suhe tvari

Maseni udio suhe tvari, odnosno sadrzaj vlage, odredivan je suSenjem uzorka
pri 105 °C do konstantne mase. Iz razlike mase prije i1 poslije susenja odredena je
masa vode, odnosno maseni udio vlage u uzorku (3.1.) te maseni udio suhe tvari
(3.2.):
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m(VT) — m(ST)
m(VT)

w(H,0) = [kgkg™']

(3.1.)

w(ST) = 1 - w(H,0) [kgkg™] (3.2)

gdje w(H20) predstavlja udio vlage u uzorku; m(VT) masu vlaznog uzorka, kg; m(ST)

masu suhog uzorka, kg; w (ST) udio suhe tvari u uzorku.
3.5.2. Odredivanje hlapive tvari

Uzorci su nakon susenja spaljeni na plameniku u digesteru, a zatim zareni u
mufolnoj pe¢i pri 550 °C do konstantne mase. Udio hlapive tvari u supstratu
izraCunava se iz empirijskog izraza 3.3.. Udio ugljika izracunat je iz empirijskog

izraza 3.4.

m(ST) — m(pepeo)

wHT) = ————0 kg ke™'] 63)
w(C) = W%T) 100 [%]
' (3.4.)

gdje je w(HT) udio hlapive tvari; m(pepeo) masa uzorka nakon zarenja, kg; odnosno

masa pepela; w(C) udio ugljika, %.

3.5.3. Odredivanje pH-vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

U Erlenmeyer tikvicu odvagano je 5 g uzorka i dodano 100 cm? deionizirane
vode. Nakon 15 minuta mijeSanja na rotacijskoj tresilici uzorak je filtriran kroz
naborani filter papir te su odredivani pH-vrijednost i elektricna vodljivost. U

kondenzatu pH-vrijednost i elektriéna vodljivost su odredene izravnim uranjanjem
elektrode (slika 3.4.).
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Slika 3.4. Uredaj za mjerenje pH-vrijednosti i vodljivosti Multi 340i WTW.

3.5.4. Spektrofotometrijsko odredivanje anorganskih oblika dusika i fenola

U Erlenmeyer tikvicu odvagano je 5 g uzorka i dodano 100 cm? deionizirane
vode. Nakon 15 minuta mijeSanja na rotacijskoj tresilici, uzorak je filtriran kroz
naborani filter papir nakon ¢ega su provedene spektrofotometrijske analize. U
kondenzatu koncentracije amonijaka i fenola odredivane su bez prethodne pripreme.
Amonijak: Koncentracije NH4* iona odredivane su metodom po Wagneru.! Nakon
dodavanja reagensa na Hachovom spektrofotometru pri valnoj duljini od 680 nm
provedena su mjerenja.

Nitrati: Koncentracije NO2 iona odredivane su prema standardnoj metodi za
odredivanje koncentracije nitrita u otpadnim vodama.>! Nakon dodavanja reagensa na
Hachovom spektrofotometru pri valnoj duljini od 410 nm provedena su mjerenja.

Nitrati: Koncentracije NOs  iona odredivane su prema standardnoj metodi za
odredivanje koncentracije nitrata u otpadnim vodama.>! Nakon dodavanja reagensa na
Hachovom spektrofotometru pri valnoj duljini od 500 nm provedena su mjerenja.

Fenoli: Koncentracija fenola odredivana je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od

500 nm prema standardnoj metodi 4-aminoantipyrin-om.>!

3.5.5. Odredivanje kemijske potro$nje kisika (KPK)

Organsko opterecenje, izrazeno preko kemijske potrosnje kisika (mg Oz dm3)
odredivano je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 670 nm prema standardnoj

metodi.*!
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3.5.6. Odredivanje koncentracije plinovitog amonijaka i ugljikovog dioksida

Plinovi, NH3 i CO», nastali tijekom procesa kompostiranja apsorbirani su u 4
% H3BO;3 s indikatorima, odnosno u 1 mol dm= NaOH, te je titrimetrijski s 0,1 mol
dm? HCI, odnosno s 1 mol dm2 HCI (uz dodatak fenoftaleina kao indikatora)
odreden volumen utroSene klorovodi¢ne kiseline iz Cega je izraCunata koncentracija

NHjs i masa CO-.

3.5.7. Odredivanje dusika po Kjeldahu

Nakon susenja uzorka na zraku i usitnjavanja u tarioniku, odvagano je ~0,5 g
uzoraka u epruvete. U epruvete dodano je 12 cm? sulfatne kiseline i dvije tablete
katalizatora i sve zajedno zagrijavano je u bloku za digestiju oko 60 min pri 420 °C.
Po zavrietku digestije i hladenja u epruvete je dodano 75 cm? deionizirane vode.
Epruvete i Erlenmeyer tikvice s 30 cm® H3BOs u koju se uvodio dusik postavljene su
u jedinicu za destilaciju. Otopina je titrirana s 0,1 mol dm= HCI do promjene boje iz

zelene u crvenu. Iz dobivenih podataka izracunat je udio dusika prema jednadzbi 3.5.:

(V (HCl, uzorak) — V (HC, sp)) - c(HCI) - 14,007 - 100

wN) = m(uzorka)

(%]
(3.5.)

gdje je W(N) udio dusika, %; V(HCl,uzorak) titrimetrijski utroSeni volumen za
odredeni uzorak, dm?®; V(HCI,sp) titrimetrijski utroseni volumen za slijepu probu,
dm3; ¢(HCI) koncentracija klorovodiéne kiseline, mol dm3; m(uzorka) masa uzorka u

kojem je odredivan udio dusika, Kg.

3.5.8. MikrobioloSka analiza supstrata

Prije mikrobioloske analize bilo je potrebno odvagati 5 g uzorka u Erlenmeyer
tikvicu u koju je dodano 100 cm?® deionizirane vode. Suspenzija je mijeSana na
rotacijskoj tresilici 15 minuta te iz suspenzije su priredivana decimalna razrjedenja.
Ukupan broj zivih stanica bakterija i gljiva, CFU (Colony Forming Units), odredivan

je nacjepljivanjem po 1 cm?® dobro homogeniziranog originalnog uzorka ili odredenog
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decimalnog razrjedenja u Petrijeve zdjelice koje su zalivene hranjivim agarom
odnosno sladnim agarom. Petrijeve zdjelice inkubirane su pri 37 °C, 24 - 48 h, za
bakterije, odnosno pri 28 °C, 3 - 5 dana, za gljive, a broj mikroorganizama odredivan

je brojanjem izraslih kolonija i rezultat je izrazen kao CFU cm™.%?

3.6. Postupci provedenih ispitivanja
3.6.1. Biorazgradnja lignoceluloznog materijala

Procesi biorazgradnje lignoceluloznog materijala provodili su se na
termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 37 °C i 160 o min™ tijekom 21 dana. Provedeno

je est pokusa oznacenih s T1 - T6 (tablica 3.1.) u Erlenmeyer tikvicama od 250 cm?.

Tablica 3.1. Pocetni uvjeti za pokuse T1-T6.

Pokus Ini';lljtll:';ina /sct:IZr?ﬁ Supstrat | me(supstrat)/g| C:N/- | T/°C

nesterilni

L i ] Di KM

_1.1n6 | nesterilni

T2 MK1 1-10 Di KM
Phanerochaete 1106 sterilni

1= chrysosporium 1-10 DiKM 10 30 37

T4 Trichoderma ~1-10 sterilni
reesei DiKM

_1.106 sterilni

T5 MK1 1-10 Di KM
1106 sterilni

T6 MK2 1-10 Di KM

*D - duhanski otpad, KM — komina maslina

Supstrati, duhanski otpad (D) i komina masline (KM), pomijesani su u omjeru
C:N 30:1. U T1i T2 provodena je biorazgradnja nesterilnog duhana i komine maslina
bez inokulacije i uz inokulaciju mjesovite kulture mikroorganizama (MKI1):
Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei, Pseudomonas aeruginosa FN,
Candida rugosa, Aspergillus fumigatus i aktinomiceta. U T3 do T6 supstrati su
prethodno sterilizirani vlaznom sterilizacijom. U T3 inokulirana je Kkultura
Phanerochaete chrysosporium, a u T4 Trichoderma reesei. U T5 i T6 inokulirana je
mjeSovita kultura MK1 1 MK2. MK2 se sastojala od mikroorganizama izoliranih iz

koriStenih supstrata: Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus fumigatus, Candida
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rugosa i aktinomiceta. Podetni broj spora plijesni i stanica kvasaca u 1 cm® (CFU)
odreden je brojanjem u Thominoj komorici, odnosno CFU bakterija odreden je prema
McFarland standardima. Tijekom procesa u uzorcima su odredivani: udio vlage, suha
tvar, hlapiva tvar, fenoli, ukupno organsko opterecenje, pH-vrijednost, ukupan broj
mezofilnih i termofilnih mikroorganizama te su FTIR analizom pracene strukturne

promjene supstrata.

