FAKULTET KEMI JSKOG | NGENJERSTYV

Ana Tutil

PROCJENA EKOTOKSI | NOSTI
BIORAZGRADNJE FENOLA, CIJANIDA |
TI OCIl JANATA U VODENOM

DOKTORSKI RAD

Zagreb2025






FACULTY OF CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY

Ana Tutil

ASSESMENT OF ECRITDTY AND
BIODEGRADATION POTENTIAL OF PHENOL,
CYANIDE AND THIOCYANATE IN AQUATIC

ENVIRONMENT

DOCTORAL THESIS

Zagreb2025






FAKULTET KEMI JSKOG | NGENJERSTYV

Ana Tutil

PROCJENA EKOTOKSI | NOSTI
BIORAZGRADNJE FENOLA, CIJANIDA |
TI OCIl JANATA U VODENOM

DOKTORSKI RAD

Mentor: izv. prof. dr. sc.

Zagreb2025






FACULTY OF CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY

Ana Tutil

ASSESMENT OF ECRITDTY AND
BIODEGRADATION POTENTIAL OF PHENOL,
CYANIDE AND THIOCYANATE IN AQUATIC

ENVIRONMENT

DOCTORAL THESIS

Supervisor: Assoc. Prof . Daj

Zagreb2025






Bibliografska stranica

x  Bibliografski podaci:
x UDK: (univerzalna decimalna klasifikacijasaznaje se u BHD)
x Znanstveno podrulje: tehnilke znanost:i
x Znanstveno polje: kemijsko ingenjerstvo
x Znanstvena grana: zagtita okoliga u kemi]j
x Il nstitucija: Sveuliligte u Zagrebu Fakul't
za industrijsku ekologiju
x Vodi tel ] rada: i1zv. prof. dr. sc. Daj ana
x  Broj stranical65
x  Broj slika: 57
x  Broj tablica:33
x  Broj priloga:0
x  Broj literaturnih referencii47
x Datum obrane:
x Sastav povjerenstva za obranu:
prof.dr.scMari ja Vukov8VeDbimhngwvacu Zagr
kemi jskog ingenjerstva i tehnologi]
doc dr.scMatija, Céeeniil|ligte u Zagrebu
ingenjerstva i tehnologiije;
i zv. prof. dr. sc. | van Brnardil, S
x Rad je pohranjen u:
Naci onal noj [ sveulilignoj knjignici u Zzé
Zagreb; Knjignici Fakulteta kemijskog ing
Marulilev trg 20, 10 000 Zagreb.
Tema rada prihvaliena je na sjednici Fakul te

tehnol ogije u ZaZ2grlstopada 2024er ojobrena jna siednitiaSenata
Sveuliligbdrgadapgr&@Bu veljale 2025.






Zahvala

Neizmjerno sam zahvalme prilici koja mi se ukazala,dal i m | s tumom firedjvrghm
I j udi i jog boljih znanstvenika na Fakultet
protekle |etiri godine, mnogo je figura na o

gi vot te se svakome ovim putem gelim zahval.

Prije svega, hval a tvrtki BP group d. o. o. z

a)

doktorski studij pa sve do realizacije.

Hvalaprof. emer.drr.sdcaszI|l u Si pos gto me naulio kritil]k
eksperi mental ni problem i ma i svoje rjegenj.
Mar i nku nMarpkrialkut i | noj pomol i [ bezuvjetnom s

licu koje sam ugledala na FKiWI, Viktoriji Martinjak, napjesmi, smijehusvim zabavnim

razgovorima alii utesik ada j e bil o potrebno. Hval a i Kr
ispunjavao hodnike FKFa , a naga dr ug e sperimengtasHuaiaedragojz me L u
Mari jani Vidakovi i koja | e HWvaladoc. drnso.jMatijp pi t d
Cvetnilu na svemu gto me naulio o kromatogr a
pitanja. Hval a dr . sc. Li dHyal &dupradf nadmp.ods @

gto je velikim dijelom upotpuni o moj znanstyv

| pak, amwaglvae i moj oj mentorici -Grzgvi.l pir odsi «trents
Martinia Miilbmhgé . Daj ana, hval savjetimapnijatedjgkdm | n o j
pristupy susretljivosti, vremenu i volji kojsi pokazala tijekom mog studiranja. Bolju

mentoricu nisam mogla pogeljeti. Draga Mart
bespogovorno odralLival a, na svemu gto si me
od kolegice.

HvalaVamsvimam a pomobbi ste me prihvatil,i kaoi punop
ste moj ¢givot u Zagrebu ispunjeni m.

Zahvaljujem se svojim roditeljima na podrgci

ohrabrivalik r oz ¢gi vot i postavljali svoja |elLa kad

Hval a mom zar dljmuiblawvi Mar bwtmpari, a najvVvige naea






Posveta

Ov a|j doktor ski rad posvelujem svojoj prevol j

orijentir i koja me tijekom odrastanja svak:

Hvala ti.






SAGETAK

Uslijed ubrzane industrijalizacije i urbaniz
zraka i vodenih resursscenol ni Sspoj evi i cijanidi, k o]j
oneliglujule tvari, |lesto se pojavljuju zaje
koje potjelu iz koksne, kemijske, rudarske i

sadrgavaju slogene kombinacije organskih i
usmjerena na ekot oskts is|nmoessta ij obgi osrua zugvriajdei kv or i
istragivanja bila je fokusirana na pojedinal

Cilj ovog doktorskog rada bio je procijenit

cijanida i tiocijanata kagnakovithi ndust ri j ski h onel i glujulih t\
anal i za fterkslid,nocitjiani da i t i pettéesjniboganizanapoj ed
razlilitih tbakteripi Alikibrid fischeai, z hakiedg Pseudomonas putida

mikroalge Chlorella sp., vodere | @ Lemna minori sjemenk luka Allium cepa Procjena
ekotoksi |l nost.i b i remotancijahidaii tiodijamatgmra o e dhe rsanj jes ap O
Aliivibrio fischeri,a ek sper i ment al ni podaci i ntegrirani

mogulih meludjel ovanj a .U drumejfaz ispiticamje pateacijah t a S |
biorazgradnje smjesenola, cijanida i tiocijanatprimjenom bakterijg?seudomonas putida
mikroalgeChlorellas p . i njihove mjegovite kulture. Pr e
naj uspjegnijeg mi kChomliagpaokazalaagperspgktiviijomGamiu s e
pokus biorazgradnje proveden je s mikroalgGiorella sp. premdull factorial dizajnu, a
procesni parametri optimizirani Su primjenorn
procjene detoksikacijskog ual ijrk a,e srfitrataoonk sb il o
p o moAliiwibrio fischeri.

Dobi veni rezul tatdi ukazal.] SuU na ismjesatgenu t

dj el omi | nu Chidrellansk. auvuklanjangutispitivanin spojeva. Fenol je potpuno

ukl onjen u svim uvjeti ma, dok je razgradnj a
snagno ovisna o poletnoj koncentracij.i i bi
potvrdilojedaspo| et na koncentracija smjese I optil
koj i utjelu na wulinkovut bak obpragednisiaalizaUnat ol

t o k s i rlakom Worazgradnje ukazala je na prisutnost razgradnih produkata s potencijalno
pojalanim toksilnim ulinkom, | ime se dodatno
Kl'julne fenpéeli:cijanid, tibooirjpamgatadnjeak,ot ankac

modeliranje



SUMMARY

Due to accelerated industrialization and urbanization, a pronounced increase in the pollution of
soil, air, and water resources is inevitable. Phenolic compounds and cyanides, classified among
priority pollutants, are often found together with thiocyanatesndustrial wastewaters
originating from coking, chemical, mining, and related industries. Although industrial effluents
usually contain complex mixtures of organic and inorganic contaminants, research focusing on
the ecotoxicity and biodegradability sfich mixtures is still scarce. Most previous studies have
predominantly addressed individual organic compounds.

The aim of this doctoral thesis was to assess the ecotoxicity and biodegradation potential of
phenol, cyanide, and thiocyanate as significant industrial pollutants. In the first phase, the
toxicity of phenol, cyanide, and thiocyanate was evaluated indilydwsing five test
organisms representing different trophic levels: bacteriivibrio fischeri, bacterium
Pseudomonas putidanicroalgaChlorella sp., aquatic macrophyteemna minoy and onion

seeds Allium cepa. The ecotoxicity of binary and ternanyixtures of phenol, cyanide, and
thiocyanate was assessed ughMigyibrio fischeri, and the experimental data were incorporated
into mathematical models to analyse possible interactions between the mixture components. In
the second phase, the biodegradation potential ofettmary mixture was examined using
Pseudomonas putig€hlorellasp., and their mixed culture. Preliminary tests served to identify
the most efficient microorganism, wit@hlorella sp. proving to be the most promising
candidate. The mia biodegradation experiment was performed w@tilorella sp. following a

full factorial design, and process parameters were optimized by applying response surface
methodology (RSM). To evaluate the detoxification effect, a toxicity test of the filtrates was
carried out after biodegradation usitjvibrio fischeri.

The results obtained revealed pronounced cyanide toxicity, synergistic effects of the mixtures,
and partial effectiveness @hlorellasp. in the removal of the examined compounds. Phenol
was completely eliminated under all tested conditions, whereas the degradation of cyanide, and
especially thiocyanate, was limited and strongly dependent on the initial concentration and
microbial biomas. Statistical modelling confirmed that the initial concentration of the mixture
and the optical density of the microalgare the key factors influencing process efficiency.
Despite the high biodegradation efficiency, ecotoxicity analysis after the process indicated the
presence of degradation products with potentially enhanced toxic effects, further emphasizing
the compleky of real environmental systems.

Key words: phenol, cyanide, thiocyanate, ecatity, biodegradation, mathematical modelling
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1. UvVOD

Oneliglienje vode nastaje kada se oneligliujul

vodena tijela beM]. olgdvatajakepobkaedeode po:

opasan probl em, a posl jednjih godina svjed
nestagi2h.om ipsrtoet ekl a tri desetljeia, ea@iie stroc
resursa, ponajprije zbagzghobmaj aeajnelseagpaocra

neurologkih poremelajak&ovdni hutdo¥si gi matinj a
Od sedamdesetih do devedesetih godina progl
usredoto|l ena uglavnom na smanjenje i el i min
bi okemij ske pot)tegpatoggna. Oki980hk ggodBRI& , zbog gir e
znanj a | razvoja znanstvene svijesti, obr ada
na ekologke te zdr av dtokentdarma koebtpadnom vogomyv e z a n
dospi j ev aKako bise ispindi propgani standardi, industrija se danas usmjerava na

primjenuu | i nkovitiehkpnodiiejhnnvohlhogi j a k ojriamzag reael utjouk s
manje opasne ili pak potpuno bezopagne i | emu se kao jedno od na
namel e bi MrMelgutaidm,j at var i koje su otporne na
u tlu i akumulirati wu g¢givotinjskim i |judski
mi krobne razgradnje kako bi se¢5.razvil. ul i nk
U kontekstu industrijskih otpadnih voda, p o
cijanida i tiocijanat&oji se zajednmalazeu otpadnoj vodi koksne industrijeenol je kemijski

stabilan spoj koj i moge dugo perzistirati u
tlu te sposobnost migracije iz tla u vodeslesustave[6]. Ci j ani di su sol.i c

kiseline (HCN), a oblik u kojem su prisutni u vodenoj otopini ovisi o pH vrijedristi

Najtoksilniji oblik &iojjanioda hjvemitaz . jsalnowodn
cijanidnian on ( CN )veoblke kojonsunvezani u stabilne metalne komplef&e

Prema Direktivi Europske unijg7], maksimaled opu gt ene KMDK)cfenaldair aci j e
slobodnog cijanidai ndustri j ski m ef | upindniiretigijenfodji |l n®e sius
postavllenena0,1mg/ll vodenom okol i gu biorazgradpuaumodnosu j e o't
na cijanid. Gtovige, poznato je da nepotpuna
cijanida. Unatol tome, zbog njegove znatno n

tiocijanat se | esnojrapenandjge via najomimd.mal egu



Osim gto pojedinal no pr ed s tfemolal gjanigau tiocijjanata k , m e
mogu znalajno promijenkbjaukeaeppogt .arkstoyikehk o nte
t oksidmoogsutiiuj u uvid u b ivarabigjhevih snjesankojemogw j e d i |
pokazivati aditivna, sinergijska | i a nt ajglavanja[8]t 9 dbZir@m na to da testovi

toksi |l nosvi e memgsk ilzahtjevnj asdbitoikddi ge ispituje velik brijari i
njihovih kombinacingame inkeatoe ertart § d ,k i jfimaduijsked tia v n i
isplativiaa |l t er nati va =z a pr olakvienodeli dopoifoseirazumpesanji s mj
mehani zama dj el ovanja tvari u smjesama. I nte
procjenu pomage u predvilanju rioniekaBl emaavo
Ovo istragivanje uekajoekrseinlonojsda i nd epobaj ercu j ¢
njihovih smjesa, s ciljem razjadgnjavanja nji
ipotencij al bi orazgradnj) e s m{Choselaspntadomicijetini h t v
razvoju integriranog pristupa procjeni rizika industrijskih otpadnih voda



|—\

2.0P DI O

21. Ot padna voda tegke industrije

Tegka industrij a, osobito proizvodnja koksa
istoviemeng edan od naj znal aj.mijekombprocesa pramzvoanjekakgaa d n e
nastajuenormnek o | iilzirnaez i t apadrevddeskonipleksnodkemijskog sastav®ve
otpadne vode sadrge vVvisoke kotascewnt stavajpeu f me
najzahtjevnije za obradu u industrijskoj prglsil0]. Tablica 1 prikazuje koncentracije fenola,

cijanida i tiocijanata izmjerene u otpadnoj vodi koksne industrije.

Tablica 1 Koncentracije fenola, cijanida i tiocijanata izmjerene u otpadnoj vodi koksne

industrije
fenol [mg/L] cijanid [mg/L] tiocijanat [mg/L] literatura
560 200 56 [11]
3841 534 127 24 3671 642 [12]
4007 1200 47 15 20071 500 [13]
10071 221 117 41 1981 427 [14]
483 8,2 361 [15]
2500 107 50 1007 300 [16]
2.2. Fenol

Fenol je organska molekukoju karakterizirahidroksilra (-OH) skupira povezaa s jednim
atomom wugljika u aromatil nom DbenzelsODHdkom pi
Najjednostavniji fenol aziva se i monohidroksibenzen ili karbolna kiselinaa s v i ostaldi
skupine derivati su fenal&éla sobnoj temperatuigenol je kristalnahigroskopnadvar bijele boje

koja na zraku mij enj[a7]. bma pladakukatransky midisapsvijew i | i C
alkoholu, glicerolu, petroleju i vodil8]. Visoka razina topivosti u vodi (8,28 g/100 mL)

doprinosi njegovoj perzistenciji wodenim ekosustavima wvsokim koncentracijamgl9].
Rezultat topivospiovu gviandiki dnel ipflld@keji# h v od
fenola iz industrijskih otpadnih voda dospije u f@0]. Pr ema Pravi |l ni ku o
vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 26/202dDK fenola u otpadnim vodama koje se

il spugtaju u povrginske vode iznosi 0,1 mg/ L.
za proizvodnju i preradu stakla i mineralnih viakamaa koj e j e dopugtena

3



vrijednost, i onaiznosit mg/LOva i zni mka proizlazi iz |linje
navedenim sektorima rezultiraju znalajnim Kk
njihovo uklanjanje slogenije i tehnologki za
iprovedv i h gr ani | nZiah dverriijvead reo sftein.ol a (RC®)AMDlt o | e
iznosi 0,04 mg/L, gto ukazuje[2Ha velu toksil

2.2.1. Prirodniizvori fenola u vodi i tlu

Billke i mikroorganizmi prirodno sintetiziraju fenolne spojeve u vodenom i kopnenom

ekosustavu, gdje se oni mogu pojaviti kao produkti sekundarnog metabolizma ili kao odgovor

na razlilite stresne uvjete popudaindkiobnhr al enj
infekcija [22]. U vodenim sustavima fenol:i se dodat
givotinjskih ostataka, al i [18, 23 P biliciasmjezam t | a
fenola odvija se u kloroplastima, nakon | ega
[ druge derivat e, Koj i se zatim i zluluju pr
Spoj evi postaju dieduslbadgmikla iintme rkalomoirjga nii zm
u tlu podlogni su razlilitim okolignim proce
[ bi orazgradnj u, a njihov okol i gni transpo

povrginskiihh ivopadzpeuntne m ot j[22¢ &likg &ilustrira ok oc j e L

nastajanp osl obalanj a i bi orazgradnje fenol a. Bi
met abol i zma i i zluluju ih u okolig, gdj e d
mi kroorgani zama. Produkt:i razgradnj e pot om
proc e s e, poput ciklusa | imunske kiseline, | i
MelLut i m, dodat ni antropogeni i zvor i fenol a,

sposobnost prirodne razgradnj eksigtnoi hd ouvloidna k
ekosustave. Takve situacije dodatno nagl aga

fenola u okoligu i ul oge milH.r oorgani zama u n
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BIORAZGRADNJA

|

CIKLUS LIMUNSKE KISELINE

®

PROIZVODNJA'BILJNE SINTEZA FENOLA U KLOROPLASTIMA,
B%., BIOMASE | IZLUCIVANJE POLIMERIZACIJA U POLIFENCLE,
SEKUNDARNIH FLAVONOIDE ITD.
RAZGRADNJA POMOCU | METABOLITA KROZ LIST |
MIKROORGANIZAMA KORIJEMN

PRISUTNIH U TLU

SlkalKrugenje fenola u prirodi

2.2.2. Antropogeni izvori fenola u vodi i tlu

Antropogene aktivnosti znalajno doprinose pr
kao gl avni i zvori i stilu industrijski proce:
sadrge fenole u kulanstvima.eleéosusitjpsyko ni
pot | ebksne,p gt rokemijske, farmaceut ske itekemi] ¢
postrojenja za preradu drva i proizvoelogluloze i papir§l]. Ot padne vode ovi h
se ispugtaju u povrginske i podzemn2]. vode

Pol joprivredna djelatnost predstavlja dodatn
primjenu pesticida, herbicida i fungicida. Razgradnjom navedenih agrokemikalija nastaju

fenolni derivati koji uslijed oborinskog ispiranja poljoprivrednitvpp gi na dospi j eva

vode.Dodatno, p ema dostupnim izvjegli ma, fenol s e
ukl julene u slulajna izlijevanja u mor ski o k
kol ilinama transport i eueopskih luka, tedobje identificiran kame L u



jedna od tvari s velim potencijalom za slul a

morske organizme izafp5lvaju sve velu zabrinut
2.3. Cijanid
Cijanidi (CI Nsus ol i cij anokgesksialdmgekiciglainnanu funkc

sastavljenu od atoma ugljika u oksidacijskom stanju +2 povezanog trostrukom vezom s atomom
dugi ka u oksiiBd26]i Raskmant esgtaa nijazaimelLu cijanidno

molekularnog oblika cijanovodika ovisi kinstanti disocijacijeijanovodika(pKa® 9,2 pri

25 ).ACPr i pH vrijednostima nigima od 9,2 preyv
vriijednostima dominira i1ionskKki obl i k. Na pri
prisutno je u obliku cijanovodi ka. auvand akvi m
cijanidai z vodeni h sustava u atmosferu, gto pred
zdravle. Zbog toga se tijekom obrade otpadni h v
rasponu(1611) kako bi se stabilizirao i onski obl
cijanovodi ka. Cijanovodi k je bezb-bapemastop | i n i
mirisa [27]. S| obodni cijanid moge tvorit.i kompl ek
oksidacijskim stanjima, pri | emu nastaje vig

prirode[28]. Jednostavni metalni kompleksi lako disociraju u slobodni cijanid pri neutralnom

pH. Slabi do srednje jaki kompleksi cijanida disociraju u slobodni cijanid pri pH 4,5, a jaki
kompleksi pripH429].Ci j ani di tiauk adlreurgi pro sotbdjieci miay kao ¢
organskim cijanidima u obliku nitrilg0]. Slika 2 prikazuje oblikecijanida prisute u otpadnim

vodama.

Prema Pravilniku o granilnim vrijednosti ma e
i spugtanje otpadnih voda u povrginske vode s

cijanida te 0,1 mg/L slobodnog cijanifil].



slabi kompleksi — cinkovi — kadmijev

kompleksi cijanida srednje jaki kompleksi ——  bakrovi —— niklovi —— srebrov
jaki kompleksi —  Zeljezovi —— kobaltov —  zlato
ANORGANSKI jednostavni cijanidi ~——  natrijevn. ——  kalijev. — Kkalcijev. ——  Zivin
slobodni cijanidi —— cijanidni ion —— cijanovodik
cijanat
tiocijanat
alifatski cijanidi —— benzonitril — cijanopiridin
ORGANSKI aromatski cijanidi ~ — propionitril —  acetonitril —— akrilonitril
cijanolipidi — linamarin — amigdalin — durin

Slika 2 Oblici cijanida u otpadnim vodama

2.3.1. Prirodni izvori cijanida u vodi i tlu

Cijanidi su seprisutni, kako u biotskim, tako i abiotskim komponentama ekosustava i njihova
uloga u evoluciji @i Watganrza oZ e lujgii klai lza jme ki
gljive i biljke jer sudjeluy u biosinteziaminokiselira, proteira, nukleotidy, lipidaist ani | ni h

membram [27]. Neke biljke i mikroorganizmi mogurodno sintetizirdi cijanid kroz svoje

met abol i |kKaeo parcaemleeni me hani z[a7lPrisuthi sgtuet ni k a
nekim vrstama kukagca Kk o i ga sinteti zi rpargnjypopustonogk ont r o
kornjaga i JpUojneadiinm hk ol enpsuiinsgamenkampa jabske, tmanga,

breskve i gorkog badem®sim toga, poznato je da swkulture poput bambusa, manioke,
pamuka, kukur uz aikrunipragogrodpoeijanoed@¥la, gl j i v e

2.3.2. Antropogeni izvori cijanida u vodi i tlu

Ubrzanai ndustrijalizacija rezultirala je znal aj
Industrije poput koksne, kemijske, petrokemijsk, me teaautanmolgilgle, farmaceutsk i

proizvodng | e | gekesirajuot padne vode koje sadrgnh vi sok
kompleksd17, 27] S druge stranepotreba herbicida na bazi nitrilgooljoprivredidoprinose

p o v e | kanegntracijecijanida u tlu[3]. U rudarenji plemenitih metala cijanic | waj i
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ekstrakciju zlata srebra[17]. Zlato i srebro plemenitu metali koji nisu topivi u vodi, no u
prisutnosti cijanida stvaraju topive komplek@6] gt o | stdeovediendo znal :

onel i gl e ohzimm dakead izdgamnje 1,5 kg zlata potreban 1 kg cijdhit}28]

2.4. Tiocijanat

Kada mikroorganizmi oksidiraju minerale, sulfidi ili tiosulfati mogu reagirati s cijanidom i

stvoriti tiocijanat( S CN o0)j i i wsa@ldjrigk , d u @ kojkje u mjseurnepneori t ok s i
kemijski stabitn[31. U vodenim sustavima naj| &gl &-se po,
N=C=S.Dobar je ligand koji lako stvara komplekse s metalima prve prijelazne skupine preko
atomadugi k a, a s met al i ma dr ug eatomasumpomiUe pr i |
koncentracijskom rasponu od 200 do 1000 mg/t. | epber asat kemijske pot
(KPK), koncentracijeamonijaka(NHzs) i boju vode gto upuluje na znal :
kvalitetZzbogkorniiggea toksi | nosti tui occdnaosniatnasef
zanemar uj e u regulatornim okvirima tdg4.0ije poc
Republici Hr vat skoj , prema Pravilniku o gran
26/2020), nije propisamaa k si mal na dopugaenhaokopaeantrpci]|a
u povr gi Meket vimdeunut &U, Dzektikaconndustajskis teraissjama

propisuje granilne vrijednost pajetakopsopigaa z a p
MDK tiocijanataod 4 mg/ L, gto se wuzima kao referentn
[32].

2.4.1. Prirodni izvori tiocijanata u vodi i tlu

Prirodni izvori tiocijanata ukl julujuinbil j ke
vivo detoksikaciju cijanidg33]. Pr i r od n i i zvori tiocijanata u

sisavaca te razgralujula b34 Tinacitjkd nwat ktog kao Ls

stvarat. vodeni organi zmi tijekom metaboldi
izl ogenost.i i ndustrijskim otpadnim vodama il
cijanida, ukljulujulii4.cijanogene glikozide i



2.4.2. Antropogeni izvori tiocijanata u vodi i tlu

Tiocijanat je uobilajena komponenta industri
industrijskih sektora, ukl jul ujguhatskkibdps ar e,
Osim gto nastaje kao nusprodukt razni h kemi
sirovina u kemijskoj i n d[4].sTioaijangti prisutnsu tlp, zrakenj e n o
ili vodi potjelu prvenstveno iz otpadnih vod
Zlata i srebra te rudarskih aktivnosti. Njihovoj prisutnosti u tlu pridonosi i primjena herbicida,
insekticida i rodenticidak a o i odl aganje nusproizvoda i nd:
raspadajuia biljna tkiva nekih biljaka, popu
vodu tiocijanatom. Amonijev tiocijanat koristi se u formulacijama antibiotika, pesticidima,
tekulim raketnim gorivima, |jepilima, fotogr

Zza uni gt af2gdnje korova

25. Ekot oksi lpmoxti ena ekotoksi |l nost.

Ekotoksi |l nost podrazumijeva svaku biologku g
prouzrol i ti u givom organizmu, a da je wuzrok
| ovjek na vrhuohebanpldbdeneh | akopneni h ekosus
posredno wugrogava i |l judsko =zdravl je. Upr av
procjena toksilnih wulinaka tvari u okoligu

upravljanja rizicima[35]. Pr ocj ena ekot ok s i bspetjigm i brztime me |l j i

standardi ziranim testovima koji omoguliuju kv
bi ol ogk®vsustavestovi provode na organi zmi ma
kako bi se ispitaldi ul i nci tvari na njihov
i spitivanja razlikuju se testovi akujpesee i kr

kratkotrajnim izlaganjem organizama visokim koncentracijama tvari, dok sei kram a

t oksigrogjenpg dugotrajnim izlaganjem organizam
Ovisno o eksperiment al no minpivo(nacijelinponganizeninat o k s i

iliinvitro( na stanil|l nim i tkivnim kultur amao) . Rez
(engl.lethal concentrationkoncentracijavari pri kojoj 50 % populacije testiranih organizama

ugine) ili EGo (engl. effective concentratignefektivna koncentracija tvari koja uzrokuje

bi ol ogki odgovor kod 50 % populacije) vrije



toksilnosti razlilitih tvari][36]Vrsgednostili(B@u nj i h
(mg/ L) razvrstane su u s e d&pkoje pikazujeTablicaR ot ok s i

Tablica2 Sedam razina ekotoksi kol ogKk eovrigegnassi no st i
[mg/L]

1. netoksilno L(E)Cso> 1000

2. praktil ki neillo0<L(E)GO 1000

3. blago toksil 110<L(E)GO 100

4. umjereno tok:1<LE)GO 10

5. jako toksi| nit0l1<LEGO 1

6. vrlo jako tol001<L(E)GO 0, 1

7. ekstremno tolLE)CO 0, 01
U procjeni ekotoksilnosti osobito je vagno u
se |l esto istodobno nalaze u okoligu. |l nt er ak
do pojalanih ili oslabljenupi btesobgkahj] alpop
| esto zanemaruj u. Ovisno o prirodi melLudj el c
sinergistil ke, pot Aditivma intesakcga nastaje kadardvij@tgao imajwis t i | k
isti mehanizam djelovanja,aj i hov ukupni ulinak je zbroj p
strane, sinergistil|lka interakcija oznalava s
od ol ekivanog zbroj a, gt o mo g e I mat i ozbil
vigesonekigiujulim tvarima. Posebno zabrinj:
tvar koja sama po sebi nije toksilna pojalav
Antagonistil ke interakcije, iako aramljer pmodgd
mi jenjati ol eki vavwveihapraemi |l titaksiinltneorsatkic.i j a
ukljulujuli vezanje na receptore, enzime il:i
razinama. Vagno je naglasiti da velina mogul
gt o poveligavaosntsu procjeni stvarnog toksil

ekotoksi kologkim studijama sve vVvige nagl aga

interakcijske dinamike, osobito pri niskim komcé r aci j ama i dugotrajnoj
otkrivanja prisutnost:i toksilnih tvar:i i pr o
gl obalno, gto je rezultiif3.l o razvojem razli/|
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Ekotoksil nost otpadnih voda predstavlja vaga
osobito zbog prisutnost:i kompl eksni h smjesa
Agencija Sjedinjenriah zAame i itJhitkdi GlatesDENGranvnahtal
Protection AgencyUSEPA pr e p o rpuanmpjjemywi ge testni h organiza
trofil kih razina kako bi se Qgto peovacedani j e
identificirali prisutit o k s i | nZhaod sud§] movdi sut e st ov e ibhdoskiske| nost i
otpadne vodaa luminiscentmj bakterij Escherichia coli zeleng algi Pseudokirchneriella
subcapitatavodeng | & Lemna minor  rueDhphrdia magna embrijima zebriceDanio

reio. Rezul tati su pokazali da sirova otpadna
organi zama u usporedbi s ef | wstatpadneedeinakonp o e d
urelaja za pr ozlniagimedytamij @ k dzdaudjmev preauhvakoliut os

obrade

251. Test t oksi | n oAdividriofischébiakt er i j om

U testovima toksil|lnost.i naj |Gegr-hegativesaemorpka i mj e n
bakterijaAliivibrio fischeri (Slika 3), ranije poznata kaBhotobacterium phosphoreuntibrio
fischeri[37]. Ovaj testtemeljise ngr al enj u smanj enj a Hijekorhumi ni
izl ogenost i , pgremi $SObktandajdu (ISOHLB34B83:2007 Water quality i
Determination of the inhibitory effect of water samples on the light emissigibob fischeri

(Luminescent bacteria tes?prt 3: Method using freezehtied bacteria)38].

