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SAZETAK

SARZNA BIORAZGRADNJA KSENOBIOTIKA

U danasnje vrijeme upotreba ksenobiotika sve je ¢es¢a, a samim time se i sve vece koli¢ine
nekontrolirano ispustaju u okoli$. Pesticidi, antiparazitici te ostali ksenobiotici i njihovi
metaboliti, razgradni i transformacijski produkti dospijevaju u tlo i vodu ¢ineéi tetu biljnom i
zivotinjskom svijetu. Kako su ksenobiotici spojevi slozene kemijske strukture, vrlo ih je tesko
u potpunosti ukloniti iz vode, a Cesto je potrebno koristenje slozenih i skupih metoda obrade
otpadnih voda. Metode obrade aktivnim muljem najzastupljenije su metode u obradi otpadnih
voda.

Cilj ovoga rada je ispitati mogucnosti uklanjanja ksenobiotika iz otpadnih voda biorazgradnjom
pomocu aktivnog mulja. Odredivana je mogucénost biorazgradnje antiparazitika febantela,
albendazola i mebendazola te pesticida iz skupine insekticida tiakloprida, acetamiprida i
klotianidina u vremenu od 48 sati teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz
pracenje pH-vrijednosti, temperature, gusto¢e, ukupne koli¢ine ugljika te utjecaja na
mikroorganizme.

Proces biorazgradnje odvijao se u pet reaktora koji su bili zasti¢eni aluminijskom folijom kako
bi se sprije¢io utjecaj Sunceve svjetlosti na razgradnju ksenobiotika. Uklanjanje ksenobiotika
odredivano je teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda,
a uzorci su se uzimali u to¢no odredenim vremenskim intervalima. Uz to, uzorci su se analizirali
1 mjerenjem ukupne koli¢ine ugljika, a pratili smo i1 gustocu aktivnog mulja prije procesa
biorazgradnje te gustocu nakon biorazgradnje i to za reaktor s muljem, mikroplastikom i
ksenobiotikom te za reaktor s muljem i ksenobiotikom. Takoder je za svaki ksenobiotik
provedena i mikrobioloska analiza kako bi se utvrdio utjecaj pojedinog ksenobiotika na
mikroorganizme koji sudjeluju u procesu biorazgradnje.

Stopostotno uklanjanje postignuto je za sve antiparazitike, dok je kod pesticida uklanjanje bilo
nesto losije. Uz sam proces uklanjanja uzimala se u obzir i adsorpcija i desorpcija komponenata
na povr$inu mikroplastike i pahuljice aktivnog mulja, a pomoc¢u dobivenih kromatograma
detektirali su se i razgradni/transformacijski produkti Kkoji nastaju tijekom procesa
biorazgradnje.

Kljucéne rijeci:

aktivni mulj, biorazgradnja, ksenobiotici, farmaceutici, antiparazitici, albendazol, febantel,
mebendazol, pesticidi, insekticidi, acetamiprid, klotianidin, tiakloprid, mikroplastika,
kromatografija



ABSTRACT
BATCH BIODEGRADATION OF XENOBIOTICS

Nowadays, the use of xenobiotics is becoming more and more common, and thus increasing
amounts are being released into the environment in an uncontrolled manner. Pesticides,
antiparasitics and other xenobiotics and their metabolites, degradation and transformation
products reach the soil and water causing damage to the plant and animal life. Since xenobiotics
are compounds with a complex chemical structure, it is very difficult to completely remove
them from water, and it is often necessary to use complex and expensive wastewater treatment
methods. Activated sludge treatment methods are the most common methods in wastewater
treatment.

The aim of this work is to examine the possibilities of removing xenobiotics from wastewater
by biodegradation using activated sludge. The possibility of biodegradation of the antiparasitics
febantel, albendazole and mebendazole and pesticides from the group of insecticides
thiacloprid, acetamiprid and clothianidin was determined within 48 hours by high-performance
liquid chromatography with monitoring of pH-value, temperature, density, total carbon and
impact on microorganisms.

The biodegradation process took place in five reactors that were protected by aluminum foil to
prevent the influence of sunlight on the degradation of xenobiotics. The removal of xenobiotics
was determined by high-performance liquid chromatography with a diode array detector, and
samples were taken at precisely determined time intervals. In addition, the samples were
analyzed by measuring the total amount of carbon, and we monitored the density of activated
sludge before the biodegradation process and the density after biodegradation for the reactor
with sludge, microplastics and xenobiotics and for the reactor with sludge and xenobiotics. A
microbiological analysis was also carried out for each xenobiotic in order to determine the
influence of each xenobiotic on the microorganisms that participate in the biodegradation
process.

One hundred percent removal was achieved for all antiparasitics, while the removal was slightly
worse for pesticides. In addition to the removal process itself, the adsorption and desorption of
components on the surface of microplastics and activated sludge flakes were also taken into
account, and the resulting chromatograms were used to detect the degradation/transformation
products that arise during the biodegradation process.

Keywords:

activated sludge, biodegradation, xenobiotics, pharmaceuticals, antiparasitics, albendazole,
febantel, mebendazole, pesticides, insecticides, acetamiprid, clothianidin, thiacloprid,
microplastics, chromatography
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1. UVOD

Poznato je da je uporaba ksenobiotika, poput lijekova i pesticida, u svijetu svakim danom sve
veca, a tijekom prethodna tri desetlje¢a porasla je za vise od 2,5 puta. Neupitno je kako su
navedeni ksenobiotici nuzni u svakodnevnom Zivotu u raznim podrucjima ljudskog djelovanja,

ali su se s druge strane pokazali kao izvor velikog oneéiséenja okolisa.’

Ozbiljan globalni problem, koji vremenom postaje sve veci, je kontaminacija vodenog okoliSa
¢ak 1 farmaceuticima bez kojih je danasnji zivot nezamisliv. Farmaceutske onecis¢ujuce tvari
dospijevaju u okolis iz farmi, bolnica, ku¢anstava te industrija, a vrlo mala u¢inkovitost uredaja
za prociS€avanje otpadnih voda ne olakSava situaciju. Do 2019. godine u mnogim vodenim
sustavima, ¢ak 1 u pitkoj vodi, prijavljeno je viSe od 600 aktivni farmaceutskih tvari. lako se
one pojavljuju u vrlo niskim koncentracijama koje se mjere u nanogramima i mikrogramima
po litri, studije pokazuju da i tako male koli¢ine predstavljaju rizik za okoli$ i Stetno djeluju na

......

biljni i Zivotinjski svijet, ali i na ljude.?

Zbog svojih intrinzi¢nih svojstava, tj. ¢esto visoke polarnosti i postojanosti, mnogi ¢e lijekovi
dospjeti 1 vjerojatno se akumulirati u vodenom okolisu. Iako potencijalni Stetni u€inci na vodene
ekosustave jo§ nisu u potpunosti ispitani, zbog mjera predostroznosti i novih znanstvenih
dokaza zasigurno ¢e do¢i do strozih zahtjeva za procis¢avanje otpadnih voda u buducnosti. Ovi
novi pogledi na procis¢avanje otpadnih voda ukljucuju Sirok raspon mikro onecis¢ivaca, koji
su sofisticiranim modernim analitickim tehnikama otkriveni u otpadnim vodama kao i u

vodenom okolisu. °

Kada govorimo o negativnim utjecajima ksenobiotika, utvrdeno je da neki lijekovi izazivaju
endokrine poremecaje, tj. radi se o kemikalijama koje ometaju normalno funkcioniranje
hormonskog sustava. Mnoge sintetske kemikalije mogu djelovati kao endokrini disruptori, a

posebice pesticidi i plastifikatori. ®

Niske koncentracije u kojima se pojavljuju u komunalnim postrojenjima za prociS¢avanje
otpadnih voda ¢ine njihovo uc¢inkovito uklanjanje izazovom. Uklanjanje mikro onecis¢ujuéih
tvari tijekom proci§¢avanja otpadnih voda dogada se kroz razli¢ite mehanizme, ukljucujuci

biorazgradnju, abioticke transformacije i sorpciju u biomasu ili suspendirane krutine. Opcenito,



procesi sorpcije 1 biorazgradnja smatraju se najvaznijim mehanizmima uklanjanja
mikroonecis¢ujucih tvari, iako oni ne slijede opée pravilo jer njihov relativni doprinos ovisi o
fizikalno-kemijskim svojstvima oneciS¢ujuce tvari, podrijetlu i sastavu otpadne vode i
karakteristike uredaja za procis¢avanje otpadnih voda. Dok se mnogi mikro-onecis¢ivaci
relativno dobro uklanjaju sorpcijom u mulj zbog svoje nepolarne prirode, mnogi farmaceutski
proizvodi ili farmaceutski aktivni spojevi su visoko polarni, bilo zato §to su sintetizirani na ovaj
nacin da jamce veliku mobilnost unutar organizma ili su formirani nakon biotransformacije
kako bi se omogucilo njihovo konacno izlu€ivanje urinom. Stoga ¢e za ucinkovito uklanjanje
farmaceutskih spojeva poticanje njihove biorazgradnje ili koriStenje naprednih oksidacijskih

procesa vijerojatno biti naju¢inkovitija strategija uklanjanja.®



2. OPCI DIO

2.1. KSENOBIOTICI

Ksenobiotici su spojevi strani zivim organizmima i nastaju antropogenim aktivnostima. Ovi
spojevi 1 njihovi metaboliti nalaze svoj put u vodene ekosustave, ¢ak 1 na Antarktiku, putem
izravnog ispustanja, povrSinskog otjecanja 1 ispiranja. Ksenobiotici imaju potencijalno toksi¢ne
ucinke na neciljane organizme, a njihovo dospijevanje u okoli§ moze uzrokovati promjene u

mikrobnim zajednicama i remecenje sastava i funkcija zajednica u vodenim ekosustavima.*

Kada udu u postrojenje za procis¢avanje otpadnih voda, ksenobiotici obi¢no nisu potpuno
mineralizirani. Oni se ili djelomi¢no zadrZavaju u mulju, ili se metaboliziraju u hidrofilniji, ali
ipak postojaniji oblik te stoga prolaze kroz uredaj za prociS¢avanje otpadnih voda 1 zavrSavaju
u prihvatnim vodama. Njihovo uklanjanje u uredajima za prociS€avanje otpadnih voda
promjenjivo je i ovisi o svojstvima tvari i uvjetima procesa (npr. vrijeme zadrzavanja mulja,

hidrauli¢ko vrijeme zadrZavanja, temperatura).®

Ksenobiotik znaéi ,,strano zivotu“. To je izraz koji se odnosi na sintetske kemikalije koje s ne
nalaze u prirodi. One ¢e sadrzavati strukturne elemente koji su nepoznati ili rijetki u prirodi i/ili
su sastavljeni u strukturi koja nije prirodne pojave. Neki istraziva¢i takoder koriste izraz
,koncentracija ksenobiotika“, S§to znaci koncentracija koja se ne nalazi u prirodi - tako da
mozemo imati prirodni spoj prisutan u koncentraciji ksenobiotika. Takva koncentracija moze

se pojaviti kao rezultat, na primjer, izlijevanja nafte ili ispustanja industrijskih otpadnih voda.®

2.2. FARMACEUTICI

Farmaceutici u vecini slu¢ajeva moraju biti bioloski aktivne 1 hidrofilne tvari kako bi se lako
apsorbirale u ljudskom tijelu. Takoder moraju biti i postojani kako ne bi doslo do razgradnje
molekule prije nego sto lijek u organizmu izazove Zeljeni u¢inak. Ovisno o farmakologiji
medicinske tvari, ona se moze izluéiti iz organizma kao nepromijenjena tvar, kao mjesavina

metabolita ili konjugirana s inaktivirajuéim spojem vezanim za molekulu.®



U postrojenjima za obradu otpadnih voda ksenobiotici se obi¢no ne mineraliziraju u potpunosti
ve¢ se ili djelomi¢no zadrzavaju u mulju ili prelaze u jo$ hidrofilniji oblik koji je takoder

postojan te tako produ kroz postrojenje i ponovno zavrsavaju u vodama.®

Istrazivanja su pokazala kako je koncentracija farmaceutika na izvorima vode obi¢no > 0,1
ng/L, dok je u procisc¢enoj vodi > 0,05 pg/L. Procesi koji se koriste za uklanjanje farmaceutika
iz otpadnih voda su oksidacija, degradacija UV-zracenjem, reverzna osmoza i nano-filtracija.
Problemi koji se javljaju prilikom koristenja navedenih procesa ograniavaju ekonomsku
odrzivost ovih sustava, a to su: stvaranje opasnog mulja, skupi operativni 1 kapitalni troskovi,

nepotpuno uklanjanje te potreba za stru¢nim osobljem za rukovanje 1 odrZzavanje sustava.

Kako je dosadasnji pristup ograniCen malom moguéno$éu ponovne uporabe, visokim
trosSkovima 1 problemima zbrinjavanja, potrebne su naprednije tehnologije proc¢is¢avanja kako

bi se rijesio problem prisutnosti farmaceutskih proizvoda u vodi.t

2.2.1. ANTIPARAZITICI

Antiparazitici su jedna od skupina farmaceutika odnosno lijekova koja se najces¢e upotrebljava
u veterinarskoj medicini diljem svijeta, ali i u humanoj medicini. Antiparazitski lijekovi koriste
se u prevenciji i lijeCenju parazitskih infekcija ukljucujuéi protozoe, ekoparazite i helminte.
Ova skupina ukljucuje nekoliko klasa lijekova koji se koriste za lijeCenje Sirokog raspona

bolesti uzrokovanih parazitima.’

2.2.1.1. ALBENDAZOL

Albendazol (ABZ), ¢ija struktura je prikazana na Slici 1, je ué¢inkovit antihelmintik koji stvara
aktivne i neaktivne metabolite kod ljudi i Zivotinja. Ovaj lijek koristi se za lijeCenje odredenih
infekcija trakavicama (kao $to su neurocisticerkoza 1 hidatidoza). Koristi se pretezito u
tropskim 1 suptropskim regijama gdje je preporuceno periodicno koriStenje albendazola za

lije¢enje infekcija helmintima.®
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Slika 1. Albendazol®



2.2.1.2. FEBANTEL

Febantel (FBT) je spoj strukturne formule prikazane na Slici 2 koji se ¢esto koristi u
veterinarskoj medicini. Koristi se za lije¢enje monogastri¢nih Zivotinja i prezivaca zbog brze
apsorpcije i metaboliziranja u zivotinja. Ima Sirok spektar antiparazitskog djelovanja stoga se
koristi za lijeCenje gastrointestinalnog parazitizma kod ovaca, goveda i svinja, a ima i

larvicidno i ovicidno djelovanje.
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Slika 2. Febantel'!