3.6.2. Kompostiranje lignoceluloznog materijala

Kompostiranje lignoceluloznog materijala provedeno je u adijabatskom
reaktoru radnog volumena 10 dm? tijekom 28 dana. U tablici 3.2. dani su pocetni
radni uvjeti procesa kompostiranja bez inokulacije (P1) i wuz inokulaciju
mikroorganizama (P2) koja je sadrzavala po 50 cm?® suspenzije kultura Phanerochaete
chrysosporium i Trichoderma reesei pocetne koncentracije 1-10” st cm™. Navedene
kulture mikroorganizama prikazane su na slici 3.5. Pocetni broj stanica plijesni,
odnosno spora u 1 cm?® (CFU) odreden je brojanjem u Thominoj komorici. Tijekom
procesa kompostiranja u uzorku supstrata odredivani su: udio vlage, suha tvar, hlapiva
tvar, NH4*, NO2, NOs, fenoli, pH-vrijednost, elektricna vodljivost, temperatura,
ukupan broj mezofilnih i termofilnih mikroorganizama te su FTIR analizom pracene

strukturne promjene supstrata.

Slika 3.5. Phanerochaete chrysosporium (a) i Trichoderma reesei (b) izrasle na

hranjivoj podlozi.
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Tablica 3.2. Pocetni uvjeti procesa kompostiranja za pokuse P1 i P2.

Pokusi P1 P2
V(reaktor) / dm?® 10

mo / kg 4,5

wo(H20) / % 60

Qz / dm®min-tkgyro™ 0,8413

C:N omjer / - 25 30

Inokulirane kulture

P. chrysosporium, T. reesei
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4. REZULTATI

4.1. Fizikalno - kemijska karakterizacija supstrata

U tablici 4.1. dani su rezultati fizikalno-kemijske karakterizacije supstrata

koristenih u pokusima biorazgradnje.

Tablica 4.1. Fizikalno - kemijska karakterizacija supstrata.

DUIEIRE Kom.ma Supstrat u P1 | Supstrat u P2
otpad maslina
w(H20) / % 19,9 57,8 61,9 57,2
wW(ST) /% 80,1 42,2 38,1 42,8
wW(HT) / % 80,1 97,3 82,7 85,9
C:N/- 16 45 24 27
pH- vrijednost / - 7,10 5,55 6,45 7,20

4.2. Analiza biorazgradnje lignoceluloznog materijala

U ovom poglavlju prikazani su rezultati biorazgradnje lignoceluloznog

materijala u pokusima T1 - T6 koji su opisani u poglavlju 3.6.1.

14 -
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O Mezofilne bakterije
5 | O Termofilne bakterije
< Mezofilne gljive
< Termofilne gljive
O T T 1
0 7 t/ dani 14 21

Slika 4.1. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama tijekom

21 dana procesa biorazgradnje u pokusu T1.
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Slika 4.2. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama tijekom

21 dana procesa biorazgradnje u pokusu T2.

Slika 4.3. Prikaz mezofilnih gljiva tijekom 21 dana procesa biorazgradnje u pokusu

T3 (0 dan (a), 8 dan (b), 15 dan (c) i 21 dan (d)).
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Slika 4.4. Prikaz mezofilnih gljiva tijekom 21 dana procesa biorazgradnje u pokusu

T4 (0 dan (a), 8 dan (b), 15 dan (c) i 21 dan (d)).
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Slika 4.5. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama tijekom

21 dana procesa biorazgradnje u pokusu T5.
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Slika 4.6. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama tijekom

21 dana procesa biorazgradnje u pokusu T6.
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Slika 4.7. Promjena pH-vrijednosti tijekom 21 dana procesa biorazgradnje u
pokusima T1 - T6.
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Slika 4.8. Promijena organskog optereéenja izrazenog preko vrijednosti KPK tijekom
21 dana u pokusima T1 - T6.

Na slici 4.9. prikazani su rezultati strukturne promjene lignoceluloznog

supstrata u pokusima T1 - T6.
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Slika 4.9. Spektri FTIR-a tijekom procesa biorazgradnje lignoceluloznog supstrata u
pokusima T1 (a), T2 (b), T3 (c), T4 (d), T5 (e) i T6 (f) tijekom 21 dana.

4.3. Analiza procesa kompostiranja

U ovom poglavlju prikazani su rezultati fizikalno-kemijske i mikrobioloske
karakterizacije supstrata tijekom procesa kompostiranja bez inokulacije (P1) i uz

inokulaciju mikroorganizama (P2) kako je opisano su u poglavlju 3.6.2.
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4.3.1. Analiza procesa kompostiranja supstrata bez inokulacije mikroorganizama
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Slika 4.10. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama i

temperature u kompostnoj masi tijekom 28 dana u pokusu P1.
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Slika 4.11. Promjena masenog udjela CO: u struji zraka na izlazu iz reaktora i

temperature tijekom 28 dana u pokusu P1.
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Slika 4.12. Promjena masenog udjela NH4", NO2 i NOs™ iona u kompostnoj masi i

pH-vrijednosti tijekom 28 dana u pokusu P1.
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Slika 4.13. Promjena koncentracije fenola u kompostnoj masi i pH-vrijednosti

tijekom 28 dana u pokusu P1.
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Slika 4.14. Promjena koncentracije NHz i pH-vrijednosti u kondenzatu tijekom 28

dana u pokusu P1.
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Slika 4.15. Promjena koncentracije fenola i pH—vrijednosti u kondenzatu tijekom

dana u pokusu P1.
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Slika 4.16. Promjena vrijednosti organskog optere¢enja u kondenzatu i hlapive tvari u

kompostnoj masi tijekom 28 dana u pokusu P1.
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Slika 4.17. Promjena omjera C:N i konverzije u kompostnoj masi tijekom 28 dana u
pokusu P1.
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Slika 4.18. Spektar FTIR- a u procesu kompostiranja tijekom 28 dana u pokusu P1.

4.3.2. Analiza procesa kompostiranja uz inokulaciju mikroorganizama
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Slika 4.19. Promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama i

temperature u kompostnoj masi tijekom 28 dana u pokusu P2.
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Slika 4.20. Promjena masenog udjela CO2 u struji zraka na izlazu iz reaktora i

temperature tijekom 28 dana u pokusu P2.
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Slika 4.21. Promjena masenog udjela NH4*, NO>" i NOs™ iona u kompostnoj masi i

pH-vrijednosti tijekom 28 dana u pokusu P2.
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Slika 4.22. Promjena koncentracije fenola u kompostnoj masi i pH-vrijednosti

tijekom 28 dana u pokusu P2.
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Slika 4.23. Promjena koncentracije NHs i pH—vrijednosti u kondenzatu tijekom

dana u pokusu P2.
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Slika 4.24. Promjena koncentracije fenola i pH—vrijednosti u kondenzatu tijekom 28

dana u pokusu P2.

