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SAZETAK

Uslijed ubrzane industrijalizacije 1 urbanizacije, neizbjezan je intenzivan porast onecis¢enja tla,
zraka 1 vodenih resursa. Fenolni spojevi i cijanidi, koji su uvrSteni medu prioritetne
oneciSéujuce tvari, cesto se pojavljuju zajedno s tiocijanatima u industrijskim otpadnim vodama
koje potjeCu iz koksne, kemijske, rudarske 1 srodnih industrija. Iako industrijski ispusti obi¢no
sadrzavaju slozene kombinacije organskih i anorganskih oneciS¢ujucih tvari, istrazivanja
usmjerena na ekotoksi¢nost i biorazgradivost smjesa jos su uvijek rijetka. Vecina dosadasnjih
istraZivanja bila je fokusirana na pojedinacne organske spojeve.

Cilj ovog doktorskog rada bio je procijeniti ekotoksi¢nost i potencijal biorazgradnje fenola,
cijanida i tiocijanata kao znakovitih industrijskih oneciS¢ujucih tvari. U prvoj fazi provedena je
analiza toksicnosti fenola, cijanida i tiocijanata pojedinacno primjenom pet testnih organizama
razli¢itih trofi¢kih razina: bakterije Aliivibrio fischeri, bakterije Pseudomonas putida,
mikroalge Chlorella sp., vodene le¢e Lemna minor i sjemenki luka Allium cepa. Procjena
ekotoksi¢nosti binarnih 1 ternarnih smjesa fenola, cijanida 1 tiocijanata provedena je pomocu
Aliivibrio fischeri, a eksperimentalni podaci integrirani su u matematicke modele radi analize
mogucih medudjelovanja izmedu komponenata smjese. U drugoj fazi ispitivan je potencijal
biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata primjenom bakterije Pseudomonas putida,
mikroalge Chlorella sp. i njthove mjesovite kulture. Preliminarni pokusi posluzili su za odabir
najuspjesnijeg mikroorganizma, pri ¢emu se Chlorella sp. pokazala najperspektivnijom. Glavni
pokus biorazgradnje proveden je s mikroalgom Chlorella sp. prema full factorial dizajnu, a
procesni parametri optimizirani su primjenom metodologije odzivne povrsine (RSM). U svrhu
procjene detoksikacijskog ucinka, nakon biorazgradnje proveden je test toksiCnosti filtrata
pomocu Aliivibrio fischeri.

Dobiveni rezultati ukazali su na izrazenu toksi¢nost cijanida, sinergisticke ucinke smjesa, te
djelomi¢nu ucinkovitost Chlorella sp. u uklanjanju ispitivanih spojeva. Fenol je potpuno
uklonjen u svim uvjetima, dok je razgradnja cijanida 1 osobito tiocijanata bila ogranicena i
snazno ovisna o pocetnoj koncentraciji i biomasi mikroorganizma. Statisticko modeliranje
potvrdilo je da su pocetna koncentracija smjese i opticka gustoc¢a mikroalge klju¢ni ¢imbenici
koji utjeCu na ucinkovitost procesa. Unato¢ visokoj ucinkovitosti biorazgradnje, analiza
toksi¢nosti nakon biorazgradnje ukazala je na prisutnost razgradnih produkata s potencijalno
pojacanim toksi¢nim uc¢inkom, ¢ime se dodatno naglaSava sloZenost stvarnih okoli$nih sustava.
Kljuéne rijeci: fenol, cijanid, tiocijanat, ekotoksi¢nost, biorazgradnja, matematicko

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 thiocyanates in industrial 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 of such 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 individually using five test
organisms representing different trophic levels: bacterium Aliivibrio fischeri, bacterium
Pseudomonas putida, microalga Chlorella sp., aquatic macrophyte Lemna minor, and onion
seeds (Allium cepa). The ecotoxicity of binary and ternary mixtures of phenol, cyanide, and
thiocyanate was assessed using Aliivibrio 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 of the ternary mixture was examined using
Pseudomonas putida, Chlorella sp., and their mixed culture. Preliminary tests served to identify
the most efficient microorganism, with Chlorella sp. proving to be the most promising
candidate. The main biodegradation experiment was performed with Chlorella 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 using Aliivibrio fischeri.

The results obtained revealed pronounced cyanide toxicity, synergistic effects of the mixtures,
and partial effectiveness of Chlorella sp. 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 biomass. Statistical modelling confirmed that the initial concentration of the mixture
and the optical density of the microalga were 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 complexity of real environmental systems.

Key words: phenol, cyanide, thiocyanate, ecotoxicity, biodegradation, mathematical modelling
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1. UVOD

Onecis¢enje vode nastaje kada se onecis¢ujuce tvari izravno ili neizravno ispustaju u prirodna
vodena tijela bez odgovarajuce obrade [1]. Nedostatak pitke vode postaje ozbiljan i po Zivot
opasan problem, a posljednjih godina svjedo¢imo i politickim sukobima uzrokovanim
nestaSicom iste [2]. U protekla tri desetljeca, sve strozi zahtjevi usmjereni su na zastitu vodenih
resursa, ponajprije zbog globalne nestasice pitke vode, ali i zabrinjavaju¢eg porasta ucestalosti
neuroloskih poremecaja kod ljudi i1 Zivotinja uzrokovanih toksinima iz okolisa [3].

Od sedamdesetih do devedesetih godina proslog stolje¢a, obrada otpadnih voda bila je
usredoto¢ena uglavnom na smanjenje 1 eliminaciju plutajuc¢eg 1 suspendiranog materijala,
biokemijske potrosnje kisika (BPKs) te patogena. Od 1990-ih godina, zbog Sirenja tehnickog
znanja 1 razvoja znanstvene svijesti, obrada industrijskih otpadnih voda pocinje se fokusirati 1
na ekoloSke te zdravstvene probleme povezane s toksi¢nim tvarima koje otpadnom vodom
dospijevaju u okolis. Kako bi se ispunili propisani standardi, industrija se danas usmjerava na
primjenu u¢inkovitih, odrzivih i ekonomi¢nih tehnologija kojima se toksi¢ne tvari razgraduju u
manje opasne ili pak potpuno bezopasne pri ¢emu se kao jedno od najperspektivnijih rjesenja
namece biorazgradnja [4]. Medutim, tvari koje su otporne na biorazgradnju mogu se zadrzavati
u tlu i akumulirati u zivotinjskim i ljudskim tkivima, zbog ¢ega je nuzno razumjeti mehanizme
mikrobne razgradnje kako bi se razvili u€inkoviti sustavi bioremedijacije [5].

U kontekstu industrijskih otpadnih voda, posebnu paznju zasluzuju spojevi poput fenola,
cijanida i tiocijanata koji se zajedno nalaze u otpadnoj vodi koksne industrije. Fenol je kemijski
stabilan spoj koji moze dugo perzistirati u vodenim otopinama, ima tendenciju akumulacije u
tlu te sposobnost migracije iz tla u vodene ekosustave [6]. Cijanidi su soli cijanovodi¢ne
kiseline (HCN), a oblik u kojem su prisutni u vodenoj otopini ovisi o pH vrijednosti iste.
cijanidni anion (CN"), odnosno sve oblike koji nisu vezani u stabilne metalne komplekse [3].
Prema Direktivi Europske unije [7], maksimalne dopuStene koncentracije (MDK) fenola i
slobodnog cijanida u industrijskim efluentima koji se ispustaju u prirodni recipijent obi¢no su
postavljene na 0,1 mg/L. U vodenom okoliSu tiocijanat je otporniji na biorazgradnju u odnosu
na cijanid. Stovi$e, poznato je da nepotpuna oksidacija tiocijanata moze rezultirati nastajanjem
cijanida. UnatoC tome, zbog njegove znatno nize toksi¢nosti u usporedbi s fenolom 1 cijanidom,

tiocijanat se Cesto zanemaruje i trenutac¢no nije pod odgovaraju¢im regulatornim nadzorom [4].



Osim $to pojedinacno predstavljaju rizik, medusobne interakcije fenola, cijanida i tiocijanata
mogu znacajno promijeniti ukupnu toksi¢nost uzorka koja je jo§ uvijek neistrazena. Testovi
toksicnosti omogucuju uvid u bioloske u¢inke pojedinih tvari, ali 1 njihovih smjesa, koje mogu
pokazivati aditivna, sinergijska ili antagonisticka djelovanja [8]. S obzirom na to da testovi
toksicnosti mogu biti vremenski 1 tehnicki zahtjevni, osobito kada se ispituje velik broj tvari 1
njihovih kombinacija, matematicki modeli namecu se kao brza, jednostavnija i financijski
isplativija alternativa za procjenu toksi¢nosti smjesa. Takvi modeli doprinose razumijevanju
mehanizama djelovanja tvari u smjesama. Integracija matematickog modeliranja u toksikolosku
procjenu pomaze u predvidanju rizika i razvoju efikasnijih strategija kontrole onecis¢enja [8].

Ovo istrazivanje usmjereno je na procjenu ekotoksi¢nosti fenola, cijanida i tiocijanata te
njihovih smjesa, s ciljem razjasnjavanja njihovog ekoloskog utjecaja. Osim toga, cilj je ispitati
1 potencijal biorazgradnje smjese navedenih tvari pomocu mikroalge Chlorella sp. te doprinijeti

razvoju integriranog pristupa procjeni rizika industrijskih otpadnih voda.



2. OPCI DIO

2.1. Otpadna voda teske industrije

Teska industrija, osobito proizvodnja koksa i Celika, jedan je od najvecih potrosaca vode i
istovremeno jedan od najznacajnijih izvora otpadne vode. Tijekom procesa proizvodnje koksa
nastaju enormne koli¢ine izrazito toksi¢ne otpadne vode kompleksnog kemijskog sastava. Ove
otpadne vode sadrze visoke koncentracije fenola, cijanida 1 tiocijanata te se svrstavaju medu
najzahtjevnije za obradu u industrijskoj praksi [9, 10]. 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]
384 - 534 12-24 367 — 642 [12]
400 — 1200 4-15 200 - 500 [13]
100 — 221 11-41 198 — 427 [14]
483 8,2 361 [15]
2500 10-50 100 — 300 [16]
2.2. Fenol

Fenol je organska molekula koju karakterizira hidroksilna (-OH) skupina povezana s jednim
atomom ugljika u aromati¢nom benzenskom prstenu molekularne formule CsHsOH.
Najjednostavniji fenol naziva se i monohidroksibenzen ili karbolna kiselina, a svi ostali ¢lanovi
skupine derivati su fenola. Na sobnoj temperaturi fenol je kristalna higroskopna tvar bijele boje
koja na zraku mijenja boju u ruzicastu ili crvenu [17]. Ima sladak, katranski miris 1 topiv je u
alkoholu, glicerolu, petroleju i vodi [18]. Visoka razina topivosti u vodi (8,28 g/100 mL)
doprinosi njegovoj perzistenciji u vodenim ekosustavima u visokim koncentracijama [19].
Rezultat topivosti u vodi oneciS¢enje je povrsinskih 1 podzemnih voda te tla [1]. Oko 14 %
fenola iz industrijskih otpadnih voda dospije u tlo [20]. Prema Pravilniku o grani¢nim
vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 26/2020), MDK fenola u otpadnim vodama koje se
ispustaju u povrsinske vode iznosi 0,1 mg/L. Iznimka su otpadne vode iz objekata i postrojenja

za proizvodnju 1 preradu stakla i mineralnih vlakana, za koje je dopuStena viSa emisijska
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vrijednost, i ona iznosi 1 mg/L. Ova iznimka proizlazi iz €injenice da industrijski procesi u
navedenim sektorima rezultiraju znacajnim koli¢inama fenola u otpadnim tokovima te je
njihovo uklanjanje sloZenije i tehnoloski zahtjevnije, §to je uzeto u obzir pri definiranju realnih
1 provedivih grani¢nih vrijednosti. Za derivate fenola kao §to je pentaklorofenol (PCP), MDK

1znosi 0,04 mg/L, Sto ukazuje na vecu toksi¢nost i postojanost u okolisu [21].

2.2.1. Prirodni izvori fenola u vodi i tlu

Biljke 1 mikroorganizmi prirodno sintetiziraju fenolne spojeve u vodenom i kopnenom
ekosustavu, gdje se oni mogu pojaviti kao produkti sekundarnog metabolizma ili kao odgovor
na razliCite stresne uvjete poput UV zraCenja, prisutnosti teskih metala, pesticida i mikrobnih
infekcija [22]. U vodenim sustavima fenoli se dodatno oslobadaju razgradnjom biljnih 1
zivotinjskih ostataka, ali i ispiranjem tla bogatog organskom tvari [18, 23]. U biljci, sinteza
fenola odvija se u kloroplastima, nakon ¢ega se oni mogu polimerizirati u polifenole, flavonoide
i druge derivate, koji se zatim izlucuju preko lis¢a i korijena u okoliS. Na taj nacin fenolni
spojevi postaju dio sloZenih interakcija izmedu biljaka i mikroorganizama u tlu. Fenoli prisutni
u tlu podlozni su razli¢itim okoli$nim procesima, ukljuc¢ujuéi sorpciju, kemijsku transformaciju
1 biorazgradnju, a njihov okoli$ni transport moZe dovesti do sekundarne kontaminacije
povrsinskih i podzemnih voda putem otjecanja i procjedivanja [22]. Slika 1 ilustrira tok
nastajanja, oslobadanja i biorazgradnje fenola. Biljke proizvode fenole u sklopu sekundarnog
metabolizma 1 izlu€uju th u okoli$, gdje dolazi do njihove razgradnje putem autohtonih
mikroorganizama. Produkti razgradnje potom se mogu ukljuciti u osnovne biokemijske
procese, poput ciklusa limunske kiseline, ¢ime se zatvara biogeokemijski krug ugljika.
Medutim, dodatni antropogeni izvori fenola, primjerice industrijski ispusti, mogu premasiti
sposobnost prirodne razgradnje, S§to dovodi do njihove akumulacije i toksi¢nih u¢inaka na
ekosustave. Takve situacije dodatno naglasavaju vaznost razumijevanja prirodne dinamike

fenola u okoliSu i uloge mikroorganizama u njihovoj eliminaciji [17].
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Slika 1 Kruzenje fenola u prirodi

2.2.2. Antropogeni izvori fenola u vodi i tlu

Antropogene aktivnosti znacajno doprinose prisutnosti fenolnih spojeva u okolisu, pri cemu se
kao glavni izvori isticu industrijski procesi, poljoprivredna praksa te uporaba proizvoda koji
sadrze fenole u kuéanstvima. Industrijsko ispustanje fenola u vodene ekosustave najcesce
potjeCe iz koksne, petrokemijske, farmaceutske i kemijske industrije, proizvodnje celika te
postrojenja za preradu drva i proizvodnje celuloze i papira [1]. Otpadne vode ovih sektora Cesto
se ispustaju u povrSinske 1 podzemne vode putem nedovoljno obradenih efluenata [24].
Poljoprivredna djelatnost predstavlja dodatni zna¢ajan izvor unosa fenola u okolis, osobito kroz
primjenu pesticida, herbicida i fungicida. Razgradnjom navedenih agrokemikalija nastaju
fenolni derivati koji uslijed oborinskog ispiranja poljoprivrednih povrSina dospijevaju u tlo i
vode. Dodatno, prema dostupnim izvjes¢ima, fenol se svrstava medu najceS¢e kemikalije

ukljuc¢ene u slucajna izlijevanja u morski okolis. U skupini od 100 kemikalija koje se u ve¢im

koli¢inama transportiraju brodovima izmedu vecih europskih luka, fenol je identificiran kao



jedna od tvari s ve¢im potencijalom za sluc¢ajno ispustanje. Zbog toga toksic¢ni ucinci fenola na

morske organizme izazivaju sve vecu zabrinutost [25].

2.3. Cijanid

Cijanidi ("C=N) su soli cijanovodicne kiseline koje sadrze cijanidnu funkcionalnu skupinu,
sastavljenu od atoma ugljika u oksidacijskom stanju +2 povezanog trostrukom vezom s atomom
duSika u oksidacijskom stanju —3 [26]. Ravnoteza izmedu cijanidnog aniona i njegovog
molekularnog oblika cijanovodika ovisi o konstanti disocijacije cijanovodika (pKa =~ 9,2 pri
25°C). Pri pH vrijednostima nizima od 9,2 prevladava molekularni oblik, dok pri vi§im pH
vrijednostima dominira ionski oblik. Na primjer, pri pH 7 vise od 99 % ukupnog cijanida
prisutno je u obliku cijanovodika. U takvim uvjetima postoji zna€ajan rizik od isparavanja
cijanida iz vodenih sustava u atmosferu, Sto predstavlja ozbiljnu prijetnju za okolis i ljudsko
zdravlje. Zbog toga se tijekom obrade otpadnih voda koje sadrze cijanid pH odrzava u alkalnom
rasponu (10 — 11) kako bi se stabilizirao ionski oblik i time smanjio rizik od emisije toksi¢nog
cijanovodika. Cijanovodik je bezbojan plin ili teku¢ina karakteristicnog gorkasto-bademastog
mirisa [27]. Slobodni cijanid moze tvoriti komplekse s 28 razli¢itih metala u raznim
oksidacijskim stanjima, pri ¢emu nastaje vise od 70 razli¢itih metalocijanida, ve¢inom anionske
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 pri pH 2 [29]. Cijanidi takoder postoje 1 u drugim oblicima, kao §to je tiocijanat te u
organskim cijanidima u obliku nitrila [30]. Slika 2 prikazuje oblike cijanida prisutne u otpadnim
vodama.

Prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 26/20), dopusteno je
ispustanje otpadnih voda u povrSinske vode s najviSom koncentracijom od 0,5 mg/L ukupnog

cijanida te 0,1 mg/L slobodnog cijanida [21].