2.2.1.3. MEBENDAZOL

Mebendazol (MBZ) je anthelmintik strukturne formule prikazane na Slici 3 koji se obi¢no
koristi za infekcije okruglim crvima, trihinelozom, kapilarijazom i toksokarijazom i drugim
parazitskim infekcijama crvima. Kada se mebendazol daje tijekom duljeg razdoblja u visokim
dozama, povezuje se s poviSenjem razine enzima u serumu, a rijetki slucajevi akutnog,
klinicki vidljivog oSte¢enja jetre povezani su s njegovom primjenom. Mebendazol je sintetski
derivat benzimidazola te ometa reprodukciju i prezivljavanje helminta inhibiranjem stvaranja
njihovih citoplazmatskih mikrotubula, ¢ime selektivno i1 nepovratno blokira unos glukoze. To
rezultira iscrpljivanjem zaliha glikogena i dovodi do smanjenog stvaranja ATP-a potrebnog za

prezivljavanje i reprodukciju helminta $to na kraju uzrokuje smrt helminta.*2
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Slika 3. Mebendazol*®



2.3. PESTICIDI

Pesticidi su skupina spojeva koja se intenzivno upotrebljava za suzbijanje insekata, gljivicnih
infestacija, rasta korova i biljnih bolesti. S porastom svjetske populacije raste i uporaba
pesticida zbog poveéane potrebe za proizvodnjom hrane. Uporaba pesticida rezultira
poveéanjem koli¢ine hrane kao i poboljSanjem njene kvalitete te §titi od gubitaka usjeva.

Medutim, pesticidi se svake godine sve vise koriste diljem svijeta, sve je viSe raznih vrsta

.....

Njihova prisutnost u okoliSu ima negativne ucinke na ljudsko zdravlje, stoga se kod ljudi
izloZenih velikim dozama javlja Citav niz akutnih bolesti kao Sto su glavobolja, mu¢nina, gréevi,
nelagode pri disanju 1 proljev, dok dugotrajni kontakt s manjim dozama moze uzrokovati
kroni¢na oboljenja kao Sto su Parkinsonova bolest, reproduktivni poremecaji, rak, respiratorni

poremecaji, dijabetes, kardiovaskularne bolesti itd.*

2.3.1. INSEKTICIDI

Insekticid je svaka otrovna tvar koja se koristi za ubijanje insekata. Takve se tvari prvenstveno
koriste za suzbijanje stetnika koji napadaju kultivirane biljke ili za uklanjanje insekata koji

prenose bolesti u odredenim podrucjima.

Insekticidi se mogu klasificirati na nekoliko nac¢ina; na temelju njihovog kemijskog sastava,
toksikoloskog djelovanja ili naCina ulaska u organizam. Prema nacinu ulaska u organizam
klasificirani su prema tome unose li se gutanjem (zelucani otrovi), udisanjem (fumiganti) ili
prodiranjem kroz tjelesni omota¢ (kontaktni otrovi). Medutim, vecina sintetskih insekticida
ulazi kroz sva tri navedena puta i stoga se bolje razlikuju jedni od drugih po svom osnovnom
kemijskom sastavu. Osim sintetskih spojeva, neki organski spojevi koji se prirodno pojavljuju
u biljkama korisni su insekticidi, kao 1 neki anorganski spojevi; neki od njih dopusteni su u
organskim uzgojima. Vecina insekticida se rasprSuje po biljkama i drugim povrSinama kojima

prolaze ili se njima hrane insekti.®



2.3.1.1. ACETAMIPRID

Acetamiprid je neonikotinoidni insekticid strukturne formule prikazane na Slici 4 koji se koristi
za suzbijanje insekata sisajuéeg tipa na lisnatom povréu, plodovitom povréu, usjevima kupusa,

citrusima, jabudicama, grozdu, pamuku i ukrasnom bilju i cvijeéu.®

ﬂ‘? N

=

S o

DA
P CHs

Cl N

Slika 4. Acetamiprid®’

Acetamiprid pokazuje vrlo kratko vrijeme poluraspada u tlu. Brzo se razgraduje aerobnim
metabolizmom. Acetamiprid je otporan na hidrolizu na temperaturama okoliSa 1 sporo se
fotorazgraduje u vodi. Transformira se umjereno brzo u aerobnim vodenim okoli§ima, a sporo
u anaerobnim vodenim sustavima. Cini se da ima minimalne u¢inke na pitku vodu i zbog brze
razgradnje nije pokazao sposobnost bioakumulacije u prirodi. Zbog brze razgradnje
acetamiprida ne oCekuje se da ¢e biti postojan u okoliSu. Metaboliti acetamiprida predstavljat
¢e veli rizik za okoli$, no potreban je dodatni rad kako bi se utvrdila sudbina i toksi¢nost

metabolita acetamiprida.’

2.3.1.2. KLOTIANIDIN

Klotianidin, ¢ija struktura je prikazana na Slici 5, pripada kemijskoj klasi insekticida poznatih
kao neonikotinoidi ili kloronikotinili, koji ometaju nikotinske acetilkolinske receptore na
postsinapti¢koj membrani. Spoj djeluje agonistiéno na nikotinske acetilkolinske receptore
insekata koji se nalaze u srediSnjem Ziv€anom sustavu. Klotianidin djeluje insekticidno

kontaktom i gutanjem (sistemski insekticid).8
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Slika 5. Klotianidin®®



Klotianidin je kemijski pesticid koji moZe izazvati mnoge negativne u€inke na ljude. Do
trovanja moze do¢i udisanjem, dermalnim kontaktom i gutanjem. Regulatorna tijela opisuju
toksi¢nost klotianidina kao veliku, a mnoga su istrazivanja pozvala vlasti da preispitaju

upotrebu ove kemikalije.?

2.3.1.3. TIAKLOPRID

Tiakloprid je kloronikotinilni insekticid koji se koristi protiv Sirokog spektra insekata ¢ija je
strukturna formula prikazana na Slici 6. Kao takav, njegov nain djelovanja je ometanje
prijenosa zivcima i izazivanje nekontroliranog pucanja zivaca, $to dovodi do hiperekscitacije,
konvulzija i smrti pogodenih insekata. Tiakloprid se Cesto koristi kod insekata koji su postali
otporni na inhibitore acetilkolinesteraze poput karbamata i organofosfatnih insekticida.
Otrovanje tiaklopridom moZe uzrokovati razne zdravstvene probleme ovisno o teZini trovanja.
Blago do umjereno trovanje moze dovesti do bolova u trbuhu, glavobolja, povracanja,
vrtoglavice, proljeva i blage sedacije. Ozbiljno trovanje izazvano konzumiranjem velikih
koli¢ina tiakloprida moze rezultirati hipotermijom, respiratornim zatajenjem, pneumonitisom,
hipotenzijom, metabolickom acidozom (neravnoteza kiseline u krvi) 1 ventrikularnim
disritmijama (nepravilan rad srca). U nekim slucajevima teSko trovanje tiaklopridom pokazalo

se kobnim.?

Slika 6. Tiakloprid??

2.4. MIKROPLASTIKA

Milijuni tona plastike proizvode se svake godine kako bi se zadovoljile potrebe suvremenog
drustva, od ¢ega vec¢ina zavrSava na odlagaliStima ili u prirodi kao plasti¢ni otpad. Kao rezultat
javlja se prisutnost plastike razli¢itih veli¢ina u raznim dijelovima svijeta i okoliSa. Plasti¢ni

ostaci mikro veli¢ine od 1-5000 um nazivaju se mikroplastikom i otkriveni su globalno u tlu,
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zraku, otpadnim vodama, pitkoj i morskoj vodi te u jezerima i rijekama. Mikroplastika je
postala novi zagadiva¢ odnosno onecis¢iva¢, a njena prisutnost u razli¢itim ekoloskim
sustavima izaziva veliku zabrinutost zbog Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje i ekosustav.
Postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda privukla su u proslom desetlje¢u veliku pozornost
kao znacajni izvor mikroplastike u vodenom okoliSu. Mikroplastika od polietilena (PE),
polipropilena (PP), polistirena (PS) i polivinil klorida (PVC) otkrivena je u priljevima i
otpadnim vodama postrojenja za proc¢is¢avanje otpadnih voda diljem svijeta u koncentracijama
do 5,6 mg/L §to jasno ukazuje da su upravo postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda put
kojim mikroplastika dospijeva u vodeni okolis. Sli¢na opazanja zabiljezena su 1u postrojenjima

za obradu vode za pi¢e.?

Kada govorimo o uéincima mikroplastike na procese bioloSke obrade otpadnih voda,
zabiljezeno je da u kratkom vremenu (2 h) nema znacajnog utjecaja mikroplastike na aktivnosti
bakterija koje oksidiraju nitrite i amonij, denitrifikatore te organizme koji akumuliraju
polifosfat. Zbog svega navedenog moze se zakljuciti kako mikroplastika ne utjece na
ucinkovitost bioloSke obrade otpadnih voda u smislu uklanjanja duSika 1 fosfora. Medutim,
prilikom prac¢enja u duljem vremenu (264 dana), pokazali su se negativni utjecaji PVC
mikroplastike na proces obrade anaerobnim granularnim muljem. Nadalje, pokazalo se da PE
mikroplastika inhibira aerobnu i anaerobnu digestiju otpadnog aktivnog mulja zbog smanjenja
klju¢nih bakterija putem oksidativnog stresa i otpustanja toksi¢nih kemikalija, odnosno zbog
indukcije reaktivnih kisikovih spojeva. Cestice mikroplastike takoder mogu asporbirati,
rasprsivati ili blokirati UV-svjetlost ¢ime utjeCu na uinkovitost UV-dezinfekcije. Kada su
Cestice mikroplastike suspendirane u otpadnoj vodi, one negativno utje¢u na UV-inaktivaciju
mikroorganizama tako Sto povecavaju UV-apsorbanciju vode 1 §tite mikroorganizme od UV-

svjetlosti.?®

2.5. OBRADA OTPADNE VVODE

Otpadne vode nastaju svakodnevno, a mogu biti poljoprivredne, industrijske ili otpadne vode
iz kucanstva, stoga im je sastav raznolik. Efluenti iz razli¢itih izvora sadrze organski ugljik 1
dusik, anorganske tvari, teSke metale i suspendirane ili otopljene krute tvari. Prilikom procesa
prociS¢avanja otpadnih voda nastaju aerosoli koji mogu prenositi uzro¢nike infekcija kao $to je
to bio sluca;j s infekcijom virusa SARS-CoV koji je zarazio velik broj ljudi u Kini upravo putem

aerosoliziranih kapljica kontaminirane otpadne vode. Milijuni ljudi umiru svake godine od
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posljedica bolesti koje se mogu prenositi otpadnom vodom kao $to su kolera, tifus, dizenterija
i druge bolesti uzrokovane lo$im sanitarnim uvjetima. Iz svega navedenog moze se zakljuciti
koliko je nekontrolirano ispustanje neprocis¢enih otpadnih voda opasno za ljude i okolis. Zbog
slozenosti 1 heterogenosti one¢is¢ujucih tvari potrebne su visoko u¢inkovite tehnologije obrade
kako bi se zadovoljili potrebni standardi za kvalitetu vode, a pronaci one koji su ekonomski

prihvatljivi u dana$nje vrijeme predstavlja veliki izazov.?*

2.5.1. FIZIKALNI PROCESI OBRADE OTPADNIH VODA

Fizikalni procesi obrade otpadnih voda su oni kojima se uklanjanje tvari odvija koriStenjem
prirodnih sila kao S§to su gravitacija, elektricno privlacenje 1 Van der Waalsove sile ili
koristenjem fizickih barijera. Fizikalni procesi ne izazivaju promjene u kemijskoj strukturi tvari
dok se fizicko stanje moze promijeniti kao Sto se dogada kod isparavanja. Ove metode ukljucuju
sedimentaciju, flotaciju i adsorpciju te koriStenje barijera kao Sto su Sipke, sita, duboki filtri i

membrane.?®

2.5.2. KEMIJSKI PROCESI OBRADE OTPADNIH VODA

Kemijski procesi obrade otpadnih voda koriste dvije vrste svojstava:

e Kemijske karakteristike oneciS¢ujuce tvari s obzirom na njihovu sposobnost da
reagiraju ili medusobno djeluju s kemikalijama za prociS¢avanje.
e Kemijske karakteristike produkata reakcija one¢is¢ujuce tvari i kemikalije za obradu s

obzirom na njihovu topljivost, hlapljivost i druga svojstva.

Postoji Sest kemijskih procesa koji se mogu koristiti za uklanjanje oneciS¢ujucih tvari iz

otpadnih voda:

reakcije kojima se proizvode netopljive krutine,

reakcije kojima se proizvode netopljivi plinovi,

e reduciranje naboja povrsine kako bi se potaknula koagulacija koloidne suspenzije,

e reakcije kojima se iz bioloSki nerazgradivih tvari proizvode bioloski razgradive tvari,
e reakcije deaktiviranja kelirajuceg sredstva,

e oksidacija ili redukcija kojom se proizvodi tvar koja se moze lakse ukloniti nekom od
prethodnih metoda.?®
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2.5.3. BIOLOSKI PROCESI OBRADE OTPADNIH VODA

Bioloski procesi obrade otpadnih voda su oni kod kojih se koriste organske tvari kao hrana
bakterijama i drugim mikroorganizmima. Gotovo se svaka organska tvar moze koristiti kao
hrana za jednu ili viSe vrsta bakterija, gljiva, cilijata i drugih mikroorganizama. Pri ovakvom
koriStenju, slozene organske molekule se sustavno razgraduju, a zatim se ponovno sastavljaju
kao nova stani¢na protoplazma. Kisik, koji djeluje kao akceptor elektrona, je potreban u
aerobnim ili anoksi¢nim sustavima u otopljenom molekularnom obliku ili u obliku aniona kao
Sto su nitrati i sulfati. Na taj na¢in dolazi do smanjenja koli¢ine organskih onecis¢ujucih tvari,
dok se koli¢ina mikroorganizama, ugljicnog dioksida, vode i ostalih nusproizvoda mikrobnog

organizma poveéava.?
2.5.4. BIORAZGRADNJA KSENOBIOTIKA

Biorazgradnja je proces razgradnje slozenih organskih spojeva u jednostavne molekule kao $to

su voda i ugljikov dioksid pomoé¢u mikroorganizama.?®

Proc¢is¢avanje aktivnim muljem najcesc¢i je postupak za procis¢avanje otpadnih voda, a dva su
procesa eliminacije koji djeluju istovremeno: ili dolazi do sorpcije farmaceutika na ¢vrstu tvar
ili do biorazgradnje uzrokovane mikroorganizmima. Do kojeg procesa eliminacije ¢e do¢i ovisi
o karakteristikama ksenobiotickog spoja. Tako je za neke spojeve kao Sto su ibuprofen i
mefenaminska Kiselina, studija pokazala da sorpcija nije znacajan faktor razgradnje ve¢ da je
uklanjanje posljedica biorazgradnje, dok je za druge spojeve, primjerice ciprofloksacin koji je
antibiotik, utvrdeno kako je glavni mehanizam uklanjanja upravo sorpcija. Opcenito se moze

reéi da je to veéa vjerojatnost da ée do¢i do biorazgradnje $to je molekula jednostavnija.?’