9000 - OKPK kondenzata [ 2
°”.E O B Hlapiva tvar
S /500w EQ
> .
S m . 15
> 6000 -
£ - . 2
< u <
£ 4500 - m . M1k
8 e
g
X 3000 -
o
~ O - 05
1500 -
0 . . 1 7 O [ {10
0 4 8 12 16 20 24 28
t/ dani

Slika 4.25. Promjena organskog optereCenja u kondenzatu i hlapive tvari u

kompostnoj masi tijekom 28 dana u pokusu P2.
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Slika 4.26. Promjena omjera C:N i konverzije u kompostnoj masi tijekom 28 dana u

pokusu P2.
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Slika 4.27. Spektar FTIR- a u procesu kompostiranja tijekom 28 dana u pokusu P2.
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5. RASPRAVA

Gospodarski rast te povecanje potroSnje materijala i sirovina rezultiraju
stalnim porastom proizvodnje otpada. Kako bi se sprijecilo oneciS¢enje okolisa i
smanjio pritisak na okoli$ potrebno je nastali otpad zbrinuti na na¢in da se minimizira
rizik za ljudsko zdravlje i okolis. Kompostiranje je jedan od nacina zbrinjavanja

biorazgradivog ¢vrstog otpada, Ciji je produkt vrijedna sirovina koja se moze Kkoristiti
kao sredstvo za oplemenjivanje tla ili kao prihrana osiromasgenih tala.?>

U ovom radu istraZzena je mogucnost zbrinjavanja lignoceluloznog otpada
procesom kompostiranja. Duhanski otpad i komina maslina odabrani su kao
lignocelulozni supstrati u svrhu provedbe pokusa. Navedeni otpadi pripadaju
kategoriji agroindustrijskog otpada te se ne smiju odloziti na tlo bez prethodne obrade.
Prije provedbe procesa kompostiranja provedena su preliminarna ispitivanja
biorazgradnje lignoceluloznog supstrata na rotacijskoj tresilici uz inokulaciju
razli¢itih mikroorganizama. Prema literaturi®® pojedine kulture mikroorganizama
pokazuju visoku sposobnost razgradnje slozenih molekula lignina, celuloze i
hemiceluloze. Postavljeno je Sest pokusa, T1-T6, te na temelju FTIR analize najbolji
pokus, odnosno kultura koja je pokazala najbolju ucinkovitost razgradnje
lignoceluloznih komponenti, odabrana je za inokulaciju u kompostnu masu. Nakon
preliminarnih ispitivanja provedena su dva pokusa kompostiranja u adijabatskom
reaktoru, bez i uz inokulaciju mikroorganizama, P1 i P2. Kulture mikroorganizama

koje su koriStene u provedenim pokusima izolirane su iz koristenog supstrata.

5.1. Fizikalno - kemijska karakterizacija supstrata

Prije samog postavljanja pokusa biorazgradnje i kompostiranja
lignoceluloznog supstrata provedena je fizikalno-kemijska karakterizacija duhanskog
otpada i komine maslina. Prema literaturi®?®-3! j iz tablice 2.1. te tablice 4.1 moze se
vidjeti da duhanski otpad u odnosu na kominu masline karakterizira visok udio
organske tvari, visa pH-vrijednost te ako sadrzi vise od 0,05 % nikotina klasificira se
kao toksi¢an i opasan otpad®4. Nadalje, duhanski otpad ima nizak omjer C:N §to znaci
da je bogatiji dusikom. Prema provedenim istrazivanjima® koncentracija amonijaka u

izlaznoj struji zraka je znatno veca nego pri kompostiranju mjeSavine duhana sa
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supstratom koji ima ve¢i omjer C:N. U tablici 4.1. navedene su dobivene vrijednosti
karakterizacije za kominu maslina te se uocava kako je udio hlapive tvari ve¢i od 97
%, dok je pH-vrijednost niza u odnosu od duhanskog otpada. Prema literaturi®’, osim
navedenog, kominu karakterizira C:N omjer do 47:1, koncentracija suspendiranih
tvari koja prelazi i 90 %, KPK vrijednosti ve¢e od 190 g Oz dm™ i koncentracije
fenola koje prema nekim istrazivanjima prelaze 106 mg g*. S obzirom na podetne
fizikalno-kemijske karakteristike moze se vidjeti da se mjesanjem navedenih supstrata
mogu posti¢i optimalni pocetni uvjeti koji su potrebni za provedbu procesa

kompostiranja.

5.2. Analiza biorazgradnje lignoceluloznog materijala

Pokusi procesa biorazgradnje lignoceluloznog materijala, duhanskog otpada i
komine maslina, provodili su se na termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 37 °C i 160
o min, 21 dan. U poglavlju 3.6.1. opisan je postupak provedbe pokusa T1-T6 uz
definirane pocetne uvjete prikazane u tablici 3.1.

U pokusu T1 kao supstrati koriSteni su nesterilni duhan i komina maslina bez
inokulacije mikroorganizama. Na slici 4.1. prikazana je promjena ukupnog broja
mezofilnih i termofilnih bakterija i gljiva tijekom 21 dana. Pocetni broj mezofilnih
bakterija iznosio je 1,4 x 108 gst, u osmom danu broj je eksponencijalno porastao na
3,9 x 10™ glst, a 15. i 21. dan iznosio je 9,9 x 10! g™st odnosno 2,1 x 10* glst.
Gotovo jednaki rast moguce je uocCiti 1 kod termofilnih bakterija. Pocetni broj
termofilnih bakterija iznosio je 1,0 X108 g™st, osmog dana broj je narastao na 8,2 x
10% glsr, a u 21 danu iznosio je 1,3 x 10'? g™lst. Broj mezofilnih gljiva u nultom
danu iznosio je 2,7 x 108 glst te se do osmog dana poveéavao do 8,3 x 10 g'lst. Od
8. do 21. dana nisu zabiljezene znacajne promjene i red veli¢ine ostao je jednak. Broj
mezofilnih gljiva na kraju pokusa iznosio je 1,8 x 10 g™sr. Broj termofilnih gljiva
smanjivao se tijekom 21 dana procesa biorazgradnje s pocetnih 2,0 x 10" g™lst do
krajnjih 5,4 x 10° glst. Prema navedenim rezultatima moze se vidjeti da je u pokusu
T1 broj mezofilnih termofilnih bakterija i gljiva rastao, Sto wukazuje da
mikroorganizmima odgovaraju navedeni uvjeti te da razgraduju organsku tvar

prisutnu u duhanskom otpadu i komini masline.!®
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U pokusu T2 kao supstrati takoder su koriSteni nesterilni duhan i komina
masline te je inokulirana mjeSovita kultura mikroorganizama (MK1): Phanerochaete
chrysosporium, Trichoderma reesei, Pseudomonas aeruginosa FN, Candida rugosa,
Aspergillus fumigatus i aktinomiceta. Mikroorganizmi, Pseudomonas aeruginosa FN,
Candida rugosa, Aspergillus fumigatus i aktinomiceti su izolirani iz navedenih
supstrata. Na slici 4.2. prikazana je promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih
mikroorganizama tijekom 21 dana. Pocetni broj mezofilnih bakterija iznosio je 1,4 x
10 glst, a 8. dana pokusa broj je uvecan za dva reda veliine i ostao je
nepromijenjen do 21. dana i iznosio je 1,6 x 10% glst. Pocetni broj termofilnih
bakterija iznosio je 1,2 x 10%° glsr te u 8. danu se kao i kod mezofilnih bakterija
uodava eksponencijalni rast broja kolonija i 21. danu iznosio je 1,7 x 10® g’lst. Broj
mezofilnih gljiva na podetku pokusa iznosio je 5,9 x 10° g™lst te se eksponencijalno
poveéavao do osmog dana kada je broj iznosio 4,4 x 10! g'lsr. Do kraja ispitivanja
broj mezofilnih gljiva ostao je gotovo nepromijenjen i 21. dana iznosio je 1,3 x 10! g
Ys1. Za razliku od mezofilnih, broj termofilnih gljiva raste s po¢etnih 2,3 x 10° g™lst na
9,4 x 10* g''st (8. dan), nakon &ega se broj ponovno smanjuje za dvije potencije i
ostaje gotovo nepromijenjen 21. dana i iznosi 9,1 x 10° gst. Kao i u pokusu T1 moze
se uociti da broj mezofilnih i termofilnih mikroorganizama raste kao posljedica
razgradnje organske tvari. Nadalje, broj termofilnih bakterija i gljiva tijekom 21 dana
pokusa je porastao iz Cega mozemoO pretpostaviti da kulturi MK1 odgovaraju
termofilni uvjeti. Usporedujuéi pokus T1 1 T2 moZe se vidjeti da u pokusu T2 je broj
mikroorganizama veéi zbog provedene inokulacije, ali trend rasta stanica bakterija i
gljiva je u oba pokusa jednak.

U pokusu T3 supstrati duhan i komina maslina bili su sterilizirani i inokulirana
kultura je Phanerochaete chrysosporium. Prema literaturnim podacima ovaj
mikroorganizam pokazuje visoku djelotvornost pri razgradnji lignoceluloznih
komponenti.’® Tijekom ovog istrazivanja bilo je otezano pratiti promjenu broja
mezofilnih 1 termofilnith mikroorganizama. Uzrok tome je nacin rasta kulture
Phanerochaete chrysosporium na hranjivoj podlozi §to onemoguéava odredivanje
to¢nog broja mikroorganizama. Na slici 4.3. prikazane su izrasle mezofilne gljive na
razrjedenju 10 u 0. danu, odnosno na razrijedenju 10 u 8., 15. i 21. danu. Na slici se
moze vidjeti da je P. chrysosporium bila prisutna tijekom 21 dana.