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 sveprisutni, kako u biotskim, tako 1 abiotskim komponentama ekosustava i njihova
uloga u evoluciji zivota na Zemlji bila je kljuéna. Vazan su izvor dusika za mikroorganizme,
gljive 1 biljke jer sudjeluju u biosintezi aminokiselina, proteina, nukleotida, lipida i stani¢nih
membrana [27]. Neke biljke i mikroorganizmi mogu prirodno sintetizirati cijanid kroz svoje
metaboli¢ke procese kao obrambeni mehanizam od Stetnika i1 patogena [17]. Prisutni su i u
nekim vrstama kukaca, koji ga sintetiziraju radi kontrole ponasanja pri parenju, poput stonoga,
kornjasa i pojedinih leptira. U malim koli¢inama prisutni su i u sjemenkama jabuke, manga,
breskve 1 gorkog badema. Osim toga, poznato je da su i kulture poput bambusa, manioke,

pamuka, kukuruza, treSnje, lana, Sljive i krumpira prirodno cijanogene [27].

2.3.2. Antropogeni izvori cijanida u vodi i tlu

Ubrzana industrijalizacija rezultirala je znacajnim poveéanjem koli¢ine cijanida u okolisu.
Industrije poput koksne, kemijske, petrokemijske, metalurske, automobilske, farmaceutske i
proizvodnje cCelika generiraju otpadne vode koje sadrze visoke koncentracije cijanidnih
kompleksa [17, 27]. S druge strane, upotreba herbicida na bazi nitrila u poljoprivredi doprinose

povecanju koncentracije cijanida u tlu [3]. U rudarenju plemenitih metala cijanid sluzi za
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ekstrakciju zlata i srebra [17]. Zlato i srebro plemeniti su metali koji nisu topivi u vodi, no u
prisutnosti cijanida stvaraju topive komplekse [26] Sto istovremeno dovodi do znacajnog

oneciS¢enja okoliSa obzirom da je za izdvajanje 1,5 kg zlata potreban 1 kg cijanida [17, 28].

2.4. Tiocijanat

Kada mikroorganizmi oksidiraju minerale, sulfidi ili tiosulfati mogu reagirati s cijanidom i
stvoriti tiocijanat (SCN") koji sadrzi ugljik, dusik i sumpor, a koji je umjereno toksican i
kemijski stabilan [31]. U vodenim sustavima najcesc¢e se pojavljuje u strukturama -S-C=N i -
N=C=S. Dobar je ligand koji lako stvara komplekse s metalima prve prijelazne skupine preko
atoma duSika, a s metalima druge i tre¢e prijelazne skupine preko atoma sumpora. U
koncentracijskom rasponu od 200 do 1000 mg/L utjece na porast kemijske potrosnje kisika
(KPK), koncentracije amonijaka (NH3) i boju vode, $to upucuje na znacajno narusavanje
kvalitete okoliSa. Zbog nize toksi¢nosti u odnosu na fenol i cijanid, tiocijanat se Cesto
zanemaruje u regulatornim okvirima te nije podlozan jednakom stupnju nadzora [4]. U
Republici Hrvatskoj, prema Pravilniku o grani¢énim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN
26/2020), nije propisana maksimalna dopustena koncentracija za tiocijanat prilikom ispustanja
u povrsSinske vode. Medutim, unutar zakonodavstva EU, Direktiva o industrijskim emisijama
propisuje granicne vrijednosti emisije za pojedine industrijske sektore pa je tako propisana
MDK tiocijanata od 4 mg/L, §to se uzima kao referentna emisijska granica za koksnu industriju

[32].

2.4.1. Prirodni izvori tiocijanata u vodi i tlu

Prirodni izvori tiocijanata ukljucuju biljke, biolosku 1 abioti¢ku razgradnju organske tvari te in
vivo detoksikaciju cijanida [33]. Prirodni izvori tiocijanata ukljuuju mlijeko, slinu, urin
sisavaca te razgradujuca biljna tkiva koja sadrze glukozinolate [34]. Tiocijanat takoder mogu
stvarati vodeni organizmi tijekom metabolicke detoksikacije cijanida, primjerice zbog
1zlozenosti industrijskim otpadnim vodama ili putem metabolizma prehrambenih prekursora

cijanida, ukljucujuéi cijanogene glikozide 1 nitrile [4].



2.4.2. Antropogeni izvori tiocijanata u vodi i tlu

Tiocijanat je uobi¢ajena komponenta industrijskih otpadnih voda te je prisutan u velikom broju
industrijskih sektora, ukljucuju¢i koksare, metalurgiju, tekstilnu te industriju guma, tiska i boja.
Osim $to nastaje kao nusprodukt raznih kemijskih procesa, tiocijanat se koristi i kao vazna
sirovina u kemijskoj industriji, s primjenom u vise sektora [4]. Tiocijanati prisutni u tlu, zraku
ili vodi potjecu prvenstveno iz otpadnih voda koje nastaju tijekom prerade ugljena, ekstrakcije
zlata 1 srebra te rudarskih aktivnosti. Njihovoj prisutnosti u tlu pridonosi 1 primjena herbicida,
insekticida 1 rodenticida, kao i odlaganje nusproizvoda industrijskih procesa. OSteena ili
raspadajuca biljna tkiva nekih biljaka, poput gorusice, kelja i kupusa, takoder oneciséuju tlo i
vodu tiocijanatom. Amonijev tiocijanat koristi se u formulacijama antibiotika, pesticidima,
tekucim raketnim gorivima, ljepilima, fotografskim procesima, za jacanje svile te kao sredstvo

za uniStavanje korova [27].

2.5. Ekotoksi¢nost i procjena ekotoksi¢nosti

Ekotoksi¢nost podrazumijeva svaku biolosku Stetu koju kemijska tvar ili njezina smjesa moze
prouzrociti u zivom organizmu, a da je uzrokovana prisutnoscu te tvari u okolisu. Buduéi da je
¢ovjek na vrhu hranidbenog lanca, oneciS¢enje vodenih i kopnenih ekosustava Stetnim tvarima
posredno ugrozava i ljudsko zdravlje. Upravo zbog toga, rano otkrivanje i kvantitativna
procjena toksi¢nih ucinaka tvari u okoliSu predstavlja temelj suvremene zaStite okoliSa i
upravljanja rizicima [35]. Procjena ekotoksi¢nosti temelji se na osjetljivim i brzim
standardiziranim testovima koji omogucuju kvantifikaciju toksi¢nih u¢inaka kemijskih tvari na
bioloske sustave. Ovi se testovi provode na organizmima koji predstavljaju odredeni ekosustav,
kako bi se ispitali uinci tvari na njihove bioloske osobine. U okviru ekotoksikoloskih
ispitivanja razlikuju se testovi akutne i kroni¢ne toksi¢nosti. Akutna toksi¢nost procjenjuje se
kratkotrajnim izlaganjem organizama visokim koncentracijama tvari, dok se kroni¢na
toksi¢nost procjenjuje dugotrajnim izlaganjem organizama niZim koncentracijama tvari.
Ovisno o eksperimentalnom pristupu, ekotoksi¢nost se ispituje in vivo (na cijelim organizmima)
ili in vitro (na stani¢nim i tkivnim kulturama). Rezultati testova izrazavaju se pomocu LCso
(engl. lethal concentration, koncentracija tvari pri kojoj 50 % populacije testiranih organizama
ugine) ili ECso (engl. effective concentration, efektivna koncentracija tvari koja uzrokuje

bioloski odgovor kod 50 % populacije) vrijednosti. Ove vrijednosti omogucuju usporedbu



toksicnosti razlicitih tvari i procjenu njihovog utjecaja na ekosustave [36]. Vrijednosti L(E)Cso

(mg/L) razvrstane su u sedam razina ekotoksikoloske opasnosti [19] koje prikazuje Tablica 2.

Tablica 2 Sedam razina ekotoksikoloske opasnosti razvrstane prema L(E)Cso vrijednosti

[mg/L]

1. netoksi¢no L(E)Cso > 1000

2. prakticki netoksi¢no 100 < L(E)Cso < 1000
3. blago toksicno 10 <L(E)Cs0 < 100

4. umjereno toksi¢no 1 <L(E)Cs0< 10

5. jako toksi¢no 0,1 <L(E)Cs0< 1

6. vrlo jako toksi¢no 0,01 <L(E)Cs0<0,1
7. ekstremno toksi¢no L(E)Cs0 < 0,01

U procjeni ekotoksicnosti osobito je vazno uzeti u obzir i medudjelovanje razlicitih tvari koje
se Cesto istodobno nalaze u okoliSu. Interakcije izmedu dviju ili viSe kemikalija mogu dovesti
do pojacanih ili oslabljenih bioloskih uc¢inaka, $to klasi¢ni pristupi testiranja pojedinacnih tvari
¢esto zanemaruju. Ovisno o prirodi medudjelovanja, interakcije se klasificiraju kao aditivne,
sinergisticke, potencijske ili antagonisticke. Aditivna interakcija nastaje kada dvije tvari imaju
isti mehanizam djelovanja, a njihov ukupni ucinak je zbroj pojedina¢nih ucinaka. S druge
strane, sinergisti¢ka interakcija oznacava situaciju u kojoj je zajednicki u¢inak tvari znatno veci
od ocekivanog zbroja, §to moze imati ozbiljne posljedice u ekosustavima izloZzenima
viSestrukim oneciS¢ujucim tvarima. Posebno zabrinjavajuce su potencijske interakcije, gdje
tvar koja sama po sebi nije toksi¢na pojacava ucinak druge tvari, ¢esto na neocekivane nacine.
Antagonisticke interakcije, iako manje problemati¢ne iz regulatorne perspektive, takoder mogu
mijenjati ocekivani profil toksi¢nosti. Mehanizmi tih interakcija Cesto su kompleksni,
ukljucujuéi vezanje na receptore, enzime ili transportne sustave, a mogu se odvijati na razli¢itim
razinama. Vazno je naglasiti da ve¢ina mogucih kombinacija tvari jo§ nije sustavno istraZena,
Sto povecava nesigurnost u procjeni stvarnog toksi¢nog rizika u okoliSu. Stoga se u
ekotoksikoloskim studijama sve viSe naglasava potreba za istrazivanjem smjesa i njihove
interakcijske dinamike, osobito pri niskim koncentracijama i1 dugotrajnoj izloZzenosti. Vaznost
otkrivanja prisutnosti toksi¢nih tvari i procjene njihova utjecaja na organizme prepoznata je

globalno, §to je rezultiralo razvojem razli¢itih metodologija [36].
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Ekotoksi¢nost otpadnih voda predstavlja vazan aspekt u procjeni njihovog utjecaja na okolis,
osobito zbog prisutnosti kompleksnih smjesa potencijalno Stetnih tvari. Europska komisija i
Agencija Sjedinjenih Ameri¢kih DrZava za zaStitu okoliSa (United States Environmental
Protection Agency, USEPA) preporucuju primjenu viSe testnih organizama iz razlicitih
trofickih razina kako bi se Sto pouzdanije procijenila ukupna toksi¢nost otpadne vode i1
identificirali prisutni toksi¢ni spojevi. Zhao 1 sur. [8] proveli su testove toksi¢nosti industrijske
otpadne vode na luminiscentnoj bakteriji Escherichia coli, zelenoj algi Pseudokirchneriella
subcapitata, vodenoj le¢i Lemna minor, raciéu Daphnia magna 1 embrijima zebrice Danio
rerio. Rezultati su pokazali da sirova otpadna voda ima znatno viSu toksi¢nost za svih pet testnih
organizama u usporedbi s efluentima iz pojedinih faza obrade. Toksi¢nost otpadne vode nakon
uredaja za prociScavanje bila je znatno niza Sto ukazuje na zadovoljavaju¢u ucinkovitost

obrade.

2.5.1. Test toksi¢nosti s bakterijom Aliivibrio fischeri

U testovima toksicnosti najces¢e se primjenjuje bioluminiscentna Gram-negativna morska
bakterija Aliivibrio fischeri (Slika 3), ranije poznata kao Photobacterium phosphoreum 1 Vibrio
fischeri [37]. Ovaj test temelji se na pra¢enju smanjenja bioluminiscencije bakterije tijekom
izloZzenosti toksicnoj tvari, prema ISO standardu (ISO 11348-3:2007 Water quality —
Determination of the inhibitory effect of water samples on the light emission of Vibrio fischeri

(Luminescent bacteria test) Part 3: Method using freezed-dried bacteria) [38].

Slika 3 a) Aliivibrio fischeri snimljena svjetlosnim elektronskim mikroskopom (SEM) [39] b)
Aliivibrio fischeri uzgojena na hranjivoj podlozi na Zavodu za industrijsku ekologiju Fakulteta

kemijskog inzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu
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Aliivibrio fischeri prirodno proizvodi svjetlost, a bioluminiscencija joj sluzi ne samo u
ekoloskom kontekstu, ve¢ 1 kao nac¢in komunikacije medu stanicama. U ovom mehanizmu,
poznatijem kao quorum sensing, bakterijske stanice izlucuju signalne molekule u okolis, a kada
njihova koncentracija prijede odredeni prag, dolazi do sinkronizirane aktivacije odredenih gena,
¢ime se populacija koordinirano prilagodava promjenama u okoliSu. Quorum sensing prvi je
put detaljno opisan upravo kod Aliivibrio fischeri i to u okviru simbiotskog odnosa s havajskom
kratkorepom lignjom (Euprymna scolopes), Ciji svjetlosni organ nastanjuje ova bakterija.
Emitiranjem svjetlosti Aliivibrio fischeri pomaze lignji da prikrije svoju sjenu nocu, $titeci je
od predatora, dok zauzvrat od domacina dobiva esencijalne hranjive tvari poput aminokiselina
1 SeCera (29). Svjetlosna emisija nastaje oksidacijom reduciranog flavin-mononukleotida
(FMNH:) koju katalizira enzim luciferaza, te istovremenom oksidacijom dugolanc¢anog
alifatskog aldehida. Svjetlosni produkti su oksidirani mononukleotid (FMN) i masna kiselina,

koji se zatim ponovno reduciraju u pocetne spojeve uz visoki energetski trosak (Slika 4).
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Slika 4 Mehanizam stvaranja svjetlosti kod bioluminiscentnih bakterija

Aktivnost luciferaze moze biti smanjena izravnom inhibicijom enzima toksi¢nom tvari ili smréu
bakterijskih stanica. Buduéi da je smanjenje emisije svjetlosti u svakom slu¢aju odgovor na
ozbiljno oSte¢enje bakterija, postotak inhibicije luminiscencije sluzi kao mjera toksicnosti [40].
Krajnja toksi¢nost mjeri se kao ECso testnog uzorka koja odgovara gubitku svjetlosti kod 50 %
populacije [41]. Zahvaljuju¢i jednostavnosti, kratkom trajanju analize te niskim troskovima,
ovaj test postao je jedno od najceS¢e koriStenih sredstava za procjenu akutne i kroni¢ne

toksi¢nosti. U usporedbi s klasi¢nim testovima na vodenim organizmima, poput testova

12



inhibicije nitrifikacije ili enzimske aktivnosti, ovaj pristup pokazuje izrazitu osjetljivost. Osim
toga, Aliivibrio fischeri je, u odnosu na druge bioluminiscentne bakterije poput Pseudomonas

oneciséujucih tvari, Sto dodatno potvrduje njegovu vrijednost u procjeni ekotoksi¢nosti [42].

2.5.2. Test toksi¢nosti s bakterijom Pseudomonas putida

Pseudomonas putida (Slika 5) ima vaznu ulogu u bioremedijaciji oneciS¢enih voda i tla. Osim
toga, sluzi i kao testni organizam u ispitivanjima toksi¢nosti. Standardizirana metoda inhibicije
rasta Pseudomonas putida opisana je ISO standardom (ISO 10712:1995 Water quality —
Pseudomonas putida growth inhibition test (Pseudomonas cell multiplication inhibition test))

[43] 1 temelji se na pracenju rasta bakterijske populacije tijekom i1zloZenosti ispitivanoj tvari.

Slika 5 a) Pseudomonas putida snimljena SEM-om [44] b) Pseudomonas putida izrasla na
hranjivoj podlozi na Zavodu za industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i

tehnologije SveuciliSta u Zagrebu

Pseudomonas putida je Gram-negativna Stapicasta bakterija prosje¢ne duljine 2 do 4 pm koja
je Siroko rasprostranjena u okoliSu. Na svojoj vanjskoj povrsini posjeduje biceve, koji joj
omogucuju pokretanje, te fimbrije, strukturirane izdanke pomocu kojih se veze za povrSine.
Istice se izrazenom metaboliC¢kom raznolikoS¢u te sposobnosc¢u koristenja raznih izvora ugljika,
ukljucujuéi razlicite organske spojeve. Ova metabolicka fleksibilnost omogucuje bakteriji
visoku prilagodljivost te prezivljavanje i rast u razliCitim uvjetima, ukljucujuéi i one ekstremne.
Optimalni temperaturni raspon za rast bakterije je 25 — 30 °C, a u prirodi se uglavnom nalazi u

tlu 1 vodenim ekosustavima. Zbog osjetljivosti na temperature iznad 41 °C, njezina prisutnost u
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toplijim okoliSima je ogranicena. Optimalna pH vrijednost za rast iznosi 7 — 8. U
laboratorijskim uvjetima bakterija raste kao striktni aerob na razliitim supstratima te formira
nepravilne kolonije. Ipak, uo€ena je i sposobnost odstupanja od strogo aerobne prirode, $to
omogucuje prezivljavanje u bioreaktorima bez aeracije [45, 46].

Test toksicnosti s bakterijom Pseudomonas putida, ukljucuje klasicno mikrobiolosko
odredivanje broja kolonija izraslih na hranjivim podlogama u Petrijevim zdjelicama [47].
Konacni rezultati mogu se prikazati kao postotak inhibicije rasta u odnosu na kontrolu ili kao

ECso vrijednosti, koje oznacavaju koncentraciju tvari koja uzrokuje 50 % inhibicije [48].

2.5.3. Test toksi¢nosti s mikroalgom Chlorella sp.

Mikroalge su temeljni organizmi vodenih ekosustava zbog svoje klju¢ne uloge primarnih
proizvodaca. Kao takve, prve su na udaru toksi¢nih tvari koje se unose u okolis, a Stetni ucinci
koji se manifestiraju na razini algi mogu se kaskadno prenijeti kroz cijeli troficki lanac, sve do
visih organizama. Njihova osjetljivost na razlicite tvari Cesto je jednaka ili cak ve¢a u odnosu
na osjetljivost primarnih i sekundarnih potrosaca [25].