Prilikom razgradnje ksenobiotski spojevi mogu se transformirati na tri na¢ina: mineralizacijom,
hidrofilnom ili hidrofobnom transformacijom. Ako se spoj transformira u ugljikov dioksid,
govorimo o potpunoj mineralizaciji. Ako se farmaceutik transformira u hidrofobniji spoj

povecava se razdioba u mulju, a ako postane hidrofilniji vjerojatno ée ostati u vodi.?’

U prethodnim studijama biorazgradivost ksenobiotika ispitivana je jeftinom, ali u¢inkovitom i
ponovljivom metodom mijerenja nastalog ugljikovog dioksida. Ispitivala se biorazgradivost
osam ksenobiotika medu kojima je bio i antiparazitik mebendazol koji je pokazao najvisi

stupanj biorazgradnje od 13,0+ 0,050 %.2
Kada govorimo o pesticidima, i njih je mogucée u¢inkovito ukloniti iz okoli$a biorazgradnjom
pomocu razli¢itih organizama (gljiva, bakterija, virusa, protozoa). Biorazgradnja je posebno
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ucinkovita kod uklanjanja organoklorina, organofosfata i karbamata koji se koriste u
poljoprivredi. Najvaznija strategija za uklanjanje sintetickih pesticida mikroorganizmima je

enzimska razgradnja.?®

2.5.5. BIOLOSKA OBRADA OTPADNE VODE AKTIVNIM MULJEM

Proces obrade otpadnih voda aktivnim muljem pruza mnoge znac¢ajne prednosti u odnosu na
druge metode. Postrojenja za proc¢is€avanje otpadnih voda koja primarno koriste proces obrade
aktivnim muljem omogucéuju smanjenje koli¢ine neZeljenog mulja, redukciju troSkova,

jednostavnije vodenje procesa, pouzdanost procesa itd.?

Uklanjanje organskih oneéi$¢ivala u sustavima s aktivnim muljem ukljucuje biorazgradnju,
hidrolizu, sorpciju, fotolizu 1 isparavanje, medutim mehanizmi uklanjanja takoder ovise i1 o

spoju koji se uklanja.*°

Puno je ¢imbenika koji mogu utjecati na u¢inkovitost biorazgradnje aktivnim muljem kao $to
su mikrobne kulture (npr. koncentracija biomase i vrsta mulja), svojstva egzogenih
onecis¢ujucih tvari (koncentracija, toksi¢nost i molekularna svojstva) 1 uvjeti okolisa (npr.
temperatura, pH-vrijednost, otopljeni Kisik, hidraulicko vrijeme zadrzavanja i vrijeme

zadrzavanja mulja).®!

2.6. ANALITICKE METODE PRACENJA KSENOBIOTIKA U
OKOLISU

Ksenobiotici se tradicionalno otkrivaju u okoliSu analizom vode Sirokog spektra uzoraka. Za
potrebe analize uzorkuju se povrSinske i podzemne vode koje se izravno ili neizravno koriste

za proizvodnju pitke vode, kiSnice, komunalne i industrijske otpadne vode 1 tehnoloske vode.

Za pravilnu procjenu rizika i pracenje kakvoce povrsinske i pitke vode, potrebno je koriStenje
multirezidualnih metoda koje omoguéuju mjerenje u tragovima i ultra-tragovima. Koristenjem
jedne analiticke tehnike moZe se uStedjeti vrijeme, novac i resursi analizom viSe vrsta

ksenobiotika koji pripadaju razli¢itim klasama.

Metode koje se temelje na pripremi uzorka ekstrakcijom na Cvrstoj fazi (eng. solid-phase

extraction, SPE) u kombinaciji sa teku¢inskom kromatografijom i masenom spektrometrijom
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(eng. liquid chromatograpfhy-mass spectrometry, LC/MS), najces¢e su koriStene metode za
probir i kvalifikaciju ksenobiotika u okolisu i otpadnim vodama. U novije vrijeme su se
kvaliteta i moguénosti masenih spektrometara poboljSali stoga dobivamo sve opseznije i
kvalitetnije informacije u podrucju analize ksenobiotika. Kao rezultat toga zadnjih godina su
razvijene i primijenjene najsuvremenije analiticke metode u analizi ksenobiotika i produkata
njihove transformacije u uzorcima okolisa i otpadnim vodama koriStenjem naprednih
kromatografskih tehnika (teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high
performance liquid chromatography, HPLC) i tekuéinska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti  (eng. ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC)).
Kromatografske tehnike koriste se u kombinaciji sa spektrometrom masa detekcijskim
sustavom niske ili visoke razlu¢ivosti kao $to su hibridni kvadripol s mjerenjem vremena
proleta (eng. quadrupole time-of-flight, Q-TOF-MS), kvadripolna linearna ionska klopka (eng.
quadrupole  linear ion trap, Q-LIT-MS), Fourierova transformacija masene
spektrometrije ionske ciklotron-rezonancije (eng. Fourier transform ion cyclotron resonance

mass spectometry, FT-ICR-MS) i orbitalna klopka (eng. Orbitrap).?

2.6.1. SPEKTROMETRIJSKE | MIKROSKOPSKE METODE

Spektrometrijske metode se ceS¢e koriste za analizu pesticida u formulacijama. Medutim,
takoder su zabiljezene neke spektrometrijske metode pregleda za okolisne 1 bioloske uzorke.
Snazne spektrometrijske tehnike strukturalnog razjasnjenja (kao sto je spektrometrija nuklearne
magnetske rezonancije — NMR) takoder su se intenzivno Koristile za istrazivanje obrazaca
razgradnje mati¢nih pesticida, uglavnom u bioloskim sustavima. Derivatizacija je Cesto

potrebna za uvodenje kromofora, fluorofora ili luminofora u ciljne molekule.®

Masena spektrometrija je analiticki alat koristan za mjerenje omjera mase i naboja (m/z) jedne
ili viSe molekula prisutnih u uzorku. Ta se mjerenja ¢esto mogu koristiti 1 za izraCunavanje
tocne molekularne tezine komponenata uzorka. Obi¢no se maseni spektrometri mogu koristiti
za identifikaciju nepoznatih spojeva odredivanjem molekularne tezine, za kvantificiranje

poznatih spojeva i za odredivanje strukture i kemijskih svojstava molekula.3

Kako bi se izmjerile karakteristike pojedinacnih molekula, maseni spektrometar ih pretvara u
ione tako da se mogu pomicati i manipulirati vanjskim elektricnim i magnetskim poljima. Tri

osnovne funkcije masenog spektrometra i povezanih komponenti su:
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1. Izvor iona - mali uzorak je ioniziran, obi¢no u katione gubitkom elektrona.
2. Analizator mase - ioni se sortiraju i odvajaju prema njihovoj masi i naboju.
3. Detektor - odvojeni ioni se zatim detektiraju, a rezultati prikazuju na dijagramu.*®

Napredni spektrometri masa visoke razluc¢ivosti imaju brojne prednosti, a neke od najvaznijih
su izvanredna toc¢nost mase, visoka razlucivost, izvrsna to¢nost izotopa i iznimno visoka

osjetljivost.®

Svjetlosna mikroskopija je op¢i izraz koji se koristi za bilo koju vrstu mikroskopije gdje se
svjetlost prenosi iz izvora koji se nalazi na suprotnoj strani uzorka, do le¢e objektiva. Opcenito,
svjetlost prolazi kroz kondenzator kako bi se fokusirala na uzorak kako bi se postigla
maksimalna svjetlina. Nakon §to svjetlost prode kroz uzorak, prolazi kroz lecu objektiva kako

bi povecala sliku uzorka 1 zatim do okulara, gdje se vidi uvecana slika.

Tehnike svjetlosnog mikroskopa znacajno su se razvile u proteklih 20 godina i1 sada pruzaju
nezamjenjiv alat za prouc¢avanje molekularnih dogadaja na substani¢noj razini kako bi se dobile
vremenske i prostorne informacije visoke rezolucije. Kako bi se postigli optimalni rezultati,
bitno je pazljivo planirati i provesti pokuse temeljene na mikroskopiji, $to zahtijeva
razumijevanje barem osnova stani¢ne biologije, pripreme uzorka i1 fluorescentne svjetlosne

mikroskopije.

Mikroskopijom se istrazuju odnosi izmedu struktura i svojstava za vrlo Sirok raspon materijala,
od mekih do vrlo tvrdih, od nezivih materijala do zivih organizama, kako bi se bolje razumjelo

njihovo ponasanje.3®

2.6.2. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografija je skupni naziv za laboratorijske tehnike koje se koriste za razdvajanje smjesa.
Ona ukljucuje dvije faze, pokretnu (mobilnu) i nepokretnu (stacionarnu). U pokretnoj fazi je
otopljena ispitivana smjesa koja se krece kroz nepokretnu fazu ¢ime se dijelovi smjese
razdvajaju te ih se moze analizirati i kvantitativno odrediti. Postoji viSe vrsta kromatografija,
npr. tekucinska kromatografija, plinska kromatografija, kromatografija ionske izmjene,

afinitetna kromatografija, ali sve one koriste iste osnovne principe.

Za analizu pesticida u hrani, okoliSu 1 klinickim uzorcima, glavna primarna metoda je plinska

kromatografija. Odvajanje komponenti se postize na nepokretnim fazama koje imaju razlicite
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polarne karakteristike zbog Sirokog raspona polariteta analita. Medutim, termalna labilnost,
niska hlapljivost i visoka polarnost nekih ciljnih analita glavni su razlozi neuspjeha plinske
kromatografije u analizi pesticida. Broj klasa pesticida koji nisu prikladni za plinsku
kromatografiju je relativno malen, a neki od njih su: fenilurea, karbamati, dinitrofenoli,
benzimidazoli, azoli, benzoiluree, neki organofosforni, piretroidni i kvaterni amonijevi derivati
stoga oni zahtijevaju upotrebu tekucinske kromatografije.

Mehanizam odvajanja pesticida koji je najpopularniji u tekucinskoj kromatografiji je

kromatografija reverzne faze, a koriste se jo§ i mehanizmi ionske izmjene i ionskih parova.3

Kada govorimo o kromatografskoj analizi farmaceutskih aktivnih spojeva u uzorcima vode, cilj
je usvajanje brzih metoda tekuc¢inske kromatografije s kratkim, uskim stupcima koji omogucuju
ultravisoke tlakove i visoke brzine protoka pokretne faze. Produljena trajanja analize nisu
prihvatljiva za visokouc¢inkovitu analizu, stoga je postizanje najvece kromatografske
razlu¢ivosti u najkraéem moguéem vremenu klju¢no za laboratorije koji provode studije
pracenja. Na primjer, tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti koja koristi kolone
napunjene ¢esticama ispod 2 pum, omogucuje eluiranje komponenata uzorka u puno uze i
fokusiranije zone ili krivulje Sto rezultira veCom kromatografskom rezolucijom i poveéanim
vr$nim kapacitetom. Upravo zato UHPLC postaje sve popularniji za analizu farmaceutika, ali i
ksenobiotika opcenito, u vodi s izvjes¢ima o povecanoj osjetljivosti 1 brzini u usporedbi s
tipiénim HPLC kolonama sa 5 ili 3 um zrncima sorbensa. Takoder se pojavila i hidrofilna
interakcijska kromatografija (eng. hydrophilic interaction chromatography, HILIC) kao
koristan analiti¢ki alat za odvajanje polarnih farmaceutskih aktivnih spojeva. U usporedbi sa
konvencionalnom teku¢inskom kromatografijom reverzne faze (eng. reversed-phase liquid
chromatography, RPLC), HILIC povecava osjetljivost u detekciji masenom spektrometrijom,

medutim primjene HILIC-a u okoli$u su rijetke.%?
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALLI

3.1.1. KSENOBIOTICI

U Tablici 1 navedeni su ksenobiotici koristeni u radu.

Tablica 1. Koristeni ksenobiotici tijekom eksperimentalnog rada

_ Molekulska Mw,
Farmaceutik

formula g/mol
Febantel CaoH2N4OsS 446,48
Mebendazol CieH1sN3sOs 295,29
Albendazol C12H1sNsO2S 265,33
Tiakloprid C10HoCIN4S 252,72
Acetamiprid C1oH11CIN4 222,67
Klotianidin CeNsHgSOCl 249,68

3.1.2. AKTIVNI MULJ

CAS broj

58306-30-2

31431-39-7

54965-21-8

111988-49-9

135410-20-7

210880-92-5

Naziv po IUPAC-u

metil N-[N'-[2-[(2-metoksiacetil)amino]-4-
fenilsulfanilfenil]-N-
metoksikarbonilkarbamimidoil]karbamat
metil N-(6-benzoil-1H-benzimidazol-2-
il)karbamat

metil N-(6-propilsulfanil-1H-benzimidazol-
2-il)karbamat

[3-[(6-kloropiridin-3-il)metil]-1,3-
tiazolidin-2-iliden]cijanamid

N-[(6-klor-3-piridil)metil]-N'-cijano-N-
metil-acetamidin

1-[(2-kloro-1,3-tiazol-5-il)metil]-3-metil -2-
nitrogvanidin

Topljivost
(voda, 25 °C,

g/L)

33,9

71,3

22,8

0,18

4,25

0,33

Aktivni mulj koriSten za biorazgradnju ksenobiotika uzorkovao se za svaki ispitivani

ksenobiotik posebno. Prije koriStenja u reaktorima, mulj se prelio u ¢ase i ostavio neko vrijeme

kako bi se ugustio, nakon ¢ega se odijeljena tekucina dekantirala. U svaki reaktor (osim slijepe

probe) stavljeno je 300 mL mulja.
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3.2. INSTRUMENTIL UREDAIJI I PRIBOR

3.2.1. ANALITICKA VAGA

U radu je koriStena analiti¢ka vaga Mettler Toledo, XA105, Svicarska, prikazana na Slici 7.

Slika 7. Analiticka vaga Mettler Toledo, XA105, Svicarska

3.2.2. SUSIONIK

Susionik je uredaj koji se koristi za uklanjanje viska vlage iz uzorka mulja s ciljem odredivanja
gustoce. U radu je koriSten suSionik Memmert UNB 100, Schwabach, Njemacka prikazan na

Slici 8.

Slika 8. Susionik Memmert UNB 100, Schwabach, Njemacka
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3.2.3. EKSIKATOR

Eksikator je staklena posuda sa suhom atmosferom koja nastaje zbog prisutnosti sredstva koje
upija vlagu. Upotrebljava se za ¢uvanje uzoraka, reagensa ili taloga od vlage iz zraka. Kao

sredstvo za susenje obi¢no se koristi bezvodni kalcijev klorid (CaCl, ).%’

Na Slici 9 prikazan je eksikator koriSten u ovom radu.