Sterilni supstrati, duhan i komina maslina, koriSteni su u pokusu T4, a
inokulirani mikroorganizam bio je Trichoderma reesei. Kao i kod pokusa T3, broj
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mezofilnih i termofilnih mikroorganizama bilo je tesko odrediti zbog karakteristi¢énog
rasta kulture na hranjivoj podlozi. Na slici 4.4. prikazane su mezofilne gljive na
razrijedenju 10 u 0. danu, odnosno na 102 u 8.,15. i 21. danu. Na slici se moze
vidjeti da je T. reseei bila prisutna tijekom 21 dana.

U pokusu T5 kao supstrati koristeni su sterilni duhan i komina masline i
inokulirana  mjeSovita  kultura  mikroorganizama (MK1): Phanerochaete
chrysosporium, Trichoderma reesei, Pseudomonas aeruginosa FN, Candida rugosa,
Aspergillus fumigatus i aktinomiceta. Na slici 4.5. prikazana je promjena ukupnog
broja mezofilnih 1 termofilnih mikroorganizama tijekom 21 dana. Pocetni broj
mezofilnih bakterija iznosio je 8,2 x 10'° gst i do 8. dana se poveéao za tri potencije
nakon &ega se gotovo nije mijenjao te je u 21. dana iznosio 1,4 x 102 g'lst. Inicijalni
broj termofilnih bakterija u ovom pokusu iznosio je 1,4 x 10 glsr te je
eksponencijalno rastao do osmog dana (1,08 x 10% g?st), a u 21. danu je iznosio 8,2
x 10*2 g'lst. Pogetni broj mezofilnih gljiva iznosio je 4,8 x 10° g™lst te do osmog dana
uodava se nagli rast od 3,6 x 102 g'lst. Nakon osmog dana uo¢ava se smanjenje broja
mezofilnih gljiva za jednu potenciju te broj ostaje nepromjenjen do kraja pokusa. Broj
termofilnih gljiva nije se znacajno mijenjao tijekom pokusa. Uocava se poveéanje s
podetnih 4,8 x 10° glst na 1,7 x 10'° glst nakon &ega broj ostaje gotovo
nepromijenjen do kraja pokusa.

U pokusu T6 koristeni supstrati, duhan i komina maslina, bili su sterilni i
inokulirana je mjeSovita kultura mikroorganizama koja se sastojala se od
mikroorganizama (MK2) izoliranih iz supstrata: Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus fumigatus, Candida rugosa i aktinomicete. Na slici 4.6. prikazana je
promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih mikroorganizama tijekom 21 dana
pokusa. Pocetni broj mezofilnih bakterija iznosio je 2,5 x 10 glsr, 8. i 15. dana
iznosio je 8 x 102 g'lst odnosno 3,8 x 10*2 glst nakon Gega ostaje nepromijenjen do
kraja pokusa. Po&etni broj termofilnih bakterija iznosio je 3,2 x 10%° gst te se uoava
uvecanje broja za dvije potencije do 15. dana (5,4 x 10'?2 glst) nakon &ega ostaje
nepromjenjen do kraja pokusa i iznosi 5,6 x 10*2 gst. Broj mezofilnih i termofilnih
gljiva nije se znafajno mijenjao tijekom ispitivanja. Pocetni broj mezofilnih gljiva
iznosio je 2,1 x 10'° glst, a na kraju pokusa 1,6 x 10! glst. Broj termofilnih gljiva
na pocetku iznosio je 2,1 x 10 glsr, te se do 15 dana pokusa se nije znacajno

mijenjao, kada se uocava rast za jedan red veli¢ine. Do 21. dana usporen je rast
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termofilnih gljiva koji je iznosio 1,9 x 10'° glst. Prema rezultatima, broj stanica
mezofilnih i termofilnih gljiva u pokusu T5 nije puno veci od broja u pokusu T6.

U slici 4.7. prikazana je promjena pH- vrijednosti za pokuse T1 - T6 tijekom
21. dan. Pocetna pH- vrijednost za sve pokuse iznoslila je 5,74. U prvih osam dana u
svih Sest pokusa moze se uociti najveci porast pH-vrijednosti (pH = 8,5), te do kraja
pokusa se nije znacajno mijenjala. Nagli porast pH-vrijednosti je posljedica intenzivne
biorazgradnje organske tvari §to se vidi iz porasta broja mikroorganizama (slike 4.1. —
4.6.), te iz promjene organskog opterecenja izrazenog preko KPK vrijednosti (slika
4.8.). Vrijednost pH uslijed biorazgradnje raste jer dolazi do raspadanja organske tvari
te amonifikacije, odnosno stvaranja amonijevih iona.?*%°

U slici 4.8. prikazana je promjena ukupnog organskog opterecenja izrazenog
preko KPK vrijednosti u T1-T6. Na pocetku procesa ukupno organsko opterecenje u
pokusima T1-T6 iznosilo je 22 260 mg O, dm. U prvih osam dana u svih $est pokusa
uocava se smanjenje KPK vrijednosti za 30 %, 19 %, 42 %, 43 %, 38 % odnosno 30
%. Prema navedenim rezultatima moze se vidjeti da u pokusima T3-T6 gdje je
supstrat bio prethodno steriliziran je bolja biorazgradnja nego u pokusima T1 i T2
gdje supstrat nije bio steriliziran. Nadalje, u T3 i T4 se najviSe organske tvari
razgradilo, a razlog tome moze biti prisutnost samo jedne kulture te ne dolazi do
kompeticije s drugim mikroorganizmima te da ostale kulture mikroorganizama u
odnosu na P. chrysosporium i T. reseei neznatno razgraduju slozene molekule poput
lignina, celuloze i hemiceluloze. U pokusu T5 se 8 % vise organske tvari razgradilo
nego u pokusu T6 zbog prisutnosti P. chrysosporium i T. reseei. Od osmog do 15.
dana trend smanjenja KPK vrijednosti se nastavio te u 15-om danu u pokusima T1 i
T2 vrijednost se smanjila u odnosu na pocetnu za 38 %, odnosno za 29 %. U
pokusima T3 - T6 KPK vrijednost je porasla u odnosu na osmi dan za 48 %, 32 %, 22
% odnosno za 19 %. U pokusu T3 vrijednost KPK u 15. danu je bila veca od pocetne
vrijednosti KPK za 6 %. Pretpostavlja se da je razlog porasta KPK vrijednosti
razgradnja slozenih u jednostavnije molekule koje utjeCu na povecanje organskog
opterecenja. Prema nekim saznanjima slozene molekule poput celuloze, lignina i
hemiceluloze cesto se ne mogu detektirati preko kemijske potrosnje kisika. U
pokusima T1 ne dolazi do znacajne promjene vrijednosti KPK nakon 8. dana, §to je u
skladu i s FTIR analiza koja ne ukazuje na znaCajne promjene u strukturi supstrata
(slika 4.9. (a)). U pokusu T2 promjena vrijednosti KPK znacajnija je od promjene u

pokusu T1 sto se slaze s FTIR analizom supstrata tijekom biorazgradnje (slika 4.9.
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(b)). Takoder se moze vidjeti, da u pokusima T3 i T4 je vrijednost KPK porasla
najviSe jer kulture P.chrysosporium i T. reseei pokazuju sposobnost cijepanja
molekula u manje molekule $to je i potvrdeno FTIR analizom, slika 4.9. (c) i (d). Na
kraju procesa biorazgradnje uocava se poveéanje KPK vrijednosti u svim pokusima,
znatnim povecanjem rezultiraju pokusi T3-T6, gdje ukupno organsko opterecenje
prelazi pocetnu vrijednost za 22 %, 6 %, 20 % odnosno 25 %. Prema rezultatima u 21.
danu moze se primijetiti da je pokusima T5 i T6 porasla vrijednost KPK zbog
razgradnje sloZzenih molekula, $to i potvrduje FTIR analiza (slika 4.9 (e) i (f)).

Kako bi se odredile funkcionalne skupine i pratile strukturne promjene
lignoceluloznog supstrata koriStenog provedena je FTIR analiza. Usporedbom pikova
u spektru moguce uvidjeti na strukturne promjene materijala, odnosno zakljuciti da je
postignut odredeni stupanj razgradnje.®® Kompleksnost strukture analiziranih uzoraka
uoCava se iz brojnosti pikova u spektru (slika 4.9 ). U tablici 5.1. navedene su
najCes¢e valne duljine na kojima su odredivane molekule lignina, celuloze i

hemiceluloze.