Rod Chlorella (Slika 6) obuhvaca jednostani¢ne zelene mikroalge koje pripadaju razredu
Chlorophyta. Ove alge su kuglastog oblika, promjera od 2 do 10 um, i razmnoZzavaju se
isklju¢ivo nespolno. U prirodi su vrlo Siroko rasprostranjene te se mogu naci u slatkovodnim i
morskim staniStima, ali 1 na kopnu. Zbog izrazenih morfoloskih 1 fizioloSkih promjena koje
pokazuju kao odgovor na okoliSne uvjete, njihova taksonomska identifikacija moze biti
izazovna [49]. Stani¢na stijenka Chlorella sp. sastoji se od polisaharida, proteina i lipida, Sto
osigurava otpornost na vanjske stresore te omogucuje regulaciju osmotskog tlaka i interakcije
s okoliSem. Unutar stanice nalaze se kloroplasti bogati pigmentom klorofilom, koji omogucuju
ucinkovitu fotosintezu, klju€an proces za proizvodnju organske tvari i kisika. Zahvaljujuci
visokoj ucinkovitosti fotosintetskog sustava, alge roda Chlorella proizvode ¢ak do 50 %
atmosferskog udjela kisika te pokazuju stope rasta koje nadmasuju one vaskularnih biljaka.
Zbog brzog rasta, sposobnosti fotosinteze, jednostavnosti uzgoja, tolerantnosti na Sirok raspon
pH 1 temperature, kao i1 sposobnosti prilagodbe razli¢itim okoliSnim uvjetima, mikroalga
Chlorella sp. Cesto se primjenjuje kao modelni organizam u procjeni ekotoksi¢nosti [50].
Dodatna prednost je i njezina sposobnost akumulacije razli¢itih hranjivih tvari, Sto je ¢ini

pogodnom za bioremedijaciju oneciS¢enih voda i tla.
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Slika 6 a) Chlorella sp. snimljena SEM-om b) suspenzija Chlorella vulgaris [51]

Toksi¢nost se procjenjuje metodom inhibicije rasta u skladu s OECD smjernicama (OECD
Guideline 201 for the testing of chemicals — Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth
Inhibition Test) [52]. Testovi se provode u sterilnim uvjetima, u prisutnosti mineralnog medija
i uz stalnu opskrbu mikroalge svjetlom i ugljikovim dioksidom. Sli¢no kao i kod testa s
bakterijom Pseudomonas putida, fokus je na procjeni inhibicije stanicne proliferacije tijekom
izlaganja ispitivanoj tvari. Da bi rezultati bili pouzdani, nuzno je strogo kontrolirati
temperaturu, opskrbu hranjivim solima, pH vrijednost, izbor medija i intenzitet osvjetljenja
[53]. Rezultati se obi¢no izrazavaju kao ECso vrijednosti, pri ¢emu se osjetljivost znacajno

razlikuje medu vrstama mikroalgi i ovisi o eksperimentalnim uvjetima ispitivanja.

2.5.4. Test toksi¢nosti s vodenom le¢om Lemna minor

Vodene makrofite ¢ine velik udio ukupne biomase u vodenim ekosustavima i imaju klju¢nu
ulogu primarnih proizvodaca. Gotovo sve slatkovodne ili boCate povrSinske vode sadrze
predstavnike porodice vodenih leca, a one Cine znaajan dio ljetne prehrane moc¢varnih ptica,
kao 1 brojnih beskraljeSnjaka i kraljeSnjaka. Ekoloski su vazne jer svaki negativni utjecaj na
njih ima posljedice za odrzivost cijelog ekosustava. Osim toga, mogu se uzgajati u sterilnim i
kontroliranim uvjetima, zbog ¢ega imaju veliku eksperimentalnu vrijednost [54]. Vodene
vaskularne biljke iz roda Lemna Siroko su prihvacene u procjeni ekotoksicnosti. Prednosti
Lemna sp. uklju¢uju jednostavnu gradu, malu veli¢inu (Sto omogucuje koriStenje malih
volumena ispitivane tvari), brz rast, jednostavnost uzgoja i rukovanja, visoku genetsku
homogenost (klonovi su morfoloski vrlo sli¢ni), te osjetljivost na Sirok spektar onecis¢ujucih

tvari [36]. Lemna minor (Slika 7) poznata je i1 kao obi¢na vodena leca.
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Slika 7 Lemna minor [55]

U standardiziranom testu toksi¢nosti, sukladno OECD smjernicama (OECD Guideline 221 for
the testing of chemicals: Lemna sp. Growth Inhibition Test) [56], mladim, eksponencijalno
rastu¢im kolonijama Lemna minor omogucuje se rast tijekom sedam dana u razli¢itim
koncentracijama ispitivane tvari, pri ¢emu se usporeduje rast tretiranih biljaka s kontrolnom
skupinom. Primarna mjerna varijabla u ovom testu je broj listica, dok se kao dodatne varijable
cesto koriste ukupna povrsina listi¢a, sadrzaj klorofila te svjeza ili suha masa biljke. Budu¢i da
odredene tvari mogu selektivno utjecati na parametre rasta koji nisu broj listi¢a, uklju¢ivanje
dodatne varijable klju¢no je za cjelovitu procjenu ucinka. Tijekom izlaganja biljeze se promjene
u morfologiji biljke, ukljucujuéi pojavu kloroze, odnosno pozutjelosti listova uslijed smanjenja
klorofila, nekroze kao posljedice odumiranja biljnog tkiva, gubitka plovnosti koji moze
ukazivati na promjene gustoce ili strukture, te zadebljanja kao znak poremecenog rasta. Test se
provodi pod strogo kontroliranim uvjetima s pazljivim nadzorom pH i kontaminacije. Svaka
testna posuda sadrzi 9 do 12 listi¢a. Krajnja tocka testa toksinosti se najcescée izraZzava kao
ECso, odnosno koncentracija tvari koja uzrokuje inhibiciju rasta kod 50 % biljne populacije

[56].

2.5.5. Test toksi¢nosti sa sjemenkama luka Allium cepa

Fitotoksi¢nost znaci pojavu razlicitih Stetnih u¢inaka na biljkama koji nastaju uslijed izloZenosti
biljke onecis¢ujucim tvarima iz okolisa. Najcesc¢i uzrocnici fitotoksicnosti su sredstva za zastitu
bilja, osobito kada se primjenjuju u prekomjernim koli¢inama. Osim toga, fitotoksi¢ne u¢inke
mogu uzrokovati i1 teSki metali, mikroplastika i nanocestice. Fitotoksicnost moze biti i
posljedica djelovanja toksina koje proizvode pojedine bakterije, gljive ili virusi. Simptomi
fitotoksi¢nosti mogu biti vidljivi i nevidljivi. Vidljivi simptomi ukljuc¢uju promjene u boji lisca,
pojavu nekroti¢nih mrlja, usporen ili inhibiran rast, deformacije listova 1 stabljika, opadanje

listova 1 plodova te suSenje i smezuranost biljnog tkiva. Nevidljivi simptomi ukljucuju
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smanjenu ucinkovitost fotosinteze uzrokovan klorozom ili oste¢enjem kloroplasta, smanjenu
respiratornu aktivnost, inhibiciju enzimskih funkcija i rasta korijena, akumulaciju toksi¢nih
tvari te odumiranje stanica. Pojava fitotoksi¢nosti ovisi o brojnim ¢imbenicima, ukljucujuci
vrstu 1 koncentraciju toksi¢nih tvari, bioloSke karakteristike ispitivane biljne vrste, njenu
osjetljivost 1 razvojnu fazu, kao 1 okoliSne uvjete te fizikalno-kemijska svojstva tla [57, 58].

Procjena fitotoksi¢nih ucinaka provodi se razli¢itim metodama, medu kojima se najcesce
koriste testovi klijavosti, testovi rasta korijena te testovi razvoja sadnica. Ovi testovi omogucuju
procjenu potencijalne Stetnosti tvari na biljke i identifikaciju sigurnih koncentracija koje ne
izazivaju toksi¢ne ucinke [57, 58]. Test klijavosti sjemena provodi se u skladu s relevantnim
OECD smjernicama (OECD Guideline 208 for the testing of chemicals — Terrestrial Plant Test:
Seedling Emergence and Seedling Growth Test) [59]. Ovaj test omogucéuje procjenu ranih
fitotoksi¢nih ucinaka na viSe biljke tijekom faze klijanja i poetnog razvoja sadnica u tlu
tretiranom ispitivanom tvari. Testni organizmi izlazu se definiranim koncentracijama ispitivane
tvari, a evaluacija u¢inaka provodi se nakon 14 — 21 dan, tj. nakon §to u kontrolnoj skupini dode
do klijanja najmanje 50 % sjemenki. Pri odabiru testnih biljnih vrsta potrebno je uzeti u obzir
taksonomsku raznolikost, geografsku distribuciju, osobitosti Zivotnog ciklusa, dostupnost 1
osjetljivost vrsta [60]. Duljina korijena predstavlja pouzdan pokazatelj toksi¢nosti ispitivanih
tvari te ukupnog rasta i razvoja biljaka. Visoko toksi¢ne tvari mogu u potpunosti inhibirati rast
ili uzrokovati varijabilnu inhibiciju ovisno o dozi i vremenu izlaganja. Osim smanjenja duljine,
izloZenost toksicnim tvarima moze dovesti 1 do morfoloskih promjena korijena kod Allium
cepa. Vrijednost toksi¢nosti izrazava se najces¢e kao ECso, odnosno koncentracija tvari koja
uzrokuje inhibiciju ispitivanog bioloskog odgovora kod 50 % populacije, u ovom slucaju

duljine korijena [61].

2.6. Toksi¢nost fenola

O toksic¢nosti fenola dovoljno govori ¢injenica da se fenol Siroko primjenjivao u sterilizaciji
klinickih instrumenata §to znac¢i da posjeduje antimikrobna svojstva. Medutim, zbog svoje
toksi¢nosti 1 korozivnosti danas se viSe ne koristi za sterilizaciju, osim u vrlo specificnim,
lokaliziranim medicinskim postupcima. Njegova primjena u tu svrhu zamijenjena je sigurnijim
1 manje toksicnim sredstvima [62]. Fenol moze biti smrtonosan ako se proguta, udahne ili

apsorbira kroz kozu, jer brzo prodire kroz tkivo i moZze izazvati teSku iritaciju ociju i diSnog
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sustava [18]. Intenzivno izlaganje moze ostetiti jetru i bubrege, uzrokovati opekline na kozi,
drhtavicu, konvulzije [17], pa 1 rak [63].

Generalno, toksi¢nost fenola povezana je s hidrofobno$c¢u 1 stvaranjem slobodnih radikala.
Izlozenost stanica fenolu u dozi koja inducira toksi¢nost moze uzrokovati strukturne promjene
na stanicnoj membrani 1 povecati njezinu propusnost, Sto dovodi do gubitka vitalnih funkcija
organizma [24]. Fenol se ponasa kao protoplazmatski otrov, a njegova amfipaticna priroda
omogucuje mu lako prodiranje kroz stani¢ne membrane. Unutar stanice moze do¢i do
denaturacije proteina i naruSavanja membranske stabilnosti, Sto dodatno pogorSava stani¢nu
homeostazu. Osim izravnog citotoksi¢nog ucinka, fenol moze potaknuti stvaranje reaktivnih
kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species, ROS), ¢ime doprinosi oksidativnom stresu i
oStecenju stani¢nih komponenti poput lipida, proteina i deoksiribonukleinske kiseline (DNA).
Takvi mehanizmi djelovanja nisu ograni¢eni na ljude, ve¢ su prisutni kod Sirokog spektra
organizama, ukljucujuci alge, biljke i bakterije [64]. Jedan od klju¢nih razloga opasnosti fenola
lezi u njegovoj sposobnosti da opstane u okoliSu kroz duzi vremenski period, nakupljaju se i
ima dugorocne toksi¢ne ucinke na zive organizme, ukljucujuci ljude [62].

Rezultati istrazivanja Aruoja i sur. [37] pokazuju da povecanje broja supstituenata na fenolnoj
strukturi poveéava njegovu hidrofobnost te samim time i toksi¢nost. Eksperimentalno dobivene
ECso vrijednosti za Aliivibrio fischeri bile su 0,37 mg/L za 2,3,5-triklorofenol i 165 mg/L za
fenol, dok su za algu Pseudokirchneriella subcapitata iznosile 1,43 mg/L za 3,4,5-trikloranilin
1 197 mg/L za fenol [37].

Duan i sur. [19] proveli su sveobuhvatan pregled literature fokusirajuéi se na toksi¢nost fenola
medu razli¢itim vodenim organizmima. Fenol nije imao negativan ucinak na rast bakterija, dok
je za alge bio blago toksican. Medutim, druga istrazivanja pokazala su znacajne razine
toksi¢nosti povezane s fenolnim spojevima. ECso vrijednosti izmjerene su za Aliivibrio fischeri
(Photobacterium phosphoreum) s periodom inkubacije od 5, 15 i 30 minuta i iznosile su 23,28
mg/L, 25,61 mg/L 1 26,01 mg/L [41]. Rezultati su u korelaciji s novijim istraZzivanjem [40].
ECso vrijednost izmjerena za Aliivibrio fischeri s periodom inkubacije 30 min iznosila je 27
mg/L. Duan i sur. [25] primijetili su povecanu osjetljivost morskih algi na fenol u odnosu na
slatkovodne alge. Nize ECso vrijednosti (27,32 mg/L — 92,97 mg/L) zabiljezene su za morske
alge, dok su vise ECso vrijednosti (126,85 mg/L — 370 mg/L) izmjerene za slatkovodne vrste
[25]. Veliki rasponi ECso vrijednosti ukazuju na znacajne razlike u otpornosti na fenol medu
vrstama. Razlog tomu moze biti Cinjenica da toksi¢nost odredene tvari ovisi o kemijskoj
strukturi 1 bioraspolozivosti za ispitivani organizam. Okolisni ¢imbenici poput saliniteta,

temperature, otopljenog kisika, tvrdo¢e vode i razvojne faze organizma utjecu na toksi¢nost
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fenola za isti organizam, stoga bi ti ¢cimbenici trebali biti standardizirani kako bi se omogucila
usporedba dobivenih podataka o toksicnosti [19] te navedeni prilikom prikazivanja ECso
vrijednosti kako bi se olak$ala usporedba s rezultatima drugih istrazivaca [41]. Medutim, ve¢ina
istrazivanja ne navodi sve podatke, iako, zbog njihove Siroke prisutnosti u vodenom okolisu,
fenol 1 fenolni spojevi ubrajaju se medu najtemeljitije istraZivane skupine toksi¢nih tvari [65].

Tablica 3 prikazuje istrazivanja toksicnosti fenola na razli¢itim vodenim organizmima.
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Tablica 3 Pregled objavljenih istrazivanja toksi¢nosti fenola medu razli¢itim vodenim

organizmima
organizam efekt Viijeme LECso literatura
izloZenosti | [mg/L]
bakterija
15 min 165 [37]
5 min 22,28 [41]
Aliivibrio fischeri luminiscencija 13 min 2>01 1]
30 min 26,01 [41]
30 min 27 [40]
30 min 15,4 [42]
Pseudomonas fluorescens luminiscencija 72 h 210 [42]
alga
Chlorella VT-1 smrtnost 96 h 450 [66]
Chlorella vulgaris inhibicija rasta 96 h 370 [67]
Dunaliella salina inhibicija rasta soh 7229 [25]
72 h 155,03 [63]
Platymonas subcordiformis inhibicija rasta 96 h 92,97 [25]
Phaeodactylum tricornutum inhibicija rasta 96 h 27,32 [25]
Pseudokirchneriella
subcapitata inhibicija rasta 72 h 19 [37]
Selenastrum capricornutum 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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2.7. Toksi¢nost cijanida

Prisutnost cijanida u atmosferi moze izravno ili neizravno onecistiti tlo, vodu, zrak i sedimente,
pri ¢emu negativno utjecu na mikroorganizme, biljke, Zivotinje i ¢ovjeka. Toksicnost cijanida
mogu osloboditi cijanidni ion. Tijekom Drugog svjetskog rata, cijanovodik je izazvao vise smrti
nego bilo koji drugi toksin u povijesti [27]. Toksi¢nost cijanida povezana je s inhibicijom
aerobne respiracije zbog vezanja cijanidnog aniona za atom Zeljeza u citokrom c¢ oksidazi,
posljednjem enzimu u respiratornom lancu [26]. To vezanje prekida lanac prijenosa elektrona 1
uzrokuje ostec¢enje tkiva ovisnih o kisiku [3]. Osim toga, cijanid stvara stabilne komplekse s
prijelaznim metalima, narusSavajuci funkciju proteina [69]. Cijanid kod ljudi u malim dozama
uzrokuje simptome poput glavobolje, vrtoglavice, blage dezorijentacije, bolova u trbuhu,
mucnine 1 povracanja. S druge strane, u visokoj dozi moze izazvati respiratornu depresiju,
hipotenziju, aritmiju, pa ¢ak i komu [17]. Letalna doza slobodnog cijanida iznosi 1 — 3 mg/kg
tjelesne mase ako se proguta ili udahne, a priblizno 100 mg/kg tjelesne mase ako se apsorbira
kroz kozu [28]. SnaZzne soli cijanida prilikom unosa u ljudski organizam oslobadaju izrazito
reaktivne slobodne cijanidne radikale koji se u kiselom pH Zeluca vezu za vodikove ione i tvore
slobodni cijanid koji se onda lako apsorbira u krvotok [30].