Slika 3 a) Aliivibrio fischeri snimljena svjetlosnim elektronskim mikroskopd®EM) [39] b)
Aliivibrio fischeri uzgojena na hranjivoj podlozi na Zavodu za industrijsku ekologiju Fakulteta
kemijskog ingen$eewsltiviai gt d elnndd gprge bh e
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Aliivibrio fischeripr i rodno proi zvodi svjetlost, a bio

ekol ogkom kontekstu, vel [ kao nalin komuni
poznatijem kaguorumsensing bakt erijske stanice izluluju
njihova koncentracija prijelLe odreleni prag,

| i me se populacija koordinir Quommgensingnajgol av a

put detaljno opisan upravo kaédiivibrio fischerii to uokviru simbiotskog odnosa s havajskom

kratkorepom lignjom Euprymna scolopegs, [0 i svjetl osni organ
Emitiranjem svjetlostAliivibrio fischerip oma ge | i gnj i da prikrije s
od predatora, dok zauzvrat od domalina dobiv

[ g e | e Bwetlogn@ Bmisija nastaje oksidacijom reduciranog flavimonukleotida
( FMNH ) k o] enzimkluifermda,itez istovi@menomo k si daci j om dugol

alifatskog aldehidaSvjetlosni produkti swoksidirani mononukleotid (FMN) i maarkiselina,

koji se zatim ponovno reduciraju(Slikadpol etne s
o luciferaza 0--0
HO s N OH . HO S /N
5 \@rHJ)L Y T~
luciferin

v R A o2 ca i

3. HOO:}—(/:)/O Y HO‘@::H: j/ + foton

Slika 4 Mehanizam stvaraajsvjetlostikod bioluminiscentnih bakterija

Aktivnost luciferaze moge biti smanijsemral i zr a
bakterijskih stanica Budul i da | e sastaun jsevna keo ne nsilsuiljaej us vo
ozbiljno ogtelenje bakterisj &giopongteo taf®.oikrsh il m
Krajnja t oks i HBCpoptesnbg unojk&oja bdgavaa gkbéksvjetlostikod 50 %

populacije[41]. Zahval j uj ul i jednostavnosti, krat kom
oV aj t est postao je jedno od najlegle kori
toksilnosti. U usporedbi s klasilnim testo\
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inhibicije nitrifikacije ili enzimske aktivnosti, ovaj pristup pokazuje izrazitu osjetljivost. Osim
toga,Aliivibrio fischerije, u odnosu na druge bioluminiscentne bakterije pBseudomonas
fluorescens osjetljiviiji na ni ske koncentracije

onel i gl ujugticth dovdaartino pot vr L ujeek ontjoekgRl un ovsrtiij

252. Test t oksi | noPsdaudomanaslipdidat er i j om

Pseudomonas putid8lika5)i ma v a ¢ nhioremddi@agjio n @ | i goblag aiOkim
toga,s | uwkgdtestniorganizamu s pi t i v a nj .iStaaardizoanasmetoda nkiklicije
rasta Pseudomonas putidapisana jelSO standardom(ISO 107121995 Water qualityi
Pseudomonas putidgrowth inhibition tes{Pseudomonasell multiplication inhibition tes})

[43]itemelisena pral enju rasta bakt er isgitigsakoftvap opul ac

Slika 5 a) Pseudomonas putidsnimljenaSEM-om [44] b) Pseudomonas putidarasla na
hranjivoj podlozina Zavodu za industrijsku ekologiju

tehnologiieSveul i | i gta u Zagrebu

Pseudomonas putijaGramn e gat i vna ¢gtapil ast @dodaumkog@ar i j a

j e giroko ra sopkradasitgguamjj ®@jnavanj skoj povrgini

omoguluju pokretanje, te fimbriije, strukturi
| stile se izragenom met ab &kloir|i kinhiavpeazgijikal i k o g |
ukl julujuli razli|lite organske spojeve. Ov a
visoku prilagodljivostepr e gi vi jmasanje razl |l bjuim uvpeei efa:

Optimalni temperaturni raspon za rast baktgej251 30 °C, a u prirodi se uglavnhom nalazi u

tluivodenimekosustavimda b og osj etl ji vosti na temperatur e
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topljim ok ol i gi ma | e ograni| ena. Opti nma8 ba pH
| aboratorijskim uvjetima bakterij ateformismmt e kao
nepravilne kolonijel p a k , uol ena | e i sposobnost odstup
omo g up rug i v U hicsesktonna ez aeraci4s, 46]

Testt 0 k s i b rbakerijom Pseudomonasputida, ukl juluje kl asi | no

odrelivanje broja kolonija izraslih[4Aa hran
Konal ni rezul tat.i mogu se prikazat:i kao post
ECovri jednosti, koj e oznal av a&g%nhikiagefd8le nt r aci j u
253. Test toksi | no€hlorellasp. mi kr oal gom

Mikroalge su temeljri organizm vodenih ekosustava bog svoj e Kkl julne ul

pr oi z vkadtake,prvesu na udaru toksilnih tvari koj e
koj i se mani festiraju na razini al gi mogu se
vigih organizama. Nj itvard veas t aos jj eet |jjeidvnoaskta nia ir a
na osjetljivost prim@5.nih i sekundarni h potr
Rod Chlorella (Slka 6) obuhvali a jednostanilne zelene mik
Chlorophyta Ove alge su kuglastog obli ka, pr omj e
I skl julivo nespol no. U prirodi su vrlo girok
mor skim stanigti ma, al i [ na kopnu. dgdbog iz
pokazuju kao odgovor na okoligne wuvjete, n
izazovna[49]. St ani | n £hlmsetlaisjpe nlksa st oj i se od polisaha

osigurava otpornost na vanjske stresore te o

s okoligem. Unutar stanice nalaze se kloropl
ul i nkotvoistiuntfea u, kljulan proces za proizvodn
Vi sokoj ulinkovitost.i f Ghloelaipmtoe zyvlodge ¢ akt advo
atmosferskog udjel&isika te pokazuju stope rasta kojenamuj u one vaskul ar
Zbog brzog rasta, sposobnosti fotosinteze, |
pH i temperatur e, kao i Ssposobnosnikroalgar i | ag
Chlorellas p . | @réamjewnjuje Ba®@ modelni organizam pr ocj enii eb0p.t ok si |
Dodatna prednost e i njezina sposobnost ak
pogodnom za bioremedijacijun e | i gobad thai h
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Slika 6 a) Chlorellasp. snimljen&8EM-om b) suspenzijaChlorella vulgars [51]

Toksi |l nost se procjenjuje MEGDosthjermcamd®ECDb i ci | e
Guideline 201 for the testing of chemicdld-reshwater Alga and Cyanobacteria, Growth

Inhibition Test)[52]. Testovi se provode u sterilnim uvjetima, u prisutnosti mineralnog medija

i uz stalnu opskrbumikroalge svjetlom i ugljikovim dioksidom S| i | no Kests i k od
bakterjomPseudomonas putiddlo k us j e na procjeni i nhibicije
izlaganja ispitivanoj tvari Da bi rezul tatdi bil i pouzdani

temperaturu, opskrbu hranjivim solima, pH vrijednost, izbor medija i intenzitet osvjetljenja

[53]. Rezultat.i se obilno izragavaju kao EC
razli kuje melLu vrstama mi kroal gi i ovisi o0 e
254.Test toksil|l nostlemnammodenom | el om

Vodene makrofite | ine velik udio ukupne bi ol
uogupri marni h . ooboveoeobBaka sl atkovodne il bol
predstavni ke porodice vodenih | ela, a one | i
kao i brojnih beskERoj eghki akvaki negatym etjécpjeayn g a k «
njih ima posljedice z @sinotoga, gnogu seuzgajatiu $teth o g e k o
kontroliranim wuvjeti ma, ntalougvrijddreosf[34]. Vodeng u v e |
vaskularne biljke iz roddemnagi r ok o s u porrd chjvead ie neRraginastk s i | n o
Lemnas p . ukl juluju jednostavnu gralu, mal u v

volumenaispitivane tvar), brz rast, jednostavnost uzgoja i rukovanja, visoku genetsku
homogenost (klonovi su morfol ogki vrl o slilr

tvari [36]. Lemna minoKSlika 7) poznatge i kao obilna vodena | ela
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Slika 7 Lemna minof55]

U standardi zi r asukladnaCECSD smjerhicaki@ECD Guidslinei 21 for

the testing of chemicald:emnasp. Growth Inhibition Te3t[56], mladim, eksponencijalno
rastul i m lemdaomnorp mmguli uj e s esedamadsatn at iu eka@ml i |
koncentracijama ispitivane tvari, pri | emu ¢
skupinom.Primarna mjerna varijabla u ovom testu je Bisiji adok se kao dodatne varijable

| esto koristéiskupma padwjjgeada killoir osfuihHa mas a

odrelene tvari mogu selektivnol iugtjiei&ajiul haar
dodatne varijableklu|l no j e za cjelovitu procjenu ulink:
u morfologiji bilike,u k I j ul uj ul i pojavu kloroze, odnosno
kl orofil a, nekroze kao posljedice odumiranj
ukazivat. na promjene gustole ili sflesmekt ur e,
provodi pod strogo kontroliranim uvjetima s

testna posudhi sEdhgnj ® tokdsl it ese¢e anaj | egl e i
EC : odnosno koncentracija tvar.i koja wuzrol
[56].

255. Test t olasjenenkanm=altkia Allsim cepa

Fitotoksilnost znal. poj avuimaztiajlutudl igjted ni
bilkeone |l i gl uj uizi mKNaydrgigrha uzr odtisuscedét vatopasi:
bilajosobi to kada se primjenjuju u prekomjerni:r
mogu wuzrokovat.i [ tegki metal i, mi kropl ast |

posljedica djelovanja toksina koje proizvode pojedine bakterije, gljive ili ivigisnptomi

fitotoksilnosti mogu biti vidljivi 1 nevidl]
pojavu nekrotilnih mrlja, usporen il i nhi bi
listova i plodova tesugenj e i s me § u.rNevidgivd simptommiu k h 9 g | u jku v
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smanj enu ul i nk ozokovamkdotozorhiolt io s ded klosol@sta,j smanjenu

respiratornu aktivnost, i nhibiciju enzimskidt
tvari te odumiranje stanicoj ava fitotoksilnost.i ovi si o b
vrstu i koncentraciju toksilnih tvari, bi ol
osjetljivost i razvoj nu fkemijska svdjstvatlghi7/, 58 k ol i gne
Procjena fitotoksilnih wulinaka provodi se r
koriste testovi klijavosti, testovi rasta ko

procjenu potencij al nidentifikacig tsiguont tkancertracgarkoje nea b i
il zazi vaju t[erk58]liTéshkeavasti siemdngrovodi seu skladu s relevantnim
OECD smjernicam@ECD Guideline 208 for the testing of chemidalBerrestrial Plant Test:
Seedling Emergence and Seedling Growth )TES]. Ovg tesso mogul uj e procj en

fitotoksilnih wulinaka na vige biljke tijeko
tretiranom ispitivanom tvari. Testni organiz
tvari, a eval uaciop®i 2ldanfpraklao pr @tveo du keentnrakl n

do kIl ij anj % sjemenkifraadabieu teSt@ih biljnih vrsta potrebno je uzeti u obzir

taksonomsku raznoli kost, geografsku distribi
osjetljivost vrstg60]. Duljina korijenapr edst avl j a pouzdaspitivintnk az at e
tvari te ukupnog rasta i razvoja biljaka. Vi

ili uzrokovati varijabilnu inhibiciju ovisno o dozi i vremenu izlaganja. Osim smanjenja duljine,

izl ogenost toksil|lnim tvar irongenankoijgna kodAdlivne st i [
cepaVri jednost toksil|lnosti izragava se najleg
uzrokujei nhi bi ci ju i spitivanog bi ol ogvkmguloajgwvo.!

duljine korijeng61].

26. Toksil nost fenol a

O toksilnosti fenola dovol j no gaowsterilizacifii nj eni
K1 ini] ki h gitros tzrpesjedueadtimikrobra svojstva Me L u,tzbog svoje
toksil nosti i korozivnost. danas se vige ne
lokaliziranim medicinskim postupcima. Njegova primjena u tu svrhu zamijenjena je sigurnijim

[ manj e toksi2lnAemoslr emdasdev i mat i smrtonosan al

apsorbira kroz kogu, jer brzo prodire kroz
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sustavg18]. I ntenzivno izlaganje moge ogtetiti ] €
drhtavicu, konvulzijg17], pa i rak[63].

Generalno(fenoksi lpmostzana je s hidrofobnoglu

|l zl ogenost stanica fenolu u dozi koja induci
na stanil|l noj me mbr ani [ povelati njezinu proc
organizmaj24]. Fe n o | se ponaga kao protoplazmatski 1
omogul uje mu |l ako prodiranje kroz stanil ne
denaturacije proteina I narugavanja membr an:s
homeostazuOs i m i zravnog citotoksilnog ulinka, f e
kisikovih spojeva(engl.reactive aygen specieROS) | i me dopri nosi oksi
ogtelenju stanil| ni h k o niposirieonukléinske kigele ®ONA).i pi da ,
Takvi mehani z mi djelovanja nisu ogranil eni

organi zama, ukljulupddéedanhged bijpukeendla bakl e
| e gnjegovojsposobnostidaopstan ok ol i gu kroz dugi vr emensk
i ma dugorolne toksilne ulink&.na ¢give organi
Rezul tat.i i striBflpvkageaj Ardaj povebkanje broja
strukturi povelava njegovu [Eksperinbehtaino dobigene t e s

ECso vrijednosti zaAliivibrio fischeri bile su 0,37 mg/L za 2,3;&iklorofenol i 165 mg/L za

fenol, dok su za algBseudokirchneriella subcapitatanosile 1,43 mg/L za 3,4;8ikloranilin

i 197 mg/L za fend37].

Duanisur[l9]pr ovel i su sveobuhvatan pregled I|iter
melLu razlil|itim Yerndoelninm joe gian€maoz mmiengaat i van ul i
je za alge biMelhultagm tdokusgial ainstragi vanja poc
toksil nosti p 0V e z aECe vrigdndstizmjerene surpAliwilprio fiseherii ma .
(Photobacterium phosphores periodom inkubacije od 5, 15 i 30 minuta i iznosile su 23,28

mg/L, 25,61 mg/L i 26,01 mg/[41]. Rezul t at i su u korel[dQi ] i S
ECso vrijednost izmjerena zaliivibrio fischeri s periodom inkubacije 30 min iznosila je 27
mg/L.Duanisur[25]pr i mi j et i | i su povelanu osjetljivo
sl at kovodn eswjedgosti (27)82 njgil ORC 97 mg/ L) zabiljeger
al ge, d o kso vri§edlinosti (186685 regli 370 mg/L) izmjerene za slatkovodne vrste

[25]. Veliki rasponi EGov r i j ednosti ukazuju na znalajne r
vistama.Raz|l og tomu moge biti | i njenica da toks
strukturi [ bi or aompaniam gi Qlosltiignzia |iisnpbietniivca n
temperatur e, otopl jiemagoknei Kkazet orgainée zwmad e
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fenola za isti organizam, stoga bi ti | i mben
usporedba dobi veni h[19pte dawddenkpailikom prikazikagj&EQson o0 s t i
vriijednosti kako bi se ol akgal4a. uNebutidma wel
i stragi v amjepodatkgi ankaov,0dzibog nj i hove giroke pri
fenol i fenolni spojevi ubrajaju se [BbeLu naj
Tablica3pr i kazuj e i str aginararzjhavddenmlorganizmma st i f enol
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Tablica 3 Pregledobj avl jeni hoksifaegebvanjmelu razl il

organizmima

_ vrijeme L(E)Cso | .
organizam efekt _ ‘ literatura
i zI| og g [mg/L]
bakterija
15 min 165 [37]
5 min 22,28 [41]
L : - " 15 min 25,61 [41]
Aliivibrio fischeri luminiscencija :
30 min 26,01 [41]
30 min 27 [40]
30 min 15,4 [42]
Pseudomonas fluorescens|  luminiscencija 72 h 210 [42]
alga
ChlorellaVT-1 smrtnost 96 h 450 [66]
Chlorella vulgaris inhibicija rasta 96 h 370 [67]
. . I 96 h 72,29 [25]
Dunaliella salina inhibicija rasta
72 h 155,03 [63]
Platymonas subcordiformig  inhibicija rasta 96 h 92,97 [25]
Phaeodactylum tricornutuny  inhibicija rasta 96 h 27,32 [25]
Pseudokirchneriella o
) inhibicija rasta 72 h 19 [37]
subcapitata
Selenastrum capricornutury  inhibicija rasta 96 h 150 [67]
Skeletonema costatum inhibicija rasta 96 h 27,32 [25]
rak
Archaeomysis kokuboi smrtnost 96 h 0,26 [19]
riba
Cirrhinus mrigala smrtnost 96 h 1,56 [19]
Labeo rohita smrtnost 96 h 3212 [68]
vodena biljka
Polystichum setiferum inhibicija rasta 24 h 1440 [40]
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27. Toksil nost <cijanida

Prisutnost cijanidaat mosf eri moge i zravno ili neizravnoa
pri | emu negativno utjelu na mTkkoiormgyant zeniej,
ovisi 0 vrsti cijanida, a a j t o lswssiodoani cjjanidte cijanidni spojevi ili kompleksi koji

mogu oslolbditi cijanidni ion Tijekom Drugog svjetskog rateijanovodikjei zazvao Vvi ge
nego bilo koj drug toksin u povijestii27]. To k si | n o s ¢tvezana je & mhibicgom p
aerobne respiracije zbog vezanja <cijanidnog
posljednjem enzimu u respiratornom laifi2@]. To vezanjeprekida lanac prijenosa elektrona i
uzrokuje ogtel enj B] @sknitoga cijanid stwana stébilne korkplekse & u
prijelaznim metali ma, [69hCiang &odudiumalimdozam& ci j u
uzrokuje simptome poput glavobolje, vrtoglavice, blage dezorijentacije, bolova u trbuhu,

mul ni ne i .Spdugerstahaa vispkaj dozimo §izmzvati respiratornu depresiju,
hi potenziju, arll7. betajpaudpza sladodhog d&janidanoki bi B umgkg
tielesne masekos e proguta il i u d/leg hjelesne masakpse apsotbirag n o 1 |

kr oz [28]ojnua g n e s optilikom eriog a ljudski arganizano s | o bizrdzitoj u
reaktivneslobodne cijanidne radikak®jiseu ki sel om pH ¢geluca vegu z
slobodni cijanidkoji seondalako apsorbira u krvoto30].

U istragivanju Abd ] kereanteaeijd cjanida ot 50Rmwm/k ahibbajaj a

je 93 % rasta mikroalgéhlorellasp., dok su Liu i suradni€r0] zaChlorella vulgarisizmierili

i zuzetno nisku EC vrijednost od 0,14 Og/L
moge se pripisati razlilitim eksperimentalni
no zajednil ko im je wukazi wmkmglgena ajanid\vSideugek u o0's
strane, EC vrijednosti za cijanid znalajno
test s bakterijordliivibrio fischeriE C l znosi 1,9 mg/ L, za | abor

mg/L, dok je zasporepaprat Polystichum setiferum a b i | ECeo yrigeenast od 101 mg/L
[40]. Ov e razli ke u toksil nosti u skl adu s u

bioluminiscentne bakterije popiiivibrio fischeri poznate po izrazitoj osjetljivosti na razne

onel i gl uj udoek tjveardakutna fitotoksilnost kod v
Takvi rezul tat.i potvr Luj u v arhoganizama gilkkenr e b e v
procjene ekotoksil|lnosti, kako bi se oOobuhvati
ekosustavaTablica 4 prikazujepregledi st r atpikvsa dgiemidat a razl i | i te v
organizme.
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Tablica 4 Pregl ed objavljenih istragivanja toksi
organizmima
vrijeme L(E)Cso0

organizam efekt _ ‘ literatura
i zI| og g [mg/L]

bakterija

Aliivibrio fischeri bioluminiscencija 20 min 1,9 [40]

alga

Chlorella vulgaris inhibicija rasta 27 h 0,00 [70]

Desmarestia viridis inhibicija rasta 48 h 0,93 [71]

inhibicija rasta 72 h 1,52 [71]
Nannochloropsis oculata ?nh?b?cp:a rasta 48 h 1o [74]
inhibicija rasta 72 h 523 [71]

vodena biljka

Polystichum setiferum inhibicija rasta 24 h 101 [40]
28. Toksil nost tiocijanat a
|l ako je tiocijanat priblidgno sedam puta manj
[ dalje moge i mat. znal ajne gtetne wulinke
koncentracijama koje premaguj ave.dikcgahabdekije 1 zd
kao nekompetitivni i nhibitor, remeteli ni z
struktur e, gto moge dovest.i do narwugavanj a
Toksil nost tiocijanatamagrieptorzanuitvaar jea,j oag dio k
ul i nci na | jude, druge sisavce, bilj ki, vod
afinitet prema proteinima doprinosi akumul ac
proteinskoj dijalizi, kao i neurotoksilne ul
Nadal j e, zbog blokade prijenbsa halogenbbt i

koncentracijama tiocijanata moge rezufBtirat.i

72]. Kritilna koncentracija tiocijanp4lda u | ju
i stragivanju Abdel[dmsmampdaul i EalRakaj bpj da i

mikroalgeChlorellas p . . Pokazano je da je cijanid toks
mg/ L inhibirala 93 % rast a, dok je tiocijal
uzrokovaotekok o 75 % i nhi bicije. Mjegavina tih i d

je do 96 % inhibicije rasta mi kdednabdgietkih gt o U
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detaljno opisanih studija toksilnosti tioci
i stragivanj e akut n &alvelmks $ontihalispSalmo gaindagr, p apsrtir vi aenmal

j e zabiljegena nji hova diqgrimsata b mplazent, oviank toi v n e
koncentraciiji u vodi, velilini jedinke i i on
u organizam zamjenjujuldi kl ori d, | i me se n.
toksilnosti, autorii S wiju doeijjarmatet | c &) aniid,e ngtoq e
povelava rizik od sistemske toksilnosti. P C

iznenadne smrti (engtudden death syndrom®DS) pri plazmatskim koncentracijama od oko
250 mg/Ltiocijjanata uz si mptome poput konvul zij a, gub
ukazuje na potencijalno djelovanj@ecijanatana neuromuskularnu funkcijir3]. U studiji

provedenoj n®aphniamagna pokazano je da okoligni uvij et |
tiocijanata. Porast temperature s 8 na 16 A
osobito pri neutralnom pH, dok je povelanje

Najjok si | ni ja kombi naci feraperaturivg LDl ijleanpruit jpeH a

zabil | ©Oght ® sjt ® vii ma n Salmolgairtdne) p agdjrevej  t oksi |l n
bila viga pri ni gem pH. Ut j ecaj temperatur e
Daphnia magna L C vriijednosti za tiocijanat kret

ovisno o kombinaciji pH i temperatufés].

29. Matematil ki model i u procjeni toksi
Oneliglujulie tvari u vodi rijetko se nalaze
omj eri ma. Eksperi mental no odrelivanje t oksi
nepraktilno. Jednom kad se razvijuksimaneesntait i
smjesa u kratkom vremenu i bezmdodméobdell biot r o
omoguluju wuvid u nalin zajednilkog djelovarl
toksilnost na (76pitivane organi zme

Procjena toksilnosti smjesa predstavlja sve

melLu dostupnim model i ma su nQGorcentratiok Additopnt r ac |
CA) i model neovisnog djelovanja (endhdependent ActignlA). Model koncentracijske

adicije temelji sena pretpostavci da komponente smjese djeluju putem istog mehanizma
toksil nosti te da se nj i ho wodellneovisadg djgtovaipja z b r «

pol azi od i deje da svaka ko mehamzenont, a ukdppiel uj e
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ulinak predstavl ja kombilakcasuiopaumodela koeistha kaa | ni h
pol etne aproksi macij e, |l esto ne wuspijevaju
Zanemar uj u melLusobne interakcij e me L u SpPoj
toksokinetil|l ke prir ode ostupmosy,apsaergciji, metdbolizma ilii pr c
osjetljivosti organizma na jednu tvar zbog prisutnosti druge. Kao posljedica mogu se javiti

sinergistilKki ulinci, pri |l embijantakesni so st
kada se ukupna toksil|lnost smanjuje. Upravo
najveli izazov u modeliranju smjesa, budul/
snagni h i nepf/fgdvidivih ulinaka

2.9.1. Model koncentracijske adicije

Jedan od najranije razvijenih i naj|legle pr
smjesa Jje model koncentracijske adi8cOvpie koj i
model pol azi od pretpostavke da sve kompone
djelovanja te da njihova toksilnost @pvagdst av
modelpr et postavlja da se jednaki bi ol ogki ul in
proporcionalnom kolilinom druge, gto znal.

razrjelivali. Takva aditivnost omoguliuje pr
i ndividualnih toksil|lnositmentbakznpmt mebrenrnjpi tha

modelkoncentracijske adicije zr agava s@): jednadgbom

00 05 (1)
gdje je
-  EGsomix efektivha koncentracija smjese koja uzrokbje ol o g k ikoddbd o v o r
populacije
- EGsoi efektivna koncentracija komponente kada se primjenjuje samoskalj@o
uzrokuje biologki odgovor kod 50 % popul a

- xmnogi nski udi o komponente u smjesi

24



2.9.2. Model neovisnog djelovanja

Model neovisnog djelovanja temelji se na pretpostavci da svaka komponenta smjese djeluje
zasebno i putem razlilitog me hani z ma t oksi

eksperimenata koji mjere postotak smrtnosti u testnoj populaciji. Za binarnu swijeswvati

koje djeluju neovisno, vjerojatnost@pregivl]
0i @ 0i @ O0i (2)
gdjeje
- Psmix(cmix) ukupna vjerojatnostdar gani z ainz |porgeegniovsit smj esi pr
SMjeSECmix,
- Psfci))vj erojatnost da or gpavojikargonentsmjese, ipv i izl
koncentracijici,
- Pg(cx)vj erojatnost da o r gdaugoj kenaponenfsmeseg,i pv i Izl
koncentracijicz.
Budul i da se u ekot ojergjatnksosmangsti festnod oeggnizma npgo o ma t

vierojatnosmopeégnebjyagsangeadij2l oayawng apdrecit w

smrtnostpr i kazane j:ednadgbom (3)

~ ~

0 @ p 0i (3)

odnosng ednadgbom (4):

0 & P p U © p 0 ® (4)
gdje je
- Pomxcmx) ukupna Vvjerojatnost smrtnost. organi
koncentraciji smjesemix, a
- Ppi(cy) vjerojatnost smrtnostiorganizrpar i | i kom i zl ogenost.i pr vec
pri koncentracijica,
- Po2(c)) vj erojatnost smrtnost. organi zma pril
smjese, pri koncentracib.
Zankomponentnesmjeseio d el neovi snog dtioglopankazapiepe

(5):
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bp @ P p Ofd (5)
gdje je
- Poi(c)vj erojatnost smrtnosti organi zippga pri |l i
koncentracijici.
Ovom jednadgbom model neovisnog djelovanj a
vi gekomponentni h smjesa, pri | emu se pretpos
ulinku neovisno o ostali ma.