Tablica 5.1. Valni brojevi FTIR spektra lignina, celuloze i hemiceluloze.>"°

Celuloza Hemiceluloza Lignin
2924, 2916, 2900 2928, 2932 2937, 2933, 2917
2800 2850 2845
- - 1717, 1705
1634, 1630 1646, 1634, 1606 1610, 1605
- - 1514
1460, 1433, 1431, 1430 1421, 1413 1424
1378, 1373, 11%6175 1338, 1319, 1378, 1324 1328, 1327
1208, 1203, 1200 1262, 1251, 1242, 1212 1276, 1220, 1213
1161, 1160, 1114, 1110 1130 1113
1064, 1055 1049, 1044 1038
- 908 -
897, 878 873 854
621 590

U pokusu T1 (slika 4.9. (a)), gdje su kao supstrati ispitivani nesterilni duhan i
komina masline, nisu zabiljezene znacajne promjene tijekom dvadeset jednog dana
biorazgradnje. U pokusu T2 (slika 4.9. (b)), gdje su kao supstrati ispitivani nesterilni
duhan i1 komina masline te inokulirana je mjeSovita kultura mikroorganizama MK
uocene su blage promjene pikova od 15. dana do kraja procesa biorazgradnje, §to se
odgovara porastu vrijednosti KPK, slika 4.8.. Promjene pikova na valnim duljinama
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3317 cm? i 2920 cm? ukazuju da se postize razgradnja tvari s hidroksilnim i
alifatskim skupinama $to je karakteristi¢no kod celuloze i hemiceluloze.??® Promjena
pika na valnoj duljini 1746 cm™, 1605 cm™, 1480 cm'1 i 1022 cm™ ukazuje na
istezanje C=0O vrpce u acetilnoj grupi, promjene aromatske strukture lignina,
asimetri¢éno savijanje CHz kod lignina te C-O i C-C istezanje polisaharida ili
polisaharidnih tvari.6>%°

U pokusu T3 (slika 4.9. (c)), gdje su kao supstrati ispitivani sterilni duhan i
sterilna komina maslina uz inokuliranu kulturu Phanerochaete chrysosporium, uocene
su zna¢ajne promjene FTIR spektra ve¢ u osmom danu. Podrugje od 3000 — 2800 cm'™*
odrazava hidrofobna svojstva alifatske organske tvari.®® U navedenom podrugju
najznacajnije promjene su kod pikova na valnoj duljini 3325 cm™, 2924 cm™ te 2845
cm? 3to ukazuje na istezanje O-H skupine®, vibracije C-H vrpce u CHz, CHs i
CH3OH (grupe koje su dio lignina)®®, odnosno simetri¢no istezanje C-H vrpce u o-
CHs grupi.%” Poznato je da lignin sadrzi karboksilne skupine koje se predstavljaju
karboksilne vibracije u podru¢ju izmedu 1750 i 1500 cm™.% Pik na valnoj duljini
1480 cm predstavlja asimetri¢no savijanje CHs kod lignina, pikovi 1179 cm™, 1129
cm? te 1026 cm? ukazuju na C-O-C vibracije kod celuloze i hemiceluloze, C-O
istezanje te C-C i C-O istezanje prstena kod celuloze i hemiceluloze.%>-%® Navedeni
rezultati slazu se s promjenom vrijednosti pH (slika 4.7.) kao 1 povecanjem vrijednosti
KPK (slika 4.8.).

U pokusu T4 (slika 4.9. (d)), gdje su kao supstrati ispitivani sterilni duhan i
sterilna komina maslina te se inokulirala kultura Trichoderma reesei, FTIR
spektroskopijom zabiljeZzene su znacajne promjene u osmom danu kao 1 u pokusu T3.
Smanjenje intenziteta pikova zabiljezeno je na valnim duljinama 3301 cm™, 2920 cm-
12849 cm?, 1603 cm™®, 1480 cm™, 1341 cm™ te 1022 cm™. Navedene valne duljine
predstavljaju: 3301 cm-istezanje O-H skupine®®, 2849 cm™- vibracije C-H vrpce u
CHz, CHs i CH3OH (grupe koje su dio lignina)®, 2849 cm™*- simetri¢no istezanje C-H
vrpce u 0-CHs grupi®’, 1603 cm™- promjene aromatske strukture lignina®®, 1480 cm-
asimetri¢no savijanje CHs kod lignina, 1341 cm™- C-H vibracije kod celuloze i Ci-O
vibracije® te 1022 cm™- C-O istezanje te C-C i C-O istezanje prstena kod celuloze i
hemiceluloze®®, Navedeni rezultati ukazuju na intenzivnu biorazgradnju slozenih
molekula, kao $to su lignin, celuloza i hemiceluloza.

U pokusu T5 (slika 4.9. (e)), gdje su kao supstrati ispitivani sterilni duhan i

komina masline te je bila inokulirana mjeSovita kultura mikroorganizama MK1
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uoCene su blage promjene intenziteta pojedinih apsorpcijskih vrpca pri valnim
duljinama: 3309 cm™, 1744 cm?, 1613 cm™, 1486 cm™ te 1020 cm™. Smanjenje
intenziteta navedenih pikova su zabiljezene u 15. i 21.danu, §to odgovara porastu
vrijednosti KPK (slika 4.8.). Pikovi predstavljaju redom: istezanje O-H skupine®,
karboksilne vibracije kod lignina®®, promjene aromatske strukture lignina®,
asimetri¢no savijanje CHs kod lignina te C-O istezanje te C-C i C-O istezanje prstena
kod celuloze i hemiceluloze®® %8,

U pokusu T6 (slika 4.9. (f)), gdje su kao supstrati ispitivani sterilni duhan i
komina masline te inokulirana je mjeSovita kultura mikroorganizama izoliranih iz
supstrata MK2 uocene su blage promjene intenziteta pojedinih apsorpcijskih vrpca pri
valnim duljinama: 3357 cm?, 1601 cm™, 1494 cm? te 1032 cm? te 879 cm™.
Smanjenje inzenziteta navedenih pikova su zabiljezene u 15. 1 21. danu kao i u pokusu
T5. Pikovi predstavljaju redom: istezanje O-H skupine®®, promjene aromatske
strukture lignina®, asimetri¢no savijanje CHs kod lignina®®, C-O istezanje te C-C i
C-O istezanje prstena kod celuloze i hemiceluloze®®® te deformacije u ravnini C-H
kod celuloze®®.

Slijepa proba
L 3301 29242853
e
e TN\ ~ —~
Val "",\\ﬂ\ ~ . 1024~F\
\_ / \
\\ / ~
—y S
W‘M“\'\m,
S s o -
(S s - SN NI
o T
|
SO T3
%T o©O OO0 @)
O Q@ ® T4
O O 0 O
T — Ty T5
\A
‘U\ v/ @w«umf\ﬂﬂﬁ/ﬁf‘,,yﬂ“v‘\ VT ’
o ™
O T®@ .
T
O

4000 3600 3200 2800 2400 2000  18Q0 1600 1400 1200 1000 800 650
cm

Slika 5.1. Usporedba FTIR spektara za pokuse T1 - T6 u 21. danu.

RASPRAVA 53



Relativni intenzitet apsorpcijskih vrpca mijenja se tijekom procesa
biorazgradnje, a promjene postaju znacajnije nakon 15. dana biorazgradnje. Najvece
promjene u strukturi ispitivanih supstrata uocavaju se u pokusima T3 i T4 (slika 5.1.).
Dobiveni FTIR spektri u svih Sest pokusa potvrduju promjenu vrijednosti KPK u
uzorcima.

Na temelju dobivenih rezultata, kulture u pokusima T3 1 T4 su koriStene u

pokusima kompostiranja.

5.3. Analiza procesa kompostiranja

Proces kompostiranja provoden je u okomitom reaktoru, radnog volumena 10

dm?, tijekom 28 dana kako je opisano u poglavlju 3.6.2.