U istrazivanju AbdelMageeda i1 ElRakaibyja [2] koncentracija cijanida od 50 mg/L inhibirala
je 93 % rasta mikroalge Chlorella sp., dok su Liu i suradnici [70] za Chlorella vulgaris izmjerili
izuzetno nisku ECso vrijednost od 0,14 pg/L. Naizgled velika razlika izmedu ovih podataka
moze se pripisati razli¢itim eksperimentalnim uvjetima, sojevima i koristenim metodologijama,
no zajednicko im je ukazivanje na visoku osjetljivost zelenih mikroalgi na cijanid. S druge
strane, ECso vrijednosti za cijanid znacajno su vise u slu¢aju drugih organizama: za komercijalni
test s bakterijom Aliivibrio fischeri ECso iznosi 1,9 mg/L, za laboratorijske kulture iste vrste 16
mg/L, dok je za spore paprati Polystichum setiferum zabiljeZena ECso vrijednost od 101 mg/L
[40]. Ove razlike u toksicnosti u skladu su s ocekivanjima, budu¢i da su morske
bioluminiscentne bakterije poput Aliivibrio fischeri poznate po izrazitoj osjetljivosti na razne
oneciscujuce tvari, dok je akutna fitotoksi¢nost kod visih biljaka u pravilu slabije izrazena.
Takvi rezultati potvrduju vaznost upotrebe vise trofi¢kih razina i testnih organizama prilikom
procjene ekotoksi¢nosti, kako bi se obuhvatile razlicite osjetljivosti 1 ekoloske funkcije unutar
ekosustava. Tablica 4 prikazuje pregled istrazivanja toksic¢nosti cijanida za razli¢ite vodene

organizme.
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Tablica 4 Pregled objavljenih istrazivanja toksi¢nosti cijanida medu razli¢itim vodenim
organizmima
vrijeme L(E)Cso

organizam efekt literatura
izloZenosti [mg/L]

bakterija
Aliivibrio fischeri bioluminiscencija 20 min 1,9 [40]
alga
Chlorella vulgaris inhibicija rasta 27 h 0,0001 [70]
inhibicija rasta 48 h 0,93 [71]
Desmarestia viridis
inhibicija rasta 72 h 1,52 [71]
inhibicija rasta 48 h 1,54 [71]
Nannochloropsis oculata E—
inhibicija rasta 72 h 5,23 [71]
vodena biljka
Polystichum setiferum inhibicija rasta 24 h 101 [40]

2.8. Toksicnost tiocijanata

Iako je tiocijanat priblizno sedam puta manje toksican od cijanida, njegova prisutnost u okoliSu
i dalje moze imati znaCajne Stetne ucinke na ekosustave i ljudsko zdravlje, osobito pri
koncentracijama koje premasuju ekoloski i zdravstveno prihvatljive pragove. Tiocijanat djeluje
kao nekompetitivni inhibitor, remete¢i niz enzimskih reakcija kroz vezanje za proteinske
strukture, Sto moze dovesti do naruSavanja fizioloskih funkcija kod razli¢itih organizama.
Toksi¢nost tiocijanata prepoznata je jo§ u ranim fazama istrazivanja, a dokumentirani su Stetni
ucinci na ljude, druge sisavce, biljke, vodene organizme i1 enzimske sustave. Njegov visoki
afinitet prema proteinima doprinosi akumulaciji i toksi¢nom djelovanju, uklju¢ujuéi smetnje u
proteinskoj dijalizi, kao i neurotoksi¢ne u¢inke poput vrtoglavice i, u tezim sluc¢ajevima, kome.
Nadalje, zbog blokade prijenosa halogenih iona u Stitnjacu, kronicna izloZenost visokim
koncentracijama tiocijanata moze rezultirati guSavoscu te izrazenim antitiroidnim uc¢inkom [4,
72]. Kriti¢na koncentracija tiocijanata u ljudskoj krvi iznosi priblizno 150 mg/mL [34]. U
istrazivanju AbdelMageeda 1 ElRakaibyja [2] ispitan je ucinak cijanida i tiocijanata na rast
mg/L inhibirala 93 % rasta, dok je tiocijanat pri znatno viSoj koncentraciji (5000 mg/L)
uzrokovao tek oko 75 % inhibicije. MjeSavina tih i drugih ispitanih oneciS¢ujuéih tvari dovela

je do 96 % inhibicije rasta mikroalge, $to ukazuje na aditivni u¢inak smjese. Jedna od rijetkih
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detaljno opisanih studija toksi¢nosti tiocijanata na viSim vodenim organizmima ukljucuje
istrazivanje akutne toksi¢nosti na pastrvama (Salvelinus fontinalis, Salmo gairdneri), pri ¢emu
je zabiljezena njihova sposobnost aktivne akumulacije tiocijanata u plazmi, ovisno o
koncentraciji u vodi, veli¢ini jedinke i ionskom sastavu medija. Pokazano je da tiocijanat ulazi
u organizam zamjenjujuc¢i klorid, ¢ime se naruSava elektrolitna ravnoteza. Osim izravne
toksiCnosti, autori su detektirali i endogenu konverziju tiocijanata u cijanid, Sto dodatno
povecava rizik od sistemske toksicnosti. Posebno znacajan nalaz bio je razvoj sindroma
iznenadne smrti (engl. sudden death syndrome, SDS) pri plazmatskim koncentracijama od oko
250 mg/L tiocijanata, uz simptome poput konvulzija, gubitka ravnoteze i zastoja disanja, §to
ukazuje na potencijalno djelovanje tiocijanata na neuromuskularnu funkciju [73]. U studiji
provedenoj na Daphnia magna, pokazano je da okoliSni uvjeti znac¢ajno moduliraju toksi¢nost
tiocijanata. Porast temperature s 8 na 16 °C doveo je do viSestrukog povecanja toksi¢nosti,
osobito pri neutralnom pH, dok je povecanje pH s 5 na 7 rezultiralo smanjenjem Stetnih uc¢inaka.
Najtoksi¢nija kombinacija utvrdena je pri pH 5 1 temperaturi 16 °C [74]. Sli¢an utjecaj pH
zabiljezen je 1u 96 h testovima na mladi pastrve (Salmo gairdneri), gdje je toksicnost tiocijanata
bila viSa pri nizem pH. Utjecaj temperature bio je manje izrazen u usporedbi s rezultatima na
Daphnia magna. LCso vrijednosti za tiocijanat kretale su se u rasponu od 177 do 264 mg/L,

ovisno o kombinaciji pH 1 temperature [75].

2.9. Matematicki modeli u procjeni toksi¢nosti smjesa

Onecisc¢ujuce tvari u vodi rijetko se nalaze pojedinacno, ve¢ uglavnom u smjesama u razli¢itim
omjerima. Eksperimentalno odredivanje toksi¢nosti svake pojedine smjese skupo je i
neprakticno. Jednom kad se razviju, matematicki modeli omogucuju predvidanje toksi¢nosti
smjesa u kratkom vremenu i bez dodatne potrosnje kemikalija. Osim toga, matematicki modeli
omogucuju uvid u nacin zajedni¢kog djelovanja tvari unutar smjese te njihovu ukupnu
toksi¢nost na ispitivane organizme [76].

Procjena toksi¢nosti smjesa predstavlja sve veci izazov u ekotoksikologiji. Najzastupljeniji
medu dostupnim modelima su model koncentracijske adicije (engl. Concentration Addition,
CA) i model neovisnog djelovanja (engl. Independent Action, 1A). Model koncentracijske
adicije temelji se na pretpostavci da komponente smjese djeluju putem istog mehanizma
toksicnosti te da se njihov u¢inak moze zbrajati. S druge strane, model neovisnog djelovanja

polazi od ideje da svaka komponenta djeluje neovisno i razli¢itim mehanizmom, a ukupni
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ucinak predstavlja kombinaciju pojedina¢nih odgovora. Iako su oba modela korisna kao
pocetne aproksimacije, cesto ne uspijevaju tocno predvidjeti stvarni bioloski odgovor jer
zanemaruju medusobne interakcije medu spojevima. Te interakcije, toksodinamicke i
toksokineticke prirode, mogu ukljucivati promjene u dostupnosti, apsorpciji, metabolizmu ili
osjetljivosti organizma na jednu tvar zbog prisutnosti druge. Kao posljedica mogu se javiti
sinergisti¢ki ucinci, pri ¢emu je toksicnost smjese veca od ocekivane, ili antagonistic¢ki ucinci,
kada se ukupna toksi¢nost smanjuje. Upravo priroda i intenzitet tih interakcija predstavljaju
najveéi izazov u modeliranju smjesa, budu¢i da mogu varirati od zanemarivih do izrazito

snaznih i nepredvidivih u¢inaka [77].

2.9.1. Model koncentracijske adicije

Jedan od najranije razvijenih i1 najceS¢e primjenjivanih pristupa u modeliranju toksi¢nosti
smjesa je model koncentracijske adicije koji su prvi predlozili Leowe i Muischnek [78]. Ovaj
model polazi od pretpostavke da sve komponente u smjesi dijele slican ili isti mehanizam
djelovanja te da njihova toksi¢nost predstavlja osnovni diferencirajuci ¢cimbenik. U osnovi, ovaj
model pretpostavlja da se jednaki bioloski u¢inak moze posti¢i zamjenom jedne komponente
proporcionalnom koli¢inom druge, $to znaci da tvari unutar smjese djeluju kao medusobni
razrjedivaci. Takva aditivnost omogucuje proracun ukupnog ucinka na temelju poznatih
individualnih toksi¢nosti, bez potrebe za dodatnim eksperimentalnim mjerenjima. Matematicki,

model koncentracijske adicije izrazava se jednadzbom (1):

ECsomix = (Z %)_1 (1)
- 50,i
gdje je
— ECsomix efektivna koncentracija smjese koja uzrokuje bioloSki odgovor kod 50 %
populacije,
— ECso; efektivna koncentracija komponente kada se primjenjuje samostalno koja
uzrokuje bioloski odgovor kod 50 % populacije,

— xi mnoZinski udio komponente u smjesi.
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2.9.2. Model neovisnog djelovanja

Model neovisnog djelovanja temelji se na pretpostavci da svaka komponenta smjese djeluje
zasebno 1 putem razliitog mehanizma toksi¢nosti. Izvorno je razvijen u kontekstu
eksperimenata koji mjere postotak smrtnosti u testnoj populaciji. Za binarnu smjesu dviju tvari

koje djeluju neovisno, vjerojatnost prezivljavanja populacije prikazuje se jednadzbom (2):

PSmix(Cmix) = Ps1(c1) X Psy(c3) (2)
gdje je
—  Psmix(cmix) ukupna vjerojatnost da organizam prezivi izlozenost smjesi pri koncentraciji
SmMjese Cmix,
— Psi(c1) vjerojatnost da organizam prezivi izlozenost prvoj komponenti smjese, pri
koncentraciji ¢,
— Ps2(c2) vjerojatnost da organizam prezivi izloZzenost drugoj komponenti smjese, pri

koncentraciji c2.

Budu¢i da se u ekotoksikologiji ¢eS¢e promatra vjerojatnost smrtnosti testnog organizma nego
vjerojatnost prezivljavanja, model neovisnog djelovanja Cesto se izrazava pomocu vjerojatnosti

smrtnosti prikazane jednadzbom (3):

PDmix(cmix) =1- PSmix(Cmix) (3)

odnosno jednadzbom (4):
PDmix(Cmix) =1- [1 - PD1 (Cl)] X [1 - PDZ (CZ)] (4)

gdje je
—  Pbmix(cmix) ukupna vjerojatnost smrtnosti organizma prilikom izloZenost smjesi pri
koncentraciji smjese Cmix, a
— Ppi(ci) vjerojatnost smrtnosti organizma prilikom izloZenosti prvoj komponenti smjese,
pri koncentraciji c1,
—  Pb2(cz) vjerojatnost smrtnosti organizma prilikom izloZenosti drugoj komponenti

smjese, pri koncentraciji cz.

Zan-komponentne smjese, model neovisnog djelovanja opcéenito se moze prikazati jednadzbom

(%):
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n

Pomiz(emi) = 1= | [11= Poscen)] )
i=1
gdje je
— Pbp, (ci) vjerojatnost smrtnosti organizma prilikom izlozenosti komponenti smjese 7, pri

koncentraciji ci.

Ovom jednadZbom model neovisnog djelovanja omogucuje procjenu ukupne toksi¢nosti
visSekomponentnih smjesa, pri ¢emu se pretpostavlja da svaka komponenta doprinosi ukupnom

uéinku neovisno o ostalima.

2.10. Biorazgradnja

Biorazgradnja podrazumijeva razgradnju toksi¢nih tvari u manje Stetne produkte djelovanjem
mikroorganizama ili njihovih enzima. Zahvaljujuci sposobnosti prilagodbe i rasta u prisutnosti
Sto ih ¢ini pogodnim za primjenu u bioloSkim postupcima uklanjanja. Takvi postupci
predstavljaju ekoloski prihvatljivu 1 isplativu alternativu konvencionalnim metodama, uz
minimalan negativan utjecaj na okoli$ [27].

Proces biorazgradnje Cesto je usko povezan s rastom mikroorganizama, pri ¢emu se intenzitet
razgradnje mijenja kroz razli¢ite faze tipi¢ne krivulje mikrobnog rasta (Slika 8). Faza
prilagodbe (Lag Phase) oznaCava pocetno razdoblje bez vidljivog rasta, tijekom kojeg
mikroorganizmi prilagodavaju svoj metaboli¢ki aparat novim uvjetima i dostupnim
supstratima. Slijedi faza eksponencijalnog rasta (Log Phase), u kojoj dolazi do naglog
povecanja broja stanica 1 intenzivne razgradnje ciljanih tvari. Nakon toga nastupa stacionarna
faza (Stationary Phase), u kojoj se brzina rasta usporava zbog iscrpljenja hranjivih tvari i
nakupljanja toksi¢nih produkata. U zavr$noj fazi odumiranja (Death Phase) broj Zivih stanica

postupno opada, a biorazgradnja prestaje ili postaje zanemariva [79].

26



stacionarna faza

faza faza odumiranja
eksponencijalnog \
rasta

broj stanica

faza
prilagodbe

vrijeme

Slika 8 Krivulja rasta mikroorganizama [80]

2.10.1. Optimizacija procesa biorazgradnje

U optimizaciji procesa, posebno onih koji ukljuuju viSe varijabli, sve se ¢eSce primjenjuju
statisticki alati kao Sto su planiranje pokusa (engl. Design of Experiment, DoE) 1 metodologija
odzivne povrsine (engl. Response Surface Methodology, RSM). 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 omogucuje bolje razumijevanje medudjelovanja izmedu viSe varijabli i njihova utjecaja
na ucinkovitost procesa. DoE tehnike nude u¢inkovit nacin oblikovanja eksperimentalnih uvjeta
s ciljem dobivanja robusnih i informativnih skupova podataka, uz smanjenje ukupnog broja
pokusa. Za razliku od tradicionalnog pristupa u kojem se ispituje jedan po jedan ¢imbenik, DoE
1 RSM omogucuju istovremeno ispitivanje vise varijabli i njihovih medudjelovanja. Time se ne
samo smanjuje broj potrebnih pokusa, ve¢ se poboljSava i tocnost zaklju¢aka o utjecaju
pojedinih i kombiniranih faktora na ispitivani odziv. U ovom kontekstu, DoE omogucuje
sustavno planiranje pokusa i identifikaciju klju¢nih varijabli koje utje¢u na u¢inkovitost procesa
biorazgradnje. Osim toga, omogucuje optimizaciju eksperimentalnih uvjeta s ciljem postizanja
maksimalne u¢inkovitosti. RSM se nadovezuje na ovaj pristup te se koristi za modeliranje 1
kvantitativnu analizu odnosa izmedu ulaznih varijabli i odziva, uzimajuéi u obzir njihove
pojedina¢ne i medusobne ucinke [8§1-83].

Jedan od Cesto koriStenih pristupa unutar RSM-a je Full Factorial dizajn (FFD), koji se temelji
na ispitivanju kombinacija viSe varijabli na viSe razina. Primjerice, dizajn 3° ukljucuje tri

varijable na tri razine i rezultira s 27 eksperimentalnih uvjeta. Ovakav pristup omoguéuje
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iscrpnu procjenu svih mogucih interakcija medu varijablama. Rezultat dizajna eksperimenta je
matematicki model koji opisuje odnos izmedu ulaznih varijabli i odziva. Da bi se provjerila
njegova statisticka znacajnost 1 prikladnost, koriste se metode statisticke analize, od kojih je
analiza varijance (ANOVA) najzastupljenija, osobito kod eksperimenata s visSe od dva uzorka.
ANOVA omogucuje procjenu utjecaja jedne ili viSe nezavisnih varijabli na jednu zavisnu

varijablu, na temelju usporedbe srednjih vrijednosti [81-83].

Statisticka evaluacija modela ANOVA metodom ukljucuje nekoliko klju¢nih pokazatelja:

— Standardna devijacija (SD): predstavlja prosje¢no kvadratno odstupanje pojedinac¢nih
rezultata od srednje vrijednosti. Manja SD ukazuje na vecu to¢nost modela.

— Koeficijent varijacije (CV): izrazava SD kao postotak srednje vrijednosti i prikazuje
relativnu rasprSenost podataka.

— Koeficijent determinacije (R?): pokazuje koliki dio ukupne varijabilnosti odziva
objasnjava model.

— Prilagodeni R% uzima u obzir broj ukljucenih varijabli u model, dok predvideni R* mjeri
sposobnost modela da predvidi nove, nezavisne podatke. Idealno je da razlika izmedu
prilagodenog 1 predvidenog R’ ne prelazi 0,2; vece razlike upucuju na probleme u
modelu, poput netipi¢nih vrijednosti.

— Adekvatna preciznost: odnosi se na omjer izmedu dometa predvidenih vrijednosti 1
srednje pogreSke predvidanja. Vrijednost ve¢a od 4 ukazuje na zadovoljavajucu
diskriminacijsku sposobnost modela [8§1-83].

Iako se DoE i RSM alati sve ¢esce koriste u optimizaciji biorazgradnje pojedinacnih tvari, u
dostupnoj literaturi nisu pronadeni pregledni radovi koji se bave primjenom tih alata za
optimizaciju biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata, $to ovu temu ¢ini osobito

aktualnom 1 znanstveno relevantnom.