3 / i
A s y:«

Slika 9. Eksikator

3.2.4. ULTRAZVUCNA KUPELJ

Ultrazvuéna kupelj je uredaj koji koristi ultrazvucne valove koji se prenose kroz kapljevinu za
ubrzanje emulgiranja, otapanja uz mijesanje, ekstrakciju itd. U ovom radu kupelj se koristila za
pripremu temeljnih standardnih otopina kako bi se postiglo bolje otapanje farmaceutika u vodi
i metanolu. Na ultrazvuénoj kupelji moguce je podeSsavanje temperature kupelji i snage
ultrazvuka. Uz to postoji moguénost pohranjivanja i do 10 programa s razli¢itim postavkama
eksperimentalnih uvjeta. Maksimalna temperatura kupelji iznosi 80 °C, vrijeme od 1 do 99
minuta, a maksimalna snaga 1200 W. Ultrazvu¢na kupelj koristena u ovom radu je Sonorex

digital 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka prikazana na Slici 10.
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Slika 10. Ultrazvu¢na kupelj Sonorex digital 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka

3.2.5. pH-METAR

Mijerenje pH-vrijednosti vr$i se kombiniranom staklenom elektrodom koja se sastoji od
mjernog i referentnog sustava uklopljenih u zajednicko kuciste. pH-elektroda koristila se za
mjerenje pH-vrijednosti u svih pet reaktora u odredenim vremenskim intervalima. Nakon
svakog koriStenja elektroda se ispirala deioniziranom vodom, a u vrijeme kada se ne koristi
Cuva se uronjena u otopinu kalijevog klorida. U radu je koristen pH-metar Mettler Toledo S20

SevenEasy, Svicarska i prikazan je na Slici 11.

Slika 11. pH-metar Mettler Toledo S20 SevenEasy, Svicarska
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3.2.6. AERACIISKE PUMPE

Aeracijske pumpe su uredaji koji se koriste za dovod kisika. Prilikom rada sa aktivnim muljem
cilj je da mikroorganizmi imaju dovoljno kisika koji im je potreban za zivot. Prilikom
provodenja procesa biorazgradnje, reaktori su morali biti zatvoreni kako Cestice i
mikroorganizmi iz okoline ne bi dospjeli u njih, stoga su se aeracijske pumpe Kkoristile kako bi
osigurale povoljne uvjete za mikroorganizme unutar reaktora. Aeracijska pumpa takoder
osigurava i mijeSanje smjese u reaktoru. Na Slici 12 prikazane su aeracijske pumpe Eheim

air400, Njemacka, koriStene u ovom radu.

Slika 12. Aeracijske pumpe Eheim air400, Njemacka

3.2.7. TOC ANALIZATOR

Prac¢enje ukupnog ugljika (eng. total carbon, TC) jedan je od najvaznijih parametara koji se
koristi u postrojenjima za analizu pitke vode i otpadne vode. Mjerenje TC-a (mg C/L) moze biti
kljuéno za optimizaciju procesa prociS¢avanja otpadnih voda. TC je koristan u otkrivanju
prisutnosti mnogih organskih kontaminanata ukljucujuéi naftne proizvode, organske kiseline
poput huminskih i fulvo kiselina, pesticida, patogena itd. To je nespecifican, ali ukljuciv
parametar za pracenje organskih tvari. Poznavanje i razumijevanje razina ugljika koje dolaze u
postrojenje, prolaze kroz njega i napustaju ga, moze se koristiti kao mjera ucinkovitosti

tretmana i kao pokazatelj kontaminacije.®

Metoda mjerenja na TOC-Vws zasniva se na kombiniranoj oksidaciji uzorka pri povisenoj

temperaturi od 80 °C pomocu persulfata i UV zraCenja. Persulfat se koristi jer je fotosenzibilan
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I jer zakiseljava uzorak na pH = 2. Ugljik u vodenim uzorcima oksidira u CO; koji se detektira

pomocu nerasprsujuceg infracrvenog detektora.

U ovom radu koristen je TOC-VWws analizator proizvodac¢a Shimadzu, Kyoto, Japan, prikazan

na Slici 13.

Slika 13. TOC-Vws analizator Shimadzu, Kyoto, Japan

3.2.8. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI
(HPLC)

U prethodnom poglavlju govorili smo o kromatografiji i koliko veliku ulogu ima u analizi
otpadnih voda. Upravo zato je koriStena 1 u ovom radu za analizu uzoraka uzetih iz svih pet
reaktora u to¢no odredenim intervalima. Uzorci su analizirani tekuc¢inskim kromatografom
visoke djelotvornosti (HPLC) Varian ProStar 500, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, koji je
prikazan na Slici 14. Instrument se sastoji od ProStar 330 detektora s nizom dioda (DAD),
ProStar 230 tercijarne pumpe, ProStar 410 uredaja za automatsko dodavanje uzoraka, ProStar
500 termostatiranog drzaca kolone, boce za pokretnu fazu, boce za otpad i racunala s
programom STAR 5.2. preko kojeg se upravlja HPLC-om, prikupljaju i obraduju podaci.
Pokretna faza sastoji se od eluensa A (0,01 % mravlje kiseline u vodi) i eluensa B (0,01 %
mravlje Kiseline u ACN-u), a sastav pokretne faze mijenja se s vremenom prema gradijentu
separacije prikazanim u Tablici 2. Volumen injektiranja uzorka je 30 pL, temperatura 20-25
°C. Kolona se prala 65 %-tnim acetonitrilom (ACN) jedan sat protokom od 0,5 mL/min prije i

nakon analize uzoraka. VVolumen injektiranog ACN-a je 10 pL.
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Tablica 2. Gradijent separacije pokretne faze tijekom snimanja kromatograma

tr, Min Protok, mL/min A, % B, %
0,00 0,5 100 0
2,30 0,5 92 8
6,00 0,5 90 10
11,00 0,5 70 30
15,00 0,5 40 60
18,00 0,5 5 95
28,00 0,5 5 95
28,06 0,5 100 0
30,00 0,5 100 0

Slika 14. Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti Varian ProStar 500, Sjedinjene

Americ¢ke Drzave

3.3. METODE RADA

3.3.1. PRIPREMA TEMELINIH STANDARDNIH OTOPINA
KSENOBIOTIKA

Temeljna standardna otopina (TSO) antiparazitika koncentracije 1000 mg/L pripremljena je u
tikvicama od 200 mL. Najprije se izvagalo 200 mg svakog pojedinog antiparazitika na

22



analiti¢koj vagi koja je potom dodana u tikvicu koja se dopunila metanolom do oznake. Nakon
toga tikvica je uronjena u ultrazvu¢nu kupelj radi poboljsanja procesa otapanja antiparazitika.
Na ovaj nacin pripremljene su otopine febantela, mebendazola i albendazola. Koncentracija
radnih otopina (RO) bila je 10 mg/L, a pripremljene su tako da se 10 mL TSO otpipetiralo u
1000 mL destilirane vode u reaktoru. Radna otopina pripremana je tako da udio metanola ne

prelazi 1 % zbog toksi¢nog utjecaja na mikroorganizme.

Kako su pesticidi topljivi u vodi, nije bilo potrebe za metanolom, ali se zbog visoke cijene i
velikih volumena, odmah pripremala radna otopina koncentracije 10 mg/L na nain da se
odvagalo 10 mg pesticida u tikvicu volumena 1 L te se dodavala MiliQ voda do oznake. Tako

pripremljena otopina dodavala se direktno u reaktore.

3.3.2. PROVEDBA PROCESA BIORAZGRADNJE AKTIVNIM MULJEM

Procesi biorazgradnje ksenobiotika provodili su se u staklenim reaktorima koji su prikazani na
Slici 15. Svaki reaktor poklopljen je plasti¢nim poklopcem koji na sebi ima dva otvora. Kroz
jedan otvor uveden je termometar kojim se pratila temperatura reakcijske smjese, a kroz drugi
gumena cijev aeracijske pumpe koja je spojena na staklenu cijev sa filterom za zrak uronjenim

u reaktor.

Slika 15. Reaktori za provedbu postupka biorazgradnje
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Radni volumen u reaktorima iznosio je 1 L. Kako bi se isklju¢io utjecaj Sun¢evog zracenja na

razgradnju farmaceutika, reaktori su se omotali aluminijskom folijom.

Osim aktivhog mulja, destilirane vode i otopine ksenobiotika, u reaktore se dodavala i
mikroplastika. Cilj je bio analizirati utjecaj mikroplastike na biorazgradnju pojedinog

ksenobiotika. U Tablici 3 upisan je sadrzaj svakog pojedinog reaktora.

Tablica 3. Sadrzaji reaktora tijekom biorazgradnje

REAKTOR SADRZAJ

Reaktor 1 300 mL ugusc¢enog mulja + destilirana voda
Reaktor 2 Otopina ksenobiotika koncentracije 10 mg/L
Reaktor 3 300 mL aktivnog mulja + %Oﬁig?ll_ksenobiotika koncentracije
Reaktor 4 300 mL aktivnog TCL)J Irjr;'alg;rl_oiom ?Ifr grs)flaar;(:ibl::tika koncentracije
Reaktor 5 300 mL aktivnog mulja + mikroplastika + destilirana voda

3.3.3. ODREPIVANIJE GUSTOCE MULJA I UGUSCIVANJE MULJA

Gusto¢a mulja odredivala se za Cisti mulj koji je koriSten u reaktorima prije poCetka procesa
biorazgradnje, te nakon zavrSetka biorazgradnje za mulj s ksenobiotikom i mulj s

ksenobiotikom i mikroplastikom.

S ciljem pripreme aktivnog mulja za proces biorazgradnje, dobiveni mulj je potrebno prvo
ugustiti tako da se izlije u vece posude te se priceka dok se mulj na istaloZi na dno kao Sto je

prikazano na Slici 16. Nakon taloZenja, potrebno je izliti (dekantirati) tekucinu iznad mulja.
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Slika 16. Ugus¢ivanje mulja

Tako ugus¢eni mulj se zatim izlije u reaktore.

Za odredivanje gustoce najprije je potrebno filter papir staviti u eksikator na 1 h. Nakon toga
papir se vaze i postavlja u lijevak spojen na posudu za odsisavanje koja je gumenom cijevi
spojena na izvor vakuuma. Pusti se voda iz slavine kako bi se u posudi stvorio vakuum, a potom
se dodaje 10 mL prethodno homogeniziranog mulja. Nakon zavrSetka filtracije, filter papir se
sus$i u suSioniku sat vremena na 105 °C, a potom drzi u eksikatoru 1 h. Nakon toga se vaze, a

gustoca se rauna prema izrazima (1) i (2):

Mmulja = Mukupna = Mpapira (1)

p==(2)

3.3.4. UZORKOVANIJE I PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

Za vrijeme vodenja pokusa bilo je potrebno pratiti niz parametara: pH-vrijednost otopine,
temperaturu sadrzaja u reaktoru, temperaturu okoline, TC i gusto¢u mulja. Temperatura i pH-
vrijednost pratila se na pocetku reakcije te u 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h,
5h, 24 hi 48 h. Uzorci za kromatografsku analizu uzimani su u istim vremenskim intervalima,
dok su se uzorci za TC uzimali na kraju procesa biorazgradnje. Uzorkovanje se vrSilo pomocu
plasti¢nih Sprica te su uzorci profiltrirani kroz filtar za injekcije FilterBio, Labex Ltd., Kina

veli¢ine pora 0,45 pum prikazan na Slici 17.
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Slika 17. Filtar za injekcije FilterBio, Labex Ltd., Kina

3.3.5. PRACENJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

Ukupna koli¢ina ugljika odredivala se za sve uzorke nakon provedenog procesa biorazgradnje.
Uzorci su uzimani iz reaktora te su profiltrirani kroz filtar za injekcije veli¢ine pora 0,22 pm.
Prije pocetka mjerenja potrebno je u programu odabrati umjernu krivulju. Kada se program
pokrene, uzorak se injektira u uredaj te se nakon 7-10 minuta dobiva rezultat iskazan u mg/L.

Nakon uporabe uredaja potrebno je pokrenuti ispiranje koje se vrsi MiliQ vodom.

3.3.6. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Za analizu uzoraka na kromatografu potrebno je vijale postaviti na oznaCena mjesta te u
program upisati koje uzorke analiziramo te na kojim se mjestima nalaze. Cilj kromatografske
analize bilo je pra¢enje uklanjanja ksenobiotika tijekom vremena i to u smjesi s muljem i s
muljem i mikroplastikom. Za svaki uzorak pratilo se vrijeme zadrzavanja (tr) i apsorbancija
(A), a rezultat kromatografske analize je kromatogram. Na kromatogramu su vidljive
kromatografske krivulje svih spojeva koji se nalaze u smjesi te se usporedbom kromatograma
dobivenih u razli¢itim vremenima moze zakljuciti da li je doSlo do razgradnje promatranog

spoja.

3.3.7. MIKROBIOLOGIJA

Mikrobioloska analiza provodila se za €isti mulj prije po€etka biorazgradnje, €isti mulj nakon
bioragradnje, za mulj + ksenobiotik te za mulj + ksenobiotik + mikroplastiku. Pratio se broj
nastalih kolonija (eng. colony-forming unit, CFU) gljiva i bakterija. Za bakterije je bilo
potrebno pripremiti razrjedenja 103, 10* i 10, a za gljive 10 i 103, Razrjedenja se pripremaju

tako da se otpipetira 1 mL uzorka u 9 mL fizioloske otopine u epruveti — tako se dobije
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razrjedenje 107, Sadrzaj epruvete se homogenizira te se uzima 1 mL razrijedene otopine i
otpipetira u novih 9 mL fizioloske otopine. Postupak se ponavlja za svako sljedece razrjedenje.
Nakon pripreme razrjedenja po 1 mL uzorka se prenosi u Petrijeve zdjelice koje su oznacene
kako je prikazano na Slici 18. Svaka Petrijeva zdjelica zalije se hranjivom podlogom i to
sladnim agarom za gljive i hranjivim agarom za bakterije. Odmah nakon izlijevanja podloge
potrebno je homogenizirati sadrzaj i to pokretima u obliku broja osam desetak puta. Tijekom
cijelog postupka potrebno je raditi u sterilnim uvjetima. Potrebno je Petrijeve zdjelice ostaviti
nekoliko minuta kako bi se podloga stvrdnula te se nakon toga prebacuju na termostatiranje.
Bakterije se termostatiraju na 37 °C 24-48 sati, a gljive na 28 °C 3-5 dana. Nakon proteka

vremena broje se izrasle kolonije te se CFU racuna prema sljede¢em izrazu (3):

CFU= (broj kolonija*(1/faktor razrjedenja))*koli¢ina uzorka (3)

Slika 18. Oznacena Petrijeva zdjelica za mikrobiolosku analizu
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. BIORAZGRADNJA ALBENDAZOLA

4.1.1. PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 4 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

albendazolom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i graficki na Slikama 19 i 20.