5.3.1. Analiza procesa kompostiranja bez inokulacije mikroorganizama, P1

Na slici 4.10. prikazana je promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih
mikroorganizama u kompostnoj masi tijekom 28 dana procesa. U 1. danu
kompostiranja broj mezofilnih bakterija iznosio je 3,79 x 10° g'st, a u drugom danu
vidljiv je porast za jednu potenciju. Broj bakterija ostaje gotovo jednak do osmog
dana kada raste za jo$ jednu potenciju te iznosi 1,38 x 10! g'lsr. Trinaestog dana broj
se povecao za joS jednu potenciju te se neznatno mijenjao do kraja procesa kada je
iznosio 8,9 x 10 glst. Podetni broj termofilnih bakterija iznosio je 1,38 x 10° gsr,
te se eksponencijalni rast uocava se sve do 13. dana kada je ukupan broj termofilnih
bakterija iznosio 1,56 x 10'? g™st. Od 13. do 20. dana se nije zna¢ajno mijenjao, a od
20. dana do kraja procesa je padao i iznosio je 2,81 x 10! glsr. Eksponencijalni
porast termofilnih bakterija je bio uslijed povecanja temperature u kompostnoj masi.
U kompostnoj masi takoder je pra¢ena promjena mezofilnih i termofilnih gljiva. Na
pocetku procesa kompostiranja odreden je ukupan broj mezofilnih gljiva koji je
iznosio 7,95 x 10" glsr, nakon ¢ega je uslijedio eksponencijalni rast i veé¢ drugog
dana kada zapoéinje termofilna faza te broj iznosi 2,68 x 10° g'lst. Potom dolazi do
smanjenje broja mezofilnih gljiva za jedan red veli¢ine (2,7 x 108 g'lsr) te broj ostaje
gotovo nepromijenjen sve do 24. dana kada je broj umanjen za jo$ jednu potenciju

(2,3 x 10" gls7) i ostaje gotovo jednak sve do 28. dana. Broj termofilnih gljiva u
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pocetku procesa iznosio je 2,74 x 108 g'lst te ostaje istog reda veli¢ine do $estog dana
kada je iznosio 1,78 x 107 glst koji se neznatno mijenjao do kraja procesa. Na
pocetku procesa kompostiranja razgraduju se jednostavne molekule, nakon cega
slijedi razgradnja sloZenijih molekula, poput lignina, celuloze i hemiceluloze.%%3

Iz slike 4.11. mogu se vidjeti promjene masenog udjela ugljikovog dioksida.
Tijekom prvih dvadeset dana procesa, razgradnja organske tvari je najintenzivnija te
je u tom razdoblju detektirano najvise CO2 U izlaznoj struji zraka. Nakon dvadesetog
dana udio CO> se smanjuje §to se izravno moze povezati sa smanjenom aktivno$éu
mikroorganizama.’ Tijekom 28 dana procesa kompostiranja nastalo je ukupno 123 g
kgnTo* CO2.

Na slikama 4.10 i 4.11. prikazana je promjena temperature kompostne mase
tijekom 28. dana procesa. Na pocetku procesa temperatura je iznosila 24 °C te je
nakon 24 sata porasla na 30 °C, nakon Cega se ponovno Se Smanjuje u kratkom
vremenskom periodu na pocetnu vrijednost. Naredna 24 sata biljezi se eksponencijalni
rast kada zapocinje termofilna faza te temperatura iznosi 50 °C, potom je ponovno
vidljiv pad na 42 °C te u kratkom vremenskom razdoblju ponovni rast na najvisu
postignutu vrijednost od 50,6 °C u ovom procesu. Trajanje termofilne faza u pokusu
P1 iznosi svega pet dana. Od cCetvrtog do dvanaestog dana biljezi se blagi pad te
izmjerena temperatura u 12. danu iznosi 39 °C nakon Cega do petnaestog dana
ponovno raste i doseze 45 °C. Nadalje temperatura se smanjuje sve do kraja procesa
kompostiranja. Aktivnost pojedinih vrsta mikroorganizma uzrokuje razgradnju
organskih frakcija i promjene temperature.? Porast temperature izravno je povezana s
izrazenijom biokemijskom aktivnosti termofilnih zajednica mikroorganizama, nakon
ega u fazi hladenja ponovno dolazi do aktivacije mezofilnih mikroorganizama.®®'°

Na slici 4.12. prikazana je promjena masenog udjela anorganskih oblika
dusika, NHs*, NO2 i NOs iona, i promjena pH-vrijednosti supstrata. Po¢etna pH-
vrijednost supstrata iznosila je 6,45 te raste tijekom prvih 13 dana procesa kada
dostize vrijednost 8,63, nakon Cega se biljezi blagi pad do kraja procesa. Nize pH-
vrijednosti u pocetku procesa posljedica su stvaranja organskih kiselina koje nastaju
razgradnjom jednostavnih organskih molekula.® Promjena kemijskog sastava
kompostne mase za vrijeme procesa kompostiranja utjeCe na promjenu pH-vrijednosti
supstrata. Razgradnjom organskih dusikovih spojeva dolazi do stvaranja amonijevih
iona te pH-vrijednost supstrata raste.”® Tijekom procesa koncentracije svih

anorganskih oblika du$ika vrlo su niske. Maseni udio NH4" iona u pocetku procesa
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iznosio je 0,57 mg gut* nakon ¢ega naglo opada gotovo do nestanka te povecanjem
pH-vrijednosti supstrata raste i udio oslobodenih NH4" iona do 22. dana raste, a zatim
se do kraja procesa smanjuje kao rezultat amonifikacije. Maseni udio NO>™ iona na
samom pocetku procesa bio je izrazito nizak te se povecanjem pH-vrijednosti
supstrata biljezi njegov rast do 13. dana nakon Cega se nije znaCajno mijenjao.
Tijekom cijelog procesa maseni udio NOs3™ iona se linearno povecavao te pocetna
vrijednost od 0,25 mg gur! dosegla je vrijednost od 0,90 mg gur?!. U 28. danu
koncentracija NOs™ iona se pocinje smanjivati. Razlog smanjenja koncentracije NO3’
iona je proces denitrifikacije, odnosno stvaranja anaerobnih uvjeta u kompostnoj masi
uslijed ¢ega mikroorganizmi kao izvor kisika koriste nitrate.?® Pojedini istrazivaci’>"
prenose kako dio NHs* iona prelazi u plin amonijak pri visokoj pH-vrijednosti i
temperaturi, a dio NH4" iona prevodi se u NOs™ ione procesom nitrifikacije.

Na slici 4.13 prikazana je promjena koncentracije fenola i pH vrijednosti
supstrata tijekom 28. dana procesa kompostiranja. Pocetna koncentracija fenola
iznosila je 1,27 mg grr ! nakon ega se biljezi blagi pad te ponovni rast nakon petog
dana procesa. Promjena koncentracije fenola prati dinamiku pH-vrijednosti supstrata.
Najvisa zabiljezena koncentracija je U 24. danu te iznosi 3,11 mg gnt! nakon &ega se
smanjuje do 28. dana i iznosi 2,29 mg gur?. Zabiljezene koncentracije fenola su
izrazito niske te ne utjeCu na proces kompostiranja, odnosno ne inhibiraju rast
mikroorganizama. Medutim, prema literaturi navedene koncentracije fenola u komini
masline su daleko vece, a razlog tome moze biti drugaciji nacin odredivanja fenola,
odnosno ekstrakcije fenola iz komine masline.

Na slici 4.14. prikazana je promjena koncentracije amonijaka i pH-vrijednosti
kondenzata. Amonijak nije odreden u prvih trinaest dana procesa nakon ¢ega pocinje
naglo rasti te u 24. danu postize vrijednost od 140 mg dm™ i do kraja provodenja
procesa opada. Razgradnjom organskih dusi¢nih spojeva, pri visokim temperaturama,
nastaje amonijak koji isparava te aeracijom biva istjeran iz kompostne mase, zbog
Cega je odreden u kondenzatu. Upravo zbog povecane koncentracije amonijaka u
kondenzatu dolazi do luznate promjene pH-vrijednosti kondenzata. Prisutnost
amonijaka u kondenzatu usko je povezana s pH-vrijednosti kondenzata. Prema
literaturnim podacima kada pH-vrijednost kondenzata dosegne vrijednosti vece od 8
moguée je odrediti sadrzaj amonijaka.’>" U izlaznoj struji zraka prisutan je amonijak

od 22. dana te je do 28. dana ukupno nastalo 5,51 mg kgrto™ NHs.
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Na slici 4.15. prikazana je promjena koncentracije fenola u kondenzatu i pH-
vrijednosti kondenzata tijekom procesa kompostiranja. Koncentracija fenola u
podetku procesa iznosila je 5,2 mg dm™ nakon &ega se biljezi blagi rast te postepeni
pad koncentracije sve do kraja procesa. Koncentracija fenola u kondenzatu je niza od
MDK vrijednosti, te zbog toga ne predstavlja opasnost za okolis. Tijekom procesa
kompostiranja ukupno je nastalo 290 cm?® kondenzata. Najveéi volumeni nastalog
kondenzata (60 cm?®) zabiljeZeni su u razdoblju od tre¢eg do Sestog dana nakon ¢ega
se biljezi smanjenje volumene te ponovni porast od 13. do 17. dana (82 cm?®). U
slikama 4.10. i 4.11. moze se vidjeti kako je temperatura kompostne mase dostigla
maksimum, uz povecanu razgradnja §to se o€ituje iz povecanja volumena kondenzata.