2.10.2. Biorazgradnja fenola

Zbog stabilnosti aromatskog prstena, fenoli se smatraju otpornima na biorazgradnju, a
supstituirani fenoli, osobito halogenirani fenoli, jo$ se teZe bioloski razgraduju. Unato¢ tome,
odredeni mikroorganizmi razvili su sposobnost toleriranja toksi¢nosti fenola, a neki ga mogu
koristiti kao izvor energije i ugljika. Biorazgradnja podrazumijeva potpunu mineralizaciju
fenola u ugljikov dioksid, vodu i1 neopasne krajnje produkte za koju je sposobna raznolika

skupina mikroorganizama; bakterije, mikroalge, kvasci te plijesni [20].
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Pregled dosadasnjih istrazivanja ukazuje na ¢injenicu da biorazgradnja fenola nije iskljucivo
odredena prisutnos¢u aktivnog mikroorganizma, ve¢ i nizom razliCitih ¢imbenika ukljucujuci
kemijsku strukturu fenola, metabolicki kapacitet organizma, specificnost enzima, pH,
temperaturu, salinitet i prisutnost dodatnih izvora ugljika i dusSika [18]. Ipak, ucinkovitost
biorazgradnje fenola uvelike ovisi o njegovoj pocetnoj koncentraciji. U nizem
koncentracijskom rasponu fenol djeluje kao izvor ugljika i energije, pa se specifi¢na stopa rasta
mikroorganizama povecava s porastom koncentracije supstrata. Pritom se poboljsava i brzina
biorazgradnje. Medutim, nakon postizanja odredene grani¢ne koncentracije, daljnji porast
koncentracije fenola dovodi do smanjenja stope rasta. Ova pojava poznata je kao inhibicija
supstratom, a posljedica je toksi¢nih u¢inaka fenola na stanice, ukljuc¢ujuci oste¢enje membrana
1 naruSavanje stani¢nih funkcija. Biorazgradnja tada vise ne slijedi jednostavan uzlazni trend,
ve¢ pokazuje karakteristican uzorak s vrSnom to¢kom nakon koje dolazi do opadanja
ucinkovitosti [84]. U skladu s modelima koji opisuju ovisnost stope rasta o koncentraciji
supstrata, eksperimentalna opazanja dodatno potvrduju da visoke koncentracije fenola
negativno utjecu na mikrobnu aktivnost [1, 87]. Chatterje 1 Das [1] dokazali su da se porastom
koncentracije fenola produljuje lag faza rasta bakterija, a u¢inkovitost biorazgradnje pada pri
visim koncentracijama fenola zbog njegovog toksi¢nog djelovanja na stanicne membrane [1].
Kod primjene tehnologije aktivnog mulja, potvrdeno je da pri vi§im koncentracijama (> 1500
mg/L) dolazi do nakupljanja fenola u mediju i inhibicije mikrobioloSke aktivnosti, dok se
vrijeme potrebno za potpunu razgradnju proporcionalno povecava s koncentracijom [87].

U kontekstu biorazgradnje fenola, bakterije izolirane iz oneciS¢enog okoliSa najviSe su
istrazivane [1, 79, 88-90] zbog njihove prilagodljivosti 1 raznolikih mehanizama detoksikacije.
Osim koncentracije, 1 okoliSni uvjeti poput pH i1 temperature snazno utjecu na ishod
biorazgradnje fenola bakterijama. Neki sojevi poput Bacillus badius pokazuju najvecu
ucinkovitost pri alkalnom pH i temperaturama izmedu 30 i 35 °C $to upucuje na vaznost
optimizacije uvjeta za biorazgradnju [18].

Mikroalge, iako osjetljivije na fenol od bakterija, mogu pridonijeti njegovoj razgradnji u
vodenom okoliSu. Ipak, njihova tolerancija na fenol je niska, a granica izmedu koncentracija
koje poticu razgradnju i onih koje izazivaju toksi¢nost vrlo je tanka [91, 92]. Optimalni uvjeti
rasta ovise o vrsti, no opc¢enito ukljucuju temperature izmedu 28 1 35 °C 1 neutralni pH [93].
Istrazivanja sugeriraju da svjetlost moZe pozitivno utjecati na biorazgradnju fenola
mikroalgama, no iznad odredene razine intenziteta dolazi do fotoinhibicije i smanjene

produktivnosti [94]. S druge strane, pokazano je i da je u nekim slucajevima, poput
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biorazgradnje fenola iz otpadnih voda maslinarstva, u¢inkovitost mikroalgi veca u tamnim
uvjetima zbog smanjenja oksidacijskog stresa izazvanog svjetlom [95].

Kvasci 1 plijesni takoder pokazuju potencijal za biorazgradnju fenola, osobito u ekstremnijim
uvjetima. Psihrotolerantni kvasci poput Candida subhashii 1 Schizoblastosporion starkeyi-
henricii uspjes$no razgraduju fenol na nizim temperaturama [6], dok su drugi sojevi, primjerice
Candida tropicalis 1 Trichosporon montevideense, sposobni u¢inkovito razgraditi 1 vrlo visoke
koncentracije fenola [96, 97]. Plijesni, poput Aspergillus 1 Penicillium vrsta, pokazale su
povecanu ucinkovitost biorazgradnje fenola nakon imobilizacije stanica ili mutagenih tretmana,
Sto ukazuje na mogucnosti unaprjedenja njihove sposobnosti razgradnje biotehnoloskim
pristupima [98]. Takoder, gljiva Trametes versicolor demonstrirala je sposobnost progresivne
biorazgradnje fenola u farmaceutskoj otpadnoj vodi, s postupnim porastom uc¢inkovitosti kroz
nekoliko dana [99].

S obzirom na veliku raznolikost mikroorganizama i osjetljivost procesa na okoliSne ¢imbenike,
optimizacija biorazgradnje fenola zahtijeva pazljiv odabir organizma, sustava obrade 1 uvjeta
procesa. Tablica 5 sazima relevantna istrazivanja koja prikazuju sposobnost razli¢itih
mikroorganizama za razgradnju fenola, uzimaju¢i u obzir varijacije u uvjetima kultivacije 1

pocetnim koncentracijama supstrata.
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Tablica 5 Prikaz ucinkovitosti biorazgradnje fenola razli¢itim mikroorganizmima. Parametri

ukljucuju pocetnu koncentraciju fenola (y, mg/L), postotnu ucinkovitost razgradnje (X, %),

vrijeme potrebno za razgradnju (¢, h) i temperaturu provodenja eksperimenta (7, °C)

y X t pH T
mikroorganizam literatura
mg/L % h °C
Acinetobacter sp. SAO1 1000 100 60 7 30 [100]
Acinetobacter calcoaceticus PA 800 92 48 8 30 [88]
Acinetobacter calcoaceticus PA 1700 46 48 8 30 [88]
Bacillus badius 420 98 48 9 37 [18]
Bacillus badius 1680 70 48 9 37 [18]
= Bacillus pumilus 50 84 48 7 37 [1]
&  Bacillus pumilus 100 100 48 7 35-37 [1]
E Bacillus subtilis 500 100 36 7 35 [84]
= Pseudomonas sp. 700 100 60 7 35 [84]
Pseudomonas sp. AQ5-04 5 98 36 7 30 [89]
Pseudomonas aeruginosa 400 99 24 7 35 [84]
Rhodococcus sp. 500 89 21 7,4 30 [90]
Rhodococcus sp. SKC 500 67 42 7 30 [79]
Rhodococcus sp. SKC 500 17 42 5 30 [79]
w  Chlorella sp. 700 87 192 7 28 [92]
% Chlorella pyrenoidosa 200 100 216 - - [101]
g Scenedesmus quadricauda 1000 55 120 6,2 25 [95]
E 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]
E Schizoblastosporion starkeyi- 1000 100 48 6 8 6]
henricii
Trichosporon montevideense PHE1 1200 99,5 18 - 30 [97]
Aspergillus niger 100 28 - - - [98]
% Aspergillus terreus 100 17 - - - [98]
E Penicillium griseofulvum 100 13 - - - [98]
A Trametes versicolor 420 93 168 5,5 25 [99]
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2.10.2.1. Mehanizam aerobne biorazgradnje fenola

U slucaju fenola, aerobni procesi uklanjanja temeljito su istrazeni i pokazali su dobre rezultate
(23). U aerobnim uvjetima, biorazgradnja fenola zapocinje hidroksilacijom aromatskog prstena,
tj. vezanjem hidroksilne skupine na orto polozaj benzenskog prstena uz enzim fenol
hidroksilaza monooksigenaza kako bi se formirao univerzalni metabolit, katehol. Ovisno o
odgovornom mikroorganizmu, katehol se podvrgava cijepanju prstena na orto ili meta polozaju.
Orto put razgradnje aromatskog prstena katalizira enzim katehol 1,2-dioksigenaza koji sadrzi
zeljezov (III) ion (Fe*") kao prosteti¢ku skupinu te generira cis,cis-mukonat. Kasnije, metaboliti
ulaze u ciklus limunske kiseline radi potpune razgradnje fenola. S druge strane, meta put
razgradnje katalizira enzim katehol 2,3-dioksigenaza, koji sadrzi Zeljezov (II) ion (Fe?") kao
prosteticku skupinu te generira 2-hidroksimukonat semialdehid, koji se takoder dalje
metabolizira u ciklusu limunske kiseline [100]. Slika 9 shematski prikazuje glavne puteve
aerobne biorazgradnje fenola, ukljucujuci stvaranje katehola i njegovu daljnju razgradnju orto

1 meta putem.
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Slika 9 Shematski prikaz biorazgradnje fenola preko katehola orto 1 meta putem
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2.10.2.2. Mehanizam anaerobne biorazgradnje fenola

aerobnim ekvivalentima. Osim toga, anaeroban proces biorazgradnje fenola kompleksniji je 1
manje stabilan od aerobnog. Anaerobna biorazgradnja fenola zapoc€inje karboksilacijom fenola
u 4-hidroksibenzoat koja se moze odviti direktno ili u dva stupnja. Direktna karboksilacija
moguca je kod strogih anaeroba uz enzim 4-hidroksibenzoat karboksilazu. Kod dvostupanjskog
puta, fenolu se u prvom koraku dodaje fosfatna skupina iz nepoznatog donora, $to katalizira
enzim fenil fosfat sintaza, a prilikom cega nastaje fenil fosfat. U drugom koraku slijedi
formiranje 4-hidroksibenzoata procesom karboksilacije fenil fosfata, Sto katalizira enzim fenil
fosfat karboksilaza koji zahtijeva prisutnost mangana. Nadalje, 4-hidroksibenzoat-CoA ligaza
zatim prenosi CoA na 4-hidroksibenzoat, tvore¢i 4-hidroksibenzoil-CoA. Ovaj se smanjuje
dehidroksilacijom do benzoil-CoA, koji je zajedni¢ki meduprodukt u metabolizmu mnogih
aromatskih spojeva, uz pomo¢ 4-hidroksibenzoil-CoA reduktaze. Benzoil-CoA se reduktivno
dearomatizira do cikloheksa-1,5-dien-1-karbonil-CoA. Dearomatizaciju katalizira benzoil-
CoA reduktaza. Sekvence gena za enzim benzoil-CoA reduktaza pronadene su kod vecine
fakultativnih anaeroba koji razgraduju aromaticne spojeve. Konacno, cikloheksa-1,5-dien-1-
karbonil-CoA moze se podvrgnuti razdvajanju aromatskog prstena na dva nacina. Prvi,
hidratizacijom cikloheksa-1,5-dien-1-karbonil-CoA u 6-hidroksicikloheksa-1-en-1-karbonil-
CoA 1 redukcijom u 6-oksocikloheksa-1-karbonil-CoA. Zatim se prsten otvara hidrolazom do
3-hidroksipimeloil-CoA. U drugom nacinu, cikloheks-1-en-1-karboksil-CoA hidratizira se, a
zatim reducira u 2-ketocikloheksa-1-karboksil-CoA. Prsten se potom hidrolizira kako bi se
formirao pimeloil-CoA, koji se zatim reducira 1 hidratizira do 3-hidroksipimeloil-CoA. Oba
puta nastavljaju s degradacijom do acetil-CoA 1 ugljikova dioksida. Postoji 1 alternativni put
anaerobne biorazgradnje fenola, ali je i dalje relativno nepoznat jer brze stope razgradnje ometa
nakupljanje meduprodukata, Sto sprjeCava detaljna istrazivanja. Poznato je da se alternativni
put dogada pod termofilnim uvjetima, dok se prethodno spomenuti put uglavnom odvija pod
mezofilnim uvjetima, ali je takoder mogu¢ i pod termofilnim uvjetima. Fenol se najprije
reducira u cikloheksanon u prisutnosti nitrata, a zatim u n-kaproat. N-kaproat se zatim oksidira
do masnih kiselina. Mikrobne zajednice ukljuene u termofilnu razgradnju joS uvijek nisu
potpuno okarakterizirane 1 identificirane [65]. Slika 10 prikazuje mehanizam anaerobne

biorazgradnje fenola.
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Slika 10 Mehanizam anaerobne biorazgradnje fenola

2.10.3. Biorazgradnja cijanida

Cijanidi poput cijanovodika, metalnih kompleksa cijanida i tiocijanata izvor su duSika mnogim
mikroorganizmima [26]. Nekoliko vrsta bakterija, algi, gljiva, biljaka i Zivotinja fizioloski je
sposobno detoksicirati cijanid. Biorazgradnja cijanida moze se provoditi u razli¢itim okoliSima,
kako aerobnim tako i anaerobnim, no u anaerobnim uvjetima stopa biorazgradnje je niza, a
mikroorganizmi su osjetljiviji na toksi¢ne ucinke cijanida [17]. Procesom biorazgradnje, cijanid
se pod utjecajem mikroorganizama oksidira u manje toksican spoj, obi¢no cijanat. Organski dio
transformira se u amonijak (NH4") i karbonat (HCOs"), dok se slobodni metali, ukoliko su
prisutni, adsorbiraju u biofilm [17]. Ukupna bioloski posredovana reakcija oksidacije cijanida
prikazana je jednadZbom (6).

(6)

1
CN™ + 502 + 3H,0 - HCO3; + NH] + OH~
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Po 1 g oksidiranog cijanida trosi se oko 0,62 g kisika, a formira se oko 0,54 g amonijaka. Prinos
biomase po 1 g oksidiranog cijanida iznosi 0,05 — 0,1 g [102].

Kod bioremedijacije cijanida u otpadnim vodama vrlo je vazno osigurati alkalno okruzenje (pH
> 10) kako bi cijanid ostao u svom ionskom obliku 1 sprijeciti stvaranje isparljivog toksi¢nog
cijanovodika [26]. Hlapivost cijanovodika ¢ak 1 pri blago alkalnom pH povezana je s njegovom
konstantom disocijacije pa su za bioremedijaciju cijanida poZeljniji alkalofilni mikroorganizmi.
Budu¢i da pH medija opada tijekom rasta bakterija, sugerirana je potrebna kontrola pH
vrijednosti kako bi se osigurala potpuna biorazgradnja cijanida i izbjeglo isparavanje
cijanovodika. Brzina isparavanja povecava se i porastom temperature, pa je u istraZzivanju
Khamar 1 sur. [103] najmanja uinkovitost biorazgradnje cijanida zabiljeZena na 35 °C Sto
sugerira da su za bioremedijacijski proces pozeljniji sojevi koji mogu rasti na nizim
temperaturama [103]. Velika ve¢ina provedenih istraZivanja temelji se na bakterioloskoj
biorazgradnji slobodnog cijanida u laboratorijskom mjerilu [28]. Lopez-Ramirez i sur. [69]
izolirali su Rhodococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp. 1 Tessaracoccus sp. s razliCitih
lokacija kontaminiranih cijanidom. Rezultati ukazuju na znacajnu metabolicku raznolikost
mikroorganizama, pri ¢emu se Bacillus sp. istaknuo kao najucinkovitiji medu ispitivanim
bakterijama [69]. Poznato je da tijekom ekstrakcije zlata i srebra dolazi do reakcije izmedu
cijanida i drugih metala prilikom €ega nastaju slabi ili jaki kompleksi [28] pa je shodno tome
provedeno istraZivanje biorazgradnje cijanida bakterijom Serratia marcescens u prisutnosti
razli¢itth metala (srebro, arsen, kadmij, kobalt, krom, bakar, nikal, olovo, cink 1 Zziva).
Ucinkovitost biorazgradnje cijanida kretala se izmedu 87 1 88 % u prisutnosti navedenih metala,
dok je u prisutnosti Zive iznosila svega 25 % [104]. Moradkhani i sur. [26] izolirali su iz tla i
identificirali bakterijski soj Pseudomonas parafulva. Ova bakterija pokazala je visoke stope
biorazgradnje, ali uz produljenu lag fazu. Povecanje koncentracije cijanida iznad 200 mg/L
imalo je Stetan uc¢inak na ucinkovitost biorazgradnje, pri cemu je cijanid do te vrijednosti sluzio
kao supstrat, dok su pri viSim koncentracijama prevladali njegovi inhibicijski ucinci.