Tablica 4. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s albendazolom tijekom biorazgradnje

Uzorak t,min 0 5 10 15 30 60 120 180 240 300 1440 2880
_ pH 789 843 844 843 847 845 851 848 863 859 813 6,80
i Tec 19 18 18 18 18 173 17 175 18 18 19 19
pH 602 602 610 603 625 612 603 619 624 636 604 589
albendazol
TeC 212 21 21 20 19 193 19 19 195 19 20 205
mulj+mikroplast PH 777 806 818 821 827 828 835 827 829 842 760 608
ika T°PC 20 20 202 192 19 19 185 19 19 19 205 205
mulj+albendazol ~ PH 806 814 825 820 827 828 837 839 837 842 852 769
+mikroplastika TeC 20 19 19 19 185 182 182 18 19 19 21 21
pH 820 830 825 837 836 842 843 828 84l 85 852 767

mulj+albendazol
T/°C 19 19 19 19 185 18,2 18,2 19 19 18,8 20 21
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz ovisnosti pH-vrijednosti o vremenu tijekom biorazgradnje
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Slika 20. Graficki prikaz ovisnosti temperature u ovisnosti o vremenu tijekom biorazgradnje

albendazola

Kao $to je vidljivo iz grafickih prikaza na Slikama 19 i 20, vrijednosti temperature su u svim

reaktorima bez velikih oscilacija, dok kod pH-vrijednosti mogu se primijetiti manje promijene

tijekom 24 sata, a u 48-om satu dolazi do naglog pada u svim reaktorima.
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4.1.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Kromatografska analiza provodi se kako bi se ustanovilo koliko se albendazola uklanja
biorazgradnjom. Za pocetak je potrebno znati valnu duljinu maksimuma apsorpcije pojedinog
spoja. U slu¢aju albendazola to je valna duljina od 210 nm, a apsorpcijski spektar albendazola

na prikazan je na Slici 21.

P LT B! |
s 7

e

58

s

zum ) ) 50

Slika 21. Apsorpcijski spektar albendazola

Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrzavanja (tr) i povrsina ispod krivulje (A), a uklanjanje
albendazola racunalo se je u postotcima prema izrazu (4) sto je prikazano u Tablici 5 i Tablici

6. Ovisnost uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 22.

((Amax-A)/Amax)*100 (4)
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Uzorak

albendazol +
mulj (0 min)
albendazol +
mulj (5 min)
albendazol +
mulj (10 min)
albendazol +
mulj (15 min)
albendazol +
mulj (30 min)
albendazol +
mulj (1 h)
albendazol +
mulj (2 h)
albendazol +
mulj (3 h)
albendazol +
mulj (4 h)
albendazol +
mulj (5 h)
albendazol +
mulj (24 h)
albendazol +
mulj (48 h)

tr, Mmin

23,107

23,107

23,107

23,107

23,08

23,107

23,08

23,08

23,053

A, mAUs

98,1

73,8

48,1

44,3

34,5

43,2

30,9

8,52

5,63

t, min

10

15

30

60

120

180

240

300

1440

2880

Tablica 5. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu albendazola i mulja

ucinkovitost

uklanjanja, %

36,30

52,08

68,77

71,23

77,60

71,95

79,94

94,47

96,34

100

100

100
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Uzorak

albendazol + mulj +
mikroplastika (0 min)

albendazol + mulj +
mikroplastika (5 min)

albendazol + mulj +
mikroplastika (10 min)

albendazol + mulj +
mikroplastika (15 min)

albendazol + mulj +
mikroplastika (30 min)

albendazol + mulj +
mikroplastika (1 h)

alendazolb + mulj +
mikroplastika (2 h)

albendazol + mulj
+mikroplastika (3 h)

albendazol + mulj +
mikroplastika (4 h)

albendazol + mulj +
mikroplastika (5 h)

albendazol + mulj +
mikroplastika (24 h)

albendazol + mulj +
mikroplastika (48 h)

tr, min

23,08

23,08

23,107

23,107

23,08

mikroplastike

A, mAUs

13,1
11,8

92,8

61,9

8,75

t, min

10

15

30

60

120

180

240

300

1440

2880

ucinkovitost

uklanjanja, %

91,49

92,34

39,74

100

59,80

94,32

100

100

100

100

100

100

Tablica 6. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu albendazola, mulja i
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Slika 22. Graficki prikaz ovisnosti uklanjanja albendazola o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike

Na grafickom prikazu na Slici 22 vidljivo je da je postotak uklanjanja albendazola u reaktoru s
muljem sve ve¢i s viemenom uz manje oscilacije te da dolazi do 100 % uklanjanja albendazola.
Kada se promatra reaktor uz dodatak mikroplastike uocavaju se oscilacije u uc¢inkovitosti
uklanjanja albendazola biorazgradnjom. Stoga se moze pretpostaviti da do tih oscilacija dolazi
zbog fenomena adsorpcije i desorpcije albendazola na povrSinu mikroplastike, medutim i u
ovom reaktoru albendazol se uklanja u potpunosti i stoga se moze zakljuciti da je biorazgradnja

ucinkovita unato¢ prisutnosti mikroplastike.

Na Slici 23 prikazan je kromatogram ¢istog mulja, a na Slici 24 kromatogram radne otopine
albendazola. Usporedbom ova dva kromatograma moze se primijetiti kromatografska krivulja
oko 23 minute koja ukazuje na prisutnost albendazola. Na Slici 25 prikazan je kromatogram za
uzorak albendazola i mulja u t = 0 min, te na Slici 26 u t = 48 h. Usporedbom ova dva
kromatograma vidljivo je uklanjanje albendazola uz nastanak novih kromatografskih krivulja
Sto ukazuje na nastajanje razgradnih ili transformacijskih produkata tijekom procesa
biorazgradnje. Nadalje, usporedbom kromatograma uzorka koji se sastoji od albendazola, mulja
i mikroplastike i to u vremenu t = 0 min na Slici 27 s kromatogramom uzorka istog sastava, ali
u vremenu t = 48 h prikazanog na Slici 28 moze se uo¢iti prisutnost albendazola na pocetku, no
nakon 48 sati krivulja albendazola nestaje Sto opet ukazuje na 100 % ucinkovitost uklanjanja
albendazola. Medutim, i u ovom slucaju nastaju razgradni ili transformacijski produkti, no u

manjem broju nego kod reakcije albendazola i mulja. Stoga se moze pretpostaviti da je to zbog
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adsorpcije veceg dijela albendazola na mikroplastiku na $to upucuje i kromatografska krivulja

uvremenut=0.

100

15

50

Al

25

25
5 0 "5 by

Slika 23. Kromatogram za ¢isti mulj

150+
125 1
100
15

50

Al

25

-25 4

bs

Ivlirmtes

5 o "5 by

Slika 24. Kromatogram za radnu otopinu albendazola

bs

Ivlirmtes
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Slika 25. Kromatogram za uzorak albendazola i aktivnog muljaut=0h
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Slika 26. Kromatogram za uzorak albendazola i aktivnhog muljaut =48 h
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Slika 27. Kromatogram za uzorak albendazola, aktivhog mulja i mikroplastike ut=0h
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Slika 28. Kromatogram za uzorak albendazola, aktivnog mulja i mikroplastike ut =48 h

4.1.3. ODREDPIVANJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 7 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. Iz dobivenih rezultata moZe se
zakljuc¢iti da je uklanjanje albendazola gotovo jednako uspjeSno u reaktorima sa i bez
mikroplastike, iako se nesto bolji rezultat dobio u prisutnosti mikroplastike $to se moze objasniti
adsorpcijom albendazola na povrSinu mikroplastike. Iako su vrijednosti TC nesto vece u
reaktorima s albendazolom nego $to su u onima u kojima nije bio prisutan, moze se zakljuciti

da je uklanjanje uspjesno jer se razina ugljika viSestruko smanjila biorazgradnjom.

Tablica 7. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
albendazol 1685,5
mulj 10,42
mulj + albendazol 70,52
mulj + mikroplastika 12,93
mulj + albendazol + mikroplastika 66,12
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4.1.4. GUSTOCA

U Tablici 8 prikazane su vrijednosti gustoce za Cisti mulj prije razgradnje, mulj i albendazol te

mulj, mikroplastiku i abendazol nakon razgradnje.

Tablica 8. Gustoca ¢istog mulja prije razgradnje, mulja i albendazola te mulja, mikroplastike

I abendazola nakon razgradnje

muljt=0h 3,66
mulj + albendazol t =48 h 4,23
mulj + albendazol + mikroplastikat =48 h 4,71

Podaci iz tablice ukazuju na povecanje gustoce tijekom biorazgradnje. 1z toga se moze zakljuciti

da se mikroorganizmi iz mulja hrane albendazolom te se njthov broj povecava.

4.1.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 9 prikazani su rezultati mikrobioloske analize za Cisti mulj prije procesa
biorazgradnje te za uzorke nakon provedenog procesa biorazgradnje. 1z prikazanih rezultata
vidljivo je kako dolazi do vrlo malog smanjenja broja bakterija i gljiva u reaktorima s
albendazolom u usporedbi sa Cistim muljem. Moze se zakljuciti da albendazol u ovim

koli¢inama nema znacajan Stetni utjecaj na mikroorganizme iz aktivnog mulja.
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Tablica 9. CFU bakterija i gljiva za ¢isti mulj prije procesa biorazgradnje te za ispitivane

uzorke nakon 48 sati

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - NB
-3 1,9%10° 4,5*10*
-4 4*10* -
-5 8*10° -

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
) - 2,7*10*
-3 9*10* 6*10°
-4 1*10* -
-5 3*10° -

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - NB
-3 7,510 7*10°
-4 8*103 -
-5 4*103 -
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4.2. BIORAZGRADNJA FEBANTELA

4.2.1. PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 10 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

febantelom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i graficki Slikama 24 i 25.

Tablica 10. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s febantelom tijekom biorazgradnje

Uzorak

mulj

febantel

mulj+
mikroplastika

mulj+febantel

+mikroplastika

mulj+febantel

pH-vrijednost

t, min
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH

T/°C

85

7.5

o
"

5.5

0
7,33
23,5
5,84

25
7,22
24
7,47
23,5
7,33

23,5

7,36
23,5
5,85
25
7,22
24
7,76
23,5
7,36

23,5

10
7,41
23,5
5,86
24,5
7,19

24
7,80

23
7,41

23,5

15
7,40
23
5,84
24,5
7,10
24
7,80
23
7,40

23

30
7,34
22,5
571
24,5
7,07

24
7,81

23
7,34

22,5

60
7,51
24,5
6,15

24
7,30

24
7,80
22,5
7,51

24,5

120
7,56
22
5,99
24
7,30
23,5
7,77
22,5
7,56

22

180
7,59
22
5,96
23,5
7,30
23
7,80
22
7,59

22

mulj

febantel

mulj+mikroplastika

febantel+mulj+mikroplast

ika

240
7,66
21,5
6,09
23,5
7,41
23
7,81
22
7,66

21,5

e febantel+mulj

300
7,68
21,5
6,09
23
7,44
23
7,87
21,5
7,68

21,5

1440
7,69
19
6,11
20,5
7,38
20
7,93
19
7,69

19

2880
7,21
19
6,21
20,5
6,67
20,5
7,86
19
7,21

19

Slika 24. Grafi¢ki prikaz ovisnosti pH-vrijednost o vremenu tijekom biorazgradnje febantela
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21
20
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mulj+mikroplastika
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Slika 25. Grafi¢ki prikaz ovisnosti temperature o vremenu tijekom biorazgradnje febantela

Kao sto je vidljivo iz grafickih prikaza na Slikama 24 i 25, dolazi do snizavanja temperature S

vremenom i to u svim reaktorima, dok za pH-vrijednosti moze se primijetiti da dolazi do blagog

porasta u svim reaktorima, a u 48-om satu dolazi do pada u reaktoru s muljem te muljem i

mikroplastikom.

4.2.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma za febantel iznosi 210 nm, a apsorpcijski spektar

febantela pri 210 nm vidljiv je na Slici 26.

mAU
80

70

60

50

40

30

20

10

196.44

212.14

400.2
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Slika 26. Apsorpcijski spektar febantela
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Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrzavanja (tr) i povrsina ispod krivulje (A), a uklanjanje
se racunalo u postotcima prema izrazu (4) sto je prikazano u Tablici 11 i Tablici 12. Ovisnost

uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 27.

Tablica 11. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu febantela i mulja

Uzorak tr, min A, mAUs T, min ﬂcklll;l;;.);:j(:t%
febantel + 25,64 498 0 72,70
mulj (0 min)

febantel + 25,64 898 5 50,77
mulj (5 min)

febantel + 25,64 463 10 74,62
mulj (10 min)

febantel + 25,43 911 15 50,05
mulj (15 min)

febantel +

mulj (30 min) 25,64 369 30 79,77
febantel +

mulj (1 h) 25,64 363 60 80,10
febantel +

mulj (2 h) 25,64 366 120 79,93
febantel +

mulj (3 h) 25,64 290 180 84,10
febantel +

mulj (4 h) 25,613 577 240 68,37
febantel +

mulj (5 h) 25,747 43,2 300 97,63
febantel +

mulj (24 h) 25,747 55 1440 96,98
febantel +

mulj (48 h) - 0 2880 100
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Uzorak

febantel + mulj +
mikroplastika

(0 min)

febantel + mulj +
mikroplastika

(5 min)

febantel + mulj +
mikroplastika
(10 min)

febantel + mulj +
mikroplastika
(15 min)

febantel + mulj +
mikroplastika
(30 min)

febantel + mulj +
mikroplastika (1 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (2 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (3 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (4 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (5 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (24 h)

febantel + mulj +
mikroplastika (48 h)

tr, Min

25,613

25,613

25,613

25,64

25,64

25,64

25,667

25,613

25,613

25,64

25,773

25,773

mikroplastike

A, mAUs
993
880
633
1026

751

612
253
445
563
108
29

57,8

t, min

10

15

30

60

120

180

240

300

1440

2880

Tablica 12. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu febantela, mulja i

ucinkovitost
uklanjanja, %

45,56

51,75

65,30

43,75

58,83

66,45

86,13

75,60

69,13

94,08

98,41

96,83
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Slika 27. Graficki prikaz ovisnosti uklanjanja albendazola o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike

Na grafickom prikazu na Slici 27 vidljive su oscilacije u oba reaktora te se obje krivulje sli¢no
ponasaju. Razlika se vidi u pocetku kada je uklanjanje znatno vece za reaktor s mikroplastikom.
Takoder je i u cijelom procesu uklanjanje nesto bolje kada je prisutna mikroplastika. Najvaznije
je napomenuti kako je uklanjanje u reaktoru sa febantelom, muljem i mikroplastikom potpuno,

dok u reaktoru bez mikroplastike dolazi do 96,8 % u 48-om satu.