2.10. Biorazgradnja

Bi orazgradnja podrazumijeva razgradnju toksi
mi kroorgani zama i1l njihovih enzi ma. Zahval ]
onelbjgli,h dadraglieni mi Kroorgani zmi mogu ulink
gt o i h I i ni pogodni m post@gcimauklanjapjee makvi postupci ol o g |
predstavljaju ekol ogki prihvatljivu [ i spl a
mi ni mal an negati[27/pan utjecaj na okolig

Proces biorazgradnje | esto je usko povezan s
razgradnje mijenja kroz razli| iSike 8)frazae t i p

prilagodbe (Lag Phasg o znal ava pol etno razdobl je bez
mi kroorgani z mi pril agolLavaju SVOj met abol i
supstratima. Slijedi faza eksponencijalnog radtag(Phasg u kojoj dolazi do naglog
povelanja broja stanica i i ntenzivne razgr ad
faza Gtationary Phase u kojoj se brzina rasta usporava zbog iscrpljenja hranjivih tvari i
nakupljanja toksilnih proBeatkhBhase. bUof7awgri gmdbj s

postupno opada, a biorazgradnja prestaje ili postaje zanerfifjva
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stacionarna faza

faza faza odumiranja
eksponencijalnog
rasta

broj stanica

faza
prilagodbe

vrijeme

Slika 8 Krivulja rasta mikroorganizam&0]

2.10.1.0Optimizacija procesa biorazgradnje

U optimizaciij.i procesa, posebno onih koji u
statistil ki al at i k a desgn af ExpetmepioR) nmetodologije p o k u
odzi vne p o \Respgonse sSurfdce MetHodolpdySM). DoE je eksperimentalna
strategija usmjerena na prikupljanje empirijskih podataka, odnosno informacija temeljenih na
analizi stvarnih eksperimentalnih rezultata, a ne samo na teorijskim pretpostavkama. Takav
pristup omogul uj e udjeldvgnjpize Breumi gevaajiej mbLli i
na ulinkovitost procesa. DoE tehni ke nude ul

s ciljem dobivanja robusnih i informativnih skupova podataka, uz smanjenje ukupnog broja

pokusa Za razli ku od tradicionalnog pristupa u
[ RSM omoguluju istovremeno ispitivanje vige
samo smanjuje broj potrebni h pokae ajecauw el S ¢
pojedinih i komb ni rani h faktora na ispitivani odziv
sustavno planiranje pokusa i identifikaciju
bi orazgradnje. Osim toga, omoguluje zgai mi za
maksi malne ulinkovitosti. RSM se nadovezuj e
kvantitativnu analizu odnosa izmelLu wulaznih
pojedinal ne i [8@&3lusobne ulinke

Jedan od | est o kor i-gjeruhFHadtorighdizajrs(FFD)pkaji seitemeljiar RS
na i1ispitivanju kombinacija vige varijabli n
varijable na tri razine | rezultira s 27 ek
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i scrpnu procjenu svih mo gRekultddizajmtlspedntentajg a me

mat emat i | ki mod el Koj i opi suje odnos izmelLu
njegova statistilka znal ajnost i prikladnost
analiza varijanceANOVA)naj zast upl j eni j a, osobito kod ek:

ANOVA omoguliuje procjenu utjecaja jedne il.]

varijablu, na temelju usporedbe srednijih vrijedn[&li 83].

Statistil]lka evaluacija modela ANOVA metodom
- Standardna devijacija (SD): predstavl ja i

rezultata od srednje vrijednostii. Manj a S
- Koeficijent wvarijacije (CV): izragava SD

relativnu rasprgenost podataka.
- Koeficijent determinacije(R?3: pokazuje koliki dio ukupne varijabilnosti odziva

objagnjava model

- Pril aR2olwexniima u obzir broj ukljulenih var.i
sposobnost model a da predvi di nove, nezayv
pril agolLenogRneppedbivaiend®dgqg 2; vele razlik
model u, poput netipilnih vrijednost:i

- Adekvatna preciznost: odnosi se na omjer
srednje pogregke predvilanj a. Vrijednost

diskriminacijsku sposobnost modé¢&ii 83].
|l ako se DoOE i RSM alati sve |leglie koriste u
dostupno,j l'iteratur.i ni su pronaleni pregl ed
optimizaciju biorazgradnje smjeéeeemufénaoli a,oso

aktualnom i znanstveno relevantnom.

2.102. Biorazgradnja fenola

Zbog stabilnosti aromatskog prstena, fenoli se smatraju otpornima na biorazgradnju
supstituirani fenol i, osobito halUumn@d mi,r @ mimef
odreleni mi kaepor ansmmisposobnostanelodamagu r anj a
koristiti kao izvor energije i ugljit. Biorazgradnja podrazumijeva potpunu mineralizaciju

fenola u ugljikov dioksid, vodu i neopasne krajnje produkte za koju je sposobna raznolika

skupina mikroorganizamaakterije mikroalge kvascite plijesni[20].

28



Pregled dosadagnjih istdtaabli oaaggraéagaj €enal

odr e fen au akivoogrhikioorgarizma, vrzbmr az | i | i t iutkk | |j iuthtug ruil k
kemijsku strukturu fenol a, me t a ker@ima pH i kap
temperatun, salinitet [ prisutnos[i8. dpaltnuhi nkw
bi orazgradnje fenol a uvelike ovi si 0 nj e
koncentracijskom rasponu fenol djeluje kao I

mi kroorgani zama povelava sPmpioramtoen komacljnga
bi orazgradnj e. MeLuti m, nakon postizanja od
koncentracije fenola dovodi do smanjenja stope rasta. Ova pojava poznata je kao inhibicija

supstratom, a poslaj d®inmd aj en at sk @ainli tieh wlkil np ak
[ narugavanje stanilnih funkcija. Bi orazgr ad

el pokazuj e karakteristilan uzor ak S vrgn

<

ul i nk o[84]. Uslkdatdu s modelima koji opisuju ovisnost stope rasta o koncentraciji
supstrat a, eksperimental na opaganj a dodat nog
negativno utj el u [1n8F] Chettdrje idagh) dokaadt sula\sgpavastdom
koncentracije fenola produljuje | ag faza r as
vi gi m kon denoglazbognedoyogtnoak si | nog dj el ovanflla na s
Kod primjene tehnologije aktivnog mul5(0a, pot
mg/ L) dol azi do nakupljanja fenola u mediju
viijeme potrebno za potpunu razgral@@Mju propo
U kontekstu biorazgradnje fenolaahterije izolirane izone | i golkeonloigga naj vi ¢
i st r a[f 7V9y88 90kzbognjihove prilagodljivosti i raznolikih mehanizama detoksikacije.

Osim koncentraciij e, [ okol i gni uvij et popu
biorazgradnje fenola bakterijamaeki sojevi poputBacillus badiusp ok az uj u naj v
ulinkovitost pri al kal nom pH i temperatur am
optimizacije uvjeta za biorazgradrfjL8].

Mikroalge, iako osjetljivije na fenol od bakterija, mogu pridonijeti njegovoj razgradnji u
vodenom. okphkgunjihova tolerancija na fenol
koje potilu razgradnju i oni[91, 9R] @Optimalni wjetizi vaj u
rasta ovise o vrsti, no oplenito ukI[93u]l uj u t
|l stragivanj a sugeriraju da svjetl ofenbla mo g e
mikroalgama no i znad odrelene razine Il ntenzitet

produktivnosti [94]. S druge strane, pokazano e i d
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bior azgradnje fenola iz ot pa dmkiohlgiweida unafsé inmia
uvjetima zbog smanjenja oksidacijskog stresa izazvanog svjEkEjm

Kvasci i plijesni t abloraziyradnju fpnol&, asphitg wekspreonhijgmn ¢ i | a
uvjetima. Psihrotolerantni kvasci popGandida subhashii Schizoblastosporion starkeyi
henricius pj egno razgr aluj u f[@],daklsudrug sofevi, grimparicé e mp e r
Candida tropicalis Trichosporon montevideense s pos o b ni ulinkovito ra
koncentracije fenold96, 97] Plijesni, poputAspergillusi Penicillium vrsta, pokazale su

povel anu (ibrazgr&dojefénolamkon imobilizacije stanica ili mutagenih tretmana,

gt o ukazuj e najelnmjua nagi howmapposobnosti r
pristupimal98]. T a k o L €rametesgversicoled@monstrirala je sposobnost progresivne

bior azgradnje fenola u farmaceut skoj ot padno]j
nekoliko dangd99].

S obzirom na veliku raznolikost mikroorgani z
optimizacija biorazgradnje fenola zahtijeva
procesa.Tablica 5 sagi ma aied$ tew @ ddjanparnijkaa z uj u sposobnos
mi kroorgani zama za razgradnju fenol a, uzi maj

poletnim koncentracijama supstrata.
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Tablica5Pr i
ukl jul uju

vrijeme potrebno za razgradnjil ( h)

kaz ul i

nkovi

t osti

bi orazgradnje

feno

pol etnug kogecéentr poisjt ot henXuflop nkovi

temperaturuT,pC)ovolLenj a

2 X t pH T
mikroorganizam literatura
mg/L % h - °C
Acinetobactesp. SA01 1000 100 60 7 30 [100]
Acinetobacter calcoaceticu®A 800 92 48 8 30 [88]
Acinetobacter calcoaceticl®A 1700 46 48 8 30 [88]
Bacillus badius 420 98 48 9 37 [18]
Bacillus badius 1680 70 48 9 37 [18]
w Bacillus pumilus 50 84 48 7 37 [1]
= Bacillus pumilus 100 100 48 7 3537 [1]
€ Bacillus subtiis 500 100 36 7 35  [84]
5 Pseudomonasp. 700 100 60 7 35 [84]
Pseudomonasp. AQ504 5 98 36 7 30 [89]
Pseudomonas aeruginosa 400 99 24 7 35 [84]
Rhodococcusp. 500 89 21 7,4 30 [90]
Rhodococcusp. SKC 500 67 42 7 30 [79]
Rhodococcusp. SKC 500 17 42 5 30 [79]
w  Chlorellasp. 700 87 192 7 28 [92]
O Chlorellapyrenoidosa 200 100 216 - - [101]
é Scenedesmus quadricauda 1000 55 120 6,2 25 [95]
é Scenedesmus quadricauda 1000 42 120 6,2 25 [95]
Candida oregonensis 750 100 48 6 18 [6]
Candida subhashii 1000 100 48 6 18 [6]
g Candida tropicalis 2000 100 66 6 30 [96]
<>’: Schizoblastosporion starkeyi
1 henricii 1000 100 48 6 18 [6]
Trichosporon montevideenB¢lE1 1200 99,5 18 - 30 [97]
Aspergillus niger 100 28 - - - [98]
% Aspergillus terreus 100 17 - - - [98]
3 Penicillium griseofulvum 100 13 - - - [98]
% Trametes versicolor 420 93 168 5,5 25 [99]
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2.102.1. Mehanizam aerobnebiorazgradnje fenola

U slulaju fenola, aerobni procesi ukl anjanj a
(23).U aerobnim uvjetimehior azgr adnj a fenola zapolinje hidr
ti. vezanjem hidroksilne skupine narto pol o g aj benzemenkinnfgnol pr st e
hidroksilaza monooksigenaz kako bi se formiraauniverzalni metaboljtkatehol. Ovisno o
odgovornom mikroorganizmu, katehol se podvrgava cijepanju prstemtoilametap o | o g aj u .
Orto put razgradnje aromatskog prstena katalizira etkatehol 1,2d i ok si genaza ko]
gel j ez o Fe' klalol )prioosnt et i | ku s-RukgnatrKasnije,enetapeliti e r i r a
ulaze u ciklus limunske kiseline radi potpune razgradnje fenola. S druge stretagyut

razgradnje katalizira enzim katehol 213 ok si ge n a zjae,| j keajoiveykadr)gii on

prostetil ku S k uipii duo ktse mglkoeati r s e al dehi d,
metabolizira u ciklusu limunske kiselif@00]. Slika 9 shematski prikazuje glavne puteve
aerobne biorazgradnje fenol a, ukl jul orfoul i st
I metaputem.
05 O H0
oH NADPH ~ NADP' or o
k= CT |
FENOL KATEHOL

__
] -

OH OH
o N M
- ~ “ OH
— O O - -
OH

O
CIS, CIS-MUKONAT 2-HIDROKSIMUKONAT SEMIALDEHID

| (

CIKLUS LIMUNSKE KISELINE

OH\||/\< O\\:O \_j\
o I

MUKONOLAKTON

Slika 9 Shematski prikaz biorazgradnje fenola preko katebdtai metaputem
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2.102.2. Mehanizam anaerobnebiorazgradnje fenola

Anaerobni mikroorganizmi osjetljiviisuna f enol na opterelienja u
aerobnim ekvivalentimaDsim toga, aaeroban procdsiorazgradnje fenol&ompleksnijije i

manje stabilan od aerobgoAnaerobndior azgr adnj a fenola zapolinje
u 4-hidroksibenzoak oj a se moge odviti direktno il u
mogul a j e ko duzenzimbhidioksibemzoat learbaksilazKod dvostupanjskog

puta, £nolu se u prvom koraku dodaje fosfatna skupineegomnatogdonora gt o kat al i
enzim fenilf osf at sintaza, a prilikom | ega nastaj
formiranje4hi dr oksi benzoata procesom karboksilaci|j
fosfat karboksilaza koji zahtijeva prisutnesainganaNadalje,4-hidroksibenzatCoA ligaza

zatim prenosi CoAna-di dr ok s i b e n-hidraksibenzoilCoA. Oeaj se smanjuje
dehidroksilacijom do benzelf o A, koj i je zajedni| ki melLupro
aromatskih spojeva, uz pan -hidroksibenzolCoA reduktaze. BenzeiCoA se reduktivno
dearomatizira do cikloheksh5-dien1-karbonitCoA. Dearomatizacijukatalizira benzo#

CoA reduktaza. Sekvence genaeamim benzoitCoA reduktaapr onal ene su kod
fakultativni h anaeroba k.Kjoinal angr-idkjflo ha ks &:
karbonitCo A moge se podvrgnut. razdvajanju aron
hidratizacipm cikloheksal,5-dien-1-karbonitCoA u 6hidroksicikloheksal-en1-karbonit

CoA i redikcijom u 6-oksocikloheksdl-karbonitCoA. Zatim se prsten otvara hidrolazom do
3-hidroksipimeloitC o A . U dr ugom dli-anlikanboksitCaAihkiratiaita sek &

zatim reducira u -ketocikloheksal-karboksitCoA. Prsten se potom hidrolizira kako bi se

formirao pimeloitCoA, koji se zatim reducira i hidratizira deh®roksipimeloitCoA. Oba

puta nastavljaju s degradacijom do ae€lA i ugljikova diolsida Postoji i alternativni put
anaerobnéiorazgradnjdenola ali jei dalje relativno nepoznat jer l@gtoperazgradnjeometa
nakupljanje, mgliwprspdyjylkdtaawa det al jatanativiit r agi
put dogala pod termofilnim uvjetima, dok se
mezofilnim uvjetima, al i j e t akepol sernajpnj® g u i i
reducira u cikloheksanon u prisutnosti nitrata, a zatirkaproat. Nkaproat se zatim oksidira

do masnih kiselina. Mi krobne =zajednice uklj
potpuno okarakterizirane i ideficirane [65]. Slika 10 prikazuje mehanizam anaerobne

biorazgradnje fenola.
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Slika 10 Mehanizam anaerobr®orazgradnje fenola

2.103. Biorazgradnja cijanida

4-HIDROKSIBENZOIL-CoA

AMP

S(_OA
2H+

Ho0
SCoA

.,

BENZOIL-CoA

Cijanidi poput cijanovodika, metalnih kompleksa cijanida i tiocijanatav or su dugi k a

mikroorganizmimg26]. Ne kol i ko vrsta bakter

j a, al gi , gl
sposobno detoksicirati cijaniBiorazgradnja cijanidmo g e se provoditi u r1 a:

kako aerobnim tako i anaerobnimo u anaerobnim uvjetima stopa biorazgradnje je,(pa

mi

S e

kroorganizmi su o0s]j et [17].iPredegom biaraagradnpekcganid n e

pod utjecajem mikroorgani zama

oksidira u

transformira se u amonijafNH4") i karbonat(HCOs’), dok se slobodni metali, ukoliko su

prisutni, adsorbiraju u biofilnil7]. Ukupna biol ogki

pr

i kazana j6 jednadgbom (

00U EU cOLO 00U DO UVO
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Po 1 g oksidiranog cijanida trogi se oko 0,6
biomase po 1 g oksidiranog cijanida iznosi Q,@51 g [102].

Kod bioremedijacije cijanida u otpadnim voda
> 10) kako bi cijanid ostao u svom i onskom
cijanovodika[26]. Hlapivostcijanovodikal a k i pr i bl ago al kal nom pH
konstantom di socijacije pa su za bioremedij a
Budul i da pH medija opada tijekom rasta ba

vrijednosti kako bi s osigurala potpuna biorazgradnja cijanida i izbjeglo isparavanje

cijanovodika Brzina isparavanja povelava se i por
Khamar i surf103]naj manj a ul i nkovitost bi or azggtroadnj e
sugerira da su za bioremedijacijski proces
temperaturamg103]. Vel i ka velina probemdepi hseéesmhmra gbiavke

biorazgradnijislobodnog cijanidai laboratorijskom mijerilJ28]. LopezRamirezi sur. [69]

izolirali su Rhodococcusp., Enterococcussp., Bacillus sp. i Tessaracoccusp. sr az | i | i t i h
lokacija kontaminiranih cijanidomRezultatiu k azuj u na =znal ajnu met al
mi kroorgani zamBacilluspp . il etmark sueo kao najulinko

bakterijama[69]. Poznato je daijekom ekstrakcije zlata srebradolazi do reakcgi z me L u

cijanidaidrugihmetalpr i | i kom | ega nast a38uajs shadnatomel i | a
provedeno biomAgradmgicijanida bakterijom Serratia marcescens prisutnosti

razl metalat§ rhebr o, arsen, kadmi j , kobalt, krom
Ulinkovitost biorazgr adnj%updsutpostimavedenihknetadat a | a

dok j e u pr i sastegads %104 foradichani i sun[26kizolirali su iz tlai

identificirali bakterijski sojPseudomonas parafulv®va bakterijgpokazala je visoke stope
biorazgradnje, ali uz produlienu lag fa®o v e |l anj e kcjanida@mad 208 mg/lj e

I mal o je gtetan ulinak na ulinkovitost biora
kao supstrat, dok su pri vigim koncentraciija
Dok s u b a lpimdenjenguebiorzgradnjiocijanida, samo nekoliko studija izvijestilo

je o biorazgradnj. c i [fQins tdraa @izl ip osnwo | u lail gk a v iL
razl i | i ti hcikjoannciednat rpaocrEtideila viigakisrRezaltatgpekazuju da

0,1 mg/L cijanida pogoduje rastu alge i sintezi klorofila, vjerojatno zbog brze razgradnje
cijanida u netoksilne nusprodukt e nrkiknoplga mo g u
nije bila sposobna razgraditgtoijagi dednkmnp
dav soke koncentracije <cijanida predstavljaj

mikroorgantmate g nom kada je stanilna membrana uni
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stanicu i 0¢gt el u jteinhibim dajrurb®razgradnjlAlyd je ppkaald a v
sposobnost wuklanjanja cijanida, nNo njezin r:
pri jtelke i |.Bimbioparatgigi bakterijgpr edst avl ja odr gi viij.i p
samostalnu detoksifikacijcijanidabakterijama ili algamaAlge fotosintezom proizvode kisik,

| i me smanjuju potrebu za aeracijom i trogko
oneligliujule tvar i, okgidkbj algekariste nfatosintezij Gsimuoga, j i k o
dugilni nusprodukti s UugstabhgamankaoAbdahj Ma
[2] bakterijskemikroalgalra zajednicadetoksificirda j e si nt et i | ku ot padn:
sadrgavala 200 mg/L cijanida, 100 mg/L benzo
Do otkazivanja sustava doglo je kald#d. je konc
Za biorazgradnju cijanida sposobne su i gljij&7]. Fusarium oysporum sposolna je

proizvoditi brojne enzime kada se uzgajaBeta vulgaris Kk or i naranl| e, kKor
ananasaNaBetavulgaripost i ge ul inkovitost biorazgradnj

su simulirani zimski uvjeti (5 °C) nepovoljno utjecali ha aktivnost mikroorganig@ijae su

olito pokazale znalajan potencij al bi orazgr
odrelena ogranilenja, poput spore razgradnje
na visoke koncentcgje cijanida[105]. Tablica6pr i kazuj e pregled istrag
cjandaba kt eri j ama, algama i gljivama pri razli]l
2.103.1. Met abol il ki put evi bi orazgradnje cijan
Leti nrmetabolil]l ka puta bi orazgradnje cijani de

supstitucijskj od kojih prva tri podrazumijevaju pretvorbu cijanida u jednostavne organske ili
anorganske molekule, dok supstitucijski put podrazumijeva asimilaciju cijanida u

mi kroorganizam kao[ld6zv &oj dmgi kea sie mgkjablai l
razgraditi, ovisi oenzimu, koncentraciji cijanida te pH vrijednosnedija[28]. Tablica 7

prikazuje pregled metabolil ki h puteva bioraz

36



Tablica6Pr i k a z

ukl jul uju

vrijeme potrebno za razgradnjil ( h)

ulinkovitost.

bi orazgradnje

cijan

pol et nu 9 k omgc/eln)t,r apca g tuo tcniu Aush)idrak o v i

i temperaturuT,pChovolLenja ¢

) X t pH T
mikroorganizam literatura
mg/L % h - °C
Bacillussp. 200 21 70 10 30 [69]
Bacillussp. 500 41 96 10 34 [107]
Bacillus licheniformisMMT1 50 100 96 75 30 [2]
Bacillus licheniformisMMT1 1000 100 216 7,5 30 [2]
W Bacillus pumilus 500 100 301 9 30 [108]
E Enterococcusp. 200 14 70 10 30 [69]
g Halomonassp. 50 66 120 9,5 25 [103]
- Pseudomonas parafulva 200 935 312 9,95 32 [26]
Rhodococcusp. 200 11 70 10 30 [69]
Tessaraccoccusp. 200 12,4 70 10 30 [69]
neklasificirana 200 86 72 10,3 34,2 [109]
MIKROALGE
10 61 72 7 25 [70]
Chlorella vulgaris 50 565 72 25 [70]
100 2,2 72 25 [70]
MJEGOVI TA KULTURA BAKTERI JE | MI KROAL GE
Bacillus licheniformigMMT1 + Chlorella sp. 200 100 84 75 30 [2]
100 77 144 11 22 [105]
200 58 144 11 22 [105]
) 300 62 144 11 22 [105]
W Fusarium aysporum 100 61 144 11 5 [105]
g 200 48 144 11 5 [105]
300 48 144 11 5 [105]
Trametes versicolor 240 85 42 105 30 [110]
Trametes versicolor 400 30 42 105 30 [110]
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Tablica7Met abol i | ki putevi Dbiorazgradnje cijanio

HI DROLI TI LKidr e®WT avl ja jedan od gl avni h

cijanida i temelji se na reakcijama hidr
poput f or mami da, karboksilnih Kkiselinali
bakterija[28].

Enzim: cijanid hidrataza

Pripada obitel]ji Il i aza, specifilno hidr
dugi ka. Najlegia razgradnja <cijanida o
stvaranjem for mamida, koj i s e n aak.rPaspduje g
velina glij2Bvilnih vrsta

Jednadgba raz®@radnje cijanida (

06 § 00 © 06 0 § "0 ™

Enzim: cijanid dihidrataza/cijanidaza
Direktno pretvara cijanid ui[28]lel ati vno ng
Jednadgba raz8radnje cijanida (

YO0 ¢O0° Y600 ®O (8)

Enzim: nitril hidrataza
Ulinkovito razgraluje alifatske [28l.ar omat
Jednadgba raz9radnje cijanida (

Y66 060 Y6660 ©)

Enzim: nitrilaza

Omoguliava razgradnju nitrila do karboks
sl obodni h ami dnf2BHO6melLuprodukat a

Jednadgba razl@r adnj e cijanida (

YOO ¢O0°'YOU0®O (10)
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OKSIDATIVNI PUT zahtijeva nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) i dodatni iz
ugljika. Imobilizirane stanicd’seudomonas putida k si dati vni m put en
amoni jak i uglji kov dioksi d, a razgradn]j

truljenja, Trametes versicoloPhanerochaete chrysosporiur®leurotus sajoicaju [28, 106]

Enzim: cijanid dioksigenaza
Direktno pretvaracijanid u amonijak i ugljikov dioksif8].
Jodnadgba raz¢ihadnje cijanida
060 0 ¢O 0O00%HH00 66 (O (12)

Enzim: cijanid monooksigenaza
Pretvara cijanid u cijan§28].
JJdnadgba raz¢2adnje cijanida
060 OF (O6000QO 60 060w TGO (12)

Enzim: cijanid oksigenazal/cijanaza
Nastavlja se na cijanid monooksigenazu i pretvara cijanat u amonijak i ugljikov di2&id
Jodnadgba raz@d3adnje cijanida

6000 0O "™O60° 00 ¢O6OL (13

REDUKTIVNIPUT nij e | esta pojava jer se smaif28.a

Enzim: nitrogenaza

Osjetljiva je na kisik i pronalena u ri|j
iamonijak[28 HCN moge bi t i podvrgnut redukciji
hidrolizirati do formaldehida (CH O) i a
Konalnim redukcijskim korakom nastaju mg
Jodnadgba raz@4®dnj e cijanida

060 O WO &6 O (14)
6® 0 Q) WO 6@ G (15
SE'G ¢a (WO 5@ UG (16)
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SUPSTITUCIJSKI PUT uk | j ul uj e asimilaciju cijanida,

mikroorganizma, odnosno prirasta biomgas.

Enzim: b-cijanoalanin sintaza

Mi tohondrijalni enzim prisutan u vi ¢gi ntijabdalann
i sumporovodik[28]. l gra vagnu wulogu wu uklanjanju e
aktivnog razdoblja rasta mikroorganizma.