Dok su bakterije Cesto primijenjene u biorazgradnji cijanida, samo nekoliko studija izvijestilo
je o biorazgradnji cijanida uz pomo¢ algi. Liu i sur. [70] istrazili su u€inkovitost biorazgradnje
razli¢itih koncentracija cijanida pomoc¢u mikroalge Chlorella vulgaris. Rezultati pokazuju da
0,1 mg/L cijanida pogoduje rastu alge i sintezi klorofila, vjerojatno zbog brze razgradnje
cijanida u netoksi¢ne nusprodukte koji mogu posluziti kao izvor ugljika. Medutim, mikroalga
nije bila sposobna razgraditi cijanid u koncentraciji vecoj od 50 mg/L §to joS jednom potvrduje
da visoke koncentracije cijanida predstavljaju opasnost za integritet staniéne membrane

mikroorganizma te jednom kada je stanicna membrana uniStena, cijanidni ion lako ulazi u
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stanicu i oSte¢uje unutarstani¢ni sustav te inhibira daljnju biorazgradnju. Alga je pokazala
sposobnost uklanjanja cijanida, no njezin rast moze biti inhibiran ako koncentracija cijanida
prijede toksi¢ni prag. Simbioza algi i1 bakterija predstavlja odrziviji pristup u odnosu na
samostalnu detoksifikaciju cijanida bakterijama ili algama. Alge fotosintezom proizvode kisik,
¢ime smanjuju potrebu za aeracijom 1 troskove energije. Istovremeno, bakterije asimiliraju
oneciscujuce tvari, pri cemu nastaje ugljikov dioksid koji alge koriste u fotosintezi. Osim toga,
dusicni nusprodukti sluze algama kao hranjive tvari. U istrazivanju Abdel Mageed 1 El Rakaiby
[2] bakterijsko-mikroalgalna zajednica detoksificirala je sinteticku otpadnu vodu koja je
sadrzavala 200 mg/L cijanida, 100 mg/L benzonitrila i 500 mg/L natrijeva salicilata u 3,5 dana.
Do otkazivanja sustava doslo je kada je koncentracija cijanida povecana na 250 mg/L [2].

Za biorazgradnju cijanida sposobne su 1 gljive [17]. Fusarium oxysporum sposobna je
proizvoditi brojne enzime kada se uzgaja na Beta vulgaris, kori narance, kori mrkve i kori
ananasa. Na Beta vulgaris postize u¢inkovitost biorazgradnje cijanida od 77 % pri 22 °C, dok
su simulirani zimski uvjeti (5 °C) nepovoljno utjecali na aktivnost mikroorganizma. Gljive su
oCito pokazale znaCajan potencijal biorazgradnje cijanida, medutim njihova primjena ima
odredena ogranicenja, poput spore razgradnje u specifiénim okoliSnim uvjetima i osjetljivosti
na visoke koncentracije cijanida [105]. Tablica 6 prikazuje pregled istrazivanja biorazgradnje

cijanida bakterijama, algama i gljivama pri razli¢itim uvjetima.

2.10.3.1. Metabolicki putevi biorazgradnje cijanida

Cetiri su metaboli¢ka puta biorazgradnje cijanida: hidroliticki, oksidativni, reduktivni i
supstitucijski, od kojih prva tri podrazumijevaju pretvorbu cijanida u jednostavne organske ili
anorganske molekule, dok supstitucijski put podrazumijeva asimilaciju cijanida u
mikroorganizam kao izvor duSika i ugljika [106]. Kojim ¢e se metabolickim putem cijanid
razgraditi, ovisi o enzimu, koncentraciji cijanida te pH vrijednosti medija [28]. Tablica 7

prikazuje pregled metabolic¢kih puteva biorazgradnje cijanida.

36



Tablica 6 Prikaz u¢inkovitosti biorazgradnje cijanida razli¢itim mikroorganizmima. Parametri
ukljucuju pocetnu koncentraciju cijanida (y, mg/L), postotnu ucinkovitost razgradnje (X, %),

vrijeme potrebno za razgradnju (¢, h) i temperaturu provodenja eksperimenta (7, °C)

y X t pH T
mikroorganizam literatura
mg/L % h - °C
Bacillus sp. 200 21 70 10 30 [69]
Bacillus sp. 500 41 96 10 34 [107]
Bacillus licheniformis MMTI1 50 100 96 7,5 30 2]
Bacillus licheniformis MMTI1 1000 100 216 7,5 30 2]
E Bacillus pumilus 500 100 301 9 30 [108]
E Enterococcus sp. 200 14 70 10 30 [69]
ﬁ Halomonas sp. 50 66 120 9,5 25 [103]
a Pseudomonas parafulva 200 93,5 312 9,95 32 [26]
Rhodococcus sp. 200 11 70 10 30 [69]
Tessaraccoccus sp. 200 124 70 10 30 [69]
neklasificirana 200 86 72 10,3 342 [109]
MIKROALGE
10 61 72 7 25 [70]
Chlorella vulgaris 50 55 72 7 25 [70]
100 22 72 7 25 [70]
MJESOVITA KULTURA BAKTERIJE I MIKROALGE
Bacillus licheniformis MMTT1 + 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]
- Fusarium oxysporum
=S 100 61 144 11 5 [105]
5 200 48 144 11 5 [105]
300 48 144 11 5 [105]
Trametes versicolor 240 85 42 10,5 30 [110]
Trametes versicolor 400 30 42 10,5 30 [110]
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Tablica 7 Metabolicki putevi biorazgradnje cijanida

HIDROLITICKI PUT predstavlja jedan od glavnih bioloskih mehanizama detoksikacije
cijanida i temelji se na reakcijama hidrolize nitrilne skupine, pri cemu nastaju netoksic¢ni produkti
poput formamida, karboksilnih kiselina i amonijaka. Ovaj put najcesce se javlja kod gljiva i

bakterija [28].

Enzim: cijanid hidrataza

Pripada obitelji liaza, specificno hidrolazama, koje kidaju kovalentne veze izmedu ugljika i
dusSika. NajceS¢a razgradnja cijanida odvija se posredovanjem ovog enzima, Sto rezultira
stvaranjem formamida, koji se naknadno razlaze na ugljikov dioksid i amonijak. Posjeduje ga

veéina gljivicnih vrsta [28].

Jednadzba razgradnje cijanida (7):

HCN + H,0 - HCONH, (7)

Enzim: cijanid dihidrataza/cijanidaza
Direktno pretvara cijanid u relativno netoksi¢ni formijat i amonijak [28].
JednadZzba razgradnje cijanida (8):

RCN + 2H,0 - RCOOH + NH, (8)

Enzim: nitril hidrataza
Ucinkovito razgraduje alifatske i aromatske nitrile do njihovih amida i kiselina [28].
JednadZzba razgradnje cijanida (9):

RCN + H,0 - RCONH, (9)

Enzim: nitrilaza

Omogucava razgradnju nitrila do karboksilnih kiselina kao krajnjih produkata, bez stvaranja

slobodnih amidnih meduprodukata [28, 106].

JednadZzba razgradnje cijanida (10):

RCN + 2H,0 — RCOOH + NH, (10)
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OKSIDATIVNI PUT zahtijeva nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) i dodatni izvor
ugljika. Imobilizirane stanice Pseudomonas putida oksidativnim putem ucinkovito proizvode
amonijak i ugljikov dioksid, a razgradnja cijanida ovim putem primije¢ena je i u tri gljive bijelog

truljenja, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium i Pleurotus sajor-caju [28, 106].

Enzim: cijanid dioksigenaza
Direktno pretvara cijanid u amonijak i ugljikov dioksid [28].
Jednadzba razgradnje cijanida (11):
HCN + 0, + 2H* + NADPH - NADP* + CO, + NH; (11)

Enzim: cijanid monooksigenaza
Pretvara cijanid u cijanat [28].
JednadZzba razgradnje cijanida (12):
HCN + 0, + NADPH + H* - CNO~ + NADP* + H,0 (12)

Enzim: cijanid oksigenaza/cijanaza
Nastavlja se na cijanid monooksigenazu i pretvara cijanat u amonijak i ugljikov dioksid [28].
Jednadzba razgradnje cijanida (13):

CNO~ +3H* + HCO; —» NH; + 2C0, (13)

REDUKTIVNI PUT nije Cesta pojava jer se smatra da se odvija u anaerobnim uvjetima [28].

Enzim: nitrogenaza

Osjetljiva je na kisik i pronadena u rijetkim vrstama. Krajnji produkti razgradnje cijanida su metan
i amonijak [28]. HCN moze biti podvrgnut redukciji do metanimina (CH-NH), koji se zatim moze
hidrolizirati do formaldehida (CH20) i amonijaka, ili dodatno reducirati do metilamina (CHsNHz).
Konaé¢nim redukcijskim korakom nastaju metan (CH4) i amonijak (NHs).

Jednadzba razgradnje cijanida (14-16):

HCN + 2H* + 2e” - CH,NH (14)
CH,NH + 2H* + 2¢” - CHsNH, (15)
CH3;NH, + 2H* + 2¢” - CH, + NHs (16)
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SUPSTITUCIJSKI PUT ukljucuje asimilaciju cijanida, §to obi¢no dovodi do povecanja rasta

mikroorganizma, odnosno prirasta biomase [28].

Enzim: B-cijanoalanin sintaza
Mitohondrijalni enzim prisutan u viS§im biljkama i insektima katalizira konverziju cisteina u B-cijanoalanin
1 sumporovodik [28]. Igra vaznu ulogu u uklanjanju endogenog cijanida i proizvodi se tijekom vrlo
aktivnog razdoblja rasta mikroorganizma.
JednadZzba razgradnje cijanida (17):

HCN + HS-CH,CH(NH;)COOH (L-cistein) = H»S + NC-CH,CH(NH,)COOH ([-cijanoalanin) (17)

Enzimi: sulfurtransferaza i rodanaza
Enzimi pronadeni u mitohondrijalnoj frakciji jetre i bubrega kod zivotinja. Krajnji produkti su tiocijanat i
sulfit [28]. Tiocijanat se moze dalje razgraditi karbonilnim ili oksidativnim putem. Rodanaze su uobic¢ajeni
enzimi koji se trenutno smatraju jednima od enzima evoluiranih u svrhu detoksifikacije cijanida.
Kataliziraju nepovratni prijenos atoma sumpora s prikladnog donatora (npr. tiosulfata) na cijanid, $to
dovodi do stvaranja manje toksi¢nog tiocijanata. Aktivnost enzima regulirana je ionima fosfata i
dvovalentnim anionima. Sulfurtransferaza pripada obitelji transferaza koje prenose skupine koje sadrze
sumpor. Sudjeluje u metabolizmu cisteina [106].
JednadZzba razgradnje cijanida (18):

CN™ + 5,057 - SCN™ + 505~ (18)
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2.10.4. Biorazgradnja tiocijanata

U usporedbi s cijanidom, tiocijanat pokazuje vecu stabilnost i manju sklonost biorazgradnji te
hidrolizi §to oteZava njegovo uklanjanje iz otpadnih voda. Osim toga, poznato je da nepotpuna
oksidacija tiocijanata moze rezultirati stvaranjem cijanida. S obzirom na to da tiocijanat sadrzi
sumpor, ugljik 1 dusik, elemente nuzne za rast zivih organizama, moze posluziti kao izvor
ugljika, dusika i sumpora za mikroorganizme u aerobnim uvjetima [31]. Takoder je zabiljeZeno
1 koristenje dusika iz amonijaka oslobodenog tijekom razgradnje tiocijanata [4]. Amonijak je
naknadno potrebno oksidirati u nitrit i nitrat autotrofnom nitrifikacijom, a zatim reducirati u
dusik ili dusSikov oksid denitrifikacijom. Mikroalge, iako ne razgraduju tiocijanat, mogu
posluziti za uklanjanje produkata poput amonijaka 1 nitrata [72].

Biorazgradnja tiocijanata osjetljiv je 1 spor proces, osobito u usporedbi s biorazgradnjom
cijanida 1 fenola. U sustavima za biolosku obradu otpadnih voda, upravo ona odreduje
hidraulicko vrijeme zadrzavanja (HRT) [111]. Reakcija bioloske oksidacije tiocijanata moze se

prikazati jednadzbom (19) [112].
SCN~ + 3H,0 + 20, —» HCO; + NHf + S0~ + H* (19)

Bilo da se radi o kemijskoj ili bioloSkoj oksidaciji tiocijanata, ona zahtijeva velike koli€ine
oksidansa. Stehiometrijski, oksidacija 1 g tiocijanata zahtijeva 1,1 g kisika, pri ¢emu nastaje
oko 0,24 g amonijaka od ¢ega mikroorganizmi mogu iskoristiti otprilike 10 % za sintezu
biomase, dok ostatak ostaje u vodi u obliku NH4* [31]. Amonijak se oslobada u svim poznatim
putevima biorazgradnje tiocijanata te djeluje inhibicijski na biorazgradnju. Nasuprot tome,
sulfat nema znaCajan utjecaj na biorazgradnju tiocijanata, Sto znaci da nema inhibicije kao
rezultata njegova nastajanja tijekom procesa degradacije tiocijanata, dok su fenol i cijanid
dokazano inhibitori razgradnje [113]. Fenol, cijanid i amonijak smatraju se sekundarnim
toksinima te, ovisno o koncentraciji, mogu produljiti vrijeme oksidacije tiocijanata ili potpuno
inhibirati proces [34]. U radu Kwon i sur. [114] utvrdeno je da biorazgradnju tiocijanata inhibira
fenol u koncentracijama iznad 625 mg/L, cijanid iznad 16 mg/L te nitrit iznad 100 mg/L.

Prinos biomase tijekom biorazgradnje tiocijanata iznosi otprilike 0,08 g po 1 g oksidiranog
tiocijanata [115]. Biorazgradnja se moze odvijati pomocu pojedinaénih mikroorganizama ili
mjeSovitih mikrobnih konzorcija, pri ¢emu mjeSovite kulture pokazuju bolje rezultate zbog
sposobnosti simultane razgradnje tiocijanata i produkata njegove biorazgradnje [33]. Sto su
pocetne koncentracije tiocijanata vise, to je u¢inkovitost biorazgradnje slabija, vjerojatno zbog

brzeg nastajanja cijanata koji onda inhibira enzim cijanazu [113].
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U istrazivanju Raper i sur. [113] mjeSovita kultura kojom je dominirao Thiobacillus (26 %)
potpuno je razgradila 110 mg/L tiocijanata unutar 120 h. Thiobacillus se pokazao dominantnim
1uradu Xiao i sur. [111] s gotovo 80 % zastupljenosti u mikrobnom konzorciju te u radu Li 1
sur. [31] s preko 20 % zastupljenosti u aktivnom mulju. Pseudomonas 1 Bacillus bili su
dominantni u aktivnom mulju uredaja za prociS¢avanje otpadne vode koksne industrije te su u
potpunosti razgradili 1400 mg/L tiocijanata tijekom Sest dana [34].

Uvjeti okolisa znacajno utjeCu na ucinkovitost biorazgradnje. Pan i sur. [116] pokazali su da
povecanje pH sa 6 na 8 zna€ajno poboljSava biorazgradnju tiocijanata (od 5,6 % na 66,4 %),
dok daljnje povecanje pH na 9 smanjuje ucinkovitost biorazgradnje. Odrzavanje mezofilne
temperature 1 koncentracije otopljenog kisika (3 — 6 mg/L) takoder je kljucno [31].

Nema dostupnih dokaza o biorazgradnji tiocijanata gljivama [4]. Tablica 8 prikazuje pregled

istraZivanja biorazgradnje tiocijanata.

Tablica 8 Prikaz ucCinkovitosti biorazgradnje tiocijanata bakterijama. Parametri ukljucuju
pocetnu koncentraciju tiocijanata (y, mg/L), postotnu u€inkovitost razgradnje (X, %), vrijeme

potrebno za razgradnju (¢, h) i temperaturu provodenja eksperimenta (7, °C)

y 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 % Thiobacillus) 110 100 120 7 25 [113]
w  aktivni mulj (26 % Thiobacillus) 360 19 120 7 25 [113]
E aktivni mulj (26 % Thiobacillus) 610 13 120 7 25 [113]
E aktivni mulj (20 % Thiobacillus) 1818 99,96 46 6-7 25 [31]
é Burkholderia sp. 500 100 70 7,7 32 [117]
Chryseobacterium sp. 500 100 120 7,7 32 [117]
Klebsiella pneumoniae, Ralstonia sp. 2500 100 120 6 37 [118]
Ralstonia sp. 500 100 80 7,7 32 [117]
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2.10.4.1. Karbonilni put razgradnje tiocijanata

Karbonilni put razgradnje tiocijanata (CAS) odvija se pod utjecajem tiocijanat hidrolaze u dva
koraka. Prvi korak je hidroliti¢ko cijepanje C=N veze §to generira amonijak i karbonil sulfid.
Drugi korak je razbijanje veze izmedu ugljika i sumpora unutar O=C=S u ugljikov dioksid 1

sumporovodik, koji se dalje oksidira u sulfat [4].

2.10.4.2. Cijanatni put razgradnje tiocijanata

U cijanatnom putu razgradnje tiocijanata (CNO), veza izmedu ugljika i sumpora unutar N=C-
S™ hidrolizira se u cijanat pomocu tiocijanat dehidrogenaze, koji se zatim hidrolizira u amonijak
i ugljikov dioksid pomocu cijanaze. Sulfidni ion se dalje oksidira u sulfid i sulfat [4]. Slika 11

shematski prikazuje metabolicke puteve razgradnje 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 Mehanizmi razgradnje tiocijanata

43



2.10.4.3. Anaerobna razgradnja tiocijanata

Primijecena je 1 anaerobna razgradnja tiocijanata, a relativno niska stopa razgradnje moze se
objasniti niZim prinosom metabolicke energije povezane s koriStenjem elektron akceptora koji
su slabiji od kisika. Buduéi da je jedini akceptor elektrona koji dokazano podrzava bakterijsku
oksidaciju tiocijanata u odsutnosti kisika nitrat, razgradnja u takvim uvjetima je ogranic¢ena

nitratom. Anaerobna razgradnja uglavnom nije detektirana u industrijskim sustavima [33].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog istraZzivanja osmisljen je s ciljem procjene ekotoksi¢nosti i
potencijala biorazgradnje fenola, cijanida 1 tiocijanata kao relevantnih industrijskih
oneciScujucih tvari. U prvoj fazi istrazivanja ispitana je toksicnost pojedina¢nih otopina fenola,
cijanida i tiocijanata na pet testnih organizama: bakterijama Aliivibrio fischeri 1 Pseudomonas
putida, mikroalgi Chlorella sp., vodenoj le¢i Lemna minor te sjemenkama luka Allium cepa.
Procjena ekotoksi¢nosti binarnih i ternarnih smjesa fenola, cijanida i tiocijanata provedena je
na organizmu Aliivibrio fischeri, s ciljem analize mogucih interakcijskih ucinaka izmedu
komponenata smjese. Na temelju dobivenih rezultata razvijeni su matematicki modeli za
procjenu toksi¢nosti smjesa. U drugoj fazi istrazivanja ispitana je sposobnost biorazgradnje
smjese fenola, cijanida i tiocijanata bakterijom Pseudomonas putida, mikroalgom Chlorella sp.
1 mjeSovitom kulturom bakterije 1 mikroalge. Nakon provedenih preliminarnih pokusa
biorazgradnje, ispitani su u¢inci pH vrijednosti, opticke gustoce i poCetne koncentracije smjese
na ucinkovitost biorazgradnje u glavnom pokusu biorazgradnje primjenom mikroalge Chlorella
sp. Glavni pokus biorazgradnje proveden je prema full factorial dizajnu, a softverski alat Design

Expert primijenjen je za optimizaciju procesa.