Na slici 4.16. prikazana je promjena organskog optereCenja U kondenzatu te
hlapive tvari u supstratu. Vrijednost KPK kondenzata u 3. danu procesa iznosila je
5485 mg O dm?, a 6. dana biljeZi rast na 7215 mg Oz dm™ nakon &ega slijedi
eksponencijalni pad te vrijednost doseze 394 mg O, dm u 13. danu. Masa hlapive
tvari u reaktoru na pocetku procesa je najveca i iznosi 1,41 kg te se postepeno
smanjuje tijekom biorazgradnje. Pocetna masa hlapive tvari do kraja procesa smanjila
se za gotovo 43 %. Visoke vrijednosti KPK u pocetku procesa izravno su povezane s
intenzivnom biorazgradnjom i stvaranjem hlapivih organskih spojeva.>®

Na slici 4.17 prikazana je promjena konverzije i omjera C:N tijekom 28 dana
procesa kompostiranja. Omjer C:N na pocetku iznosio je 24:1 te se tijekom procesa
smanjivao porastom konverzije hlapive tvari i na samom Kraju iznosio je 14:1 jer
dolazi do razgradnje spojeva koje sadrze u svojoj strukturi ugljik. Intenzivnija
razgradnja uocava se u prvoj polovici procesa. Konverzija hlapive tvari u 15. danu
postize visoku vrijednost te ostaje gotovo nepromijenjena do kraja procesa kada iznosi
45 %. Upravo je omjer C:N jedan od najvaznijih pokazatelja razgradnje organske
frakcije tijekom kompostiranja i stupnja zrelost komposta.”

Na slici 4.18. prikazani su FTIR spektri procesa kompostiranja te se strukturne
promjene supstrata zamjeCuju ve¢ nakon 13. dana kompostiranja. Smanjenje
intenziteta pika pri valnoj duljini od 2928 cm™ ukazuje vibracije C-H vrpce u CHa,
CHs i CH3OH (grupe koje su dio lignina).%® Pik lokaliziran na valnoj duljini 2853 cm"
! odgovara simetricnom istezanju C-H vrpce u 0-CHs grupi.®” Pikovi na valnim
duljinama 1748 cm™ i 1615 cm™ ukazuje na istezanje C=0 vrpce u acetilnoj grupi,
odnosno promjene aromatske strukture lignina.®® Promjene su uocene i kod pikova na
valnim duljinama 1478 cm™, 1316 cm™, 1181 cm™ te 1028 cm™ te redom odgovaraju:
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asimetri¢nom savijanju CHs kod lignina®, slabim CH> vibracijama kod celuloze®, C-
O-C vibracije kod celuloze i hemiceluloze® te C-C i C-O istezanje prstena kod
celuloze i hemiceluloze®®®8, Prema dobivenim FTIR spektrima moze se vidjeti da
autohtona zajednica mikroorganizama prisutna u supstratu ima sposobnost razgradnje

lignina, celuloze i hemiceluloze.

5.3.2. Analiza procesa kompostiranja uz inokulaciju mikroorganizama, P2

U pokusu P2 na pocetku procesa inokulirana je mjeSovita kultura
mikroorganizama Phanerochaete chrysosporium i Trichoderma reesei. Pocetne
koncentracije inokulirane kulture odredene su brojanjem u Thominoj komorici, a
iznosile su 7,136 x 107 st cm™ za P. chrysosporium te 1,146 x 10" st cm™ za T. reesei.

Na slikama 4.19. - 4.20 prikazana je promjena temperature kompostne mase
tijekom 28 dana kompostiranja. Iz grafova moze se vidjeti kako je pocetna
temperatura kompostne mase iznosila 21,3 °C te kroz 24 sata postize vrijednost od
37,4 °C. Nagli porast temperature posljedica je inokulacije mikroorganizama koji
ubrzavaju proces biorazgradnje. Nakon 48 sati temperatura postize vrijednost od 42
°C te nastavlja rasti unutar idu¢ih 24 sata kada postiZze svoju maksimalnu vrijednost
od 52 °C. Ova vrijednost se odrzava do 9. dana kada se pocinje snizavati do iznad 40
°C sve do 18. dana kada zapocinje faza hladenja. Termofilna faza u pokusu P2 traje
punih 11 dana (od 2. do 13. dana), za razliku od pokusa P1 kada temperatura prelazi
45 °C svega pet dana (slike 4.19. i 4.20.).

Na slici 4.19 prikazana je promjena ukupnog broja mezofilnih i termofilnih
mikroorganizama u kompostnoj masi tijekom 28 dana procesa. Prvog dana
kompostiranja broj mezofilnih bakterija iznosio je 1,4 x 10° glst te je
eksponencijalno rastao do 6. dana kada je iznosio 1,7 x 10'? g'lst te do kraja procesa
se nije zna¢ajno mijenjao i iznosio je 3,6 x 102 glst. Podetni broj termofilnih
mikroorganizama iznosio je 1,8 x 102 gst te se eksponencijalno poveéavao do Sestog
dana uslijed porasta temperature kada je broj iznosio 3,8 x 10! glsr. Do kraja
procesa kompostiranja broj termofilnih bakterija ostao je nepromijenjen. Pocetni broj
mezofilnih gljiva je bio veci nego u pokusu P1 zbog inokuliranih mikroorganizama te
je iznosio 1,1 x 10'° glst, nakon &ega se biljezi smanjenje broja za jednu potenciju
koji se ne mijenja znacajno do 13. dana kada se uocava ponovni rast. Broj mezofilnih
gljiva u 17. danu procesa iznosio je 3,7 x 10! glst te ostaje nepromijenjen sve do
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kraja procesa. U podetnoj fazi kompostiranja broj termofilnih gljiva bio je 3,4 x 10° g°
st te u 13. danu procesa biljezi porast i iznosi 1,9 x 10 glst i ostao je
nepromijenjen sve do kraja pokusa. Promjena broja mezofilnih i termofilnih bakterija
u P1 i P2 prati isti trend, a i broj je priblizno isti, dok kod gljiva nije zbog inokulacije
P. chrysosporium i T. reesei koje pripadaju rodu gljiva. Prisutnost inokuliranih kultura
zabiljezena je tijekom cijelog procesa kompostiranja s naglaskom na pocetnu fazu
kada je njihov broj bio ve¢i. U termofilnoj fazi uocava se intenzivan rast kulture A.
fumigatus koji ima sposobnost razgradnje lignoceluloznog komponenti zbog stvaranja
enzima celulaze i ksilanaze.? Prema istrazivanjima’® dokazano je kako navedenoj
kulturi za intenzivan rast odgovaraju temperature izmedu 37 °C 1 42 °C, ali moze rasti
I pri temperaturama od 55 °C .

U pokusima P1 (slika 4.11.), i u P2 (slika 4.20.), tijekom cijelog procesa
vrijednost masenog udjela CO. na izlazu iz reaktora prati promjenu temperature.
Najvece koncentracije zabiljezene su kada je temperatura kompostne mase bila
najvi$a, Uz najveéu aktivnost mikroorganizama, te se s vremenom smanjuje.”
Kompostiranjem nastalo je ukupno 118 g kgnro™® CO: sto je isto kao i u pokusu P1.

Na slici 4.21 prikazana je promjena masenog udjela NHs™ NO; i NOs iona u
u kompostnoj masi i pH-vrijednosti supstrata. Pocetna pH-vrijednost supstrata
iznosila je 7,2 1 u pocetnoj fazi kompostiranja moze se uociti blagi pad te ponovni rast
na pH-vrijednost od 7,64, nesto alkalniju od pocetne. Do kraja procesa pH-vrijednost
nije se znacajno mijenjala. Gotovo jednake promjene pH-vrijednosti zabiljezene su u
pokusu P1 (slika 4.12.). Tijekom procesa odredene koncentracije svih anorganskih
oblika du$ika bile manje od istih u pokusu P1. Maseni udio NH4" iona u pocetku
procesa iznosio je 0,1 mg gut! te tijekom procesa kompostiranja nije zabiljezena
koncentracija ve¢a od 0,2 mg gut*. Promjena koncentracije NO2 ™ iona vrlo je sli¢na
promjeni koncentracije NH4" iona tijekom cijelog procesa. Iz grafickog prikaza 4.21.
primjetno je kako maseni udio NOs™ iona eksponencijalno raste sve do dvadeset treceg
dana kada postize svoju najvecu vrijednost nakon ¢ega pocinje opadati kao i u P1.