Jodnadgba raz¢nadnje cijanida

HCN +HS# ( F#( . (F -A#EOQGAEI, 2(FFE . ( F#djahoalgnin) (17)

Enzimi: sulfurtransferaza i rodanaza
Enzimi pronaleni u mitlrhomdrkiojdalgn ovjo tfirng kac i jH
sulfit[28]. Ti oci janat se moge dalje razgraditi Kk

enzimi koji se trenutno smatraju jednima od enzima evoluiranih u svrhu detoksifikacije Ccij

Kataliziraju nepovratni prijenos atoma sumpora s prikladnagad or a (npr . tio
dovodi do stvaranja manje toksilnog tioci)|j
dvovalentnim anioni ma. Sul furtransferaza ptr

sumpor. Sudjeli@ u metabolizmu cisteinfd 06].
Jodnadgba raz¢(®adnje cijanida
060 YO ©7WOO0 "YU (18)
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2.104. Biorazgradnja tiocijanata

U usporedhbi s cijanidom, ti oci | aivrazgradpjide&k a z uj e
hidroli zi gt o otegava njOsigtogappozandtoljeada pepotpjina i z
oksidacija tiocijanat a nobziromrnatp dabctjanatsaatdir gsit v a
sunp o r , ugl pl Eeméntdaagnugne za mo@et p@isviulgi of g &
uglji ka, dugika i sumpora z[@8l]l makober gjaai zalei
[ korigtenje dugi ka 1 z amo ntiocijaaatad]. Amenijakje o L e n 0 ¢
naknadngpotrebnooksidirati u nitrit i nitrat autotrofnom nitrifikacijom, a zatim redutira

dugi k i1 dugi kov oksid deni tr tiotijanatantoguyj o m. \
posl ugi ti za ukl anjanje [f2.odukata poput amon
Biorazgradnja tiocijanata osjetljije i spor proces, osobito u usporedbi s biorazgradnjom
cijanida i fenol a. U sustavima zao driel wjgek u
hidraulil ko vrij M Redkgay an jp dowijarhirikoeg eo kssei d a
prikazati (19[@@2nadgbom

YOO 00/ ¢b © 060 0O Yo O (29
Bilo da se radi o kemijsko]j Pl bi ol ogkoj o]
oksidansaSt ehi omet ri j ski, oksidacija 1 g tiocija
oko 0,24 g amonijak@d | ega mi kroor gani z mi mogu i skori

bi omase, dok ostatak[3d.&dmapejakvedi osl obbhiLkRuu
putevima biorazgradnje tiocijanata djeluje inhibicijski na biorazgradnjuNasuprot tome,

sul fat nema znal ajan utjecaj na biorazgradn
rezultata njegova nastajanja tijekom procesa degradacije tiocijanata, dok su fenol i cijanid
dokazano inhibitori razgradnjgl13]. Fenol, cijanid i amonijak smatraju se sekundarnim
toksinima te, ovisno o koncentraciji, mogu produljiti vrijeme oksidacije tiocijanata ili potpuno
inhibirati proceg34]. U radu Kwonisurfl14ju t v r L e otazgradnjudazijanata inhibira

fenol u koncentracijama iznad 625 mg/L, cijanid iznad 16 mg/L te nitrit iznad 100 mg/L.

Prinos biomase tijekom biorazgradrjecijanataiznosi otprilike 0,08 g po 1 g oksidiranog
tiocijanata[115]. Biorazgradnjss € mo ge odvi j at i pomol u pojedi
mjegovitih mikrobnih konzorcija, pri | emu m
sposobnosti simultane razgradnje tiocijanapmodukata njegove biorazgradr@3]. Gt o s u

pol etne koncentracije tiocijanata vige, to |

brgeg nastajanja cijanat[al3lkoj i onda i nhibira
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U istragi vaml3imjReagooewi tkajorskeudoniiniracEhiobacillus(26 %)
potpuno jeazgradilal10 mg/L tiocijanata unutar 120 hhiobacillusse pokazao dominantnim
i u raduXiao i sur.[111] s gotovo 80 % zastupljenosti u mikrobnom konzortgju radu Li i

sur. [31] s preko 20 % zastupljenosti u aktivnom mulRseudomonas Bacillus bili su

domi nantni u aktivnom mulju urelaja za proli
potpunost. razgradil. 140@B4].mg/ L tiocijanat a
Uvij et okoliga znal ajno ut | el yll6hpmokazalisudak ov i t ¢

povel ampenpH8sznal ajno poboljgava biorazgrac
dok daljnje povelanje pH na 9 smanjuje ulin
temperature i koncentracije otoplijenog kisikd @ mg/ L) t ak@Bler j e kIl j ul
Nema dostupnih dokaza o biorazgradigcijanatagljivamal[4]. Tablica 8 prikazuje pregled

i stragivanja biorazgradnje tiocijanata.

Tablica 8 Pri kaz wulinkovitost ibakiérijamar aPgr achefj ei t ulkk

pol etnu koncenbpr amgi/jLu ,t ipoocsitjoa maut Xub)ivrjgme vi t o s |

potrebno zarazgradnjty ( h ) i temperaturuT,pChovolLenja eksp
2 X t pH T
mikroorganizam literatura
mg/L % h - °C
Acremonium strictum 7400 100 85 6 25 [114]
aktivni mulj(Pseudomonas, Bacillus 1400 100 144 7,2 25 [34]
aktivni mulj (26 %Thiobacillug 110 100 120 7 25 [113]
L, aktivi mulj (26 %Thiobacillug 360 19 120 7 25 [113]
= aktivni mulj (26 %Thiobacillug 610 13 120 7 25 [113]
E aktivni mulj (20 %Thiobacillus) 1818 99,96 46 6-7 25 [31]
S  Burkholderiasp. 500 100 70 7,7 32 [117]
Chryseobacteriumsp. 500 100 120 7,7 32 [117]
Klebsiella pneumonig&Ralstoniasp. 2500 100 120 6 37 [118]
Ralstoniasp. 500 100 80 7,7 32 [117]
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2.104.1. Karbonilni put razgradnje tiocijanata

Karbonilni put razgradnje tiocijanata (CAS) odvija se pod utjecajem tiocijanat hidrolaze u dva

kor aka. Prvi korak je hidrolitilko cijepanje
Drugi korak je razbijanje vezSuuglkoueitksidiugl!l j i }
sumporovodik, koji se dalje oksidira u sulfaj.

2.104.2. Cijanatni put razgradnje tiocijanata

U cijanatnom putu razgradnje tiocijanata (CN
Shidrolizira se u cijanat pomoiu tiocijanat

[ ugljikov dioksid pomoliu cijanaz[4].Sliksil fi dni
shematskprikazujeme t a be@utele Fakgradnje tiocijanata

TIOCIJANAT
N=C-S

r— CNO CAS j

hidroliticko
cijepanje hidroliticko
=5 - .
cijepanje
....................... > ||+ CEN
cijanat
C=N-0
karbonil
sulfid
Coz Grrnremmre s s ansas e O:C:S

razbijanje C=5

sumporovodik

Slika 11 Mehanizani razgradnje tiocijanata
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2.104.3. Anaerobna razgradnja tiocijanata

Primijelena je i anaerobna razgradnja tioci)]j
objasniti ni gim prinosom metabolil ke energi|j
su slabiji od kisika. Buduliazamojpodrgana k&
oksidaciju tiocijanata u odsutnost. kisi ka |

nitratom. Anaerobna razgradnja uglavnom nije detektirana u industrijskim sus{@@jna
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperi mental ni di o ovog istragivanja osmi
potencijala biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata kao relevantnih industrijskih
onel i gl upfprojfdzi s v anigs piamagma je toksi|lnmast poj
cijanida i tiocijanat na pettestnihorganizama: bakterijamaliivibrio fischerii Pseudomonas

putida, mikroalgi Chlorella sp., vodeno] e lleinna minotte siemenkama lukallium cepa
Procjeneekad ok si | nost i b i n afenola, bijanida ittiecijamaganovederiia jes mj e s ¢
na organizmuAliivibrio fischeri, s ciiemanal i ze moguli i h interakci ]
komponenata smjese Na temel ju dobivenih rezultata r
procjenu t okWdrgojfazitst rsanjievsaanj a i spitana j e s
smjesdenola, cijanida i tiocijanathakterijomPseudomonas putidanikroalgomChlorella sp.

[ mjegovitom Kkulturom bakterije I mi kroal g
biorazgradnje, ispitanisw | i n erijednpsi opti | ke gust ol esmjesepol| et
na ul i nkovi t agavnorm pokusudbiprgzgraddjeprirmjenom mikro&idorella

sp. Glavni pokus biorazgradngrovederje prenmafull factorial dizajnu,asoftverskalatDesign

Expert primijenjen jezaoptimizaciu procesa.

3.1. Fenol, cijanid i tiocijanat

Temeljnaotopina fenola pripremljena je otapanjem 1 g fenola (99,5 %, p.a., $giriah,

SAD) u 1 L destilirane vode t e Temelnaatopimj e pr i
cijanida pripremljena je otapanjem 2,5027 ¢
Al dri c h, SAD) u 1 L destilirane vodemelhae su i
otopina tiocijanata pripremljena je otapanjem 1,6732 g kalijeva tiocijanata (KSCN) (99,0 %,

p.a., VWRChemicals Belgija) u 1 L destilirane vode tei$z nje pripremljena sva daljnja
razrjéBengfavane koncentracije fenola,acijani
Pseudomonas putid&hlorellasp.,Lemna minoi Allium cepaiznosile su 0,01 mmol/L, OQL

mmol/L, 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L, 0,75 mmol/L i@ mmol/L. Za testovet ok sid nost i

Aliivibrio fischeri, s er i j e r azr j el e mjetadi.Binarned tereanma smgeses U S U

fenol a, cijanida i tiocijanata pripremljenete
omjerimaUsvthus pi ti vanja zajednil|l kog toksilnog dj e
da wukupna koncentracija toksilnih tvari u
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pripremljene su u molarnim omjerima 25:75, 50:50 i 75:25, dok su ternarne smjese pripremljene
u omjerima 25:25:50, 25:50:25, 50:25:25 i 33,3:33,3:33a8potrebe pokusa biorazgradnje,
smjese fenola, cijanida i ti oci pngeseltpompr i pr e
preliminarnom pokusu koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata iznosila je 1 mmol/L,

dok je u drugom preliminarnom pokusu koncentracija smjese smanjena na 0,1 mmol/L. U
glavnom pokusu biorazgradnje koncentracije smigsesile su 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L i

0,75 mmol/L.Ra d i proi

biorazgradnje Slika 12 prikazuje i spitivane

preglednog kaza eksperiment al

sve kombinacije p

ternarnih smjesa fenol a, cijanida i tioci |

komponenti.Tablica 9 prikazuje fzikalno-kemijska svojstvdenola, cijanida i tiocijanata.

pojedinacni testovi toksi¢nosti

Pseudomonas putida 0,01 mmol/L 0,10 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L
Chlorella sp. 0,01 mmal/L 0,10 mmal/L 0,25 mmol/L 0,50 mmal/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L
Lemna minor 0,01 mmol/L 0,10 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L
Allium cepa 0,01 mmol/L 0,10 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L

Aliivibrio fischeri geometrijski ili linearni niz razrjedenja sukladno 1SO 11348-3:2007 standardu
testovi toksi€nosti smjesa
binarne smjese ternarne smjese
fenaol:cijanid fenol:itiocijanat  cijanid:tiocijanat fenol:cijanid:tiocijanat
25:75 50:50 7525 25:25:50 25:50:25 50:25:25 33:33:33
koncentracija koncentracija
smjese smjese
1 mmol/L 1 mmaol/L
testovi biorazgradnje

prvi preliminarni pokus drugi preliminarni pokus glavni pokus

fenol:cljanid:tiocijanat fenol:cijanid:tiocijanat

fenol:cijanid:tiocljanat

333333 33:33:33 33:33:33

1 mmaol/L 0,1 mmol/L 0,25 mmol/L
0,50 mmal/L
0,75 mmol/L

Slika 12 Shema eksperimentalnog dizajna s prikazom ispitivanih koncentracija i omjera fenola,

cijanida i tiocijanata u testovima toksilnos
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Tablica 9 Fizikalno-kemijska svojstva fenola, cijanida i tiocijanata

svojstvo fenol cijanid tiocijanat
molekulska formula CeHsOH KCN KSCN
strukturna formula .
.
K + ,’N
c< | K+ c%%
: - e
rd

piktogrami opasnosti

NACA

NACAUR 2O

ODL®

molarna masa 94,11g/mol 65,116g/mol 97,18g/mol
pKa (25 °C) 9,99 9,20 5,40
temperatur a 182 °C 1625 °C 500 °C
temperatur a 40,9 °C 634 °C 173 °C
topivost u vodi (25 °C) 82,8 mg/mL 716 mg/mL 1770 mg/mL
topivost u etanolu (25 °C) 400 mg/mL 50 mg/mL 280 mg/mL
tlak pare 0,35 mm Hg 0,35 mm Hg <0,75 mm Hg
gustol a 1,07 g/lcm 1,52 g/cm 1,9 g/cm

izgled (25 °C)

kristalna krutina

kristalna krutina

kristalna krutina

boja bijela bijela bijela
stabilnost u vodi relativna velika relativna
svjetlost osjetljiv izrazito stabilan stabilan
sorpcija na niska niska niska do umjerena
biorazgradivost umjerena umjerena umjerena
literatura [119] [120] [121]



32. Primijenjeni testovi toksil|l nost.i

Provedeno je pet razl il ipi dcitjesrniolvaenddpdktsad H s
cijanida i tiocijanata:

1) test inhibicijeluminiscencijes morskom bakterijorAliivibrio fischeri,

2) test inhibicije rasta s bakterijoRseudomonas putigda

3) test inhibicije rasta s mikroalgo@hlorellasp,

4t est inhibicijelemasminai s vodenom | el om

5) test klijavosti sAllium cepa
Za procjenu ekotoksil|l nosti smjesa fenol a, C i

luminiscencije s morskom bakterijoadiivibrio fischeri. Slika 13 prikazuje testne organizme

Aliivibrio fischeri Allium cepa Lemna minor

Pseudomonas putida

Slika 13 Fotografije testnih organizama
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3.2.1. Testinhibicije luminiscencije s morskom bakterijom Aliivibrio fischeri

Eksperi mental ni postupak za procj estancijgso k si | n
morskom bakterijomAliivibrio fischeripr oveden j e u skl atllB48s o0dgc
3:2007 standardon{38]. Ovaj test temelji se na mjereniphibicije luminiscencije bakterg

nakon izl aganja ispitivanoj tvari, gto omogu
Uzgoj kulture

Za kultivaciju bakterije pripremljeTadicaj e | vr
100 u dei oni zi r an opodiogaaatubri, zalyigakese do vigrijaoradi potpune
homogenizacijge steriliziraautoklaviranjem tijekom 15 minutél21 °C,1 atn). Sterilna

smjesa raspodijeljena je u Petrijeve zdjelice i ostavljena da se skBakierijska kultura
uzgajana je na ohlalLenim hranjivim podlogar

temperaturi od 20 °C.

Tablical0Sastav | vrste hranj i Alibripfischerioge za uzgoj

komponenta masa [g/L]

NacCl 30,0
glicerol 10,0
CacCo 5,0
pepton 5,0
ekstrakt kvasca 3,0
agar 15,0

Priprema bakterijske suspenzije

Za pripremubakterijske suspenzijezajeprovd e k@ 0z povr gi nu svjege b
uzgojene na | vr sut odjulhrianj iovdo3 x rpirobdl|l ioggraouj B ¢@m e
epruvetudo 2/3 napunjenu otopinom za resuspenz{iopina za resuspenzipripremljenge

otapanjem komponentréblicall)u dei oni zi ranoj vodi . Nakon p
otopineza resuspenzijp o d ejgna 68 do 7,2 dodatkom 1 Motopimaa t r i ] eNa®H | ugi ne
ikl orovodi HBle ki seline (
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Tablica 11 Sastav otopine za resuspenziju kultéhévibrio fischeri

komponenta masa [g/L]

NacCl 20,049
KH PO 0,2¢g
CacCl 0,5¢9
Mg S O 0,29
glukoza 10,0 g
rafinoza 100¢
Provedbatestat ok si | nost i
Test toksil|l nost. pr oweadsepno rjeel en i gt auk lterni np akriav

koje su sadrgavale bakterijsku ispivanewarizi j u i
Toksil nost je ispitivana u serijama razrjele
nizu. Slika 14 prikazuje protokot e st a t Akivébriolfistlees. t i s

Prije poletka mjerenja bilo je potrebno prov
(tzv. screening. Ako izmjerena vrijednost iznosi manje od 1000 relativnih svjetlosnih jedinica
(RLU), suspenzija se smatra nedovoljno aktivnom i potrebno ju je koncentrirati. Nakon toga,

bakterijska suspenzija aktivirana je u luminotermostatu (LUMIStherm, Hach Land®), SA

tijekom 30 minuta na temperaturi od 15 AC.
Linearni nizr azr j edens i se kada ¢gelimo ispitati
povelavaju za isti iznos, pri mj 8likdld)doddano mg/ L,

je 2/3 ukupnog volumena 2 % NacCl, a u kivetu A10 jednak volumen uzorka. U preostale kivete

nizaA(A2iA9) dodano je po 1,5 mL 2 % NacCl. Ni z
nalin: i1z kivete A10 prenosi se 1,5 mL u A9,
u A7, homogenizira, potom u A5, i koA&| no wu
zatim u A6, pa u A4 | na kraju u A2, pri | e

Na kraju, u sve kivete nizova B i C dodaje se po 0,5 mL bakterijskog inokuluma.

Geometrijski nizr a z r | leorist se kaala se koncentracije smanjuju geometrijski, odnosno
vigestruki m r azr [Slikdld) dgdaoe 2/3Wwkubniog/velimenal % N&CI,

a u Al10 jednak volumen uzorka. U sve preostale kivetei (A2) dodano je po 1,5 mL 2 %

NaCl. Zatim se 1,5 mL iz A10 prenosi u A9, s

redom sve do Al. U svaku kivetu nizova B i C dodaje se po 0,5 mL bakterijskog inokuluma.
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3

1 2 screening LU vrijednosti

suspenzije
S @»

uzgoj bakterije na
hranjivoj podlozi

resuspendidiranje

linearni niz razrjedenja:

2 3 4 5 ] 7 8 g 10
1.5 mL

1,5 m

1.5 mi|

S5

geometrijski niz razrjedenja:
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

& m
'YX 2222332324 )

.5

m
- 0000000000
‘9000000000

6
E
| =]

B [
termostatiranje na 15 °C mierenie
30 min J=rE
Slika 14 Protokolt e st a t cAkivebriolfistlees t i s
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Kvantifikacija toksilnog ulinka

Luminiscenci ja testne suspenzije mjerena.je na
Mjerenja su provedena luminometrqiriJMIStox 300, Hach Lange, SADpri valnoj duljini
od480nminhi bi cija | umiifeipseenaci @& niadgdliurfat a

00 0O— pTH (20

gdje je
- LUMo luminiscencijaizmj er ena na pol etku testa, a

- LUMzsoluminiscencijgzmj er ena nak on 3 PBaktenje ispitivanojtvad | o g e n-

Krajnji rezul t atECti &€ tvigjednosti,rkajej lenminomet@r aktanatski

generira po zavrgetku mjerenja.

3.2.2. Test inhibicije rasta s bakterijom Pseudomonas putida

Test inhibicije rasta s bakterijoRseudomonas putidaoveden je u skladu s ISID7121995

standardon3]uz dvi je modifi kacije. Prvo, bakteri]j
rekultivirana u mineralom medijupr e ma uput ama, al i j e glukozsea
medi ja jer njezina prisutnost moge potencija
tvari. Dr ug o, vrijeme izl agamjuadupi odlwagenrig ej e rn ani

ulinak pri standardnlm vremenu izl aganja od
Uzgoj kulture

Kao podloga za uzgoj bakterifgsseudomonas putidia o r i jg hramnjivi agar, pripremljen
vaganjem komercijalnog hranjivog bujona pren
agara (Agar Technical). Sastojci su otopljeni u deioniziranoj vodi te ostavljeni 15 min da
bubrenjem formiraju lganewspentija zmgnjpvara we vrenja k o n
Podloga je sterilizirana u autoklaviijekom 15 minuta (121 °C, 1 atmypterilna smjesa
raspodijeljena je u Petrijeve zdjelice i ostavljena da se skidgkéerijska kultura uzgajana je

na ohlalLenim hranjivim podl o84ahmpatemperdweiod i | eV i
37 AC.
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Priprema bakterijske suspenzije

Rekultivacija je provedena tako da je manj a
| vrstoj hranji voj podltoizji e kpa Bhm&eretacijskoj tresiliomi ner a
pri 150 o/min i sobnoj temperaturMineralni medij pripremljen je u odmjernoj tikvici
otapanjem sastojak@lablica 12) u deioniziranoj vodi pH vrijednost mineralnog medija
podegena pj e olhM otopinadNaOH i HCL Prije upotrebemineralni medij je

podvrgnut sterilizacijiu autoklavu(121 °G1 atm). Opt i | ka gust ol a bakter
mj erena j e pomo (DR24pHashtange ISAD) orindanojdwjini od 436

nm.

Tablica 12 Sastav mineralnog medija

kompone masa/ |1

KH PO 0,50
K HPO 0,50
CacCl 0,10
Na Cl 0,20
Mg SO I 0,50
Mn SO I 0,01
FeSO I 0,01
NH NO 1,00
Provedba testa toksilnosti

Eksperimenti su provedeni u sterilnim Erleeyre r ovi m t i kvi cama koj e
bakterijsku suspenziju, mineralni medigpitivanu tvar Osim toga, pripremljeni sukontrolni

uzorci s i1 stim sast dablical@pr i Rhzupezpolbasnének
uvij et e t es tRseudomias putidaSlikatlbp rsiak azuj e pr ot okol t

saPseudomonas putida

Tablical3Ek sper i ment al ni taPgewdomonas mutsda a t oksi | nost

parametiémjerna j vrijec

optil ka - 0, 20
CFU st/ mL 1,x1 9
p H - 7,6
2 4O mg/ L 7,7
t h 72
smjerni - | SO 1¢C
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0
rekultivacija u mineralnom med@ &

uzgoj bakterije na branjivo) podlozi

KONTROLA spektrofotometrijsko mjerenje opticke

gustode bokterijske suspenzije 100 pL TmL 1mL
bakterijsko suspenzijo
rmineralni medij
FENOL
9.9 mL 0,9 % Nadl 9 mb 0,9 % MNall
i TmL i

0,01 mmol/L 010 mmol/L 025 mmoal/L 050 mmol/L 0,75 mmal/L 1,00 mmol/L

AALAAA =

0,01 mmol/L 010 mmol/L 025 mmol/L 050 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmal/L
TIOCIJANAT

YYY YY)

0,01 mmel/L 010 mmel/L 025 mmol/L 050 mmel/L 0,75 mmal/L 1,00 mmal/L

=
brojanje kolonija

Slika 15Protokolt e st a t oRssuddmanassptitida s a

Kvantifikacija toksilnog ulinka

Tijekom pokusa, nakon 24, 48 i 72 h izl agan
svim uzorci ma. Broj gi vi h olorg lorming unifsz r agjteon |
predstavlja broj stanica u uzorku koje su sposobne formirati vidljive kolonije na hranjivoj
podl ozi . Pralenjem dinami ke rasta u kontrol:
stupanj inhibicije rasta bakterija pod utjecajem ispitivane tZaxipotrebe brojanja CFU, iz

svakog uzorka pripremljena su serijska decimalnaedzre nj a kori gtenj em st
otopine (0,9 % NacCl), |l ija je funkcija bil e

razrjelivanja. Fiziologka otopina sterilizir

Nakon 24 h inkubacije, pripremljena su razr
(10 ) dobiveno je dodavanjem 100 OL homoge
fiziologke otopine. 1z tog razrj@Lear d&,i z1i @A o

otopine kako bi se dobilo razrjelLenje 10
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dodatkom 1 mL prethodnog razrjelenja u 9 mL

po 1 mL suspenzije preneseno je u sterilne
hranjiva podloga. Sadrgaj | e prumlaiajnangema Kkr u(g
raspodjela stanica. Nakon olvrgiivanja hranj
Br oj kol onija zabiljegen je nakon inkubacij e

trajanja pokusaDobivene vrijednostis | uguz ei zralun CFU Z & ma | e
rezultati su daljeipotrijebljeniza kvantifikaciju inhibicije rasta.
a0l ORI YDAEE £ Q.

oY

— i Qu@di QQQN& i
DEAOOQRET QO an ‘

8 (22)

Iz poznatih CFUvrijednostj stupanj inhibicije bakterijskog rastaa | upa esna j ednad g
22, a i zralunat:i p oza tagnjuardcjenutnohki sbii lcni g ge  uwslliungki ao.

.. 0 oY 6 "OY (22)
Ouv O 50y p T

gdjeje
- CFUsiijepa probab 1 0 ] kol onija bakterija u kontrolr
Ispitivanoj tvari,a

- CFUuzorakb r 0 j kol onija bakterija u wuzorci ma s

toksilne tvar.i
Za dodatnu interpretaciju rezultata, i zral ur
odrelLene su interpolacijom lineariziranih e
il zralunati h postotaka inhibivarii je za razlilit
U svrhu l|Iinearnog prikaza podat ka i odreli ve

prema j @3 nadgbi

‘00 0O (23
p mmn'0Ob O

Logaritamska vrijednost faktora o9 (I n 2) [
i spitivane tvari (ln c¢c), gto omoguli-adgoer pr i mj

temel ji se na funkcion&4dnoj ovisnost.i prema
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ToiE (29

gdje je

- anagib pravca, a

- bpresjek s ordinatom, odnosnov j ednost | n o2 kada je I n c
Ov aj pristup omogul u jvéednostiinterpblacioa ujutar déb®ene i E
regresijske jednadgbe. Buduli da In 9 iznosi
za koju I n 92 = 0 odgovara EC (0Oka@abdgerktoradagitieir

procjenu EC

3.2.3. Test inhibicije rasta s mikroalgomChlorella sp.

Test inhibicije rasta s mikroalgoi@hlorella sp. proveden je u skladu s OECGD12011
smjernicamdb2]. Ovaj testtemeljisemaj er enj u i nhi bicije rasta mi

toksilnoj tvari tijekom definiranog vremensk
Uzgoj kulture

Mikroalga Chlorella sp. uzgajana je tijekom 10 dana u bazalnom med#gbl{ca 14) , I T T
sastav osiguravao odgovarajule uvjete za ras
pipetiranjem 10 mL koncentrirane otopine u 5
pH (8,151) i steriliziran autoklaviranjem (121 °C, 20 mibkgoj se provodio u sterilnim
Erlenmeyerovim tikvicama uz kontinuiranu aeraciju sterilnim zrakom. , pri izmjeni svjetlosnih

uvjeta 16 h svjetlosti i 8 h tame, u temperaturno kontroliranom prostoru. Zrak je u sustav
upuhivan preko sterilnog filtei@eliaDiscTM, AhlstromMunksj6, Finskap porama promjera

0,45 pm. Rast kulture pratio spektrofotometrijskim mjerenjenpot ed Wk sesuspenzije na

670 nm (DR/2400, Hach Lange, SAP)r i j e pol et ka eksperi menta, |
j e razrjiellnivha nbaa zsatlenri m medi jem kako bi se pos

stanica.
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Tablica 14 Sastav bazalnog medija

komponer masa [

N HC | 15
Mg GI 6 KO 12
Cac€ll2 KO 18
Mg S.® 7 HO 15
K HP @ 1,6
Fedl6 O 0,08
NaE DTRA2 HO 0,1
HsB Q 0,185
Mn Gl 4 KO 0,415
Zngl 3116
Coegll 6 HO 1,151 6
Cuegll2 HO 1116
NaMo @ 2 HO 7118
NaHGO 50
Provedba testa toksil|lnost.i
Test toksilnosti proveden | eutrajanjg od&2 hSvakai m Er |

tikvica sadrgavala |je pripremljenu mi kr oal ¢
i spitivane tvari, dok su kontrolni wuzorci sa
tvari. Tikvicesu tijekom pokusa kontinuirano mijega
sprijelila sedimentacija s (lTablcalSprikatuep olse gmue a l
eksperi ment al ne u\Chladllaesp,ta8likat 18 prikanuje protdkal testd i S

t ok si IChloellasp. s

TablicalSEk sper i ment al ni uGhijorellagp. t est a toksi | nost
parametar mjerna |j vrijec
optil ka gt - 0Q 2
CFU st/ mL 3,169
pH - 8, 2
2(02) mg/ L 7,9
t h 72
smjernica - OECD 2
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vzgoj mikroalge u bazalnom mediju spektrofotometrijsko mjerenje
. opticke gustoce suspenzije
Eﬂz 24 °C e

olc 16/8

(O 10d -

KONTROLA

suspenzijo mikroalge
bazalni medj

FENOL

' YYYYY

0,01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmoel/L 050 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L
CIJANID

'YYYY Y

0.01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmaol/L
TIOCIJANAT

YYYYY

0.01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmaol/L

brojanje kolon'uja

Slikal6Pr ot okol t e €hloeellasppk si | nosti s
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Kvantifikacija toksilnog ulinka

Ul inci izl ogenosti toksil noj t var ikolopjmal eni
mi kroal gi , Koj i je izragen kao CFU vrijedno
steriinom Pasteurovom pipetom iz uzoraka uzimale dvije kapi dobro homogenizirane
suspenzije koje su se nanosile na predmetnicu i prekrivale pokrovnBmp kolonija
odrelivan je pomol u o p tx50]Olymmus OpticklrlapanksoThoma ( Ol y
komoromp r i ukupnom pgrveUkamnpan obdr 0400§i vi h stanic
jednazB)gbi (

a ¢ L‘)p Q@ pT 25

gdje je
- mukupan broj prebrojanikolonija,
- nfaktor razrjelLenja,

- 16 ukupan broj velikin kvadrata na predmetnéi,

- Kbroj kvadrata unutar kojih je izvrgeno b
Mj erenja su provedena 24 h, 48 h i 72 h nak
stanica tijekom vremena izral una3d).Naemgjo st ot a

dobivenih wvrijednostiesu&€t ot kva EiCrhlinmisd ii j e&,a 0

opisano u poglavlj3.2.2.