3.1. Fenol, cijanid i tiocijanat

Temeljna otopina fenola pripremljena je otapanjem 1 g fenola (99,5 %, p.a., Sigma-Aldrich,
SAD) u 1 L destilirane vode te su iz nje pripremana sva daljnja razrjedenja. Temeljna otopina
cijanida pripremljena je otapanjem 2,5027 g kalijeva cijanida (KCN) (> 98,0 %, p.a., Sigma-
Aldrich, SAD) u 1 L destilirane vode te su iz nje pripremana sva daljnja razrjedenja. Temeljna
otopina tiocijanata pripremljena je otapanjem 1,6732 g kalijeva tiocijanata (KSCN) (99,0 %,
p-a., VWR Chemicals, Belgija) u 1 L destilirane vode te su iz nje pripremljena sva daljnja
razrjedenja. Ispitivane koncentracije fenola, cijanida i tiocijanata u testovima toksi¢nosti sa
Pseudomonas putida, Chlorella sp., Lemna minor i Allium cepa iznosile su 0,01 mmol/L, 0,10
mmol/L, 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L, 0,75 mmol/L i 1,00 mmol/L. Za testove toksi¢nosti s
Aliivibrio fischeri, serije razrjedenja pripremane su sukladno metodi. Binarne i1 ternarne smjese
fenola, cijanida i tiocijanata pripremljene su mijeSanjem temeljnih otopina u razliitim
omjerima. U svrhu ispitivanja zajednickog toksi¢nog djelovanja, pripremljene su smjese tako

da ukupna koncentracija toksi¢nih tvari u svakoj iznosi 1,00 mmol/L. Binarne smjese
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pripremljene su u molarnim omjerima 25:75, 50:50 1 75:25, dok su ternarne smjese pripremljene
u omjerima 25:25:50, 25:50:25, 50:25:25 1 33,3:33,3:33,3. Za potrebe pokusa biorazgradnje,
smjese fenola, cijanida i tiocijanata pripremljene su tri razli¢ite koncentracije smjese. U prvom
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 smjese iznosile su 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L i
0,75 mmol/L. Radi preglednog prikaza eksperimentalnog dizajna ispitivanja toksicnosti i
biorazgradnje, Slika 12 prikazuje sve ispitivane kombinacije pojedinacnih tvari, binarnih 1
ternarnih smjesa fenola, cijanida i tiocijanata, uz pripadajuée koncentracije i omjere

komponenti. Tablica 9 prikazuje fizikalno-kemijska svojstva fenola, cijanida 1 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:tiocijanat  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

fenol:cljanid:tiocijanat

fenol:cijanid:tiocijanat

33:33:33 23:33:33

1 mmaol/L 0,1 mmal/L

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

glavni pokus

fenol:cijanid:tiocljanat

23:34:33

0,25 mmol/L

0,50 mmal/L

0,75 mmol/L

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

svojstvo fenol cijanid tiocijanat
molekulska formula C¢HsOH KCN KSCN
strukturna formula "
o
K+ N
C- K - C /

piktogrami opasnosti

SO®

NACAUR 2O

ODL®

molarna masa 94,11 g/mol 65,116 g/mol 97,18 g/mol
pKa (25 °C) 9,99 9,20 5,40
temperatura vrelista 182 °C 1625 °C 500 °C
temperatura talista 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
gustoca 1,07 g/cm® 1,52 g/em’ 1,9 g/em®
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 Cestice tla niska niska niska do umjerena
biorazgradivost umjerena umjerena umjerena
literatura [119] [120] [121]
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3.2. Primijenjeni testovi toksi¢nosti

Provedeno je pet razli¢itih testova toksicnosti kako bi se procijenila ekotoksi¢nost fenola,
cijanida i tiocijanata:

1) test inhibicije luminiscencije s morskom bakterijom Aliivibrio fischeri,

2) test inhibicije rasta s bakterijom Pseudomonas putida,

3) test inhibicije rasta s mikroalgom Chlorella sp.,

4) test inhibicije rasta s vodenom leCom Lemna minor i

5) test klijavosti s Allium cepa.
Za procjenu ekotoksi¢nosti smjesa fenola, cijanida i tiocijanata primijenjen je test inhibicije

luminiscencije s morskom bakterijom Aliivibrio 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. Test inhibicije luminiscencije s morskom bakterijom Aliivibrio fischeri

Eksperimentalni postupak za procjenu toksi¢nosti primjenom testa inhibicije luminiscencije s
morskom bakterijom Aliivibrio fischeri proveden je u skladu s odgovarajué¢im ISO 11348-
3:2007 standardom [38]. Ovaj test temelji se na mjerenju inhibicije luminiscencije bakterije

nakon izlaganja ispitivanoj tvari, Sto omogucuje kvantitativnu procjenu njezine toksi¢nosti.
Uzgoj kulture

Za kultivaciju bakterije pripremljena je ¢vrsta hranjiva podloga otapanjem sastojaka (Tablica
10) u deioniziranoj vodi. Nakon §to podloga nabubri, zagrijava se do vrenja radi potpune
homogenizacije te sterilizira autoklaviranjem tijekom 15 minuta (121 °C, 1 atm). Sterilna
smjesa raspodijeljena je u Petrijeve zdjelice 1 ostavljena da se skrutne. Bakterijska kultura
uzgajana je na ohladenim hranjivim podlogama u Petrijevim zdjelicama pri konstantnoj

temperaturi od 20 °C.

Tablica 10 Sastav ¢vrste hranjive podloge za uzgoj bakterije Aliivibrio fischeri

komponenta masa [g/L]
NaCl 30,0
glicerol 10,0
CaCOs 5,0
pepton 5,0
ekstrakt kvasca 3,0
agar 15,0

Priprema bakterijske suspenzije

Za pripremu bakterijske suspenzije, eza je provucena kroz povrsinu svjeze bakterijske kulture
uzgojene na ¢vrstoj hranjivoj podlozi u duljini od priblizno 1 cm nakon ¢ega je prenesena u
epruvetu do 2/3 napunjenu otopinom za resuspenziju. Otopina za resuspenziju pripremljena je
otapanjem komponenti (Tablica 11) u deioniziranoj vodi. Nakon prokuhavanja i hladenja, pH
otopine za resuspenziju podesen je na 6,8 do 7,2 dodatkom 1 M otopina natrijeve luzine (NaOH)

ili klorovodic¢ne kiseline (HCI).
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Tablica 11 Sastav otopine za resuspenziju kulture Aliivibrio fischeri

komponenta masa [g/L]

NaCl 20,0 g
KH2PO4 02g
CaCl: 05¢g
MgSO4 02g
glukoza 10,0 g
rafinoza 10,0 g

Provedba testa toksi¢nosti

Test toksi¢nosti proveden je u staklenim kivetama rasporedenim u tri paralelna niza (A, B, C)
koje su sadrzavale bakterijsku suspenziju i odgovaraju¢i volumen otopine ispitivane tvari.
Toksic¢nost je ispitivana u serijama razrjedenja oblikovanih prema linearnom ili geometrijskom
nizu. Slika 14 prikazuje protokol testa toksicnosti s Aliivibrio fischeri.

Prije pocetka mjerenja bilo je potrebno provjeriti po€etnu luminiscenciju bakterijske suspenzije
(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 Lange, SAD)
tijekom 30 minuta na temperaturi od 15 °C.

Linearni niz razrjedenja koristi se kada Zelimo ispitati u€inak viSe koncentracija koje se
povecavaju za isti iznos, primjerice 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L itd. U kivetu A1 (Slika 14) dodano
je 2/3 ukupnog volumena 2 % NaCl, a u kivetu A10 jednak volumen uzorka. U preostale kivete
niza A (A2 — A9) dodano je po 1,5 mL 2 % NaCl. Niz razrjedenja pripremljen je na sljedeci
nacin: iz kivete A10 prenosi se 1,5 mL u A9, sadrzaj se homogenizira, zatim se 1,5 mL prenosi
u A7, homogenizira, potom u A5, i kona¢no u A3. Paralelno, 1,5 mL iz A10 prenosi se u A8,
zatim u A6, pa u A4 i na kraju u A2, pri ¢emu se sadrzaj svake kivete takoder homogenizira.
Na kraju, u sve kivete nizova B 1 C dodaje se po 0,5 mL bakterijskog inokuluma.
Geometrijski niz razrjedenja koristi se kada se koncentracije smanjuju geometrijski, odnosno
viSestrukim razrjedenjem. U kivetu A1 (Slika 14) dodano je 2/3 ukupnog volumena 2 % NaCl,
a u A10 jednak volumen uzorka. U sve preostale kivete (A2 — A9) dodano je po 1,5 mL 2 %
NaCl. Zatim se 1,5 mL iz A10 prenosi u A9, sadrzaj se homogenizira, a postupak se ponavlja

redom sve do Al. U svaku kivetu nizova B 1 C dodaje se po 0,5 mL bakterijskog inokuluma.
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Slika 14 Protokol testa toksicnosti s Aliivibrio fischeri
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Kvantifikacija toksi¢nog uc¢inka

Luminiscencija testne suspenzije mjerena je na pocetku testa i nakon 30 minuta izloZenosti.
Mjerenja su provedena luminometrom (LUMIStox 300, Hach Lange, SAD) pri valnoj duljini

od 480 nm. Inhibicija luminiscencije izracunata je prema jednadzbi (20):

LUMg—LUMs5,

INH = x 100 % (20)

0

gdje je
— LUMoy luminiscencija izmjerena na pocetku testa, a

— LUM;30 luminiscencija izmjerena nakon 30 minuta izloZenosti bakterije ispitivanoj tvari.

Krajnji rezultat testa izrazen je kao ECx 1 ECso vrijednosti, koje luminometar automatski

generira po zavrSetku mjerenja.

3.2.2. Test inhibicije rasta s bakterijom Pseudomonas putida

Test inhibicije rasta s bakterijom Pseudomonas putida proveden je u skladu s ISO 10712:1995
standardom [43] uz dvije modifikacije. Prvo, bakterijska kultura je prije pocetka eksperimenata
rekultivirana u mineralnom mediju prema uputama, ali je glukoza isklju¢ena iz mineralnog
medija jer njezina prisutnost moze potencijalno maskirati Stetne u¢inke primijenjenih toksi¢nih
tvari. Drugo, vrijeme izlaganja produzeno je na 72 h, budu¢i da nije primijecen inhibicijski

ucinak pri standardnom vremenu izlaganja od 16 h.
Uzgoj kulture

Kao podloga za uzgoj bakterije Pseudomonas putida koriSten je hranjivi agar, pripremljen
vaganjem komercijalnog hranjivog bujona prema specifikaciji proizvodaca, uz dodatak 1,8 %
agara (Agar Technical). Sastojci su otopljeni u deioniziranoj vodi te ostavljeni 15 min da
bubrenjem formiraju homogenu smjesu, nakon €ega je suspenzija zagrijavana do vrenja.
Podloga je sterilizirana u autoklavu tijekom 15 minuta (121 °C, 1 atm). Sterilna smjesa
raspodijeljena je u Petrijeve zdjelice i ostavljena da se skrutne. Bakterijska kultura uzgajana je
na ohladenim hranjivim podlogama u Petrijevim zdjelicama tijekom 24 h pri temperaturi od

37°C.
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Priprema bakterijske suspenzije

Rekultivacija je provedena tako da je manja koliina svjeze bakterijske kulture uzgojene na
¢vrstoj hranjivoj podlozi prenesena u mineralni medij tijekom 5 £ 0,5 h na rotacijskoj tresilici
pri 150 o/min i sobnoj temperaturi. Mineralni medij pripremljen je u odmjernoj tikvici
otapanjem sastojaka (Tablica 12) u deioniziranoj vodi. pH vrijednost mineralnog medija
podesena je na 6,9 pomocu 1 M otopina NaOH 1 HCI. Prije upotrebe, mineralni medij je
podvrgnut sterilizaciji u autoklavu (121 °C,1 atm). Opticka gusto¢a bakterijske suspenzije
mjerena je pomocu spektrofotometra (DR/2400, Hach Lange, SAD) pri valnoj duljini od 436

nm.

Tablica 12 Sastav mineralnog medija

komponenta masa [mg/L]
KH:PO4 0,50
K>HPO4 0,50
CaCl 0,10
NaCl 0,20
MgSO4 x TH20 0,50
MnSO4 x 7TH20 0,01
FeSO4 x 7TH20 0,01
NH4NO; 1,00

Provedba testa toksi¢nosti

Eksperimenti su provedeni u sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama koje su sadrzavale
bakterijsku suspenziju, mineralni medij i ispitivanu tvar. Osim toga, pripremljeni su i kontrolni
uzorci s istim sastojcima, ali bez toksicne tvari. Tablica 13 prikazuje pocetne eksperimentalne
uvjete testa toksi¢nosti sa Pseudomnas putida, a Slika 15 prikazuje protokol testa toksi¢nosti

sa Pseudomonas putida.

Tablica 13 Eksperimentalni uvijeti testa toksi¢nosti sa Pseudomonas putida

parametar mjerna jedinica  vrijednost
opticka gustoca - 0,20
CFU st/mL 1,9 x 10°
pH - 7,6
v (02) mg/L 7.7
t h 72
smjernica - ISO 10712
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- =
uzgoj bakterije na branjivo) podlozi
rekultivacija u mineralnom mediju
KONTROLA spektrofotometrijsko mjerenje opticke ¥
gustode bokterijske suspenzije ,éb 100 pL 1mL 1mL

bakterijsko suspenzijo
rmineralni medij

102 1074 103 6

FENOL
2.9 mL 0.9 % NaCl 9 mL 0,9 % Nall
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

AAALAA N

0,01 mmol/L 010 mmel/L 0,25 mmol/L 050 mmel/L 075 mmol/L 1,00 mmaol/L brojanie kclcrli-ju./

Slika 15 Protokol testa toksi¢nosti sa Pseudomonas putida

Kvantifikacija toksi¢nog uc¢inka

Tijekom pokusa, nakon 24, 48 1 72 h izlaganja odredivan je broj zivih bakterijskih stanica u
svim uzorcima. Broj zivih stanica izrazen je kao CFU (engl. colony forming units), $to
predstavlja broj stanica u uzorku koje su sposobne formirati vidljive kolonije na hranjivoj
podlozi. Pra¢enjem dinamike rasta u kontrolnim i tretiranim uzorcima moguce je procijeniti
stupan;j inhibicije rasta bakterija pod utjecajem ispitivane tvari. Za potrebe brojanja CFU, iz
svakog uzorka pripremljena su serijska decimalna razrjedenja koristenjem sterilne fizioloske
otopine (0,9 % NaCl), ¢ija je funkcija bila oCuvanje osmotske stabilnosti stanica tijekom

razrjedivanja. FizioloSka otopina sterilizirana je autoklaviranjem prije upotrebe.

Nakon 24 h inkubacije, pripremljena su razrjedenja 1072, 10, 10~ i 107°. Prvo razrjedenje
(1072) dobiveno je dodavanjem 100 uL homogenizirane bakterijske suspenzije u 9,9 mL
fizioloSke otopine. Iz tog razrjedenja, 100 puL preneseno je u novu epruvetu s 9,9 mL fizioloSke

otopine kako bi se dobilo razrjedenje 107*. Sljedeca razrjedenja (10~° 1 107¢) pripremljena su
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dodatkom 1 mL prethodnog razrjedenja u 9 mL fizioloske otopine. Od razrjedenja 101 107¢,
po 1 mL suspenzije preneseno je u sterilne Petrijeve zdjelice, nakon Cega je dodana tekuca
hranjiva podloga. Sadrzaj je promijeSan kruZznim pokretima kako bi se osigurala ravnomjerna
raspodjela stanica. Nakon oc¢vrs¢ivanja hranjive podloge, zdjelice su inkubirane 24 h na 37 °C.
Broj kolonija zabiljezen je nakon inkubacije, a cijeli je postupak ponovljen nakon 48 1 72 h
trajanja pokusa. Dobivene vrijednosti sluzile su za izracun CFU prema jednadzbi (21), a
rezultati su dalje upotrijebljeni za kvantifikaciju inhibicije rasta.
broj izraslih kolonija (21)

CFU = X reciprocna vrijednost razrjedenja
volumen uzorka

Iz poznatih CFU vrijednosti, stupanj inhibicije bakterijskog rasta racuna se prema jednadzbi

(22), a izraCunati postotak inhibicije sluzio je za daljnju procjenu toksi¢nog ucinka.

INH = CFUSlijepa proba — CFUyzorak

x 100 % (22)
CFUstijepa proba
gdje je
—  CFUslijepa proba broj kolonija bakterija u kontrolnom uzorku, koji nije bio izloZen
ispitivanoj tvari, a
—  CFUuzorak broj kolonija bakterija u uzorcima s razli¢itim koncentracijama ispitivane

toksi¢ne tvari.

Za dodatnu interpretaciju rezultata, izraCunate su i1 vrijednosti ECso i EC20. Obje vrijednosti
odredene su interpolacijom lineariziranih eksperimentalnih podataka, dobivenih na temelju

izraCunatih postotaka inhibicije za razli¢ite koncentracije toksi¢nih tvari.