Na Slici 28 prikazan je kromatogram ¢istog mulja, a na Slici 29 kromatogram radne otopine
febantela. Usporedbom kromatograma ¢istog mulja i radne otopine febantela vidljiva je
kromatografska krivulja oko 26.-ste minute koja ukazuje na febantel. Na Slici 30 prikazan je
kromatogram za uzorak febantela i mulja u t = 0 min, te na Slici 31 u t = 48 h. Usporedbom ova
dva kromatograma vidljivo je kako uklanjanje febantela nije potpuno jer se i nakon 48 sati
uocava kromatografska krivulja u 26-oj minuti. Nadalje je vidljiv kromatogram uzorka
febantela, mulja i plastike u t = 0 min na Slici 32, te ut = 48 h na Slici 33. Nakon 48 sati
kromatografska krivulja je u potpunosti nestala sto ukazuje na potpuno uklanjanje febantela.
Uklanjanju pridonosi mikroplastika koja omoguéuje adsorpciju farmaceutika na svoju

povrSinu.
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Slika 28. Kromatogram ¢istog mulja
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Slika 29. Kromatogram radne otopine febantela
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Slika 30. Kromatogram za uzorak febantela i aktivnog muljaut=0h
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Slika 31. Kromatogram za uzorak febantela i aktivnog muljau t =48 h
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Slika 32. Kromatogram za uzorak febantela, aktivnog mulja i plastike ut=0h
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Slika 33. Kromatogram za uzorak febantela, aktivnog mulja i plastike zat =48 h
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4.2.3. ODREDIVANIJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 13 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. Vidljivo je da je u reaktoru sa
febantelom i muljem koli¢ina ugljika na visokoj razini, kao i u reaktoru s mikroplastikom,
medutim u reaktoru s mikroplastikom ipak nalazimo puno manje ugljika. Ovakve rezultate
mozemo pripisati adsorpciji i desorpciji febantela na aktivni mulj i mikroplastiku, ali i pripremi

temeljnih standardnih otopina metanolom.

Tablica 13. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
febantel 1210,5
mulj 18,14
mulj + febantel 1031,5
mulj + mikroplastika 21,46
mulj + febantel + mikroplastika 665

4.2.4. GUSTOCA

U Tablici 14 prikazane su vrijednosti gustoce za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i albendazol

te mulj, plastiku i abendazol nakon razgradnje.

Tablica 14. Gustoca ¢istog mulja prije razgradnje, mulja i febantela te mulja, mikroplastike i

abendazola nakon razgradnje.

Uzorak Gustoca, g/L
muljt=0h 2,33
mulj + febantel t =48 h 2,45
mulj + febantel + mikroplastikat=48 h 2,5

Podaci iz tablice ukazuju na povecanje gustoce tijekom biorazgradnje. Iz toga mozemo

zakljuditi da se mikroorganizmi iz mulja hrane febantelom te se njihov broj povecava.
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4.2.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 15 prikazani su rezultati mikrobioloske analize ¢istog mulja prije provedenog procesa
biorazgradnje te uzoraka nakon provedenog procesa biorazgradnje. Kada se usporede rezultati
dobiveni iz ¢istog mulja prije razgradnje i oni dobiveni nakon 48 sati u prisutnosti febantela,
vidljivo je da dolazi do povecanja broja mikroorganizama. Dakle mikroorganizmi se hrane
febantelom te se njihov broj u mulju povecava. Takoder je vazno da febantel nije toksi¢an za

mikroorganizme u ovoj koncentraciji stoga je biorazgradnja moguca.

Tablica 15. CFU bakterija i gljiva za ¢isti mulj prije procesa biorazgradnje i ispitivane uzorke

nakon 48 sati

MULJ (t=0)
razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
) - 5*10*
-3 1,5%10° 4*10°
-4 1,1*10 -
-5 5*103 -

MULJ + FEBANTEL (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - NB
-3 NB 3*10*
-4 1,6*10* -
-5 6*10° -

MULJ + FEBANTEL + PLASTIKA (t=48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - NB
-3 NB 1,5*10*
-4 1,5%10° -
-5 8*103 -
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4.3. BIORAZGRADNJA MEBENDAZOLA

4.3.1. PRACENJE TEMPERATURE I PH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 16 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

mebendazolom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i graficki na Slikama 34 i

35.

Tablica 16. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s mebendazolom tijekom

Uzorak

mulj

mebendazol

mulj+plastika

mulj+
mebendazol

+plastika

mulj+
mebendazol

t, min
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH

T/°C

7,82
21
5,37
23
7,69
22
7,94
21
7,98

21

8,08
21
5,45
23
7,73
22
7,99
21
7,98

21,5

biorazgradnje

10
8,23
21
5,68
24
8,08
22
8,11

21

21,5

15
8,22
21
5,74
23,5
8,12
22
8,13
21,2
7,98

21,5

30
8,22
21
5,73
23
8,11
22
8,13

21

21,5

60
8,28
21
5,79
23
8,18
22
8,15
21
7,99

21,5

120
8,29
21
5,69
22,2
8,17
22
8,18
21
8,06

21

180
8,28
21
5,79
22,2
8,17
22
8,18
21
8,05

21

240
8,25
21
571
22
8,28
22
8,23
21
8,09

21

300
8,31
21
5,81
22
8,18
22
8,22
21
8,05

21

1440
7,74
19,5
5,84
20
7,66
21
8,44
21
8,47

20
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2880
6,65
20
5,98
21
6,61
22
8,13
22
6,34
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Slika 34. Grafi¢ki prikaz ovisnosti pH-vrijednosti o vremenu tijekom biorazgradnje

mebendazola
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Slika 35. Grafic¢ki prikaz ovisnosti temperature o vremenu tijekom biorazgradnje

mebendazola

Promatrajuéi biorazgradnju mebendazola vidljivo je kako nema velikih oscilacija u temperaturi
koja lagano pada ili je konstantna sve do 5-og sata kada pada te se u 24-tom satu ponovno
podize. pH-Vrijednost biljezi beznacajan rast u standardnoj otopini mebendazola, dok u ostalim

reaktorima raste te u 5-om satu pocinje padati.

49



4.3.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma za mebendazol iznosi 254 nm, a apsorpcijski spektar

mebendazola prikazan je na Slici 36.
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Slika 36. Apsorpcijski spektar mebendazola

Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrZavanja (tr) i povrSina ispod krivulje (A), a uklanjanje
se racunalo u postotcima prema izrazu (4) sto je prikazano u Tablici 17 i Tablici 18. Ovisnost

uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 37.

Tablica 17. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu mebendazola i mulja

. ) ucinkovitost

Uzorak tr, min A, mAUs t, min o
uklanjanja, %

mebendazol + 0 0 0 100
mulj (0 min)
mebendazol + 0 0 5 100
mulj (5 min)
mebendazol +
mulj (10 min) 0 0 10 100
mebendazol + 22,92 2.8 15 98,48
mulj (15 min)
mebendazol + 22,95 3,11 30 98,31
mulj (30 min)
mebendazol +
mulj (1 h) 0 0 60 100
mebendazol +
mulj (2 h) 0 0 120 100
mebendazol +
mulj (3 h) 0 0 180 100
mebendazol +
mulj (4 h) 0 0 240 100
mebendazol +
mulj (5 h) 0 0 300 100
mebendazol +
mulj (24 h) 23,08 6,3 1440 96,58
mebendazol +
mulj (48 h) 22,95 571 2880 96,90
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Tablica 18. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu mebendazola, mulja

I mikroplastike

- . ucinkovitost
Uzorak tr, Min A, mAUs t, min .
uklanjanja, %
mebendazol + mulj +
mikroplastika (0 min) 0 0 0 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (5 min) 0 0 5 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (10 min) 0 0 10 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (15 min) 0 0 15 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (30 min) 0 0 30 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (L h) 22,60 6,84 60 96,28
mebendazol + mulj +
mikroplastika (2 h) 22,84 53,7 120 70,82
mebendazol + mulj +
mikroplastika (3 h) 22,61 3,77 180 97,95
mebendazol + mulj +
mikroplastika (4 h) 22,61 5,67 240 96,92
mebendazol + mulj +
mikroplastika (5 h) 0 0 300 100
mebendazol + mulj +
mikroplastika (24 h) 22,63 8,01 1440 95,65
mebendazol + mulj +
mikroplastika (48 h) 22,95 4,33 2880 97,65
120
X
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Slika 37. Graficki prikaz ovisnosti uklanjanja mebendazola o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike
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Promatrajué¢i rezultate dobivene kromatografskom analizom moze se zakljuciti kako je
mebendazol sklon vrlo brzoj adsorpciji jer se ve¢ pri samom dodavanju u reaktor ne detektira,
dok vrijednosti u 24-tom i 48-om satu ukazuju na to da mebendazol nije u potpunosti razgraden.
Rezultati su vrlo sli¢ni rezultatima dobivenima u reaktoru s mikroplastikom i u reaktoru bez nje

Sto ukazuje na to da mikroplastika ne ometa proces biorazgradnje.

Na Slici 38 prikazan je kromatogram ¢istog mulja, a na Slici 39 kromatogram radne otopine
mebendazola. Usporedbom kromatograma ¢istog mulja 1 radne otopine vidljiva je
kromatografska krivulja oko 23.-¢e minute koji ukazuje na mebendazol. Na Slici 40 prikazan
je kromatogram za uzorak mebendazola i mulja u t = 0 min, te na Slici 41 u t = 48 h.
Usporedbom ova dva kromatograma vidljivo je kako se mebendazol ne detektira ve¢ u nultoj
minuti. Ipak, nakon 48 sati dolazi do pojave kromatografske krivulje koja ukazuje na
mebendazol. Moze se zakljuciti kako dolazi do adsorpcije mebendazola na mulj te kasnije i do
desorpcije $to objasnjava pojavu kromatografske krivulje nakon 48 sati. Kromatogram uzorka
mebendazola, mulja i mikroplastike u t = 0 min prikazan je na Slici 42, te ut = 48 h na Slici 43.
| ovdje se dobivaju sli¢ni rezultati onima u reaktoru bez mikroplastike gdje je uklanjanje odmah
na pocetku 100 %, a na kraju eksperimenta dolazi do pojave kromatografske krivulje

mebendazola.

30+
20+
10+

D__L\J\//

i
5 o 5 Yo hs !
Ilmutes

1T

Slika 38. Kromatogram ¢istog mulja
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Slika 40. Kromatogram za uzorak mebendazola i aktivnog muljaut=0h
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Slika 41. Kromatogram za uzorak mebendazola i aktivnog muljazat=48 h
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Slika 42. Kromatogram za uzorak mebendazola, aktivnog mulja i mikroplastike zat=0 h
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Slika 43. Kromatogram za uzorak mebendazola, aktivhog mulja i plastike za t =48 h

4.3.3. ODREDPIVANIJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 19 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. Kada se usporedi rezultate TC
analize s onima kromatografske analize moze se zakljuciti da je biorazgradnja mebendazola
zadovoljavajuca. Takoder je vidljivo i da mikroplastika ne utje¢e na biorazgradnju, medutim
kako je koli¢ina ugljika izrazito niska u reaktoru s muljem, mebendazolom i mikroplastikom,

moze se pretpostaviti da je doslo do adsorpcije mebendazola na povr$inu mikroplastike.

54



Tablica 19. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
mebendazol 1183
mulj 17,22
mulj + mebendazol 45,64
mulj + mikroplastika 18
mulj + mebendazol + mikroplastika 13,59

4.3.4. GUSTOCA

U Tablici 20 prikazane su vrijednosti gustoce za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i mebendazol

te mulj, mikroplastiku i mebendazol nakon razgradnje.

Tablica 20. Gustoca ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i mebendazol te mulj, mikroplastiku i

mebendazol nakon razgradnje.

Uzorak Gustoca, g/L
mulj 2,89
mulj + mebendazol 6,85
mulj + mebendazol + mikroplastika 6,9

Podaci iz tablice ukazuju na povecanje gustoce tijekom biorazgradnje. [z toga se moze zakljuciti
da dolazi do povecanja biomase unutar reaktora, dok je gustoca u reaktoru s mikroplastikom

najveca.

4.3.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 21 prikazani su rezultati mikrobioloske analize za Cisti mulj prije procesa
biorazgradnje te za uzorke nakon provedenog procesa biorazgradnje. Kada se usporede rezultati
dobiveni iz ¢istog mulja i oni dobiveni nakon 48 sati u prisutnosti mebendazola, moze se vidjeti

da dolazi do blagog smanjenja broja mikroorganizama. Medutim, smanjenje nije toliko
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znacajno da bi se mogao donijeti zakljuc¢ak kako mebendazol stetno djeluje na mikroorganizme

iz mulja.

Tablica 21. CFU bakterija i gljiva za ¢isti mulj prije procesa biorazgradnje te za ispitivane

uzorke nakon 48 sati

MULJ (t = 0)
razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
) - NB
-3 1,92*10° 4*10*
-4 5*10* -
-5 7*10° -

MULJ + MEBENDAZOL (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - 1,66*10°
-3 2,09*10° 1,8*10*
-4 4,7%10* -
-5 2*103 -

MULJ + MEBENDAZOL + MIKROPLASTIKA (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - 9,6%10*
-3 1,32*10° 4*103
-4 1,1*10* -
5 0 -
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4.4. BIORAZGRADNJA TIAKLOPRIDA

4.4.1. PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 22 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

tiaklopridom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i graficki na Slikama 44 i 45.

Tablica 22. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s tiaklopridom

Uzorak

mulj

tiakloprid

mulj+mikroplast
ika

mulj+tiakloprid+
mikroplastika

mulj+tiakloprid

t, min
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH

T/°C

7,25
21,5
5,60
22
6,59
22
7,25
22,5
7,34

22,5

7,25
21,5
5,69
22
6,66
22
7,32
22,5
7,36

22,5

10
7,27
21
5,75
22
6,78
22
7,40
22
7,46

22,5

15
7,45
21
5,82
22
7,18
22
7,40
22
7,49

22,2

30
7,59
21
5,82
22
6,61
22
7,47
22
7,56

22

60
7,70
21
5,88
22
7,57
21
7,79
22
7,85

22

120
7,69
20
5,88
22
7,57
21
7,79
22
7,85

22

180
7,69
20
5,74
21
7,63
20
7,85
21
7,86

20

240
7,72
19,5
5,95
21
7,69
19,5
7,87
20,5
7,89

20

300
7,69
19,5
5,83
21
7,64
19
7,85
20,5
7,86

19,5

1440
6,82
20
5,81
22
6,76
20
7,25
21
7,23

20
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2880
6,15
19,5
5,93
21
6,11
19,5
6,29
20,5
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Slika 44. Grafi¢ki prikaz ovisnosti pH-vrijednosti o vremenu tijekom biorazgradnje
tiakloprida
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Slika 45. Graficki prikaz ovisnosti temperature o vremenu tijekom biorazgradnje tiakloprida

pH-Vrijednost tiakloprida biljezi blagi rast, dok je u ostalim reaktorima vidljiv pad vrijednosti

nakon 4-og sata. Temperatura u svim reaktorima biljezi blagi pad uz manje oscilacije.
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4.4.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma za tiakloprid iznosi 241 nm, a apsorpcijski spektar

tiakloprida vidljiv je na Slici 46.
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Slika 46. Apsorpcijski spektar tiakloprida

Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrzavanja (tr) i povrsina ispod krivulje (A), a uklanjanje
se racunalo u postotcima prema izrazu (4) Sto je prikazano u Tablici 23 i Tablici 24. Ovisnost

uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 47.