324.Testi nhi bicije rastemnammodenom | el om

Test inhibicije rasta proveden je prema OEEPL2006 smjernicamg56] i temelji se na
pralenju stope rasta, dul ji ne k otLampaenmnar, sint

tijekom izlaganja ispitivanim tvarima.
Uzgoj kulture

Prije pol etzkravebille semaa minoddasrche d o uzgajane su najmanjé a
sedam dana u Steinbergovu medijablica 16) uzr e i m os v j bgvjetlosinBha od 1

tame.
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Tablica 16 Sastav Steinbergova medija

komponen masa [
makroel ement

KNO 350, 0

Ca(NOD4MW O 295, 0

KH PO 90, 0

K HPO 12, 6(

MgSO7H O 100, 0

mi kroel ement

H BO 120, 0

ZnSD7H O 180, 0

Na MéB®H O 44, 0C

MnCI4H O 180, 0

Fedl6H O 760, 0

EDTA 1500,
Provedba testa toksilnosti
Eksperimenti su provedeni u staklenim | agama
tvar i d_enma rhinok prethiodnd wklonjenim korijenjem. Paralelno su postavljene

kontrolne | age s Stginbagovariedija alibez|doedatla ispitivane tvari.
Test je trajao sedam dana pri uvjetima prikazaniiablica 17. Slika 17 prikazuje protokol
testa tdémanmmosti s

Tablical7TEk sper i ment al ni ubemmatninort est a toksi | nost
parametar mjerna | vrijec
T - 24+2
svjetlost/ h/ h 16/ 8
t d 7
smjernica - OECD 2
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KOMTROLMA CASA
{bez toksi¢ne tvari)

Yy

listici
Steinbergov medij

0.01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmal/L 1,00 mmol/L

ClJANID

001 mmal/L 010 mmal/L 0,25 mmoal/L 0,50 mmal/L 0,75 mmal/L 1,00 mmal/L

TICCIJAMAT

-

T -~ ]"‘___ _i ]'r_. — ]“__. I e —-

0.0 mmol/L 010 mmol/L 025 mmol/L 050 mmol/L 075 mmal/L 1,00 mmol/L

EKSPERIMEMTALMI UVIETI
ﬁ:: :: broj listida

E 24°C L
IPEIEIE  dufing korijena
ﬂ|{.-16,.f"8h

D 74 J*. sadr2aj klorofila

Slikal7Pr ot okol t ekemaaminork si | nost
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Kvantifikacija toksilnog ulinka

Po zavwre@ena iklaganjat vr Len ijsg iddrappeci filna stopa |

prema |j@)nadghbi

A I O (26)

0
gdje je
- egspeci fil nleemmammgd],ir ast a
- I n(pNi)rodni |l ogaritam broja listila na kr:
- I n(ANri)rodni | ogaritam broja |listila na po
- tvri jeme izlaganja izrageno u dani ma.

Dobi vene vrij ednosupdtrijedignesaii fzial n e rsatl aame i rned tha
j edna2dghbi (

"O(S"OA A A p T (27)
gdje je
- MsljepaprobaS peci fi |l na stopa r[dha u kontrol nom
- MuzoakS peci filna stopa rastd].iu uzorku s ispi
Na temelju tako dobivenih vrijednost:i i nhi bi

opisanaou poglavlju3.2.2.

Osim broja listila, kao dodatni bi ometrijski
odrelena mjerenjem deset nasumi |l no odabranit
papir a, pr ema me tf1@3]. Uz t& &dol|pdkizatelj@unkcionanagr stanja
fotosintetskog aparat a, oKd roerloefni ljie vs @dmhg abji |
mahovi na I z e | elorbfiha kaol giavni, pigmektl kjorofil ik aao pomol ni
pigment. Ovi klorofili sastavnsu dijelovi fotosintetskin membrana i pojavljuju se u omjeru
(a/b) koji se obilno kreie izmelLu 3 i 12,
modi ficirat. t aj omj er . Na pri mjkbomfjlaabb | j ke
i zme, L2y i3 4, dok biljke koje rastu u sjeni p o k
odragavaubadagpatkaacijfa svjetlosne wuvjete i mo g
fotosintetskog aparataSadr § a | kl orofil a u uzorci ma bi

spektrofotometrijski prema metodi Lichtenthal§ta3]. Sv j e ¢ i biljni mater i j e
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je u mraku u prisutnost. etanol a, Andzagn | ega
podrazumijevala mjerenje apsorbancije supernatanta na valnim duljinama 664l|@rofii a)
i 648,6 nm (Kklorofil b) spektrofotometsm (DR/240Q Hach Lange SAD) Koncentracije

klorofilaaiklorofilabi zr agene u mg/ L izral 28n@%:e su pr eme
O pwe 6 5 uvpbwd f (29)
6@® ¢Rod  Wpgd (29

gdje je

- Chlas a d Klgydilp a,
- Chlbs a d klayddilp b,
- Ases,2vrijednost apsorbancije izmjerene pri 664,2 nm te

- AessgeVrijednost apsorbancije izmjerene pri 648,6 nm.

Ukupan sadr gaj k1l or odoioflamaihknhfgbhvaijse& fadr ga]
izragena |je kao postotak smanjenja u odnosu
jedna3ldgbi (

‘00 'O o o p T (30)
0"
gdjeje
- Chlsijepaprobas a d r g a j kl orofillaa u kontrolnom uzor k
- Chhzoaks adr gaj klorofila .u uzorku s toksilnol

3.2.5. Testklijavosti sAllium cepa

Procjena fi Allumoekapr bmosdii anae pomolu testa ki
208:2006 mjernicamd56].

Karakteristike kulture

U testuklijavosti upotrijebljenes u s j e me n k e Alliorb ¢epamppgdnilka ypdraalice
Amaryllidaceae Primijenjena je komercijalna sorta Stuttgarter Riesen, proizvedena od strane
talijanske tvrtke L'ortolano, a distribuira
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korigteni h sjemenki oznalena je brojem QBOG6
tijekom 2021i 2022. godine.

Analiza tla

Radi utvrlLivanja udjela vlage, suhe tvar.i i
analiza na dva uzorka tlelzorci su najprijgzvagani pas u greahos AC kako Db s e
vigak vode nakon | ega su ponovno Vv argmani ra

j ednad3lpBxa (

0 00 p T (31

O &0V Wi Wik 0 00 (32

gdjeje
- Meuwpstrata)vtmaftlapr i j e,asugenj a

- Mewpstrastmasaitan ak on sugenja na 105 AC

Os u g enidodatzoset @er mi | kjus poablrjailvanj em u digestoru
550 AC kako bi se odredio udio hlapive tvar

vaganje, adobivenemasd ugul 2a i zralune udjel a3 api ve t

4

[ oRi 61 Gadon Qs

a
O @& N VL Wi © T 33
d atontonwowp (33
gdjeje
- Meupsrastmasatlan ak on sugenja na 105 AC, a
- Mpepeomasmtla dobivemn ak on ¢garenja u pelii pri 550 ecC.
Za odrelivanje pH vrijednosti, el ektrilne

pripremljen je eluat suspediranjem 10 g tla u 100 mL destilirane vode. Svojstva poput udjela

organske tvari, ukupnog dugi ka | volngleaat ICa
(Zagrebal ki Hol ding d.o. o., Podrugnica Zrin
Agronomskog f akul t e TablicaSl8prikazuje tezuldate analizetlZ.agr e b u .

64



Tablica 18 Fizikalno-kemijske karakteristike tlapotrijebljenogu t est u f i t ot oks i |

parametar mjerna jvrije

pH - 8,19
2(O) mg/ L 8, 18
9 eS/ cm 169
T AcC 20
w(vlage) % 61, 6
w(suhe tv % 38, 3
w( hl api ve % 41, 6
w(organsk % 58, 3
w( N) % 1,23, 5
C/' N omjer - 20/ 1
Provedba testa fitotoksil|lnost:

Prva faza eksperimentalnog postupka obuhval a
je pet ispunjeno tlom tretiranim razlilitim
kao negativna kontrola za usporedbu rezultata.

Slikal8pri kazuj e prot ok Aliumcepat a fi totoksil|lnost:i
U svaku posudu odvagano je po 600 g tIl a, nak
koncentracije toksilne tvari. Kontrolna posu
Vol umen dodane tekuline odabr aosigujale optimalkao b i
apsorpcija. Nakon dodavanja otopina, sadr gaj
mi jeganjem kako bi se postigla ravnomjerna
posudama temeljito homogenizirano, u svakoj su ndprav udubljenja za postavljanje
sjemenkiAllumcepa U svako je udubljenje pologena po
posudu ukupno dodano gest sjemenki. One su |

strane, kako bi se osigurala ravnomjerna prostorna raspodjela unutar posude. Nakon

postavlanja. sj emenke su prekrivene slojem tla, a
je temperatura odrgavana na 20 N 1 AC tij
odgovara optimalnimuvjetma za Kkl i j anj e i pol et ni rast | u
termometra. Osvjetljenje je osigurano aut oma
h svjetla i 8 h tame, | i me su si mulSiememkei UV ]

luka Allium cepaizlagale su se ispitivanim tvarima 21 daablica 19 prikazuje eksperimentalne

uvj ete test aAlidmcepat oksi | nosti s
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Tablical9Ek sper i ment al ni uv Allluincepa esta fitotoksi

parametar mjerna | vrijec

T AcC 2N0, 5
RH % 7 N2 5
i zmjena s h 16/ 8
intenzite eE / 2 350 N
t d 21

smjernica - OECD 2

SADRZAJ POSUDA:
KONTROLNA POSUDA
“ + > + (bez toksi¢éne tvari)
-
6 sjemenki toksicna
600 g tla luka tvar

FENOL

0,01 mmol/L 0,10 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L

CIJANID

0,01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L

MNOCIJANAT

0,01 mmol/L 010 mmol/L 0,25 mmol/L 0,50 mmol/L 0,75 mmol/L 1,00 mmol/L
EKSPERIMENTALNI UVJETL:

i 21°c W
» LY % d - B
G 75% @ oD B S & — brojivisina izdanaka
%
Q| 16/8 h \\9 masa svjezih i suhih izdanaka
e

X¥ 350 pE/m2/s ',
O > vizualna procjena ostecenja

Y 21d SO

Slika 18 Protokolt e st a f i sAlliunodemi | nost i
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Kvantifikacija toksilnog ulinka

Tijekom cijelog pokusa pratio se brlapu i Ve
vizual nu procjenu nicanj a, visinu i1zdanaka,
ulinaka na razlilitim dijelovima biljaka te

rezultati usporedili su se s onima iz kontrolne posude kakabtse r di o pot enci j al n
ulinak i spNa itveamesl jtuw abbriaj a ni knul i h sjemenki
prema j &84nadgbi (

Ouv O - p T (34)

gdje je
- DNslijepaprobaPp  0S|j el an br o] ni knuli h sjemenki u ke

- NuzorakPp r 0Sj el an br ojuispitivdhonuukzorkh. s j emen ki

Na temelju tako dobivenih vrijednost:i I nhi bi
opisanou poglavlju3.2.2.
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3.3. Test biorazgradnje

Ukupno je provedeno trpokusa biorazgradnje, dva preliminarna i jedan glaviiest
biorazgradnjgeo b u ha a il a
1) prvi preliminarni pokusza ispitivanjeu | i n k b harazgoadnie smjese fenola,
cijanida i tiocijanat&oncentracije 1 mmol/brimjenom bakterij@seudomonas putida
mikroalgeChlorellas p. te nji hovie mjegovite kulture
2) drugi preliminarni pokusza ispitivanjeu | i n k b hiorazgoadnfe smjese fenola,
cijanida i tiocijanatakoncentracije 0,1 mmol/lprimjenom bakterijePseudomonas
putida mikroalgeChlorellas p. te nji hovie mjegovite kult.
3) glavni pokus biorazgradnjkoji je proveden premdull factorial dizajnu s ciljem

odrelivanja optimalnih uvjeta biorazgradn

3.3.1. Priprema mikroorganizama

PripremaPseudomonas putidaChlorellas p . provedena je na jednak
opi sanim testovima toksilnosti, B.2.&iKBRAdu s
BakterijaAliivibrio fischeri, primijenjenaz a pr ocj enu ekotoksi |l nost.i

nakon pokusa biorazgradnje, pripremljena je prema protokolu navedenom u p&ydju

U preliminarnim pokusima, kao osnovni medij za uzgoj mikroorganizama te za pripremu

ot opi na o n e lupotgjebliepjeinhirieralni medigTaklica 12). U glavhom pokusu,

sastav mineralnog medija izmijenjen je u odnosu na preliminarpekuse zbog niske
ulinkovitost.i bi orazgradnje tiocijanat a, k o
koncentracija amonijaka i sulfata prisutnilpvobitnom sastavu mineralnogedija. S ciljem
povelanja ulinkovitost.i bi orazgradnje i i st
mikroalgi, odabran je modificirani mineralni medij s reduciranim koncentracijama potencijalno
inhibirajulih iona, temdl24]dablican2d prikazujeeastavt ur ni r

modificiranog mineralnog medija.
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Tablica 20 Sastav modificiranog mineralnog medija

komponel masa [

NH CI 15, 00
Mg Cl I 6 12,00
CacCl I 18,00
Mg S O T 7 15,00
KH PO 1,60
FecCl T 6 0,08
Na EDTA 1 0,10
H BO 0,185
Mn CI [ 0,415
ZnCl 3,10 |
CocCl I 6 1,I580 |
CucCl I 2 1710

Na Mo O I 7.,Jaao0 |
NaHCO 50,00

3.3.2. Preliminarni pokusi biorazgradnje

U preliminarnimpokusima biorazgradnjes pi t ana j e ulinkovitost bi
cijanida i tiocijanata primjenom tri razlil:@
1) bakterijske kulturé>’seudomonas putida
2) mikroalgeChlorellasp. te

3)nji hove mjegovite kulture.

Svaki pokus trajao j&4 dana, a eksperimentalni uvjeti odabrani su temeljem deditgrature

[88]. Obapreliminamap ok usa provedena s u-kgmgskim uvigtenat i | ni
(Tablica 21), uzjedinur azI|l i ku u pol et noj proro preliminatnona c i j i
pokusy koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata iznosila je hlfh, dok je u

drugom preliminarnonpokusu smanjena na 0,Imol/L. Smanjenje koncentracije rezultat je

sl abe ul bimlkaygirtaadsnt ie 2z apniod predinjiranmay pakisg ePkoolne t n a
vrijednosto p teiglulseoodir eLena je spektrofotometrijski
bakterijsku suspenziju, odnosno 670 nm za algalnu suspergpektrofotometr®R/2400

(Hach Lange, SAD) Ci | jane poletne vaimedmasbiakbielej s
10 stanica/ Mk i takmmkif oalmg u aupgtrgebljemjseejédoakii t e Kk
vol umeni bakterijske i algalne suspenzije r

organizama.
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Za svakipokuspostavljene su tri reaktorske jedinice:

- R1: smjesa oneli gl uj uiPsendonmonas putidai suspenzi
- R2: smjesa oneligliujulChhorellaspari i suspenzi
- R3: smjesa oneliglujulih tvari i suspenzi
omjeru 1:1.

Usporedno su postavljenkontrolni uzorci(SP1, SP2i SP3 bezsmjeseone | i gi u,j ul i h

kako bi se iskljulio ulinak abiotil kih fakto

mineralnom medijuPokusi su provedeni u Erlenmeyerovim tikvicama s radnim volumenom

od 100 mL.U sterilnim tikvicama pripremljena je smjesa fenola, cijanida i tiocijanata, nakon

| ega Jje dodana kultura. Tikvice su inkubiran
150 rpm.
Tablica 21 Po| et nii uvj et iorazgradme Fhaarr anmeht r p o kwkslaj u |
vrijednost, koncentraciju kisika,(mg/L), temperaturuT{ °C), elektrovodljivostg pS/cm) i
gustolu bakterijske populacije izragenu kao
Lrorak pH 2( O ) T ] log CFU
- [mgL] [°C] [uS/cm] -
prvi preliminarni pokus

SP1 7,12 7,80 25,00 3,79 6,28

SP2 7,11 7,11 25,00 3,53 5,81

SP3 7,12 7,12 25,00 3,35 6,07

R1 7,12 7,80 25,00 3,79 6,28

R2 7,11 7,11 25,00 3,53 5,81

R3 7,12 7,12 25,00 3,35 6,07

drugi preliminarni pokus

SP1 7,20 8,03 24,70 2,12 6,92

SP2 7,27 8,34 23,80 2,40 6,68

SP3 7,22 8,22 23,30 2,22 7,62

R1 7,20 8,03 24,70 2,12 6,92

R2 7,27 8,34 23,80 2,40 6,68

R3 7,22 8,22 23,30 2,22 7,62
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Uzorkovanje je provedeno swak4 h tijekom prva tri dana pokus&,nakon 7 i 14 dana. U
uzorcimasuodr el i vane CFU vimikijoadgdte koscentracgbotopljeneg i | e
kisika, fenola, cijanida i tiocijanataO d r e L i OF@ mrijjeénostPseudomonas putida
Chlorella sp. prethodnge opisam u poglavljima3.2.2.i3.23.U sl ul aj u mjegovit
kvantifikacija je provedena odvojeno za svaku kompondftm.n cent raci ja fenol :
tekulinskom kromatografijom v iPsrkinkEtmerdlgas | ot vor
dok su cijanid i tiocijanat kvant i Wayeal r ani
IC660Q Uzorci za analizu prethodno sufiltnta kr oz membr anski filter
Na pol et ku i na kraju pokusa dodavieremgepsiu zabi
vrijednosti, koncentracije otopljenog ki si k
provedeno je pomolu vigekanalnog urelaja WTV
upotrijebljenge elektroda WTW SenXi9 4 0, dok j e koncentracija o
pomoiu optil ke spcamder &M We F®OIOel®R2KBi | ne vodl jiv
WTW TetraCon 25. Mor f ol o g k emikrporrogmgj neinzea ma t akoler su
pokusa.Chlorellas p . mi kroskopirana je na natiwxnim pr
dok je za bakteriju izralen trajni prepar at
povel anj exaP oo dz alvyoRg8afiltlatusupodvr gnuti testu toksi
bakterijomAliivibrio fischeri.

Postotak biorazgradnje pejeaid)glki t{ar i izralu
wQe T waQl ﬁa—(%-&QpJnm (35

gdje je

- copol etna koncentracija tvari, a

- ¢ koncentracija nakon izlaganja mikroorganizmima tijekom vremena.

3.33. Glavni pokus biorazgradnje

Na temelju rezultata preliminarnih pokusa, za daljnje ispitivanje odabrana je mikroalga
Chlorellas p . , koja je pokazala najvelu sposobnos
tiocijanataEk s per i ment al ni postupak bio je jednak
trajanje pokusa u ovom sl ul pavpbinihh4. Kako bisse r ai e n
identificirali optimalni uvjeti za biorazgradnju smjese, glapokus biorazgradnje oblikovan je

premaFull Factorial dizajnus tri varijable ispitan@eatrirazine (3. Takav pri st up o mi
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sustavno i spitivavwjjabli, utkkjp®ecaj ajpbjoedhnaletiuidj e

odzivni parametaiKao varijable isp@nesu

- poletna koncentracija

i 0,75 mmol/L)

- opti | k asusgemzje nikioalgé,1, 0,5i 1,0
v (6]8iE nost

- poletna pH

s rfg,28msnel/Lf O¢Dmmonbl/a ,

medi j a

Tablica 22 prikazuje kombinacije razina pojedinih varijabli.

Tablica 22 Kombinacije triju varijabli na tri razine u glavhom pokusu biorazgradnje

tikvica C smjese optil ka pH
[mmol/L] [-] [-]

Tl 0,50 0,10 10
T2 0,25 0,10 6
T3 0,25 0,10 8
T4 0,75 0,10 10
T5 0,25 0,10 10
T6 0,50 0,10 6
T7 0,75 0,10 6
T8 0,50 0,10 8
T9 0,75 0,10 8
T10 0,25 0,50 10
T11 0,75 0,50 6
T12 0,25 0,50 8
T13 0,75 0,50 8
T14 0,50 0,50 8
T15 0,75 0,50 10
T16 0,50 0,50 10
T17 0,25 0,50 6
T18 0,50 0,50 6
T19 0,50 1,00 6
T20 0,25 1,00 6
T21 0,25 1,00 8
T22 0,50 1,00 10
T23 0,75 1,00 6
T24 0,75 1,00 10
T25 0,25 1,00 10
T26 0,50 1,00 8
T27 0,75 1,00 8
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Kao odziv éngl. responsg u opti mi zacijskom model u post

bi orazgradnje smjese toksilnihjedarddgbizi(agdge

o e L D5, Qf @ OF O
WQE 1T Wwo QA Ve Q— : p MM (36)

gdje je
- copol etna koncentracija tvari (fenol a F, C

¢ koncentracija tvarifenola F, cijanida CN, tiocijanata SChpkon sedam dana

eksperimenta
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41. Rezul tati testova toksi|l nost.i
Kako bi s e prud d ifereadencijaoidati todijanatd, provedena je serija testova
toksilnosti s razlilitim testnim organi zmi ma

4.1.1. Rezultati testat o k s i $Afilnobsia fischeri

Toksil nost fenol a, c i j Alivibrid discheri telstiram geiujn@awn at a z
koncentracija odl mmol/L dor azr j elLenja 1: 256, a rezultat
luminiscencije.Procijenjenesu i ECzo te ECso vrijednosti (Tablica 27). Slika 19 prikazuje

ovisnost inhibicije luminiscencije bakterijéliivibrio fischeri o koncentraciji ispitivane

toksilne tvar:i
100 X A A
90 A
80
70 X X
s 60 A
By
30 X
20 A
10 X
0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
¢ / mmol/L
tiocijanat X fenol Acijanid

Slika 19 Ovisnost inhibicije luminiscencije bakteridiivibrio fischerio koncentr aci j i

tvari

Fenol je pokazao jasan trend porasta inhibicije luminiscencije s porastom koncentracije. Pri
naj vi goj koncentracij.i od 1 mmol /L, fenol | €
dok je pri naj ni goj testirancaijijlkoncenrotsridci j7i
upul uj e na ferwla sahlivibrio fischeriikaji e kvisan o dozi.
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nhi
fenolom. Pri koncentraciji od 1 mmol/L, cijanid je potpuno inhibirao luminisce@§urs %).
Lak i proi
inhibiciju luminiscencijeod 32,47 %.Ovi rezultati ukazuju na izrazitu osjetljivost bakterije
s k|

Cijanid slijedis | i | an opokaaweaoat m@ | al e i bitorne

naj ni goj testiranoj koncentraciji

Aliivibrio fischerina c¢ci jani d, gto je u adu s poznat

kKoj i ukl juluje inhibidaizjgeu i erdiorka da [406dSkarna h n ©
obzirom na to da je rijel O mehanizmu koji
bakterije, fiziologko stanje stanice moge |

Spoju.

Tiocijanat j e b zaoAliivibréoj fisthen pdetri ispdikaseitvaa n Naj vi ¢ a

koncentracijaiocijanataod 1 mmol/L rezultirala je inhibicijortuminiscencieo d 37, 85 %,
je otprilike polovica inhibicije zabiljegene
Pri razrjelenju 1:4, tiocijanat je uzrokovao

4.1.2. Rezultatitestat o k s i $aRsewlamonas putida

| spi ti vanjfenola ajanidaii ltioti@mrsata provedeno je na bakterijskoj kulturi
Pseudomonas putidatrajanju od 72 lprir a z Imkdndertracijmmat o k s i | .iRezhltatit v a r i

su i zrageni k amcijnjenasu tECcta ECsavrijednostif{Tablica 27). p

Utjecaj fenola naPseudomonas putida

Slika 20 pri kazuj e rezultate t o Rseuddmomas fputidasf eno |l a
koncentracijskom rasponu od 0,01 do 1 mmol/L. Podaci su prikazani u obliku grafikona kao

ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.

9,00 9.00

log CFU / -

8,00

7,50

7,00

6,50

6,00

5,50

5,00

=0,01 mmol/L ¢ slijepa proba

24 48 72

75

log CFU /-

8,00
7.50
7.00
6.50
6,00

5,50 .
' =0,10 mmol/L ¢ slijepa proba
5,00
0 24 48 ko)

t/'h



9.00 9,00

* +
5 +
8,50 < N - 2 8,50 i s h 2
8.00 8,00
27s0 - 7.50
= E
& 7.00 U 7.00
o oh)
& ke
= 650 6.50
6.00 6.00
=0,50 mmol/L.  +slijepa proba
5.50 =0,25 mmol/l.  # slijepa proba 5,50
5,00 5.00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h tih
9,00 9,00
8,50 ¢ + 8,50 * .
50 L . - hd 04 : - -
8.00 8.00
750 750
2 5
12N
B 700 B 700
2 650 2 650
6.00 6,00
5,50 - ..
=0,75 mmol/LL  # slijepa proba 5,50 =1 mmol/L + slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/'h i/h

Slika 20 Promjene logaritamske CFU vrijednosti baktefjseudomonas putidéjekom

viemena pri izl ogenost.i razlilitim koncentra
P r o ma tsvaluj kontentraciju fenola kaodvojens ust a v , moge sea&veuol iti
ispitane koncentracijelijekom pna24h,f e n o | bl ago stimulira rast

velem broju kokoaojnii jsau us awnspyrachiaiantrolbne. Nakdn 48

h, broj kolonija i dalje rast@ri svim ispitivanim koncentracijama fenpla no u ovom s
nitif edan uzorak ne premaguje broj kolonija u Kk
kol onija porastaoU/smlpodath,idh 11,001 AU/ @lF. N
bio je wuwzorak s najnigom koncentracijom fen
porastao s 2,4 1 10 CFU/ mL na 4,3 1 10 CF U/
(1,00 mmol/L), kod kojegg e br o] kol onija porastao s 1,4 1
Nakon7hz abi |l jegen je pad broja kolonija i u kor
bez iznimke.

Na temel ju navedeni h rezul Pssudemonaopytasijede 2z ak |
kl asilnu krivulju mikrobnog rasta, koja uklj
njihovog odumiranja. Stres uzrokovan fenol om
uzorcimai z | o g e n iuma@nosti markanfrolu. To ukazuje na prisutnu, ali blagu inhibiciju
rastaOvo opaganj e moge sPseudomongs ipidptoisj edznnpanjku j

enzime za razgradnju ar omat s kiotréinsfarpaocijiffemolaa Kk o i
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[125]. Sposobnostvrsiavevisted a kor i sti f enol kao i1 zvor wugl
1970ih godina[126]g tpoot vr Luj e dvoznal nost fenola kao i
stresora za bakterijske stanidako Pseudomonas putidposjeduje sposobnost razgradnje

fenola, prisutnost fenola u ispitivanim koncentracijama ipak dovodi do umjerenog smanjenja
rasta u odnosu na kontrolu.