Iz slike 4.22. vidljivo je kako je pocetna koncentracija fenola u supstratu
iznosila 1,0 mg gur* nakon ¢ega uocava se blagi pad zabiljezen 2. dana procesa te
eksponencijalni rast sve do 21. dana kada postize maksimalnu vrijednost od 2,21 mg
grt! nakon ¢ega uocava se pad. Kao i u pokusu P1 (slika 4.13) koncentracije fenola

su izrazito niske i ne djeluju inhibiraju¢e na mikroorganizme.
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Na slici 4.23. prikazana je promjena koncentracije amonijaka u kondenzatu i
pH-vrijednost kondenzata. Amonijak u kondenzatu prisutan je tek 20. dana procesa
kompostiranja kada pH-vrijednosti kondenzata doseze gotovo 8, nakon Cega naglo
raste te u 28. danu iznosi 15 mg dm3. S obzirom na pokus P1 (slika 4.14.)
koncentracija amonijaka u kondenzatu u pokusu P2 bila je skoro deset puta niza, kao i
koncentracije anorganskih oblika dusika. U izlaznoj struji zraka detektira se amonijak
na samom Kraju procesa kompostiranja te je 28. dana izmjereno 1,16 mg Kguro™ NHs.

Na slici 4.24. prikazana je promjena koncentracije fenola u kondenzatu i pH
vrijednosti kondenzata tijekom procesa kompostiranja. Koncentracija fenola u 4. danu
procesa iznosila je 3,35 mg dm™ nakon &ega se biljezi postepeni pad koncentracije sve
do 17. dana kada koncentracija ponovno raste kraja procesa i iznosi 2,16 mg dm.

Tijekom procesa kompostiranja ukupno je nastalo 430 cm? kondenzata, gotovo
30 % viSe nego u pokusu P1 zbog duZeg vremena trajanja termofilne faze. Najvise
kondenzata (volumena 221 cm?®) nastalo je u razdoblju od petog do 13. dana kada je
prevladavala termofilna faza (slike 4.19. i 4.20.) i razgradnja je bila najintenzivnija.

Na slici 4.25. prikazana je promjena organskog opterecenja u kondenzatu i
hlapive tvari u supstratu. Vrijednost KPK kondenzata u 3. danu procesa iznosila je
7320 mg O, dm3, nakon &ega uocava se blagi rast na 7660 mg O, dm. Nakon $estog
dana KPK vrijednost supstrata pocinje naglo opadati te u 14. danu iznosi 14 mg O>
dm. Masa hlapive tvari u reaktoru na pocetku procesa je najveéa te se€ postepeno
smanjuje tijekom procesa biorazgradnje. Pocetna masa hlapive tvari do kraja procesa
smanjila se za gotovo 38 %. Smanjenje KPK vrijednosti kondenzata u pokusu P2 prati
trend smanjenja u pokusu P1, a i priblizno su iste pocetne koncentracije.

Na slici 4.26 prikazana je promjena konverzije i omjera C:N tijekom 28 dana
procesa kompostiranja. Omjer C:N na pocetku iznosio je 28:1 te se tijekom procesa
smanjivao porastom konverzije hlapive tvari i na samom kraju je iznosio 15:1.
Intenzivnija razgradnja uocava se u prvoj dijelu procesa. Konverzija hlapive tvari
devetog dana postize vrijednost od 20 % te ostaje nepromijenjena narednih 6. dana
kada ponovno pocinje rasti do 23. dana kada postize 35 % nakon Cega ostaje jednaka
do kraja procesa. Prema rezultatima, u pokusu P1 (slika 4.17.) postignuta je za 6 %
veca konverzija od P2, §to nije bilo ocekivano. Inokulacijom kultura ocekivalo se da
¢e se ubrzati razgradnja i povecati konverzija. Pretpostavlja se da kulture koje su
sudjelovale u razgradnji slozenih molekula, ¢ija razgradnja tece sporo i dugotrajna je,

ne doprinose povecanju konverzije u 28 dana. Nadalje, razlike u konverziji u
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pokusima P1 i P2 mogu nastati zbog samog uzorkovanja, jer se supstrat ne moze
homogeno pomijesati i ne dobije se reprezentativan uzorak.

Na slici 4.27. prikazani su FTIR spektri ukazuju da se strukturne promjene
supstrata zamjecuju ve¢ nakon trinaestog dana kompostiranja. Na prikazanom spektru
mogu se uociti promjene supstrata ve¢ nakon Sestog dana kompostiranja. Smanjenje
intenziteta pika pri valnoj duljini od 2920 cm™ ukazuje vibracije C-H vrpce u CHz,
CHgs i CH30OH (grupe koje su dio lignina).®® Pik lokaliziran na valnoj duljini 2849 cm"
! odgovara simetricnom istezanju C-H vrpce u 0-CHs grupi.’” Pikovi na valnim
duljinama 1744 cm™ i 1625 cm™ ukazuju na istezanje C=0 vrpce u acetilnoj grupi
koja potjeCe od zaostale hemiceluloze, odnosno promjene aromatske strukture
lignina.®® Promjene su uocene i kod pikova na valnim duljinama 1492 cm™, 1318 cm-
11187 cm? te 1020 cm™ te redom odgovaraju: asimetriénom savijanju CHs kod
lignina®, slabim CH; vibracijama kod celuloze®®, C-O-C vibracije kod celuloze i

hemiceluloze®® te C-C i C-O istezanje prstena kod celuloze i hemiceluloze®®,
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S
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R
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cm

Slika 5.2. Usporedba FTIR spektara za pokuse P1 i P2 u 0. i 28. danu.
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Na slici 5.2. prikazana je usporedba FTIR spektara supstrata koji je podvrgnut
kompostiraju u pokusima P1 1 P2. Znacajne promjene u strukturi vidljive pri valnim
duljinama 1748 cm™, 1728 cm™, 1339 cm™, 1177 cm™ te 1028 cm™, ali i pri valnim
duljinama opisanim u poglavljima 5.3.1. i 5.3.2.. Smanjenja intenziteta i pomaci
pojedinih pikova koji odgovaraju ligninu, celulozi i hemicelulozi ukazuju kako je

doslo do razgradnje navedenih organskih molekula.>®:%®
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6. ZAKLJUCAK

(1) U procesu biorazgradnje lignoceluloznog supstrata najveéu sposobnost
cijepanja molekula lignina, celuloze i hemiceluloze pokazale su kulture
Phanerochaete chrysosporium i Trichoderma reesei uz uc¢inkovitost od 42 % i
43 %,. §to je potvrdeno FTIR analizom.

(2) Proces kompostiranja lignoceluloznog supstrata (P1), odnosno mjeSavine
duhanskog otpada i komine maslina, proveden je pri poc¢etnom omjeru C:N od
24:1 do krajnjeg od 14:1 uz konverziju od 45 %.

(3) U P1 ukupno je nastalo 123 g kgnro® CO2 i 290 cm® kondenzata. Ukupna
koli¢ina nastalog NH3 u struji zraka na izlazu iz reaktora iznosila je 5,51 mg
kgrTo, a u kondenzatu 13,17 g NHz dm.

(4) FTIR analizom supstrata u P1 utvrdeno je kako autohtona zajednica
mikroorganizama prisutna u supstratu ima sposobnost razgradnje lignina,
celuloze i hemiceluloze.

(5) Proces kompostiranja lignoceluloznog supstrata (P2), odnosno mjeSavine
duhanskog otpada i komine maslina uz inokulaciju kultura Phanerochaete
chrysosporium i Trichoderma reesei proveden je pri po¢etnom omjeru C:N
28:1 do krajnjeg od 15:1 uz konverziju od 35 %.

(6) U P2 ukupno je nastalo 118 g kguro™ CO2 i 430 cm® kondenzata. Ukupna
koli¢ina nastalog NHz u struji zraka na izlazu iz reaktora iznosila je 1,16 mg
kgrto, @ u kondenzatu 0,26 g NHz dm,

(7) FTIR analizom supstrata u P2 utvrdeno je kako inokulirana mjesovita kultura
u odnosu na autohtonu kulturu sadrZanu U supstratu ima izraZeniju sposobnost
razgradnje sloZenih organskih molekula kao Sto su lignin, celuloza i

hemiceluloza.
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