Tablica 23. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu tiakloprida i mulja

_ . ucinkovitost

Uzorak tr, Min A, mAUs t, min L
uklanjanja, %

tiakloprid + 22,469 549 0 63,83
mulj (0 min)
tiakloprid + 22493 317 5 79,12
mulj (5 min)
tiakloprid + 22,52 367 10 75,82
mulj (10 min)
tiakloprid + 22,52 800 15 47,30
mulj (15 min)
tiakloprid +
mulj (30 min) 22,52 933 30 38,54
tiakloprid + 22493 1090 60 28,19
mulj (1 h)
tiakloprid + 22,493 1214 120 20,03
mulj (2 h)
tiakloprid + 22,467 1189 180 21,67
mulj (3 h)
tiakloprid + 22,493 1155 240 23,91
mulj (4 h)
tiakdoprid + 22493 1153 300 24,04
mulj (5 h)
tiakloprid +
mulj (24 h) 22,467 854 1440 43,74
tiakloprid +
mulj (48 h) 22,493 512 2880 66,27
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Tablica 24. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu tiakloprida, mulja i

mikroplastike

. . ufinkovitost
Uzorak tr, Min A, mAUs t, min .
uklanjanja, %

tiakloprid + mulj +

mikroplastika (0 min) 22,493 749 0 50,66
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (5 min) 22,493 761 5 49,87
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (10 min) 22,467 782 10 48,48
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (15 min) 22,467 987 15 34,98
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (30 min) 22,493 1150 30 24,24
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (1 h) 22,467 1366 60 10,01
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (2 h) 22,467 1429 120 5,86
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (3 h) 22,467 1430 180 5,80
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (4 h) 22,467 425 240 72,00
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (5 h) 22,467 1383 300 8,89
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (24 h) 22,493 1031 1440 32,08
tiakloprid + mulj +
mikroplastika (48 h) 22,433 632 2880 58,37
90
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<0 /3
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Slika 47. Grafi¢ki prikaz ovisnosti uklanjanja tiakloprida o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike

60



Rezultati kromatografske analize pokazuju da niti u jednom trenutku ne dolazi do potpune
razgradnje tiakloprida. Promatrajuci krivulje moze se zakljuciti da je razgradnja nesto bolja u
reaktoru s muljem i tiaklopridom, ali je stupanj razgradnje priblizno jednak. Uklanjanje je na
pocetku vece, $to se moze objasniti adsorpcijom tiakloprida na povr$inu mulja i mikroplastike,

nakon ¢ega dolazi do desorpcije.

Slika 48 prikazuje kromatogram ¢istog mulja, a Slika 49 kromatogram radne otopine
tiakloprida. Usporedbom dvaju kromatograma mozemo primijetiti kromatografsku krivulju
izmedu 22.-ge i 23.-¢e minute koja ukazuje na tiakloprid. Kromatogram za uzorak tiakloprida
i mulja u t = 0 min vidljiv je na Slici 50, te u t = 48 h na Slici 51. Usporedbom ova dva
kromatograma vidljivo je kako se tiakloprid ne razgraduje u potpunosti iako je kromatografska
krivulja nesto manja u 48-om satu nego $to je na pocetku procesa. Takoder su jasno vidljive
nove kromatografske krivulje koje ukazuju na nastanak novih spojeva tijekom biorazgradnje
tiakloprida. Kromatogram uzorka tiakloprida, mulja i mikroplastike u t = 0 min prikazan je na
Slici 52, te u t =48 h na Slici 53. Rezultati su vrlo sli¢ni, dolazi do nastanka novih spojeva, ali

razgradnja nije potpuna.
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Slika 48. Kromatogram ¢istog mulja
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Slika 49. Kromatogram radne otopine tiakloprida
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Slika 50. Kromatogram za uzorak tiakloprida i aktivnog muljazat=0h
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Slika 51. Kromatogram za uzorak tiakloprida i aktivnog muljazat=48 h
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Slika 52. Kromatogram za uzorak tiakloprida, aktivnog mulja i plastike zat =0 h
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Slika 53. Kromatogram za uzorak tiakloprida, aktivnhog mulja i plastike zat =48 h

4.4.3. ODREDIVANIJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 25 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. I iz ovih rezultata moze se zakljuciti
da ne dolazi do potpune biorazgradnje tiakloprida, te da su vrijednosti sli¢ne u reaktoru s

mikroplastikom i onom bez mikroplastike.
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Tablica 25. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
tiakloprid 7,9
mulj 18,1
mulj + tiakloprid 15,82
mulj + mikroplastika 17,7
mulj + tiakloprid + mikroplastika 14,82

4.4.4. GUSTOCA

U Tablici 26 prikazane su vrijednosti gustoce za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i tiakloprid te

mulj, mikroplastiku i tiakloprid nakon razgradnje.

Tablica 26. Gustoca za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i tiakloprid te mulj, mikroplastiku i

tiakloprid nakon razgradnje.

Uzorak Gustoca, g/L
mulj 2,04
mulj + tiakloprid 2,17
mulj + tiakloprid + mikroplastika 2,17

Podaci iz tablice ukazuju na neznatno povecéanje gustoce tijekom biorazgradnje, dok je gustoca

u reaktoru bez mikroplastike jednaka gustoci u reaktoru s mikroplastikom.

4.4.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 27 prikazani su rezultati mikrobioloske analize za Cisti mulj prije procesa
biorazgradnje te za uzorke nakon provedenog procesa biorazgradnje. Broj gljiva biljezi mali
rast, dok se broj bakterija smanjuje stoga se moze zakljuciti kako nema znacajnijih promjena u

broju mikroorganizama.
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Tablica 27. CFU bakterija i gljiva za ¢isti mulj prije procesa biorazgradnje te za ispitivane

uzorke nakon 48 sati

MULJ (t=0 h)
razrjedenje CFU (bakterije)
) -
-3 2,24*10°
-4 1,5*10
-5 1*103

CFU (gljive)
6,810

4*103

MULJ + TIAKLOPRID (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije)
) -
-3 5,4*10*
-4 1,7*10*
-5 9*103

CFU (gljive)
2*10

2,4*10*

MULJ + TIAKLOPRID + MIKROPLASTIKA (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije)
) -
-3 5,6*10*
-4 1,8*10*
-5 2*103

CFU (gljive)
4,6*10

165*10*

65



4.5. BIORAZGRADNJA ACETAMIPRIDA

4.5.1. PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 28 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

acetamipridom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i grafi¢ki na Slikama 54 i 55.

Tablica 28. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s acetamipridom

Uzorak

mulj

acetamiprid

mulj+mikroplast
ika

mulj+
acetamiprid
+mikroplastika

mulj+

acetamiprid

t, min
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH

T/°C

6,99
21
5,83
21,5
7,37
21
7,39
22
7,52

22

7,40
21,5
5,90
21
7,38
22
7,43
22
7,54

22

10
7,62
20,5
5,96
21,5
7,46

21
7,51

22
7,65

21,5

15
7,51
21
5,93
21,5
7,45
21,5
7,47
22
7,58

22

30
7,72
20,5
6,18
21,5
7,53

21
7,70

22
7,73

21

60
7,78
20,5
6,12

21
7,77
20,5
7,84

22
7,87

21

120
7,81
19,5
6,08
21
7,85
20
7,87
21
7,89

20,5

180
7,80
19
6,34
20,5
7,90
19
7,89
20,5
7,94

20

240
7,80
19
6,39
20
7,96
19
791
20
7,96

19,5

300
7,96
19
6,50
20
7,98
19
7,99
20
8,02

19

1440
7,28
18,5
6,18
20
7,56
18
7,39
19
7,57

18
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6,32
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6,43
19
6,28
20
6,40
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Slika 54. Grafi¢ki prikaz ovisnosti pH-vrijednosti o vremenu tijekom biorazgradnje

acetamiprida
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Slika 55. Grafic¢ki prikaz ovisnosti temperature o vremenu tijekom biorazgradnje
acetamiprida

1z grafickih prikaza vidljiv je rast pH-vrijednosti za acetamiprid, dok svi drugi reaktori biljeZe
blagi rast, a nakon 5-0g sata vrijednosti po¢inju padati. Temperatura biljezi stalni pad do 24-0g

sata nakon Cega poraste.
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4.5.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma za acetamiprid iznosi 241 nm, a apsorpcijski spektar

acetamiprida vidljiv je na Slici 56.
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Slika 56. Apsorpcijski spektar acetamiprida

Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrZavanja (tr) i povrSina ispod krivulje (A), a uklanjanje

se racunalo u postotcima prema izrazu (4) sto je prikazano u Tablici 29 i Tablici 30. Ovisnost

uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 57.

Tablica 29. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu acetamiprida i mulja

Uzorak

acetamiprid +
mulj (0 min)
acetamiprid +
mulj (5 min)
acetamiprid +
mulj (10 min)
acetamiprid +
mulj (15 min)
acetamiprid +
mulj (30 min)
acetamiprid +
mulj (1 h)
acetamiprid +
mulj (2 h)
acetamiprid +
mulj (3 h)
acetamiprid +
mulj (4 h)
acetamiprid +
mulj (5 h)
acetamiprid +
mulj (24 h)
acetamiprid +
mulj (48 h)

tr, Min

21,693
21,693
21,693
21,693
21,667
21,699
21,68

21,685
21,696
21,688
21,672

21,64

A, mAUs

1950
2060
1988
1989
1988
1924
2061
2074
2033
1950
1715

1322

t, min

10
15
30
60
120
180
240
300
1440

2880

ucinkovitost

uklanjanja, %
37,26
33,72
36,04
36,00
36,04
38,09
33,69
33,27
34,59
37,26
44,82

57,46
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Tablica 30. Parametri praceni tijekom kromatografske analize za smjesu acetamiprida, mulja

I mikroplastike

. . ucinkovitost
Uzorak tr, Min A, mAUs t, min o
uklanjanja, %

acetamiprid + mulj +

mikroplastika (0 min) 21,672 2121 0 31,76
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (5 min) 21,667 2060 5 33,72
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (10 min) 21,667 2079 10 33,11
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (15 min) 21,667 2077 15 33,17
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (30 min) 264 2065 30 33,56
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (1 h) 21,664 850 60 72,65
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (2 h) 21,64 2039 120 34,40
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (3 h) 21,667 2036 180 34,49
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (4 h) 21,635 2108 240 32,18
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (5 h) 21,64 1085 300 65,09
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (24 h) 2164 1699 1440 45,33
acetamiprid + mulj +
mikroplastika (48 h) 21,64 1187 2880 61,81
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Slika 57. Grafi¢ki prikaz ovisnosti uklanjanja acetamiprida o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike
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Prema rezultatima kromatografske analize moze se zakljuciti da ne dolazi do potpunog
uklanjanja acetamiprida niti u jednom reaktoru. Kako je vrijednost logKow za acetamiprid 0,80,
mogucénost adsorpcije na aktivni mulj i mikroplastiku je mala. U¢inkovitost uklanjanja nakon
5 sati biljezi rast, stoga se moze pretpostaviti kako je mikroorganizmima potrebno odredeno

vrijeme prilagodbe na pesticid kako bi kasnije doslo do razgradnje.

Na Slici 58 prikazan je kromatogram ¢istog mulja, a na Slici 59 kromatogram radne otopine
acetamiprida. Usporedbom ova dva kromatograma primjetna je kromatografska krivulja oko
22.-ge minute koja ukazuje na acetamiprid. Na Slici 60 prikazan je kromatogram za uzorak
acetamiprida i mulja u t = 0 min, te na Slici 61 u t = 48 h. Usporedbom ova dva kromatograma
vidljivo je kako uklanjanje acetamiprida nije potpuno, medutim nastaju nove kromatografske
krivulje Sto ukazuje na nastajanje novih spojeva. Nadalje je vidljiv kromatogram uzorka
acetamiprida, mulja i mikroplastike u t = 0 min na Slici 62, te u t=48 h na Slici 63. Iz ovih
prikaza je takoder vidljivo uklanjanje acetamiprida uz nastajanje produkata, medutim

nepotpuno kao i u prethodnom slucaju za reaktor bez mikroplastike.

1251
100 -
75 -
50
25 -

D——l\_/\/JL/'_J\_,‘/_/‘

-3 1

s T

5 o 5 by hs !

Inlinutes

Slika 58. Kromatogram ¢istog mulja
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Slika 59. Kromatogram radne otopine acetamiprida
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Slika 60. Kromatogram acetamiprida i aktivnog muljazat=0h
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Slika 61. Kromatogram acetamiprida i aktivnog muljazat=48 h

71



bl

sl

125 1
100
15
50+
251

1B G R

25
'5 o 5 by bs

Ivlinutes

Slika 62. Kromatogram acetamiprida, aktivnog mulja i plastike zat=0h
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Slika 63. Kromatogram acetamiprida, aktivnog mulja i plastike zat =48 h

4.5.3. ODREDIVANIJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 31 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. Moze se primijetiti da se rezultati
poklapaju s onima dobivenim kromatografskom analizom. Ukupna koli¢ina ugljika ima gotovo

istu vrijednost u reaktorima sa i bez mikroplastike stoga se moze pretpostaviti da je uklanjanje

priblizno jednako te da mikroplastika ne sprjecava sam proces biorazgradnje acetamiprida.
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Tablica 31. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
acetamiprid 8,02
mulj 14,02
mulj + acetamiprid 16,81
mulj + mikroplastika 11
mulj + acetamiprid + mikroplastika 17,66

4.5.4. GUSTOCA

U Tablici 32 prikazane su vrijednosti gustoce za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i acetamiprid

te mulj, plastiku i acetamiprid nakon razgradnje.

Tablica 32. Gustoca ¢istog mulj prije razgradnje, mulja i acetamiprida te mulja, mikroplastike

i acetamiprida nakon razgradnje

Uzorak Gustoca, g/L
mulj 2

mulj + acetamiprid 2,05
mulj + acetamiprid + mikroplastika 2,11

Podaci iz tablice ukazuju na blago povecanje gustoce tijekom biorazgradnje. 1z toga mozemo

zakljuciti da dolazi do povecanja biomase unutar reaktora.

4.5.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 33 prikazani su rezultati mikrobioloske analize uzoraka iz reaktora koji sadrze
acetamiprid nakon provedenog procesa biorazgradnje te iz reaktora s Cistim muljem prije
procesa biorazgradnje. 1z tablica je vidljivo znacajno povecanje broja mikroorganizama u
uzorcima. Iz ovih rezultata zakljucuje se kako je biorazgradnja uspjesna te se mikroorganizmi
mogu hraniti acetamipridom. Tome u prilog ide i povecanje gusto¢e nakon procesa

biorazgradnje koje ukazuje na rast biomase. U reaktoru s mikroplastikom imamo nesto manje
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povecanje broja mikroorganizama $to bi ukazivalo na to da mikroplastika u manjoj mjeri

sprjecava mikroorganizame u opskrbi hranjivim tvarima.