Slika 21 pri kazuj e ul i nak razl il itih koncentrac

Pseudomonas putida

100

©
=50
E 40
30
20
10
0

0 0.25 0.5 0.75 1

¢ / mmolL
24h 48 h 72h

Slika 21 Ovisnost inhibicije rast®seudomonas putidakoncentraciji fenola

l z it zralunate inhibicije rasta, temeljene na
kontrolnog uzorka, vidljivo je da fenol i ma
uzorak bez fenola dos!l j edn oalusporpdbils azorcinea o Vv e |

fenolom S porastom koncentracije f eastabakerijepovel

Primjetna je i izragdéoni pdnoshi bacbpa mabt hj E
Nakon 72h trend porasta inhibicije s viee n o m i koncentracijom vige
Zznalajno ne smanjuje. Odrelene wvarijaciije u

pogregkama p ndcjeplivargur k ovédnjpopganju kol onij a. N a j
zabi |l jege nhujumrkunsaljo®mmolil Zenolt6,97 %) gt o upul uj e na
ovisnost inhibicije rasta o koncentraciji fe
Prema Kewelohu i suf127] minimalna koncentracija fenola koja uzrokuje inhibiciju rasta

Pseudomonas putidaz n o s i pribligno 800 mg/L, gto je o:
u ovom istragivanju (1 mmol /L & 10@pommgt/ L) . C
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vrste Pseudomonas putidaa fenolk oj a se dj el omi |l no moge pri
membraneLipopolisaharidi, kao sastavni dio vanjske membrane Gragativnih bakterija,
djeluju kao difuzijska barijera 2Damtogaoge t c
Pseudomonas putidéjekom rastamo ge i z|l ul i vati i zvanstanilne
proteinakojdormiragjud i f uzni zagti [l27] ©Ovaoj tekoa ol omiljud e
Santoai sur.[128] u kojemu je pokazano ddseudomonas putid@agira nakemijski stres
fenola putem promjena u strukturi stanil ne
tvari, kao i aktivacijom sustava aktivhog izbacivafgdfluy), koji smanjuju intracelularnu
koncentraciju gtetnih mol ek gdu&seudéhomas puttdans k a ¢
KT2440 pokazala je da izlogenost fenolu izaz
proteina ukl jul enih u stani | ni met abiol i zanmn
pokretlivostg§t o dpdtvmbuj e sl ogenost adakprazgradnjg s k og
fenolanjenugan wuvjet za pregi v|pgomatmje daennogi saeyie g o v C
Pseudomonas putigeosjeduju genetski potencijal za biotransformaciju feola,me s e t i | el
dulje izlogenost.i dodat n ¢128% lmka Rjeudpmonasigutelg o vt
raspolage enzimskim sust g, mar ezzau | btiaottir aonvsd go r

upuluju na tdidéao ¢ipak gréviadava @b2ambeni odgovor bakterije.

Umj ereno, al i postojano smanjenje rasta u p
njegove razgradnje, sugerira da se bakterija
mehanizmima poput modifikaelj me mbr an e, i zlulivanja zagtitn
aktivno izbacivanje toksilnih molekul a. Ovi
stresnim uvjetima, ainpodr azumi jevaju nugno ulinkovitu
strane, bi otransformacija fenola vjerojatna
speci énzimani hi me se toksilni ulinak dodatno
Opageni rezultati potvrLuju da tolerancija b
fenol a, vel i o sl ogenom, vigeslojnom adapt

strategije na razini membrane, proteoma i metaboliAf8].
Utjecaj cijanida na Pseudomonas putida

Slika 22 pri kazuj e rezul tate t o kPseudomomas tputidaic i j ani
koncentracijskom rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmoRezultati su prikazani u obliku

grafikona, kao ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.
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9.00 9,00

8,50 wpm - 8,50 wpm .
-
8,00 2 S 8,00 -~ s
o750 750
£ B
& 7.00 & 7.0
oo oh
= 650 2 6,50
6.00 6,00
5,50 =0,0l mmol/L ¢ slijepa proba 5,50 =0,10 mmol/L ¢ slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/'h t/h
9,00 9.00
8,50 ufa " 8.50 pm .
8.00 = &~ rs 8.00 - . +
-— -—
t 7,50 750
2 2
& 7.0 & 7.00
bl Bl
£ 6,50 2 6.50
6,00 6.00
5,50 - 0,25 mmol/L * slijepa proba 5.50 - 0,50 mmol/L * slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t'h
9,00 9,00
8,50 g . 8.50 upa o
8,00 . + 8,00 . +
—-— —-— - —-— -— -—
o750 750
=] o]
jt & 7,00
B 7.00 &
2 650 g 650
6,00 6.00
5,50 =0,75 mmol/L ¢ slijepa proba 5,50 =1 mmol/L # slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h

Slika 22 Promjenelogaritamslke CFU vrijednosti bakterijePseudomonas putidéjekom

viemena prriazalzilloigteinmskdncentracijama cijanid

Rezultati testa t okPRseudomonastputidakiajzain iud a ana zb algte
ul i nak, Koj i se olituje smanjenjem broja ko
produl jenjem vremena izl ogenosti. Gto je kor
dulje, to je broj kolonija bio man;ji.iTj ekom prva 24 h zabiljegen |j
kol onija s povelanjem k &n7 & padijea daljejpesutaniaji ani d:
manje izragen u asgobkegdbm. sKpdl dvnjm najvigi
(0,75 mmol /L i 1,00 mmol / LY10ICFWNL i &20xI16ni j a ¢

CFUmb kroz sve vremenske tol ke, gto upuluje

dopugta dal jnji rast stanica.
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Tijekom izl aganja mikroorganizma toksilnoj
osobito pri visokim pol etni m Keocnicjeannanrzia cg tj eatm.
rastule stanice te dajeparuistvaivgiitm knojnicheonvt rraacsitj
met abol i | K¥. Sika 23cpekazejeu| i nak razli|litih koncel
inhibiciju rasta bakterij@seudomonas putida

100

K
= 50
E 40
30
20
10
0
0 0.25 0.5 0.75 1
¢/ mmolT
24h 48 h 72h

Slika 23 Ovisnost inhibicije rast®seudomonas putidakoncentraciji cijanida

Promatrajuli toksil|l ni Psdudoman&s putid&joa parathetar na b
i nhi bicije rasta, najsnagniji ul i nci zabilje
od 0,75 mmol /L i 1,00 mmol /L cijanida uzr okoc

Nakon 48 h, inhibicija rasta pri istim koncentragig gotovo se prepolovila i iznosila je
36, 73 % i 45, 92 %. Vrl o slilne vrijednost.
redom. lako je ukupan broj kolonija nakon 72 h bio manji nego nakon 24 h ili 48 h, taj podatak

u kontekstu inzirjaé¢ unal éendntbarc, judul i da se
temel ju razli ke i zmelLu broja kolonija u kont
viemenskom trenutku. Najizragewmgg¢ni riammhdadifttok
cijanida prem@&seudomonas putidhj el uj e vrl o brzo i da bakter
razvija odreleni stupanj tolerancije ili det
lako je cijanid anorgansktvar | i j | j e primarni mehani zam dj e
citokrom c oksidaze i posl j edi Psaudombrasputidad u st

u stresnim uvjetima aktivira niz nespeci fi
otpornosti na kemijski str§428l.Or gani zam s vremenom razvija o

prilagodbe koji omogul uj @& ofkrsd d.inwel jtavvaarj e una
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Utjecaj tiocijanata na Pseudomonas putida

Slika 24 pri kazuj e rezul t atz bakteriju Pseddonmrsas putidéi i oc i | &
koncentracijskom rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmol/L. Rezultati su prikazani u obliku

grafikona, kao ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.

9.00 9.00
8,50 8,50
8,00 8,00
2750 ¢ o750 )\
B - D -
B 700, - - B o700, - -
=1 on
2 6,50 = 650
6.00 6,00
5.50 =0,01l mmol/I.  #slijepa proba 5,50 =0,10 mmol/L. ¢ slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/'h
9.00 9,00
8.50 8,50
2,00 8.00
7,50 . L 750 ¢
5 Ll >
=
b 700* - L 2 E‘J 7.00 - ; v -
by
2 6,50 2 650
6,00 6,00
3,50 =0,25 mmol/I.  + slijepa proba 330 =0,50 mmol/L. ¢ slijepa proba
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h
.00 9,00
.50 8.50
8.00 8,00
2150 o L TS0 +
=] - o]
o . - = -
5 7.00 4 - B m00 4, a =
oo
& 650 S 650
6,00 6.00
530 =0.75 mmol/L ¢ slijepa proba 5,50 = | mmol/L # slijepa proba
5,00
0 24 48 72 300 0 24 48 72
t/'h t/h

Slika 24 PromjenelogaritamskeCFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putidéjekom

viemengori i zl ogenosti razlilitim koncentracijam:

Za razliku od fenola i cijanida, izlaganje bakterijske kultBseudomonas putid#ocijanatu

nije rezultiralo jasnim toksilnim ulinkom u
viemenskih tolaka (24 i 48 h), zabiljegene v
za 72 h nisu dostupni podgciol rbagj amemogijhn
kontrolnom uzor ku. Negativne vrijednost: i nt
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i spitivanim uzorcima bio veli nego u kontro
toksil nog dj el ov ainorganizamiUokonteksa roaktergdPseudomonas s t
putida, mogule je da su ispitivane koncentracij
Il stovremeno su predstavljale dodatni izvor d
svr he, | i me dol azi do povelanja edtempge srogsetv
Pseudomonaposjeduju enzimske sustave sposobne za razgradriji oci j anat a, pr
tvar moge djelovat.i kao supstrat, a ne kao ¢
podacima koji ukazuju na bioremedijacijski potenciseudomonasrsta za spojeve koji

sadr ge dugi kove sk u p[8Ln3d],Zbog havefenih razjogal rézultatiza i o c i

tiocijanat nisu prikazani grafilki, buduli
jednoj vremenskoj tol ki . | pak, njihov dopr
specifilne intermma&kcitjvar ii zme Lmi kKiromirtgiana z ma,

scenarijima gdje bi tiocijanat mogao imati manji utjecaj na mikrobne zajednice u usporedbi s
fenolom i cijanidom.

4.1.3. Rezultatitestat o k s i ¢$QOhlorella sp.

|l spitivanje toksil|lnost.i f e n onlikenalgi Ghlorgllagp.iud a | t
trajanju od 72 h pri razli Rezuint ktoincentrnaai
inhibicija rasta, a procijenjene s&Czote EGo vrijednosti(Tablica 27).

Utjecaj fenola naChlorella sp.

Slika25pr i kazuj e r ezul t anikmealguGhlorslladp i kosceritraciiskomo | a z
rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmol/Rezultati su prikazani u obliku grafikona, kao ovisnost

logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.

9.00 9.00

8,50 =0,01 mmol/L ¢ slijepa proba 8.50 =0,10 + slijepa proba
8,00 8.00
750 750
=] ]
E 700 & 7.00
) 1-11]
2 6,50 S 6.50
. +
6.00 £ re -— 6.00 2 re 1
5,50 == 5,50

5,00 5.00
bl
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9,00 9,00

8.50 =0,25 ¢ slijepa proba 8,50 =0,50 + slijepa proba
8,00 8,00
L 750 750
) =]
™
B 7.00 g 700
on o
2 6,50 2 6,50
+ o
6,00 * 2 - 6,00 * * -
- -
5507 - 550"
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h
9.00 9,00
8,50 =0,75 o slijepa proba 8.50 =1,00 + slijepa proba
8.00 8.00
©7.50 o750
LT 5
g 7.00 = 7.00
oh
2 650 = 650
6.00 . . ¢ 6.00 . . *
' — — - - — —-—
550 5,50
5,00 5,00
"o 24 48 72 0 2 48 72
t/h t/h

Slika 25 PromjendogaritamskeCFU vrijednostimikroalgeChlorella sp.tijekom vremenaori

izl ogenost.i razlilitim koncentracijama fenol

Tijekom i z| ogGhlarelastpi. nfieknroolaul gnei j e uol en jasan

rasta. Buduli da je broj kolonija u svim uz
inhibicija oligledno postoji, no nije mogul e
dovodi dbupejaginhibicije, ni ti da vige konc
jale inhibicijske ulinke. Dobi veni rezul tat.i
onemoguluje identifikaciju predvidia,ogmmgéd an
se sa sigurnogliu utvrditi da vel i najniga i

do smanjenja broja kolonija u odnosu na kontrolu. Pri koncentraciji od 1,00 mmol/L broj
kol onija bio e got ovo dvosttodihearan paastj si , n o
koncentracijomSlika 26 prikazujeu | i nak razl i | i ti h koncentraci

mikroalgeChlorellasp.
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Slika 26 Ovisnost inhibicije rast&hlorellasp. o koncentraciji fenola

Anal i zir aj ul iChlorelfalsp. uzrokoviafjufanolomausctlae na j e osj et | j
organizma na fenolTijekom pna 24 h, inhibicija o0d 5000 % poj avl juj e se vel
niskoj koncentraciji fenola od 0,25 mmol/L. Kada se ove vrijednosti inhibicije usporede s
rezultatima z&seudomonas putigdgasno jeda jeChlorella sp. tijekom pra 24 h osjetljivija

na fenol odPseudomonas putid®ezultati nakon 48i72hvr 1 o su sl i | mi oni m
Duljim vremenom izlaganja primjeiuje se bl a
koncentracij e, proi | emu se manj e Sobzmdmidk e mog
fenol proagnjle rsdakti vni h kisi kovih vrsta, tol
od i zni mneStggeo |veargan orselii nearnost u obrasci ma
djelovanja antioksidacijskih enzima superokdid s mut a z e, katal aze i p
aktivnost 1z abdhlbrgll@sjpe.n aL % omr isoijal ogenost.i feno

Chlorella sp. L3 navedene enzimske aktivnosti nisu detektirane pod istim eksperimentalnim

uvj etima, gto ukazuj e na oggevorunfeillun e di2&8zvli imae

Utjecaj cijanida na Chlorella sp.
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8,00 8.00
750 750
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B 700 g 7o
g & 550
< 6,50 S 6.
6,00 L - - s 6.00 < - - s
5,50 5.50
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h
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8.50 =0,25 + slijepa proba 850 =0,50 ¢ slijepa proba
8,00 8,00
o150 750
=} 2
& 7.00 & 700
g g 650
2 650 < 6
6,00 . .
600 | Py - s 4 S . *
5,50 5,50
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h
9.00 9.00
8,50 =0,75 + slijepa proba 8,50 =1,00 # slijepa proba
8,00 2,00
L 730 o750
o =
e
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6,00 s . © 6,00 . . .
- 2
5,50 - - s 50* - -—
L
5,00 5,00
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Slika27pr i kazuj e r e riadidazanikoalguC€osellakpaudkantentracijskom
rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmol/Rezultati su prikazani u obliku grafikona, kao ovisnost

logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.

9,00 9.00
8,50 =0,0]l mmol/L  * slijepa proba 8,50 =0,10 # slijepa proba
8.00 8.00
2750 750
=] jo]
& 7.00 5 7.00
-11]
-11)
£ 6,50 £ 6,50
6.00
6.00 - ; - -~ 2
= e - =
5.50 5,50
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 72
t/h t/h
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9,00 9,00

8,50 =0,25 + slijepa proba 8,50 =0,50 ¢ slijepa proba
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o750 - T30
5 =]
E 700 G 700
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6.00 o M
s P s 2 - = = -
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t/h t/h
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Slika 27 Promjene logaritam&CFU vrijednostimikroalgeChlorella sp.tijekom vremenari

izl ogenost.i razlilitim koncentracijama <cij an
Rezultati ispitivanja utjecaja cijanida na mikroaldgthlorella s p . pokazuj u iz
koncentracijsku i vremensku ovi snoZaimlivoal i s
je da tijekom prva 24 h pri najnigim koncent
porasta broja kol oni jPakoncan&dcifcijanidaadiO25ummolis t i S 1

br oj kol onija ostaje kons@4apdBhin’2 Hienosz6,45xv e t r i
10 CFU/ mL. Dal j nj e cijgnidarezultiea bljigen padonm trogarkdlonija,c i j e

koji je naj manjaidhi zdakyesn prigdeklojme pjreem gzl oger
smanjenja broja kolonijaNajmanji broj kolonija mikroalgez abi | j egen | e pri
koncentracijama cijanida Qvi rezatatidw gkladm sut ¥ aj an |
i stragi vanijoe mKbineeintsarcija KCN od 0,1 mg/ L i
mikroalge Chlorella vulgarisi sintezu klorofila gto potvrlL
koncentracije toksi |[Nak®n 7MRhiazrlio gnean orsadt kminkrema
mg/L, brojkolonija bio je 1,4putav e U @dnosu na kontrolMe L ut i m, proi konce
cijanida odl, 1Q 50 i 100 mg/L, broj stanicaikroalges manj i o se na 48 %, 43
kontrolne vrijednosti[70]. Slika 28 prikazujeu |l i nak razl il itih konce:

inhibiciju rastamikroalgeChlorella sp.
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l zralunate vrijednost:i inhibicije rasta dod
cijanida [ ot krivaju speci fil]lne obrasce 0V
Naj i zrtaogkesmlilimiak zabi |l j e g e ncijanidaod®,75 mmiolh nlc0@ nt r ac
mmol / L, pri |l emu dol azi d mikroalgesucs\ke drigvrersenskeg n j a
t ol.krei mi j el eno je da iste koncentracije cijar
i zlogengsbi uttalzjug¢ e n a nskroage jneproduljeoitstpedla v 8 f |

i nhibicijski ul i nak dajanidaod J,00 Zhmavlitp®7 ,p58 % omaxlemn
24h, 50, 00 Bt emak®,n5 A &% pnaagkeonni 702br as c i mogu se
fiziol ogki nChloallagwulgasisna mai sut nost cijanida, uk

antioksidacijskih enzima poput superoksidmutaze, smanjenje razine lipidne peroksidacije

te konverziju toksil|lnih iona u netoksilne pr
| ak i bl agoi mdak mud at awvtani usi ntezu klorofil a,
i ntegritet stani|lne membrane i[f0Odovode do i zr

Utjecaj tiocijanata na Chlorella sp.
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Slika 29 pri kazuj e r e z utibctjamataeza rikrdalgu Ghlorella tsp. u
koncentracijskom rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmol/L. Rezultati su prikazani u obliku

grafikona, kao ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.

9,00 9,00
8,50 =0,0l mmol/L ¢ slijepa proba 850 =-0,10 + slijepa proba
8,00 8,00
750 750
= =)
0
B 7.00 g 7,00
& 650 2 650
6,00 6.00
, +
- T o~ - - v T
550 5.50
5,00 5,00
0 24 48 72 0 24 48 2
i'h t/'h
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Slika 29 PromjendogaritamskeCFU vrijednostimikroalgeChlorella sp.tijekom vremenaori

izl ogenost.i razlilitim koncentracijama tioci

Promjene u broju kolonija tijekom prva 24 h
ulinak tiocijanata na rast mikroalge. Za sve
od kontrole, osim za koncentraciju tiocijanata od 0,75 mmol/L, ne&®@ odst upanj e
pripisat:. analiti] koj pogregeci . Razl i ka u
koncentracijom tiocijanata (1 mmol/L) nakon 24 h izlaganja (8,0>CEU/mL) i kontrolnog

uzorka nakon 48 h izlaganja (5,3 x°1GF U/ mL) j asntoi mudtivralj wjie <«
tiocijanata na mikroalgu. Nakon 48 h izl agan
ni gim koncentracij@®&ma5t monoil j anat ano( Op,rGil vi g
tiocijanata (0,50° 1,00 mmol/L) dolazi do blagog smamnja broja kolonija. Tijekom 72 h

izl aganja vidljivo je gotovo |linearno smanj
tiocijanata.Slika 30 prikazujeu | i nak razl i |l itih koncentracij a

mikroalgeChlorellasp.
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Slika 30 Ovisnost inhibicije rast&hlorellasp. o koncentraciji tiocijanata

l nhi bicija rasta, i zr al unstioaanatomi kontaole,| jashoe b r o ]
ukazuje na odsutnost toksilnog wulinka +tioci
minimalna inhibicija rasta, potrebno je dulje izlaganje mikroalge tiocijanatu. Na primjer,
koncentracija tiocijanata od 0,50 mmol/L uzrokovala je 2inbibicije rasta nakon 48 h. S
druge strane, nakon 72 h, vel ] e i mi ni mal
uzrokovala inhibiciju rasta od 14,29 %. Ta je inhibicija gotovl i near no r asl a s
koncentracije tiocijanat® v ak av obr azac ukazuje na odgolen

kKoj i postaje izragen tek nakon duljeg razdob
ulincima tiocijanata na mi kr oal g[é2]doprinogzeo!| i r ar
razumijevanju problematke U nj i hovom i stragivanju pri mi)];j

biorazgradnje tiocijanata, u kojemu su bakterije i mikroalge koegzistirale. Tijekom prve faze,
provedene pod litotrofnim uvjetima, autotrofne bakterije razgradile su tiocijanat do amonijaka.
Amoni j ak su zatim oksidirale nitrificirajule
Taj proces trajao je pribligno 168 h, tij) ek:
Nakon zavr ge e lkikspelimentaintuvjeti Surpremijengeai tako da favoriziraju rast

mi kroal gi povelanjem intenziteta svjetlost.i
preuzele su mikroal ge, koje su tada polele
dugiakalastit.i rast. To je potvrlLeno @uiraston
rezultati jasno ukazuju na to da mikroal ge s

do izradgaja tek nakon gto badkhkleirkg edygieka ok

mi kroal gama bioraspologive. Sinergija 1 zmel
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ulinkovitom ne samo za potpunu razgradnju

mikrobne zajednice tijekom cijelog procd3a].

S obzirom na to da se (Chloellaspmnalazdatursastavuvbeznj u r
prethodne bakterijske konverzije tiocijanat e
Kumul acije toksil|lnih iona, l zostanka raspol

fiziologke ravnoteggesoani caUti gmkjoen slmil $leu i

odsutnost.i pretvorbe tiocijanata u bioraspol
vel t ek nakon gto metabol i | ki stres premag
toksil nostinouskta zvuijgee dnnae vwnaigh t estova, buduli ¢
stvarni toksilni potencijal tiocijanata prerm

4.1.4. Rezultatitesta k s i |shemaa minor

|l spitivanje toksil|lnost.i fenol a, ccemnaminod a i t
u trajanju od 7 dana pri razlilitim koncent
inhibicijar asta, ¢§gto je praleno brojanjem |listila.
toksilnih tvarvodeneéub @il @@ aljkzorkai|puenoafaticcE@s u i E

vrijednosti Tablica 27).

Il nhi bicija rasta vodene | el e
Slika 31 prikazuje inhibiciju rastaLemnaminoy | zuka@®epost ot ak smanj enj
u odnosu na kontrol u, nakon sedmodnevne iz |

cijanida i tiocijanata.
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Slika 31 Ovisnost inhibicije rasttemna minowo koncentraciji fenola, cijanida i tiocijanata

lako je osjetljivost biljaka rodkemnana f enol ne spoj ef3@, uowh doku

i stragivanju fenol tijekom sedmodnevnog test
Lemna minor | ak ni proi naj vi goj i spitivanoj k on
ukazuje na mogulu wvarijabil nemng @gjoetnogevol
posl jedica genetskih il:i ekologkih razlika

| egl e pr e pmaniznai tvadikogk oemedijacijskog potencijala kgjioizlazi iz
specifi |l nih morf ol ogki lkemnaminoimzaitijeld talusriog dblike n a | a |
bez jasno diferenciranih |istova i stabljike
razmnogavanj a[l3plut € epppepsobmaost brzog i kont i
optimalnim uvjetima rezultira stvaranjem ve
razdobl ju, gto ju | ini pogodnom za primjenu
sadrgajem organskih tvar.i

Osim vliastitih fiziologkih mehani zama, bi or e
podrgan djelovanjem mikrobnih zajednica u n

Genet ska struktur a mi krobi ot e povezane S r

ekotipovimaLemna minor odrelena je ekologkim | imbenici
bakterija koje razgraluju fenol jedan od ri|j
svih drugih biljaka, svojipmipwpdiand e@d nuipm afven otle

Rizosfera se tek nedavno polela prepoznavat.
[131].
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Cijanid je pokazao i zrazilemmamima gmami i Indmbijter

naj ni goj testiranoj koncentraciji (0,01 mmoll
vi gim koncent >0 onmgl/a mhaibici{a@gstzéla vrijednosti otB,54 % do

86, 17 %. Ovakav intenzitet i stabil nost odg
i zragenog p rMemprizam dieloeanjacijanidajtemelji se na njegovoj sposobnosti

da ireverzibilno inhibira citokrom oksidazu, k j u| ni enzim u mitohondr.i
lancu Kao posljedica toga, u stanicarhamna minomo ge d ol i do smanj ene

kisi ka tijekom f ot osiadanezin erfosfaf &FPe ingubika e sin
membranskog potencijal a. Ove promjene dovode
di sfunkcije stanica, ¢ temnaninormagijaidd32h i zr agenu

Tiocijanat je izazvao umjereno izragenu, ali
od 14,71 % (pri 0,01 mmol/L) do 31,80 % (pri 1,00 mmolR&zultati inhibicije rasthemna
minoru pri sutnosti tiocijanata ukazuju na toksi

oblik alelopatskog djelovanja, s obzirom na to da ometa rast biljnog organizma s kojim dolazi

u i zravan kontakt. Takav ul i ncgakatavg pereisitpgat no
okoligu i postummon fmize ofl egikn an Prosesvy ma, p
stanil nog disanja ili [BB.ntlezko ftod|oasn nmehl asrkii 2h
nije razjagnjen, rezul tat.i S u g eliocijanatamagu d a | a
uzrokovati izragen f ilziuoslpoogkeidbsit rse sciij ainnihdiobm,
tiocijanata raste sporije i ne dosege i sti [
dj el ovanj e. S obzirom na to da su najviagi [
mmo | / L, pretpogtavitiddemnaminoposj eduj e relativmigg ul i nk
Pl det oksi kaci je za ovaj spoj , no taj kap

izl ogenost.i

Duljina korijena

Korijen koji je kod veiine biljaka,kgrvemar no
vriste ima nedgto drugaliju ulogu. |l ako su nek
korijena sl ab il | ak nepostojelid te da kori
postoje i stnavadg ddcemnajmainork @@ala moge apsorbirat.i

anorganskog dugi k d13Q.plikee32pokazuje p e sy delpnnkorjeaan a
Lemnaminomnakon sedmodnevne iz|logenosti i@zl il i't

mmol/L).
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g 18
=~ 16
-
5 14
g 12
g 10
E 8
-
g
g 4
i
0
¢/ mmol/L
slijepa proba 0,01 mmol/L. 0,10 mmol/L. 0,25 mmol/L
0,50 mmol/L. 0,75 mmol/L ¥ 1,00 mmol/L

Slika32Pr osj el na dlednamincu owsoostiio kanaerstraciji fenola

Fenol nNi j e podalziamak as a n dlielonaimimdiunukabispitivaroag a
koncentracijskog raspona. U nekim je pokusni
korijena Na primjer,pri 0,25 mmol/Lfenolaizmjerena duljingorijena bilajel 4, 50 mm, gt
je vige od kontrole (13,08 mm). MeLut i m, r az
odsutnost dosljednog trenda.

Slika33pri kazuj e pr osj edmnaumindrud § o mus &kdmo d reenvane i

razli|litim koncenitljO&momofLama <ci janida (0, 01
20
g 18
~ 16
=
B 14
g1
=
= 10
€ 8
=
5 6
=
5 4
5, [ - -
. ]
¢ / mmol/L
slijepa proba 0,01 mmol/L 0,10 mmol/L 0,25 mmol/L
0,50 mmol/L 0,75 mmol/L ® 1,00 mmol/L

Slika33Pr osj el na dlermrnamincu owsoostiio kaagemtraciji cijanida
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Vel pri 0,01 mmol / L izeosip,@mMmmd(wa odribsulng 1i3l0& mnkw r i j e
kontrol i), a pr icijanmdag OmOoOka@bceimbt Aa¢)j amadsj el ne
ispod 3,00 mm, uz minimalne standardne devijacije. Ovi rezultati ukazuju na izrazitu
osjetljivost korijenskog sustata&mna minona cijanid, uz brzu i stabilnu inhibiciju u cijelom
testiranom rasponu. Ovi podac.i p wmsjetljiv hau j u da
cijanid.

Slika34pri kazuj e pros | edmnaumindrud § 0o mus &kdmo d reen\ane i

razli]litim koncentirld@mmoldma ti oci janata (0,01
20
= 18
2
Z 16
=
5 14
g 12
g 10
= 8
(=]
3 4
Sl
0
¢ / mmol/L
slijepa proba 0,01 mmol/L 0,10 mmol/l 0,25 mmol/L
0,50 mmol/L. 0,75 mmol/L. ¥ 1,00 mmol/L

Slika34Pr osj el na dlemramincu owsoostiio kaaagemtraciji tiocijanata

Za tiocijanat je uolen jasan koncentracij sk

mmol / L) , duljina korijena ostaje gotovo |jed
tiocijanata © 0, 50 mmol / L) biljegi znal ajno smanje
0,75 mmol /L (7,00 mm) i 1, 0 050 % soahjénja dufjie u6 7 mn
odnosu na kontrol u. U odnosu na fenol, tioc
korijen, no za r azl i ku spondkoncentiacja daciase poptiglda r e b a
znalajna inhibicija.

Inhibicija klorofila

Smanjenje fotosintetskih pigmenata kbdmna minottijekom rasta w n e | i gbdenimi m
okoligima omoguliili su njezinu primjenu kao

tvari u vodenim tijelima[130]. Slika 35 prikaauje inhibicjus adr gaj a ukupnog K
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| i st Lelnmamm@norn akon sedmodnevne izIlogenosti raz

cijanida i tiocijanat a. Rezul tat. pokazuj u
djel ovanja i wamelu ispitivanih
100
90
80
0\070
= 60
=
2 50
=
40
230
20
10
0
0 0.25 0.5 0.75 1
¢ / mmol/L
fenol cijanid tiocijanat

Slika 35 Ovisnost inhibicije klorofila o koncentraciji fenola, cijanida i tiocijanata

Fenol je i1zazvao koncentracijski ovi sno s ma
i nhi bi priio,plammel/é iznosila 17,17 %, a pri 1,00 mmol/L porasla na 59,28 %. lako
fenol nije utjecao na broj Ilistiia ni na dul
gt o pokazuj e d a Ldémma misorrne aed isrkd ajaataltj i vi j e
parametaracenol j e ol ito bio signal za razmnogava
| i me se osigurava opstgamal np apFRedolaogupdetat 4 lai. n
fotosintezu induciraju proizvodnju reaktivnih kisikovitspojevakoji dovode do oksidacije

klorofila. Osimtoga f e n onhibirati@ngime biosinteze klorofilfL31]. Zanimljivo je da

se ovakav toksil ni ulinak ne ol i temjaeninar i nhi
moge odr gavat. rast i Uu prisutnost ispithknagn k ci on
viemena z| ogPmoesés od kloroze do nekroze koji z:
kao tipilan si mpemnmmp.t okslidfheorsith b6l i gi uj ul i
Cijanid je pokazao naj i zr ag eodsve tiiispitivakedvari n i ul

Vel pri 0 gij@hitla,imhimojd jé iAnosila 61,93 %a pril,00 mmol/Ldostizala je i

92,00 %. Ovakva razina inhibicije ukazuje na ekstremnu osjetljivost fotosintetskog aparata na
cijanid, znatno vel Zdabéggpeganfaenamhiibliicitiaosia
koncentraciji od 0,01 mmol /L <cijanida moge

mitohondrijske respiracije. Cijanid | oki ra dj el ovanje citokrom c
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smanjene proizvodnje ATR i narugavanja energetskog statu
| stabilnost fotosintetskih pigmenata visoko ovisni o dostupnosti energije, takva mitohondrijska

di sfunkcija moge posredno uynomthiu[d32at i pad sad
Tiocijanat |je i1zazvao umjerenu, ali postojan

od 7,19 % pri 0,01 mmol/L do 67,22 % pri 1,00 mmol/L. Ovakav uzorak pokazuje da tiocijanat

i ma znalajan ulinak na pi\soka ratina ;mhigicie,sintezé i s
kl orofila zabiljegena u pri sut rBGNionadatkaliraci j an
gel jezo, | i me se smanjuje njegova bioraspol

k | pnkdfaktor u biosintezi klorofila i fiunkcioniranju enzim&loroplasta njegov nedostatak
moge rezultirati inhibicijom fotosintetskog
tiocijanat moge uzrokovat. poremel aj fotoke

Hillove reakcije i smanjenu aktivnost kloropia$l 33].

Komparativha analizat ok si | nog wul i nka fenolempamnorj ani da

Rezultat.i jasno potvrLuju da fenol, cijanid
djelovanja nd.emna minor

Fenol nije izazvao inhibiciju rasta |listila
ulinak na sadr gaj kl orofil a. To ukazuje na
fotosintetske procese. Ci j anirde njug an anjut a knshii lbn
pralenih parametar a, gto potvrLlLuje njegov u
mmol /L dol azi do > 60 % inhibicije rasta I
inhibicije klorofila. Tiocijanat pokazuje srednjua zi nu toksi |l nosti, uz |j
ovisnost. Rast listila i korijena inhibiran
sadr gaj kl orofila opada ravnomjerno S porast
Znalajno je gto je test k1 or o fispitivamet yamk daz aogtrmr
sugerira da je pigmentacija bolji i nohi kat or
odgovorLemnaminou k azuj e na distinkciju izmelLu anor
Dok se fenol uglavnom detoksificira, anorganski ioni cijanida i tiocijanata ometaju temeljne

met aboli| ke procese.
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415 . Rezul tati t eAliurmcepaoksi | nosti s

Testom klijavostsa sjemenkama lulddliumcepgpr oci j enir@azd e |ultiimalk onc

fenola, cijanida i tiocijanataa biometrijske paramett@ljke poputpostotka klijavostivisine

izdanaka te mase svjege i suhe tvari, .uz pre
Rezul tati s u-2teEGowrigp@nasti Tablicakd.o EC

Kako prikazujeTablica 23, klijanje u kontrolnim posudama
Rast i zdanaka odvijao se ujednaleno, s poste
nakon21dan Masa svjege tvari kretala se od 0, 01
il zmelLu 0, 0026 i 0,018%i g,gegt 1pOswdai canj

Utjecaj fenola na rastAllium cepa

Tablica 24 prikazujerezultate utjecaja fenola naréddiumcepaK |l i j anj e u pri sut n
koncentracije fenol a (nd&kon02danmamal /zla)bi 4 § ppajleenloo
nicanja. Kod koncentracija 0,10; 0,25 i 1,00 mmd&iholaklijalo je samo po jedno sjeme (16,7

%) , dok je pri koncentracijama 0, 50 i 0, 75
Vi sine izdanaka pokazale su izragenu varijab
I mat i snagnijindnhadti ci yskiekumi sak| aj evi ma

visoke vrijednosti rasta. Na primjer, pri koncentraciji 0,25 mmol/L izmjerene su visine do 10,6

cm,gt o premaguje kontrolnu vrijednostenolaS!l i | na
gdje je visina izdanakadosegg a 7, 5 c m. Ovakva pojava moge s
hormeze f enomena u kojem niske do umjerene r a:

fiziologk[#g3dlodgenokreu subletalnim dozama mog(

resursa s rasta korijena prema izdugivanju
obrambeni mehanizam u stresnim uvjetima. Mas
koncentrac j ama vi gestruko premaguje kontrol nnu. Me
na zadr gavanje vode u tkivu kao mogulii odgov
povezana S promjenama U propusnostizvasimani | ni
fenolom [135]. Makroskopski, izdanci ni su pokazival
kl oroze. To sugerira da je djelovanje fenol a
na stanilnu razinu. Nj egov mehanizamcijotoksi |
enzi ma i stvaranje slobodnih radikala wusli]|

aromatska struktura i prisutnost polarnih funkcionalnih skufdigé].
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Tablica 23 Rezultati kontrolnog uzorka

dan 6 8 9 12 13 14 15 17 19 21 m( svj e g . m(suhatvar) % nicanja
kontrola visina izdanka [cm] [a] [a]
10 25 30 30 35 45 45 55 60 7.0 0,0267 0,0172
10 27 30 35 35 45 46 55 60 7.0 0,0270 0,0186
00 14 19 25 30 40 45 50 58 6,0 0,0221 0,0152 100.00
00 12 18 20 27 30 34 45 50 6,0 0,0218 0,0154 '
00 12 19 25 30 35 40 45 50 6,0 0,0216 0,0142
00 03 09 13 20 22 24 30 35 50 0,0182 0,0026
Tablica24Rezul tati testa fit dlumkeparlazdsii tiimj &loomeinzlragamnipaama
dan 6 8 9 12 13 14 15 17 19 21 m(svj eg m(suhatvar) .
— % nicanja
fenol visina izdanka [cm] [a] [a]
00 00 10 10 10 10 10 10 10 1,0 0,0005 0,0001
00 00 00 20 20 20 20 20 20 20 0,0015 0,0006
0,01 mmollL 0,0 00 00 05 20 20 20 20 20 25 0,0079 0,0029 83,3
00 o0 00 O7 08 08 08 08 08 15 0,0008 0,0003
00 00 00 01 20 24 24 24 24 25 0,0004 0,0002
0,20 mmol/lL 0,0 00 05 35 40 50 50 63 63 6,3 0,0501 0,0134 16,7
0,25mmollL 05 25 60 85 90 95 95 10,6 10,6 10,6 0,0518 0,0175 16,7
0,50 mmollL 0,0 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0000 0,0000 0,0
0,75 mmolL 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0000 0,0000 0,0
1,00 mmol/lL 00 20 50 60 60 60 60 75 75 75 0,0202 0,0071 16,7

99

f enol

a



Utjecaj cijanida na rast Allium cepa

Tablica 25 prikazuje rezultate utjecaja cijanida na radlium cepa Cijanidi su pokazali

i zni mno Vvisoku toksilnost. KIl'ijanje je bilo
maksi malno jednim proklijalim izcipmda0,0 po po
il, 00 mmol /L) nije zabiljegeno klijanje, | im

Tablica 25 Rezul t at i testa fitotAllkmsicékpapatrl i |[tiitjien

koncentracijama cijanida

dan 9 13 17 19 21 m( svj eg. m(suhatvar) % nicanja
cijanid visinaizdanka [cm] [a] [a]
0,01 mmol/L 0,0 0,0 0,0 4,0 45 0,0151 0,0057 16,7
0,0 mmol/L 2,0 25 25 25 25 0,0068 0,0002 16,7
0,25 mmol/L 0,0 0,0 05 0,6 0,8 0,0067 0,0001 16,7
0,50 mmol/L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - - 0,0
0,75 mmol/L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - - 0,0
1,00 mmol/L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - - 0,0
Kao i kod fenola, nije zabiljegen jasni wuzl e
se moge objasniti ek sper i mgdigtrddcipteamu meaiju.i j abi |
Il pak, S Vi kvantitativni pokazatelji, ukl j ul
ukazuju na snagnu i nHivkai cziajpua gfaing iao luo gskk Iha dpur
Ogunyemijaisufl37], koj i su istragivali toksilni ulir
kasave naAllium cepal ako u nji hovom istragivanju nije
provedena je detaljna anal i cjanidznadliwrcepapii | ni h
| emu su zabiljegeni izrageni poremel aj i u s
mitotske aktivnosti t e poj avu razlilitih k

mostova, zaostalih i ljepljivih kromosoma te nepravilnih diobaiioza).

Budul i da se klijanje sjemena I pol et ni rast
di obu u meristematskom tKkivu, vrl o je vjero
koncentracijama cijanida u owvnoong iusltirnakgi vcainjjau
taj procesMitotski indeks, koji pokazuje udio stanica u aktivnoj diobi, u kontrolnim uzorcima
iznosi o je 9,43 %, a pri izl aganju cijanidu
smanjenje ispod 50 %,tusztraorkiucjee ossuthd jeu adinwe ,ula
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ispravngd ok s manj enj e ispod 22 % dovodi do | et al
pregivljavanj a[l37. d&li janeg diakel oeejta mit ozu

procese, gto u konalnici onemoguluje poletak
Utjecaj tiocijanata na rast Allium cepa

Tablica 26 prikazuje rezultate utjecaja tiocijanata na retim cepa Za razliku od cijanida i

fenola, tiocijanaje pokazaz nat no bl agi fitotoksil ni ul i nak
posudama, ukl julujuli i tiocijanata(1s00 mraoj/Ly, iakpjem Kk o n cC ¢
tim sl ul aj asamonpa jedna bdjka (16,7 %)

Tablica 26 Rezul t at i testa fitotAllikmicépapari i |tiitjien
koncentracijama tiocijanata
dan 7 9 12 21 m(svj eg. m(suhatvar) % nicanja
tiocijanat visinaizdanka [cm] [a] [a]
0,0 0,0 9,0 95 0,0129 0,0049
0,0 0,0 3,0 6,0 0,0153 0,0058
0.01 mmoliL 0,0 0,0 25 50 0,0233 0,0088 100,00
0,0 0,0 3,0 35 0,0112 0,0042
0,0 0,0 45 7,0 0,0161 0,0061
0,0 0,0 31 6,0 0,0019 0,0007
15 0,0 0,7 1,0 0,0022 0,0007
0,0 0,0 1,0 3,0 0,0170 0,0012
0.10 mmoliL 0,0 0,0 16 35 0,0171 0,0102 100,00
00 00 26 50 0,0197 0,0107
00 00 34 7,0 0,0247 0,0170
0,0 0,0 6,2 8,0 0,0248 0,0188
05 10 1,7 0,7 0,0041 0,0017
0,25 mmol/L 00 00 05 20 0,0099 0,0021 50,00
0,0 0,0 1,0 40 0,0162 0,0024
0,50 mmol/L 0,0 0,0 0,0 90 0,0319 0,0134 16,7
0,75 mmol/L 0,0 0,0 0,0 85 0,0272 0,0084 16,7
1,00 mmol/L 00 00 00 75 0,0205 0,0068 16,7

Zanimljivo je da su bil | toejanat#d,50ig1e08 mmol/l) gi m k
pokazivale znal ajnu sposobnost el ongaci | e;

101



nadmaguj e kontrolnu skupinu. Ova pojava moge

ni skog oksidacijskog stresa il. povelane do
i zr aBekiraoz a, gubitak boje i promjene pigment
vaskularnih tkiva. Za razliku od fenol a i C
vidljivih promjena, iako opli f i z.iTodijangfik i par
su anionski, topljivil uspojaekvwi sse nliaskkoo mgirreea

sposobnost prolaska kroz membrane je ograni|

nji hovu traj nost103106kWw nmud satt u prma j ulliitnearkat ur i n
koj e bi i spiti vaAliemcepai nya ko tuipaud iujjaen antaa nnead o v O |
toksilnosti ove anorganske tvar.i na biljne s
Radi | a k g e inhibicijagastp pracifergend jg usporedbom broja proklijalih jedinki u

uzorku s toksilnom tvar.i S broj eNatgmeljok!| i j al
dobivenih vriijednosti i nhibicije izralen ]

koncentraciji ispitivanih tvarilika 36).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
10 | #

= fenol Il cijanid  tiocijanat

INH / %

0,01 0,10 0,25 0,50 0,75 1,00
¢/ mmol/L

Slika 36 Inhibicija rastaAllium cepap r i izl ogenost.i razli|litim ko

I tiocijanata

| z grafi kona j e jasno da cijanid i zaziva
koncentracij ama, dok tiocijanat ,evisokistupan;jl poj :

pregivljavanja i rasta. F-evwsoulvaripmiogt.zuj e i zr az
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416. Ukupna

U

anal i z

ovom poglavl ju

a to

ksi

nost.

prikazana | e

ispitanetestne organizme obzirom na E& i ECso vrijednosti

N a

od g ov &nregresiiskhiparamed r a
testovi
procijenjenesu i EGo vrijednosti. Vrijednosti koje se nalaze izvan primijenjenog raspona
koncentracija

nes:.i

temel ju

ma

gurnost

odabrani

eksperi mentalnih

raspon

procijenjene

u konal ni

Dobiveni rezultati prikazani suTablica 27.

i zr al suwijednaesti Bwd ul G

s u

usporedna

podat aka

da

k o n c &@sd wijadodst] a

ekstrapol aci |

rezul tat ,su zvjezdiconek st r a

Tablica27Re zul t at i toksilnosti fenol a, cijanida
EC2oi ECso vrijednosti
wvar testni organizam doza-odgovor krivulja ECx ECso
presjek nagib R? [mM / mg/L] [mM / mg/L]
Aliivibrio fischeri 0,770 1,746 0,9983 0,1638/15,41 0,3621/ 34,08
Pseudomonas putida -0,331 0,741 0,9877 0,4314/40,60 2,7984 /263,36
g Chlorellasp. -0,300 1,040 0,9919 0,5123/48,21  1,9415/182,71
Lemna minor - - - - -
Allium cepa 1,275 1,000 1,000 0,0133/1,25 0,0531 /5,00
Aliivibrio fischeri 1,803 1,079 0,9956 0,0059/0,15 0,0214 /0,56
Pseudomonas putida -0,056 0,776 0,9809 0,1982 /5,16 1,1808 /30,72
Téu Chlorellasp. 0,016 0,775 0,9797 0,1593 /4,14 0,9526 / 24,79
S Lemna minor 0,479 0,473 0,9234 0,0052/0,14 0,0972 /2,53
Allium cepa - - - <0,0384/<10 <0,0384/<1,0
Aliivibrio fischeri 0,221 1,045 0,9928 0,1632/9,48 0,6150/ 35,72
E Pseudomonas putida -0,658 1,036 0,9441 1,1315/65,72 4,311/ 250,39
é Chlorellasp. -0,376 1,301 10,9909 0,6705/38,94 1,9458 /113,01
é Lemna minor -0,641 0,710 0,9386 1,1338/65,85 7,9801 / 463,48
Allium cepa 0,451 1,265 10,9456 0,1470/8,54 0,4379/ 25,54
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Usporedba EC vrijednosti pokazuje da je ci|j
testirane organi z me, dok se fenol [ tiocijar
organizmu.

ECso vrijednost fenola za&liivibrio fischeri (0,3621 mmol/L = 34,0 mg/L) u skladu je s
podacima iz literature. Ghosh i Doc{drl] izmjerili su EGo od 26,01 mg/L nakon 30 minuta

izl ogenosti, do 0] s ab iMajreid@i8ini i v rsiurepdmens t i od
komercijalnog kita, odnosno 49,3 mg/L pri primjeni bakterijske kultd@suprot tome, vrlo

visoka ekstrapolirana E@vrijednost fenola z&seudomonas putid2,7984 mmol/L = 263,36

mg/ L) ukazuje na otpornost ove bakterije ne
koncentracija nije izazvala inhibiciju rasta kod 50 % populacije.

MikroalgaChlorellas p. pokazala je negto vefPsaudansnaet | j i
putidaa gt o potvr Luj e t ak odwijednast(lsotls mmpobl =i182¢h a, al
mg/L). Ovi rezultati u skladu su s literaturnim podacima. Duan i Ei8] proveli su
sveobuhvatan pregl ed |l iterature o toksi ] nos
zakl julivgi da fenol ne utjele negativno na
razliku od Pseudomonas putidaEGso vrijednosti fenola za morske i slatkovodadge
zabiljegene su u[25iisttearkartwlrii .s Wuwel u ossujret | j i
Dunaliella salina, Platymonas subcordiformis, Phaeodactylum tricornutBohlin i
Skeletonema costatym u uspor edbi sa slatkovodnim vrst:
ni ¢ eso vige@nosti (27,32i 92, 97 mg/ L) , dok su za sl atko
vrijednosti (126,853 70 mg/ L) . Nagi r swiedndstana za slatkokotine d n i s
alge, kojima pripada Chlorellas p . . Rel ativna konzistentnost
testovima s@seudomonas putidaChlorella sp. sugerira da su ti testovi podjednako osjetljivi

na i spitivane tvari, unat ol tome gto ukl jul
napomenuti da obje kulture imaju sposobnost
gt o ukazeunjcei jrad npotmogul nost korigten[las, f enol
125].

lako literaturni podaci ukazuju na osjetljivost vrsta popemna minor, Lemna obscura

Lemna gibbana fenolne spojex[36], uovomi st ragi vanju nije zabil]

| i st illemnaminaptrée koncentracijama fenola nigim o

s porastom koncentracije fenola zabiljegen |
Lemna minoomet abol i zira fenol. Ovi rezul tat.i su
[140koj i ni su wuol il i Lemeagalywhiza akon| oemkdnavnast :

pentaklorofenolu u koncentraciji od 1,88 mmol/L.
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Aliumcepapokazao | e i znewigdhosiza ferl (010531 knmol/[EXC5,00
mg/ L) ako se uzme u obzir samo jedno dostup

ICso vrijednost fenola z&lliumcepaod 229, 02 mg/ L nako[i4llpet odnev

Gto se til e i Aliviorigfischeriss¢ pokazao kaa majosjetjiviji organizam s

naj ni gsomr iffCednogliu (0,0214 mmol/L = 0,56 n
bioluminiscentnom bakterijom popularni zbog visoke osjetljivosti i jednostavne izvedbe, u

l' iteraturi je pronalena svjetrmst zaecihmddO)l gljejedi j a |
zabiljegena vrijednost od 1,9 mg/L, gto je |
na visoku osjetljivost ove vrste na cijanid.

Cijanid nije pokaz adsendoradnas putidd, 1809 mnoliLI=8078t pr e
mg/L) niti premaChlorella sp. (0,9526 mmol/L = 24,79 mg/L). Neki autori smatraju da obje

vriste mo g u I s k[pOBli advani kr aaljq@ini ¢de granica
stimulativnog ulinkO1l sptoiwnaljiassa. uLinak I
Chlorella vulgarisi ut vrerdi i da niska koncentracija (0

vjierojatno zbog brze razgradnje cijanida wu

i zvor ugl ji ka. MeLut i m, proi vi gim koeta@aentr ac
ECovrijednost iznosila je svega 5,59 I 10 |
osobito s obzirom na sposobn@3tlorellas p . da iskorigtava <cijanid
nski h koncentracija zabiljegene od strane i st

EGCso vrijednosti cijanida zd.emna minor(0,0972 mmol/L = 22,53 mg/L) Allium cepa(<

0,0384 mmol/L = < 1,00 mg/L) vrlo su niske,
na cijanid, zajednoAliivibrio fischeri. Me Lut i m, ni su pronaleni pri
usporedbu. Jedino izvjAlgrhepaopitokijse| nagt il it
ul i nke, al i ne navodfl42k ol nu vrijednost toksi
Gto se tile tiocijamiajadnmgtegoeotonajjne gjae ECa
vrijednosti za cijanid. Naliivibrio fischerit i oci j anat djeluje slilno
= 35,72 mg/L), dok je z&lllumcepabi o0 znatno toksilniij.i (0, 4309

SlijedeChlorella sp. (1,9458 mmol/L = 113,01 mg/llseudomonas putid@,3111 mmol/L
= 250,39 mg/L) i, kao najmanje osjetljiveemna minor(7,9801 mmol/L = 463,48 mg/L).

Ekstrapolirane E&v r i j ednosti u p wijenjéne komcentratije tiodjanatasw  p r i
pojedinim testovima bile preniske za potpuni
Sveukupna wusporedba toksil|lnosti I spitivanih

da je cijani d bAliwvibriof@s¢herimlag iolspiejtil jspoj,j @&@r gani
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vertikalno unutar svakog organizptai j ani d j e redovisotvoi peklanisvy ao
ukazuje na njegovu Vvisoku ulinkovi tiosmeluu i z a
organizama za pojedinispopo ge se zakl j ul i t Alividra fissheri, dilea k't er i
oplenito osjetljivije na sve ispitivane tva
straneAllumcepg e i znenadila izrazitom olefnamihof i vogl
pokazala otpornost, osobitopremad ci j anat u. Ovakva razina dife
organi zmi ma nagl agava vagnost korigtenja Vv

ispitivanjima kako bi se dobila cjelovita slika utjecaja pojedmih e Lj gl i ma t elaoli i ¢ .

417.Toksi |l nost smjesa fenola, cijanida i tioc

Budul i da u okoligu moge postojati vel i k brc
vodene smjese najleglie se temelji na eksperi
Ov i model i omoguluju predvilanj e ateglsastavme t ok <
toksil nosti poj edi ni modd &kangemtracgsket adicjjeopiéanj U e g | e
poglavlju2.9.Me L u tkiemmi j ske smjese, osobito vodene,
ponaganj e, koje | esto dovodi do izragenijih
ulinaka od ol ekivani h, o d n6pl31h Btog®d suiswi dogatnio c i | e
podac.i o mogulim sinergistilkim i antagoni s
iznimno vagni za od dovompoglvlijuprikazgnirswrezjltatiranalize i z i k
zajednil|l kog toksilnog djelovanja fenol a, C
Eksperi mental ni podacpr iomjteonkosm | the SAtigbriold@ ks ivle
fischeri Tablica28s adr gi r ez ul t #@odeci prikazuju @aramebréliseariziraoibs t i
krivujadozao d govor i povrijedsliaj ui e EC
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Tablica28Re zul t at i

cijanida i tiocijanata

t sAkivibigo figcleel za binameisetnarne smjese fenola,

Kombi nacijaOmjer <PresNag R EGH mN
Fenol i «cij 25:75 157¢125 0995 0055
50:50 16 7¢€¢€114 0993 00314
75: 25 1742111 0997 0027
Fenol i tio25:75 0745137 0995 0287
50:50 0602121 0997 0318
75: 25 0453117 0994 0412
Cijanid i t25:75 1744113 0997 0028
50:50 1481105 0997 0040
75: 25 1,18¢104 0995 0071
Fenol i «c¢cij 25:25:%t8197:2176 0996 0061
25:50: 72217%152 0993 0015
50:25: 71963162 0996 0025
33:333 1811133 0997 0023
Mat emati | ko modeliranje
Koncentracijeiek speri ment alno odrelene vrijemesaost i
fenola, cijanidai tiocijanatal@blica28) u g r auladitivre maoslalf | u jednadgbu
izobole @7):
y @
06, P (37)
gdje je
- G koncentracije komponente i u smj@simol/L],
- EGoikoncentracija komponente koja uzrokuje
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- TUtoksi kol ogki .l inak komponent e
Konstruiram su izobologrambinarnih i ternarnih smjeg&lika 37). 1zobola (englisobolg je
grafil ki prikaz kombi nir ano.dNa esima xikyaaladevse j u i |

koncentracije pojedinih komponenata smjese

bi ol ogki ul i nak, najlegle izragen kao EC \
specifil nu kombinaci | u oj& domodian tiljanagefektan Takaw k s i |
prikaz omoguluje vizualnu procjenu inter a
ekotoksi kol ogi ji se najlegie koristi aditiv

smjese u slulaju da svtej kobmpo nmal es adl) reé uij ut &

il zobola je u pravilu l|linearna I spaja tol ke
i zazvala ciljani ulinak. Pri mjekommereentald)la EC

[ ( 0 ,kompo@Genta Pna dvodimenzionalnom graflk ol i ko se eksperi me
nal aze ispod aditivne izobole (konkavna zakr
ul i nak, t ) . kombinacija tvar.i i zaziva jal:i L
pojedind ni h toksi |l nosti. Suprotno tome, ako se t
zakrivljenost prema gore), to upuluje na ant
u smjesi u odnosu naflop| eki vani adi tivni odgo
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Slika 37 1zobologramibinarnih (A, B, C) i ternarnih (Dgmjesa fenola, cijanida i tiocijanata

Aditivna izobolak 0 j a spaja tol ke (0, 1) i (1, 0) za |
aditivnom modelu, odnosno funkciju opisgeud n a d 6.0 m (

U slulaju ternarnih smjesa, model aditivnog
tol ke (0,0, 1)XKak@O0bl, e ibo(lleOvO)zualiziral o p
zas | u | mostavljPn je tako da su ravnine vidljive samo u presjeku, odnosno kao $inije
obzirom na to da je odrelivanje toksilnosti
predvilanja od N 20 % (podrulje omeleno izob

doneseni h. zakl jul aka

Zasmjesd enol a i cijani da motgel ska uomddltda] da wtaj] @
toksilnost <c¢cijanida, budul i da su relativno
SvetriTUt ol ke nal aze se ispod aditivne i zobol e,
cijanid | ini 50 i 75 % ukupne koncentraci|j €

intervala 0,8 1,2Me Lut i m, pr omBUtroajkuel isnpoelscegasj 25 % c
nalazi ispod izobole 0,8, jasno je vidljivo dastoji trend prema kojem BUt o] ke nast av
izlaziti iz intervala 0,81 1, 2 kako se sadr gaj.Td ekazaj¢ ma doda
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sinergistilko djelovanje ove dvije toksilne

toksilnoglu cijanida

Sinergisti|lko djelovanje primjeluje se i kK o
slul aju situaciZpagmebgbneztagenl past:. fenol :
pozicioniranjaflUt o]l aka u bl i zini apscise i Tut odrkdaimaat e

ispod izobole 0,8

Kod otopina u kojima su kombinirani cCijanic
ponovno je dovela do pozicioniranfdJt ol aka rel ativno blizu osi (
jeapscisaMe Lut i m, nije uolen nikakav odmak od adi
odabranog predvti@veingpoey, imatlearzvealsse u neposr edn
Nedostatak odstupanja od aditivnost.i upul uj

djelovanja ovih dviju tvari

Analiza ponaganja ternarni h smjes dendencijae p oKk:
pozicioniranjaTUt o | a k a bmahjaistg kao i kod lgnarnih smjegonovno je vidljiv

domi nantni utj ecaj toksil nost. cijanida u ¢
pozicioniranjuTUt ol aka bl i . BSweodietcdgirjiasinmjUeesé kaemaul spo

ravnine aditivnostiTUt ol ke smjesa s nigim sadrgajem f

aditivnosti, dok su tol keg&joijma ofdgrowlaa a( &8 3 ,n
neposredno,j bl i zini izobolne ravnine 0, 8: ]
intervalaOv o ponovno ukazuje na sinergistilko dje
je pri ni gim sadrgajima fenola djelomilno
toksilnosti <cijanida
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4.2. Biorazgradnja smjese

Oplenito, industrijskionetlpadnij ufdbhovivagadag
bi ol ogkpeowmbsadkha komponenta zaMNtajdeavg er, adliiolli
obrada monosupstrata moge biti i nhi birana p
I nterakcija vige supstrata zahtjevna je zbo
enzime ali i t o k sKadars® mikkraorganizmi uzgajaju na dva kompatibilna supstrata,
primjerice na dva izvora ugljika, skloni su najprije iscipi o n a | koji omogul uj
rastaTo | e u skl adSinghsi Balomdjumdefli],wuakojgmemkroorganizam

naj prije iskorigtava .Nauknezubiaoarmatgomdinge molot
mj egavinu supstrata slogenija je i sporij a,

razgradnjom pojf9¢.di nal ni h spojeva

4.2.1. Rezultati prvog preliminarnog pokusa

U sklopu preliminarnitpokusao d r e L e na | e z&th éksperimenja@varijaatsst
bakterijomPseudomonas putid&1), mikroalgomChlorellasp(R2)t e nj i hovom mj eg
kulturom (R3), s ciliem procjene njihove sposobnosibrazgradnjesmjese fenola, cijanida i
tiocijanatakoncentracije Inmol/L. Slika 38 prikazujetijek promjene CFU vrijednosti tijekom

14 dana pokusa za svedksperimentalngarijante.
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Pseudomonas putida
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Chlorella sp.
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Slika 38 Promjenalogaritamske CFU vrijednoshakterije Pseudomonas putigamikroalge
Chlorellasp.i njhovemj egovi te kultuzéoffepekom &Mmjdanaf
tiocijanata koncentracije 1 mmol/L
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U reaktorskoj jedinicik o0 j a | e |=adijskg &uwtuaulPseudomonas putidéR1)
zabiljegena je poletna stagnacija broja kol

i zr ag e mrojpkowlongasito ¢gest og d a br@a kolanijadoktaja pokupaa d

Pol etna CFU vr i j>»ldogrUSL, dok pmakos 14ldananosta 111% 190

CFUmL. Ovi rezultati ukazup na pri sut nost svih ti,pad|l ni h
prilagodbe, eksponencijalnog rasta, staciondmfaze odumiranjaU usporedbi s kontrolom

(SP) , nije zabiljegen porast broja kolonija,
smjesu ispitivanih tvampotrijebikao izvor ugljika i energije.