Tablica 33. CFU bakterija i gljiva za Cisti mulj prije procesa biorazgradnje te za ispitivane

uzorke nakon 48 sati

MULJ (t=0 h)
razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
2 ; 210
-3 2,9%10° 5*10°
-4 2,6%10* -
-5 3*10° -

MULJ + ACETAMIPRID (t = 48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - NB
-3 NB NB
-4 NB -
-5 NB -

MULJ + ACETAMIPRID + MIKROPLASTIKA (t=48 h)

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
2 - 9*10*
-3 NB 5,2*10%
-4 NB -
-5 3,7*10* -
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4.6. BIORAZRGADNJA KLOTIANIDINA

4.6.1. PRACENJE TEMPERATURE I pH-VRIJEDNOSTI

U Tablici 34 prikazane su izmjerene pH-vrijednosti i temperature sadrzaja reaktora s

klotianidinom u vremenu (t, min), a iste vrijednosti prikazane su i grafi¢ki na Slikama 64 i 65.

Tablica 34. Vrijednosti temperature i pH u reaktorima s klotianidinom tijekom biorazgradnje

Uzorak

mulj

klotianidin

mulj+mikroplast
ika

mulj+
klotianidin

+mikroplastika

mulj+
klotianidin

t, min
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH
T/°C
pH

T/°C

6,86
22
6,05
23,5
7,58
21,5
7,73
22,5

7,50

23

7,08
22
6,09
23,5
7,60
21,5
7,75
22,5

7,55

23

10
7,55
22
6,18
23,5
7,60
21,5
7,78
22,5
7,55

23

15
7,68
22
6,23
23,5
7,61
21,5
7,78
22,5
7,57

23

30
7,82
22
6,22
23,5
7,80
21,5
7,85
22,5
7,77

23

60
7,92
22
6,30
23
7,91
21,5
8,00
22,5
7,92

23

120
8,00
21
7,48
23
7,94
21,2
8,01
22
7,93

23

180
7,63
22
6,49
22,5
7,88
21
8,02
22
7,93

23

240
8,06
21,5
6,73
22,5
7,97
21
8,06
22
7,95

23

300
8,04
20
6,69
22
7,94
21
8,04
21,5
7,94

22

1440
7,79
19
6,53
21
7,57
20
7,82
20
7,77

21

75

2880
7,48
18
6,69
20
6,64
19
7,58
19
7,55

20,5
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Slika 64. Graficki prikaz ovisnosti pH-vrijednosti o vremenu tijekom biorazgradnje
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Slika 65. Graficki prikaz ovisnosti temperature o vremenu tijekom biorazgradnje klotianidina

Kao i kod drugih parazitika i klotianidin pokazuje blagi rast pH-vrijednosti s viemenom, dok
se u drugim reaktorima dogada pad nakon 5-0g sata. Temperatura u svim reaktorima prvo

stagnira, a zatim pada.
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4.6.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Valna duljina apsorpcijskog maksimuma za klotianidin iznosi 241 nm, a apsorpcijski spektar

klotianidina vidljiv je na Slici 66.

LRI o0l 21

it

00 FiY) "1 150

Slika 66. Apsorpcijski spektar klotianidina

Tijekom analize pratilo se vrijeme zadrzavanja (tr) i povrsina ispod krivulje (A), a uklanjanje
se racunalo u postotcima prema izrazu (4) Sto je prikazano u Tablici 35 i Tablici 36. Ovisnost

uklanjanja o vremenu prikazana je graficki na Slici 67.
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Uzorak

klotianidin +
mulj (0 min)
klotianidin +
mulj (5 min)
klotianidin +
mulj (10 min)
klotianidin +
mulj (15 min)
klotianidin +
mulj (30 min)
klotianidin +
mulj (1 h)
klotianidin +
mulj (2 h)
klotianidin +
mulj (3 h)
klotianidin +
mulj (4 h)
klotianidin +
mulj (5 h)
klotianidin +
mulj (24 h)
klotianidin +
mulj (48 h)

tr, min

21,24

21,24

21,24

21,24
21,267
21,24

21,267
21,24

21,267
21,24

21,267

21,293

A, mAUs

614
833
550
879
900
609
1083
1088
991
343
307

1078

t, min

10
15
30
60
120
180
240
300
1440

2880

ucinkovitost

uklanjanja, %
80,24
73,20
82,30
71,72
71,04
80,40
65,15
64,99
68,11
88,96
90,12

65,32

Tablica 35. Parametri praceni tijekom kromotografske analize za smjesu klotianidina i mulja
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Tablica 36. Parametri praceni tijekom HPLC analize za smjesu klotianidina, mulja i

mikroplastike

. . ufinkovitost
Uzorak tr, Min A, mAUs t, min .
uklanjanja, %

klotianidin + mulj +

mik_rop_la_s,ti ka (0 min) 21,293 674 0 831
ndnomis e w5 ma
ﬂ?ﬁﬁ?ﬂ!@.m% r;in) 21,267 905 10 70,88
O T S
'F‘):‘;gt?lr(‘;d(igo*mr?n‘;'j tmikro 51 567 1048 30 66,28
'r‘r:?lz'r%g'l‘;'s’:&a”zll"ﬂl; 21,24 1046 60 66,35
mfi'r%g'l‘;{s’:&a”zg'ﬂl; 21,267 448 120 85,58
ﬁ?&'&g‘gﬁ&;‘gg'ﬂl; 21,267 1127 180 63,74
Klotianidin + mulj + 21,267 1140 240 63,32

mikroplastika (4 h)
klotianidin + mulj +

mikroplastika (5 h) 21,24 940 300 69,76
klotianidin + mulj +
mikroplastika (24 h)
klotianidin + mulj +
mikroplastika (48 h)

21,24 988 1440 68,21

21,267 1191 2880 61,68

100
90 X
SN SN
70— A=y
60 —
50
40 klotianidin+mulj+mikrop
30 lastika

20
10

—&— Klotianidin+mulj

Ucinkovitost uklanjanja, %

300
1440
2880

t, min

Slika 67. Graficki prikaz ovisnosti uklanjanja klotianidina o vremenu sa i bez prisutnosti

mikroplastike



Promatrajuéi rezultate dobivene kromatografskom analizom moze se zakljuciti da se klotianidin
ne razgraduje. Kako je vrijednost logKow jednaka 0,7, vjerojatnost adsorpcije je vrlo mala. Kako
bi se donio konacan zakljucak o uspjesSnosti uklanjanja klotianidina, potrebno je prouciti

rezultate dodatnih analiza.

Slika 69 prikazuje kromatogram ¢istog mulja, a Slika 70 kromatogram radne otopine
klotianidina. Usporedbom dvaju kromatograma moze Se primijetiti kromatografska krivulja
oko 21.-ve minute koja ukazuje na klotianidin. Medutim, i u kromatogramu ¢istog mulja nastaje

kromatografska krivulja u istom vremenu. To je komponenta Cistog mulja ¢iji je apsorpcijski

spektar prikazan na Slici 68.

s

<«

200 750 %0 350

Slika 68. Apsorpcijski spektar komponente mulja

Kromatogram za uzorak klotianidina i mulja u t = 0 min vidljiv je na Slici 71, teut =48 h na
Slici 72. Usporedbom kromatograma vidljivo je kako se klotianidin ne razgraduje jer se ne
pojavljuju nove kromatografske krivulje koje bi ukazivale na nove spojeve i/ili transformacijske
produkte. Kromatogram uzorka klotianidina, mulja i mikroplastike u t = 0 min prikazan je na
Slici 73, te u t = 48 h na Slici 74. Ni u ovom reaktoru ne dolazi do razgradnje klotianidina sto
se moze zakljucuti i po tome $to nisu nastale nove kromatografske krivulje koje bi ukazivale na

nastanak novih spojeva i/ili transformacijskih produkata.

80



100

15

50

bl

25

ol

12
'5 o 5 by bs '
Ilinutes

Slika 69. Kromatogram ¢istog mulja
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Slika 70. Kromatogram radne otopine klotianidina

100
75 ]

50+

Al

25

04—

.12
5 o "5 by hs !
Ilinntes

Slika 71. Kromatogram za uzorak Kklotianidina i aktivnog muljazat=0h
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Slika 72. Kromatogram za uzorak Klotianidina i aktivnog muljazat=48h
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Slika 73. Kromatogram za uzorak Kklotianidina, aktivnog mulja i plastike zat =0 h
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Slika 74. Kromatogram za uzorak klotianidina, aktivhog mulja i plastike zat =48 h
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4.6.3. ODREDIVANIJE UKUPNE KOLICINE UGLJIKA

U Tablici 37 prikazani su rezultati mjerenja TC vrijednosti. Rezultati ove analize slazu se sa
rezultatima dobivenim kromatografskom analizom jer se mogu primijetiti slicne vrijednosti
dobivene za reaktor sa i bez mikroplastike. Ovaj podatak ukazuje na to da mikroplastika ne

utjece na biorazgradnju klotianidina.

Tablica 37. TC vrijednosti uzoraka

Uzorak TC, mg/L
klotianidin 15,05
mulj 49,6
mulj + klotianidin 17,9
mulj + mikroplastika 14,35
mulj + klotianidin + mikroplastika 17,04

4.6.4. GUSTOCA

U Tablici 38 prikazane su vrijednosti gustoc¢e za ¢isti mulj prije razgradnje, mulj i klotianidin

te mulj, mikroplastiku i klotianidin nakon razgradnje.

Tablica 38. Gustoca ¢istog mulja prije razgradnje, mulja i klotianidina te mulja, mikroplastike

ai klotianidin nakon razgradnje

Uzorak Gustoca, g/L
mulj 2

mulj + Klotianidin 2,10
mulj + klotianidin + mikroplastika 2,12

Podaci iz tablice ukazuju na povecanje gustoce tijekom biorazgradnje. [z toga se moze zakljuciti
da dolazi do povecanja biomase unutar reaktora. Gustoca u reaktoru s mikroplastikom je

najveca.
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4.6.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

U Tablici 39 prikazani su rezultati mikrobioloske analize uzoraka iz reaktora koji sadrze
kloatianidin nakon provedenog procesa biorazgadnje te ¢istog mulja prije biorazgradnje.
Promatrajuci navedene tablice mozemo vidjeti kako ne dolazi do znacajnih promjena u broju
mikroorganizama, medutim njihov broj se ipak smanjuje. Kako nam kromatografska analiza
nije dala podatke koji bi upucivali na uspje$nu biorazgradnju klotianidina, moze se pretpostaviti
kako je pesticid toksiCan za vrstu mikroorganizama prisutnih u mulju, pa stoga dolazi do

smanjenja njihovog broja.
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uzorke nakon 48 sati

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
2 - 3*10*
-3 1,55*10° 4*10%
-4 2,1*10 ;
-5 8*10° -

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
-2 - 2,1*10
-3 3,9*10 8*10°
-4 4*10° -
5 0 -

razrjedenje CFU (bakterije) CFU (gljive)
) - 8,6*10*
-3 9*10* 2,8*10*
-4 4,4*10% -
-5 5*10° -

Tablica 39. CFU bakterija i gljiva za Cisti mulj prije procesa biorazgradnje te za ispitivane
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedenih eksperimenata razgradnje antiparazitika albendazola, febantela i
mebendazola te pesticida iz skupine insekticida tiakloprida, acetamiprida i klotianidina
aktivnim muljem mogu se donijeti sljedeéi zakljucci 0 uéinkovitosti biorazgradnje pojedinog

ksenobiotika.

Podaci kromatografske analize ukazuju na potpuno uklanjanje albendazola i to u reaktoru s
mikroplastikom i onom bez nje. Mjerenjem ukupne koli¢ine ugljika potvrduju se rezultati
kromatografske analize jer se uoCava viSestruko smanjenje koli¢ine ugljika. Iz rezultata
mikrobioloske analize vidljivo je kako albendazol nema =znalajan Stetni utjecaj na

mikroorganizme iz aktivnog mulja.

Kod febantela situacija je nesto drugacija. Rezultati kromatografske analize ukazuju na potpuno
uklanjanje febantela u prisutnosti mikroplastike, dok je u reaktoru s febantelom i muljem
uklanjanje 96,8 %. Rezultati TC analize potkrepljuju one dobivene kromatografskom analizom.
Moze se zakljuciti kako je uzrok ovim rezultatima adsorpcija i desorpcija farmaceutika na
povrsinu pahuljica aktivnog mulja te na povrSinu mikroplastike. MikrobioloSka analiza

pokazuje povecanje broja mikroorganizama.

Mebendazol pokazuje veliku sklonost adsorpciji i desorpciji, Sto potvrduju i rezultati
kromatografske i TC analize. Vrijednost logKow za mebendazol iznosi 2,83 §to takoder ukazuje
na sklonost adsorpciji koja se vidi ve¢ pri samom dodavanju mebendazola u otopinu jer se u
analiziranom uzorku ne detektira mebendazol niti u vremenu t = 0 h. Medutim, dolazi do pojave
kromatografske krivulje karakteristicne za mebendazol za uzorak uzorkovan u 24-om satu sto
ukazuje na to da farmaceutik nije razgraden ve¢ da je doslo prvo do adsorpcije mebendazola

koji se je potom nakon 24 sata desorbirao.

Pesticidi istrazivani u ovom radu su iz skupine insekticida poznatiji kao neonikotinoidi. Prvi
ispitivani pesticid bio je tiakloprid. Rezultati kromatografske analize pokazuju da niti u jednom
trenutku ne dolazi do potpune razgradnje tiakloprida. Promatrajuci krivulje moZe se zakljuciti
da je razgradnja neSto bolja u reaktoru s muljem i tiaklopridom, ali je stupanj razgradnje
priblizno jednak. Takoder se u oba reaktora jasno vide nove kromatografske krivulje koje
ukazuju na nastanak razgradnih i/ili transformacijskih produkata. Vrijednost logKoew za

tiakloprid je 1,26 $to ukazuje na smanjenu moguénost adsorpcije stoga se moze zakljuciti kako
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se mikroorganizmi neko vrijeme privikavaju na pesticid nakon ¢ega dolazi do uklanjanja

tiakloprida.

Prema rezultatima kromatografske analize moze se zakljuciti da ne dolazi do potpunog
uklanjanja acetamiprida niti u jednom reaktoru. Kako je vrijednost logKow za acetamiprid 0,80,
mogucnost adsorpcije na aktivni mulj i mikroplastiku je mala. U¢inkovitost uklanjanja nakon
5 sati biljezi rast, stoga se moze pretpostaviti kako je mikroorganizmima potrebno odredeno

vrijeme prilagodbe na pesticid kako bi kasnije doslo do razgradnje.

Promatrajuéi rezultate dobivene kromatografskom analizom moze se zakljuéiti da se klotianidin
ne razgraduje. Kako je vrijednost logKow jednaka 0,7, vjerojatnost adsorpcije je vrlo mala.
Takoder ne nastaju nove kromatografske krivulje $to ukazuje na to da nisu nastali novi spojevi.
Iz mikrobioloSke analize moZe se pretpostaviti toksi€nost klotianidina za vrste

mikroorganizama prisutnih u mulju.
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