U reaktorskoj jedinicis mikroalgomChlorella sp. R2), CFU vrijednosti su tijekontrajanja
pokusaspokazi val e stabilan i p 0st u présutnosti angese uz
fenola, cijanida i tiocijanatamd nosu na odg o 8RYr.a jPudFubvtijedreost r o | u
bila je 6,4x 1 OCFU/mL, a na kraju pokusa dostiglayejednost od1,3x 1 OCFU mL , gto
ukazuje na uspj egnunjeqmpotencaino dposobnodtiorazgradajé g e i
prisutnih toksilnih spojeva

U reaktorskoj | edi nR3ydnamsikampnganeGFU vrigdnoskhildjeg u r o m
nestabila Nakon poletnog rasta do sedmog dana,
pokusa. Zanimljivo je da suijelo vrijeme trajanja pokusa CFW r i j ednos tui bil
prisutnosti smjese fenola, cijanida i tiocijanatego u kontrolom uzorkSP3 . Po| et na C
vrijednost iznosila je 1,2 1 OCFU/mL, akrajnja2,1x1 OCFU mL . Ov i rezul tat.i
mogul negati van melLusobnia uitnleickaijcimiskkriooulgia
smj ese, koj i se i zrageni jMonteadiisur.[@48la @a kw Lpr i S u:
opazilida jema k si mal na s p e cPseudohomas pwidiiaap & g a a ®fag 0 U
mjegovitih kultura u pokusi ma biorazgradnje
Uz kvantifikaciju broja kolonija, tijekonprvogp r el i mi narnog pokusa pra
koncentracija fenola, cijanida i tiocijanatgekom vremenakako bi se procijenio stupanj
njihovebiorazgradnje primjenom odabranih mikroorganiza8ika 39p r i kazuj e ul i nk
biorazgradnje (%) smjese fenola, cijanida i tiocijanata koncentracije 1 mmol/L primjenom
bakterijePseudomonas putigdanikroalgeChlorellas p . [ nji hove mjegovite

dana.
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Slika 39 U| 1 n k obiwrazg@dnje fenola, cijanida i tiocijanata bakterijf@seudomonas

putida, mikroalgom Chlorella sp. i njihovom mj ego v i t o mtijekom |ptvegr o m

preliminarnogpokusa

U svim eksperimentalnim varijantama fenol je u potpunosti uklonjeniz otgpin®@ ukaz uj e
visoku biorazgradivosbvog spojau danim uvjetimaMe L ut i m, i zostanak zna
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broja kolonija tijekom pokussaPseudomonas putidauger i ra da wukl anj anj e
bilo praleno proporcionalnim mikrobnim umna:(
aktivnost bez stanilne diobe il:i na pojavu

objagnj enj a |Rseudomothas pusida SsItvareitcena pri sutnosti

djelomi|lno pregle u metabolizam odrgavanj a,
detoksi kaci ju, a ne za r awfenolulotmginohiesprisutnetir e b a
druge toksilne komponente koje mogu i mat. i n
razgradnju fenola, kao gto su fenol hi droksi
kofaktorima. Cijanid, kaopozant i 1 nhi bi t or metalni h enzi ma, r
dok tiocijanat moge poremetiti i onsku ravnot
da je fenol, i ako razgralLen, djel omi |l no met
biomag , pr i |l emu se energija usmjerava na deto
kontradi ktorna na prvi pogled, zabiljegena |
fenola bila ulinkovita, ali nstajicazbbgiptisatnogtir ai en

dodatnih stresorau sustaf@4,89] St oga se moge pretpostaviti
fenola u ovom sl ul aju rezul t atPseudomandseutigaet ab o
al i [ da je ukupna fiziologka aktivnost bil
smj ese, gto je ogranililo rast i odrgavanje
istovremene interpretacije kvantitativnih i kvalitativnih parametaraabgradnje jer sama
razgradnja ne znal. nugno optimalne nimvjete
vigekomponentnim sustavi ma.

Kada je rijel 0 c i Aseudomaehas,putitl@adgradila jgoi rji sbklai gknuol t4uér
dok je mikroalgaChlorella s p . pokazal a z n aiorazgradwjdod88 %s posob
Nasuprot tome, tiocijanati su se pokazali izrazito postojanima. Kod obje monokulture
zabiljeademkoyrezgradsgti sipioad 10 %. Jog sl abiji r
mjegovitu kulutluirnuk,obidd @doghkt@jderj uci j ani da i tic
ukazuje na nedostat ak s i ettermegnhihic§ekuoutar zdjgdeide o v a n |
mikroorganizama.

Budul i prichigenjesi mikroorganizmi striktno aerobnbiorazgradnja ispitivanih tvari
prirodno je povezana s potrognjom kisika, zb
tijekom pokusa vagno za nei zr &Bkka 40 prikaagec j e nu

promjene koncentraajotopljenog kisikaijekom provedbe prvog preliminarnog pokusa.
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Slika 40 Promjere koncentraci otopljenog kisika tijekom provedbe prvog preliminarnog

pokusa

116



U reaktorskoj jedinici s bakterijoirdseudomonas putid@&1), koncentracija otopljenog kisika
ostala je gotovo nepromijenjena tijipokagtm pr v e

Usporedbom s kontrolomSPJ) vidljivo je da su koncentracije kisika u prisutnosti smjese

fenola, cijanida itiocijanat&tk neznatno ni ge unutar prva | eti
aktivnost bakterija u poletnoj fazi pokusa i
S druge strane, ieaktorskoj jedinics mikroalgomChlorellas p. ( R2) zabi |l j egen

razlika u koncentradiptopljenog kisika u odnosu na kontrolni uzor&g. Padkoncentracije

kiskad odat no pot vr L ujvisokmd li nrkeorviijteo sut wri lkemw | ge

[ cijanida, jer intenzivniiji met abolizam rez
Ureaktor skoj jedini diR33%, mjue e ietmo nsuiskl LIl tuuer poont
kontrolnim vrijednostimagP3 . To sugerira da nije doglo do
gto je u skladu s pr et houdniinnk orveezigieldsteait ibmao CF U

4.2.2. Rezultati drugog preliminarnog pokusa

Udrugompr el i mi nar nom p ok u samjesefenble tijanaa itlodjanabe nt r a c
smanjenaje na 0,1 mnrmol / L kao posl jedica slabe ulinka
preliminarnom pokusuU sklopu preliminarnihpokusaodr e Lena | e ZRU vr i |
eksperimentala varijante s bakterijomPseudomonas putidd1), mikroalgomChlorella sp

(R2) t e nji hovom mj e@3d),byvs ciljenm prokjent tjinove® sposobnosti
biorazgradnjesmjese fenola, cijanida i tiocijandtancentracije 0,1 mmol/LSlika 41 prikazuje

tijek promjene CFU vrijednosti tijekom 14 dana pokusa za seks$perimentalngarijante.
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Pseudomonas putida
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Slika 41 Promjenalogaritamske CFU vrijednosbakterije Pseudomonas putigamikroalge
Chlorellas p . i nNjihove mjegoviztie glewmlotsur e stmij jesk o

tiocijanata koncentracije 0,1 mmol/L
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U reaktorskoj jedinics bakterijomPseudomonas putid®l ) ni j e zabiljegena

v e | rastbekteriez apo| e o e k sQuakavairomk rastalu skiadu je s literaturnim
podaci ma Kkoj i upul utjouk snial mad nabtRsdvilaotonpssplticlari u | i n a k
Vi gi m Kk on cokojinaoaid iitrfjeamjenfaze prilagodfed3]. U prvom preliminarnom

pokusu, u kojemu je koncentracgmjesebi | a vi ga, primijeiena je
mikroorganizmaP o | e t nvajed@oktizhosila je 8,3 1 OCFU/mL, a do kraja pokusa pala

je nal,1x 1 OCFU/mL. Kao i uprvom preliminarnonpokusu, CFU vrijednosti teaktorskoj

jediniciR1 ni su pr e ma g3Fl, e g a aé bakterijmme koristismjésu kao izvor

ugljika i energije.

Suprotno tome, weaktorskoj jedinics mikroalgomChlorellasp. R2) zabi |l j egen | €
rast broja kolonij a, uz konzistentSRp, vggie C
upul up ki mldioazgtadnjusmjese P o | e tvrjalnostifnbsila je 4,8x 1 0

CFU/mL, dok jenakon 14dana narasla na 891 OCFU/mL.

U reaktorskoj jedinici smj e gom \kultarom (R3 ) uelde mami | a.nNakorbr az ac
po | edsmanjerq CFU vrijednostiuslijedio jekratkotrapnporastbroja kolonijg te ponovn

pad nakon sedmog dana pokuSdzhbsilaje 4,1k e @rWnsLtdokna p ol
je po zavrget kux1@OCHKIUME. & pioZz era@s inlian vr emenskim
vrijednosti bilesuv i gkentrali (SP3 nego u prisutnosti fenola, cijanida i tiocijanata.

Uz kvantifikaciju broja kolonija, tijekondrugogp r el i mi nar nog pokusa pra
koncentracija fenola, cijanida i tiocijanata kako bi se procijenio stupanj njiliokezgradnje

primjenom odabranih mikroorganizam@lika 42pr i kazuj e ulinkovitost
smjese fenola, cijanida i tiocijanata koncentracije 1 mmol/L primjenom bak®se@domonas

putida mikroalgeChlorellas p . i njihove mjegovite kulture 't
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Slika 42 U| 1 n k obiwrazg@dnje fenola, cijanida i tiocijanata bakterijf@seudomonas

putida, mikroalgom Chlorella s p .

preliminarnogpokusa
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Smanjenjem poletne koncentracije smj ese z a
biorazgradnje cijanida i tiocijanata, dok perazgradnja fenola i dalje ostala visoka u svim
eksperimentalnim varijantama

Kao i uprvom preliminarnom pokusidenol je u potpunosti uklonjen iz otopine t o v el n
pol ovini trajanja pokus@druge stand®seudomonasputidd aj a |
(R1) uklonila je 42,86 %ijanida Chlorellasp. (R2)uklonila je52,70 %cijanida a mj e go Vv i
kultura (R3) 48,57 %ijanida lako jebior azgr adnj a t i oci judn antkeao vii tdoasl
j e u odgosu narvi preliminarni pokus Naj v el u biorhzgradkje tiocijanata t
pokazala je mikroalg&hlorellasp. (33,43 % dok suPseudomonas putida mj egovi t a Kk
postigle 19,21 %, odnosno 12,26 Brazgradnje tiocijanateRezultati su pokazali da je
reaktorska jedinica mikroalgomChlorellasp. (R2)p o k a z a | kapacitpioraegradnje

gt o | e rezultatimb @vogiprebminarnog pokusakorelira s CFU vrijednostimZbog

navedenih rezultata mikroaldgahlorella sp. odabrana j&ao modelni organizam glavnan

pokusi biorazgradnjei optimizacij uvjeta procesa.Vrijeme trajanja glavnog pokusa
biorazgradnjeeducirandge na 7 danabzirom da se nakon sedmog dana pokusa biorazgradnja
stabilizira i ne pokazuje daljnji napredak.

Slika 43 prikazuje promjene koncentra@j otopljenog kisikatijekom proovedbe drugog

preliminarnog pokusa.
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Slika 43 Promjere koncentraci otopljenog kisika tijekom provedbdrugog preliminarnog

pokusa
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U svim reaktorskim jedinicamg R 1 , R2, R3) zabiljegene su ni
kisika u odnosu na njihove kontedlSP1, SP2SP3 , gt o u k a z kigikatijekoem pot r o
bi ol og k e Urremktogskopjatlinigs bakterijskom monokulturofseudomonas putida

(R1) do izragenijeg pada koncentracije otopl
skladu s fazom intenzivnhog metabolizmareaktorskoj jedinicis mikroalgomChlorella sp.

(R2) zabi | j ege niaz njdaincenmaciomplienogrkiaikal smjesi fenola,

cijanida i tiocijana& te kontrolnog uzorkgdK2), gt o dodat no proikroalgeL uj e u

u biorazgradnjiur ea kt or sk o] j edi ni (R3), kencemrpcgagompljenbgo m k u

kisika bilajen e gt o n kogtelnamaizpku (ki) no ni je zabiljegen z
pokusa. Umjesto toga, uol en je relativno st :
ogranilenu mikrobiologku aktivnost i sl ab in
Tijekom izvolLenja preliminarnih pokusa, mo r f
mi kroskopskom anali zom. U oba pokusa nisu wu

bakterijeni mikroalge.Slika 44 i Slika 45 prikazuju mikrofotografije bakterije i mikroalge te
potvrLuju oluvanositNi stuamipll red emsikrolzninlsttinica a

kontrolnim i testnim uzorcima.

Slika 44 Mikrofotografije trajnih preparata bakterikgseudomonas putidzbojane po Gramu,
snimljeneSEM-omp r i p o add@d0GxrujuzorkuSPLt r e | e pgrvogl pretiminarnog
pokusa(A) te u uzorkuR1t r e | e drugaganelianinarnog pokuga)
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Slika 45 Mikrofotografije mikroalgeChlorellasp. snimljee SEM-omp r i p ood400xa n j u

uuzorkuSFP2p o z a \pnvay prelikninarnog pokugd) te u uzorklR2p o z a Wdmugpg t k u

preliminarnog pokuséB)

Rezultati estovato k s i |IsAliwibrib fischerini su pokazali toksil|l nost

prikazani u ovom radu.

4.2.3. Rezultati glavnog pokusa biorazgradnje

Cilj glavnog pokusabiorazgradnjebio je optimizirati proces biorazgradnje smjese fenola,

cijanida i tiocijanatgpremaFull Factorial dizajru. Na temelju rezultatpreliminarnih pokusa

za provedbu glavnog pokusa biorazgradogiabrana je mikroalg&hlorella sp., a trajanje
pokusa fg&raltena 7 dana zbog uolene stagnacij
Dodatno, u glavhom pokusu biorazgradnje primijenjen je modificirani mineralni medij
(Tablica 20) . Promjena u sastavu mineralnog medij
biorazgradnje tiocijanata. Poznato je da tijekom razgradnje tiocijanata dolazi do stvaranja
sulfata, amonijaka i ugljikova dioksida11]. Prema studiji Rapera i suf.13], amonijak pri
koncentracij od 316 mg/Limai nhi bi t or ni ulinak na razgradn
koncentracijskom rasponu od 80 do 2000 mg/ L
to da je mineralni medij upotrijebljen u preliminarnim pokusi ma
koncentraciju amonijaka koji jpotencijalnomogaoinhibirati biorazgradnju tiocijanataza

potrebe glavnog pokusa biorazgradnje sastav mineralnog medija je modificiran smanjenjem
koncentracije amonijaka te zamjenom sulfata klorid[&i4]. Modificirani mineralni medij
formuliran je tako da bude prikladan za 71 as
opti mal ni uvij et za wevaluaciju bi orazgradn:«

kombinacijama.
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Tijekom glavnog pokusabiorazgradnjel s pi t i vana su tri | it mbeni ka
gustola kulture i pol etna koncentracija smj
ispitan na tri razine, sukladno opisu u pogladj3.3. Kao odziv procesaizetje postotak

bi orazgradnje smjese fenola, cij3®nida i tioc
Tijekom glavnog pokusa bnikoalgeizgr agenpkabe6FUg
je u odabrani m yapremeadogaktmimanh CkUlvrkednosi prikazane su

g r a fuioviskosti o vremenslika 46, Slika 47i Slika 48 prikazup rezultate za tikvice T1

do T27 (vidiTablica 22) te njihovep r i p a kbatfole (SR)
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Slika 46 Promjena logaritam&kCFU vrijednostimikroalge Chlorella sp. tijekom 7 dana

provedbe glavnog pokusaorazgradnjeas tikvicama T1 do T9
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Slika 47 Promjena logaritam&kCFU vrijednostimikroalge Chlorella sp. tijekom 7 dana

provedbe glavnog pokussorazgradnjeas tikvicama TD do T18
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Slika 48 Promjena logaritam&CFU vrijednostimikroalge Chlorella sp.
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provedbe glavnog pokusdorazgradnjau tikvicama TP do T27
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U reaktorskoj jedinici 9 o | amtorp tomlg ki sdmsuspenzije mikroalg8,10 ikvice T1

doT9) , nije zabiljegen porast CFU wvrijednost
krajnje vrijednost:i bil e su ni ¢SP) Poidjerigeoul et ni h
uzorku T5 (pH 10¢ 0,25 nmol/L) n aj v e | aCFu wiednbstizadgilaja 20% 1 0
CFUmL,za razliku od pol et n25xi0CHUeMd & obzitomnak oj a |
izostanak rastanikrobnihns t ani c a, mo § e uzereimazTa #ol T |j iet id odyd ou
znal aj mmadnjb.i or az

U reaktorskoj jedinici s pol et n@M(tikeigefTI0l Kom g
doT18),zabi | j e g @RUerijednasti wddrpsu na d g o v akordrpla(SPEosim u
uzorcimaT12, T13 i T14u kojimaje rastizostao Naj vel i br oj wdrakai ca u
imala je tikvica T10 (pH 10, 0,25 mmol/L), sCFU vrijednasti od 6,0x 1 OCFU/mL na kraju
pokusa, gt o j e por asgl 0C&UnNWdwijednasty h gd&kgnwolnegt ni h 2
uzorka (4,9 1 OCFU/mL). Ovi rezultati ukazuju na prisutnu biorazgradnu aktivnost.

U reaktorskoj jedinici s pol et nh0d(tkvigefTI9] kom g
doT27),s v i uzorci pokazali su stabilan i i zrage
svim sl ul ajevi ma b$R) e NagRNrnggwsti@ d 3kERImML)o | ni h
zabiljegene su wO0,85z2mal/l),iTA24pHTRcD,50(mmdtL),823 (pH

6,c0,75 nmol/L) i T25 (pH 10c0,25mMmol/L) , uz pol et nux1WCHUme dnost
Analizom svih eksper i men teamhjw ibhoj ssamkica mikroalge mo ¢ e
Chlorellasp.pr i mipreil emaj ni § o] koncentracmo/l)ipd mj es e

10, gt o upravgteir iurvg edta naj vi ge mgkroalge Idak,juskupmia st u i

uzorakashaj vi gom vrijednost. opt (106 gikvicedWtdo | e s u
T2 zabil jegen |je dosnikjoalgbkmovivgé ir &z loj| istiami kar
gto ukazuje na to da je optilka gustola na
ulinkovitost bi or azgr todjapta owmsustaarne f enol a, ci

Tijekom sedam dandrajanja glavnog pokushiorazgradnje analiziram je i koncentracija

fenola, cijanida i tiocijanata z kojih je izral unHBdadavihuzoraka k ov i t
uolen je gotowubdi hk aoermagradnje fermlb kree tvrijeme, dok su kod

cijanida i tiocijanata vrijednosti | i nkovi t oswui vei omazgradaka r as
tri dana, nakon Realgadsuwikazasueblisutgrafikand kroz pramgerue .
vrijednosti biorazgradnj€%) tijekom vremena u tikvicama T1 do TSlika 49), T10 do T18

(Slika 50) i T19 do T27 §lika 51).
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U reaktorskoj jedinici s pol etn6i0(ilvipagTl | kom ¢
do T9), zabiljegena | ebiorazgradwdenaa, zatimi cijakiday dok je s t
biorazgradnja tiocijanataajslabija Najpovoljniji rezultat u ovoj skupini postignut je u uzorku

T5 (pH 10,c 0,25 mmol/L), u kojemujer azgr aleno 90, 00 % fenol a,

% tiocijanata.

U reaktorskoj jedinici s pol et n@(tikvigefTiI0Ol kom g
do T18), najbolji rezultat postignut je u uzorku T17us i n k obiiazgm@mdnjganolaod

88,00 % cijanida47,90 % itiocijanata59,55 %

U reaktorskoj jedinici s pol et nh0d(tkvigeTi9] kom ¢

do T27), svi s u uzorci pokazal. vi soku ulinkov
bi orazgradnje zabiljegen je u wuzorku T21, g
tiocijanat 87,12 %odnosnd5,61 %.

Ukupnaanalizp okazuj e da se najvela ulinkovitost bi
koncentraciji onel mg/uijprupHe10.Nmjjégze adO®ni25i mut
ulinkovitost bi orkeegmcabionaseikiopigeikz j @ é mallaao o]
gustol a suspenzij e. Kada ] e op,tullikmmk ogu$ be
bi orazgradnje bila je najveia neovisno o ost

Ni ge koncentracije oneliwlliupnal mhkit va@ar g a rsinmzame
omoguluju stabiboljuakti meosabol Paeell ane koncent
tiocijanata mogu wuzrokovat. I nhi biciju stan
energet ski utrogak za procese detoksikacije
umanj uju ulom&kogyrn adrsjte,b dj el omi | no zbog stva
inhibicije enzima[l1l, 93] Razgradnjdenolau k | j ul uj e dj e lemzwa fenole s p e c

hidroksilaze, kateol dioksigenaze i mukonat ciklo izomerazerazgradnjaijanidanitrilaze i

cijanaze[144]. MeLlLut i m, toksil nost Sspojeva poput c
smanjenja aktivnost.i ovi h enzfl3pa doakk piovp mgie
koncentracije tiocijanata mogu inhibiratd.i a
cijanida[113]. Ti oci j anat i su, kao i u preliminarni
bior azgradnj e. | a k €hlsellaspanjue utsplosieldmii =m=a f enol
je o kemijski stabilnijim spojevima, g¢gto ote
da se tiocijanat:. mogu sekundarno formirat.

dodat no ov aldaajanje iz rsystavil45]. Unat ol t o mmorazgrpdmjs t ot a k
tiocijanata bio j e zn abiomzgradnjenegd @ ipreliminargilna v n o m

pokusi ma, ¢gto se moge pripisati modi fi kaci j i
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Tijekom pripreme glavnog poku&sorazgradnje

ciljane

razi

ne

od 6,

8

pH

vriijednost svakog u

Qpl5puzkpjahsal mag

g r e ¢ kijekamamjerenja. Sedmog dana pokusa ponovno su izmjerene pH vrijednosti svih

uzorakaTablica29p r i kazuj e
je da su séjekom pokusg H

pol etne

vrijednosti

i krajnjdodHtlnworij e
S v i h mdoslabobaakza |pnroinb | i

rasponu7,51 8), bez obzira na inicijalno postavljeptt vrijednost.

Tablica 29 Prikaz pH vrijednostiuzoraka T1 do T27 prije i nakon glavnog pokusa

biorazgradnje

tikvica pol etn konal n
Tl 10,00 8,12
T2 6,00 7,43
T3 8,00 7,68
T4 10,00 8,54
T5 10,00 8,36
T6 6,00 7,16
T7 6,00 7,23
T8 8,00 8,11
T9 8,00 8,22
T10 10,00 8,22
T11 6,00 7,36
T12 8,00 7,86
T13 8,00 7,95
T14 8,00 8,01
T15 10,00 8,29
T16 10,00 8,30
T17 6,00 7,32
T18 6,00 7,25
T19 6,00 8,33
T20 6,00 8,63
T21 8,00 8,72
T22 10,00 8,68
T23 6,00 8,10
T24 10,00 8,48
T25 10,00 9,14
T26 8,00 8,40
T27 8,00 8,38
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Ovaj pH raspon odgovara optimalnim uvjetima za rast mikro@lgerella sp.[146]. Prema

dostupnoj literaturi, optimalmpH vrijednost zaaktivnoste n z i ma u kbliojaagradnjn i h u
cijanida nal aze se i z me Lhiorafgradnjgifcijanatip ks siegeaap v
alkalnim uvjetima, osobito pri pH 1Ja47]. Dodatno, promjene pH tijekom pokusa mogu biti

posl jedica kemijske ravnotege povezane s di
vrijednostima dolazi do stvaranja fenolata i vodikovih iddd]. Ovakva dinamika pH

vrijednosti u skladu je s literaturnim podacima, prema kojima dolapad@a pH vrijednosti

uslijed stvaranj&iselihme t abol i ta tijekom poletnih faza r
medija kao posljedica iscrpljivanja izvora
[143]. Ut j ec aj pH na wulinkovitost bi orazgradnje
povrgina, koje e biti pri kazane i i nterpret
Koncentracija otopljenog ki biordkgradpeReziltatisa j e t
prikazani u obliku grafikona kao ovisnost koncentracije kisika u tikvicama T1 d8lik 62),

T10 do T18 §lika 53) i T19 do T27 Elika 54). o vremenu.
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Slika 53 Promjene koncentracija otopljenog kisika tijekom provediee/nog pokusa u

tikvicamaT1l do T®
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Slika 54 Promjene koncentracija otopljenog kisika tijekom provedisevnog pokusa u
tikvicamaT19 do T27
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