U svrhu linearnog prikaza podatka i odredivanja EC vrijednosti, izracunat je gama faktor (y)

prema jednadzbi (23):

INH (23)

Y =100—INH

Logaritamska vrijednost faktora y (Iny) linearno raste s logaritmom molarne koncentracije
ispitivane tvari (In ¢), §to omogucuje primjenu linearne regresije. Linearni prikaz doza-odgovor

temelji se na funkcionalnoj ovisnosti prema jednadzbi (24):
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In(y) =axIn(c)+b (24)

gdje je
— anagib pravca, a

— b presjek s ordinatom, odnosno vrijednost In y kada je Inc = 0.

Ovaj pristup omogucuje odredivanje ECz 1 ECso vrijednosti interpolacijom unutar dobivene
regresijske jednadzbe. Budu¢i da In y iznosi nula kada je INH = 50 % (tj. y = 1), vrijednost In ¢
za koju Iny = 0 odgovara ECso koncentraciji. Sli¢no, vrijednost Iny = In (0,25) koriStena je za

procjenu ECoo.

3.2.3. Test inhibicije rasta s mikroalgom Chlorella sp.

Test inhibicije rasta s mikroalgom Chlorella sp. proveden je u skladu s OECD 201:2011
smjernicama [52]. Ovaj test temelji se na mjerenju inhibicije rasta mikroalgi uslijed izlozenosti

toksicnoj tvari tijekom definiranog vremenskog razdoblja.

Uzgoj kulture

Mikroalga Chlorella sp. uzgajana je tijekom 10 dana u bazalnom mediju (Tablica 14), ¢iji je
sastav osiguravao odgovarajuée uvjete za rast zelenih jednostani¢nih algi. Medij je pripremljen
pipetiranjem 10 mL koncentrirane otopine u 500 mL odmjernu tikvicu, nakon ¢ega je podesen
pH (8,151) 1 steriliziran autoklaviranjem (121 °C, 20 min). Uzgoj 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 filtera (ReliaDiscTM, Ahlstrom-Munksjo, Finska) s porama promjera
0,45 um. Rast kulture pratio se spektrofotometrijskim mjerenjem opticke gustoce suspenzije na
670 nm (DR/2400, Hach Lange, SAD). Prije pocetka eksperimenta, uzgojena kultura po potrebi
je razrjedivana sterilnim bazalnim medijem kako bi se postigla optimalna po¢etna koncentracija

stanica.
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Tablica 14 Sastav bazalnog medija

Provedba testa toksi¢nosti

Test toksi¢nosti proveden je u sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama u trajanju od 72 h. Svaka
tikvica sadrzavala je pripremljenu mikroalgnu suspenziju i odgovarajuu koncentraciju
ispitivane tvari, dok su kontrolni uzorci sadrzavali isti volumen suspenzije bez dodatka toksi¢ne
tvari. Tikvice su tijekom pokusa kontinuirano mijeSane na rotacijskoj tresilici kako bi se
sprijecila sedimentacija stanica te osigurala homogenost uzoraka. Tablica 15 prikazuje pocetne

eksperimentalne uvjete testa toksiCnosti s Chlorella sp., a Slika 16 prikazuje protokol testa

toksi¢nosti s Chlorella sp.

komponenta masa [mg/L]

NH,4Cl 15
MgCl, x 6H,0 12
CaCl, x 2H,O 18
MgSO, x 7H,0 15
KH,PO, 1,6
FeCl; x 6H,0 0,08
Na,;EDTA x 2H,0 0,1
H;BO; 0,185
MnCl, x 4H,0 0,415
ZnCl, 3x10°
CoCl, X 6H,0 1,5 x 107
CuCl, x 2H,0 1 %107
Na;MoOy % 2H,0 7 %107
NaHCO; 50

Tablica 15 Eksperimentalni uvjeti testa toksicnosti s Chlorella sp.

parametar mjerna jedinica  vrijednost
opticka gustoca 0,02
CFU st/mL 3,6 x 10°
pH 8,2

y (02) mg/L 7,9

t h 72
smjernica OECD 2011
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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

uzorkovanje }y

brojanje kolonija

Slika 16 Protokol testa toksi¢nosti s Chlorella sp.
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Kvantifikacija toksi¢nog uc¢inka

Ucinci izloZenosti toksi¢noj tvari praceni su kroz promjene u ukupnom broju kolonija
mikroalgi, koji je izrazen kao CFU vrijednost. Postupak brojanja proveden je tako da su se
sterilnom Pasteurovom pipetom iz uzoraka uzimale dvije kapi dobro homogenizirane
suspenzije koje su se nanosile na predmetnicu i1 prekrivale pokrovnicom. Broj kolonija
odredivan je pomocu optickog mikroskopa (Olympus Bx50, Olympus Optical, Japan) s Thoma
komorom pri ukupnom povecanju od 400 x. Ukupan broj Zivih stanica (N) izrazen je prema

jednadzbi (25):

mxnx16 x 10*
N = % (25)

gdje je
— m ukupan broj prebrojanih kolonija,
— n faktor razrjedenja,
— 16 ukupan broj velikih kvadrata na predmetnici, a

— K broj kvadrata unutar kojih je izvrSeno brojanje.

Mjerenja su provedena 24 h, 48 h i 72 h nakon pocetka pokusa. Na temelju promjene broja
stanica tijekom vremena izraunat je postotak inhibicije rasta prema jednadzbi (24). Na temelju
dobivenih vrijednosti postotka inhibicije, izraCunate su ECz 1 ECso vrijednosti kao Sto je

opisano u poglavlju 3.2.2..

3.2.4. Test inhibicije rasta s vodenom le¢om Lemna minor

Test inhibicije rasta proveden je prema OECD 221:2006 smjernicama [56] 1 temelji se na
pracenju stope rasta, duljine korijena, sinteze klorofila i morfoloskih promjena Lemna minor

tijekom izlaganja ispitivanim tvarima.
Uzgoj kulture

Prije pocetka testa, mlade zdrave biljke Lemna minor s dva do tri listi¢a uzgajane su najmanje
sedam dana u Steinbergovu mediju (Tablica 16) uz rezim osvjetljenja od 16 h svjetlosti i 8 h

tame.
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Tablica 16 Sastav Steinbergova medija

komponenta masa [mg/L]
makroelementi
KNO:s 350,00
Ca(NOs)2 x 4H20 295,00
KH2POs 90,00
K>2HPO. 12,60
MgSOa4 x TH20 100,00
mikroelementi
HsBO:s 120,00
ZnS0O4 x TH20 180,00
Na:MoOa x 2H20 44,00
MnClz x 4H-0 180,00
FeCls x 6H20 760,00
EDTA 1500,00

Provedba testa toksi¢nosti

Eksperimenti su provedeni u staklenim ¢aSama koje su sadrzavale Steinbergov medij, ispitivanu
tvar 1 deset listica Lemna minor s prethodno uklonjenim korijenjem. Paralelno su postavljene
kontrolne ¢ase s jednakim volumenom Steinbergova medija, ali bez dodatka ispitivane tvari.
Test je trajao sedam dana pri uvjetima prikazanim u Tablica 17. Slika 17 prikazuje protokol

testa toksi¢nosti s Lemna minor.

Tablica 17 Eksperimentalni uvjeti testa toksicnosti s Lemna minor

parametar mjerna jedinica vrijednost
T - 24 +£2
svjetlost/tama h/h 16/8

t d 7
smjernica - OECD 2006
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KOMTROLMA CASA
{bez toksi¢ne tvari)

‘s;‘l—'_'_h

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

%"_ R—- ]"‘_ — 1"‘_ _i ]‘ﬁ — ]"ﬁ —

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
HIFIIAIE  dufing korijena
ﬂ|{.-16,.f"8h

D 74 J*. sadr2aj klorofila

Slika 17 Protokol testa toksi¢nosti s Lemna minor
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Kvantifikacija toksi¢nog uc¢inka

Po zavrSetku vremena izlaganja utvrden je broj listi¢a, a specifi¢na stopa rasta izraCunata je
prema jednadzbi (26):

In(N;) — In (Np)
u =

- (26)

gdje je
— u specificna stopa rasta Lemna minor [d '],
— In(N,) prirodni logaritam broja listi¢a na kraju pokusa,
— In(No) prirodni logaritam broja listica na pocetku pokusa, a

— tvrijeme izlaganja izrazeno u danima.

Dobivene vrijednosti specifi¢ne stope rasta upotrijebljene su za izraun inhibicije rasta, prema

jednadzbi (27):

_ Mslijepa proba — Huzorak

INH x 100 % (27)

IJ-slijepa proba
gdje je
—  Uslijepa proba Specificna stopa rasta u kontrolnom uzorku [d'], a

—  luzorak specifi€na stopa rasta u uzorku s ispitivanom tvari [d].

Na temelju tako dobivenih vrijednosti inhibicije, odredene su EC vrijednosti kao $to je ranije
opisano u poglavlju 3.2.2.

Osim broja listi¢a, kao dodatni biometrijski parametar analizirana je prosjec¢na duljina korijena,
odredena mjerenjem deset nasumicno odabranih listi¢a iz svake ¢ase pomocu milimetarskog
papira, prema metodi Kal¢ikové 1 sur. [122]. Uz to, kao pokazatelj funkcionalnog stanja
fotosintetskog aparata, odreden je sadrzaj klorofila a i b. Klorofili visih biljaka, paprati,
mahovina i zelenih algi, ukljucuju klorofil a kao glavni pigment i klorofil b kao pomo¢ni
pigment. Ovi klorofili sastavni su dijelovi fotosintetskih membrana i pojavljuju se u omjeru
(a/b) koji se obi¢no kre¢e izmedu 3 1 12, pri ¢emu uvjeti rasta i okoliSni faktori mogu
modificirati taj omjer. Na primjer, biljke izloZene jakom svjetlu imaju omjer klorofila a i b
izmedu 3,2 i 4, dok biljke koje rastu u sjeni pokazuju nizZe vrijednosti, od 2,5 do 2,9. Ovaj omjer
odrazava adaptaciju biljaka na svjetlosne uvjete i moze se koristiti kao pokazatelj stanja
fotosintetskog aparata. Sadrzaj klorofila u wuzorcima biljnog materijala odreden je

spektrofotometrijski prema metodi Lichtenthalera [123]. SvjeZi biljni materijal homogeniziran
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je u mraku u prisutnosti etanola, nakon ¢ega je pohranjen u zamrzivacu do analize. Analiza je
podrazumijevala mjerenje apsorbancije supernatanta na valnim duljinama 664,2 nm (klorofil a)
1 648,6 nm (klorofil b) spektrofotometrom (DR/2400, Hach Lange, SAD) Koncentracije

klorofila a i klorofila b izraZzene u mg/L izracunate su prema jednadzbama (28) i (29):

Chl a= 13,36 X A664,2 - 5,19 X A648,6 (28)

Chlb = 27,43 X A648,6 - 8,12 X A664,2 (29)
gdje je
— Chl a sadrzaj klorofila a,
— Chl b sadrzaj klorofila b,
— Ass4,2 vrijednost apsorbancije izmjerene pri 664,2 nm te

— Aeus,6 vrijednost apsorbancije izmjerene pri 648,6 nm.

Ukupan sadrzaj klorofila izrazava se kao zbroj klorofila a i b. Inhibicija sadrzaja klorofila
izrazena je kao postotak smanjenja u odnosu na pocetnu vrijednost te je izraCunata prema

jednadzbi (30):

INH = Chlgiijepa proba — Chlyzorak

X 100 % 30
Chlslijepa proba ( )

gdje je
—  Chlstijepa proba Sadrzaj klorofila u kontrolnom uzorku, a

—  Chluzorak sadrzaj klorofila u uzorku s toksi¢nom tvari.

3.2.5. TestKklijavosti s Allium cepa

Procjena fitotoksicnosti na A/lium cepa provodila se pomocu testa klijavosti, sukladno OECD

208:2006 smjernicama [56].
Karakteristike kulture

U testu klijavosti upotrijebljene su sjemenke obicnog luka A/lium cepa, pripadnika porodice
Amaryllidaceae. Primijenjena je komercijalna sorta Stuttgarter Riesen, proizvedena od strane

talijanske tvrtke L'ortolano, a distribuirana putem dobavlja¢a Planta Prelesje d.o.o. Serija
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koristenih sjemenki oznacena je brojem QBO0634, a njihova klijavost prethodno je ispitana

tijekom 2021. 1 2022. godine.
Analiza tla

Radi utvrdivanja udjela vlage, suhe tvari i hlapivih komponenti, provedena je gravimetrijska
analiza na dva uzorka tla. Uzorci su najprije izvagani pa suSeni na 105 °C kako bi se uklonio
visak vode nakon ¢ega su ponovno vagani radi izracuna udjela vlage i1 suhe tvari prema

jednadzbama (31) 1 (32):

m(supstrata)yr—m(supstrata)sr

w(H,0) = X 100 % 31)

m(supstrata)yr

w(suhe tvari) = 100 % — w(H,0) (32)

gdje je
Msupstrata) VT Tasa tla prije susenja, a

M supstrata)ST Masa tla nakon susenja na 105 °C.

Osuseni uzorci dodatno se termicki obraduju spaljivanjem u digestoru i Zarenjem u peci na
550 °C kako bi se odredio udio hlapive tvari. Nakon zavrSetka Zarenja, izvrSeno je zavrSno

vaganje, a dobivene mase sluzile su za izracune udjela hlapive tvari, prema jednadzbi (33):

m (supstrata) sy — m(pepeo
w(hlapive tvari) = ( Z;n (supztf:ata) (pepeo) x 100 % (33)
ST

gdje je
—  M(supstrata)ST Masa tla nakon susenja na 105 °C, a

—  M(pepeo) masa tla dobivena nakon Zarenja u peci pri 550 °C.

Za odredivanje pH vrijednosti, elektricne vodljivosti i koncentracije otopljenog kisika,
pripremljen je eluat suspediranjem 10 g tla u 100 mL destilirane vode. Svojstva poput udjela
organske tvari, ukupnog duSika i omjera C/N analizirana su od strane proizvodaca tla
(Zagrebacki Holding d.o.o., Podruznica Zrinjevac) u suradnji sa Zavodom za ishranu bilja

Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tablica 18 prikazuje rezultate analize tla.
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Tablica 18 Fizikalno-kemijske karakteristike tla upotrijebljenog u testu fitotoksi¢nosti

parametar mjerna jedinica vrijednost
pH - 8,19
7 (02) mg/L 8,18
K uS/cm 169
T °C 20
w (vlage) % 61,67
w (suhe tvari) % 38,33
w (hlapive tvari) % 41,67
w (organske tvari) % 58,33
w (N) % 1,3-2,5
C/N omjer - 20/1

Provedba testa fitotoksi¢nosti

Prva faza eksperimentalnog postupka obuhvacala je pripremu Sest plasti¢nih posuda, od kojih
je pet ispunjeno tlom tretiranim razlicitim koncentracijama ispitivane tvari, dok je Sesta sluzila
kao negativna kontrola za usporedbu rezultata.

Slika 18 prikazuje protokol testa fitotoksicnosti s Allium cepa.

U svaku posudu odvagano je po 600 g tla, nakon ¢ega je dodano 20 mL otopine odgovarajuce
koncentracije toksi¢ne tvari. Kontrolna posuda sadrzavala je jednaku koli¢inu destilirane vode.
Volumen dodane tekuc¢ine odabran je kako bi se izbjeglo zasi¢enje tla i osigurala optimalna
apsorpcija. Nakon dodavanja otopina, sadrzaj svake posude temeljito je homogeniziran ru¢nim
mijeSanjem kako bi se postigla ravnomjerna raspodjela tvari unutar tla. Nakon §to je tlo u
posudama temeljito homogenizirano, u svakoj su napravljena udubljenja za postavljanje
sjemenki Allium cepa. U svako je udubljenje polozena po jedna sjemenka, pri cemu je u svaku
posudu ukupno dodano Sest sjemenki. One su rasporedene simetri¢no, tri sjemenke sa svake
strane, kako bi se osigurala ravnomjerna prostorna raspodjela unutar posude. Nakon
postavljanja, sjemenke su prekrivene slojem tla, a posude su zatim smjeStene u termostat, gdje
je temperatura odrzavanana 20 + 1 °C tijekom ¢itavog trajanja pokusa. Odabrana temperatura
odgovara optimalnim uvjetima za klijanje i poc€etni rast luka, a nadzirana je pomocu preciznog
termometra. Osvjetljenje je osigurano automatiziranim svjetlosnim sustavom, s rezimom od 16
h svjetlai 8 h tame, ¢ime su simulirani uvjeti prirodnog dana pogodnog za rast biljaka. Sjemenke
luka Allium cepa izlagale su se ispitivanim tvarima 21 dan. Tablica 19 prikazuje eksperimentalne

uvjete testa fitotoksicnosti s Allium cepa.
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Tablica 19 Eksperimentalni uvjeti testa fitotoksi¢nosti s Allium cepa

parametar mjerna jedinica  vrijednost
T °C 21+0,5
RH % 70 + 25
izmjena svjetla h 16/8
intenzitet svjetla nE/m2/s 350+ 50

t d 21
smjernica - OECD 2006

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 ',
> vizualna procjena ostecenja

(O 214 ar

Slika 18 Protokol testa fitotoksicnosti s Allium cepa
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Kvantifikacija toksi¢nog uc¢inka

Tijekom cijelog pokusa pratio se broj 1 visina izdanaka. ZavrSna mjerenja obuhvacala su
vizualnu procjenu nicanja, visinu izdanaka, postotak klijavosti, prisutnost vidljivih Stetnih
ucinaka na razli¢itim dijelovima biljaka te odredivanje mase svjezih i suhih izdanaka. Dobiveni
rezultati usporedili su se s onima iz kontrolne posude kako bi se utvrdio potencijalni fitotoksi¢ni
ucinak ispitivane tvari. Na temelju broja niknulih sjemenki izraunata je inhibicija klijavosti

prema jednadzbi (34):

slijepa proba ~— Nyzorak

n
INH = X 100 % (34)

nslijepa proba

gdje je
—  Hslijepa proba prosjecan broj niknulih sjemenki u kontrolnoj skupini, a

—  Nuzorak prosjecan broj niknulih sjemenki u ispitivanom uzorku.

Na temelju tako dobivenih vrijednosti inhibicije, odredene su EC vrijednosti kao $to je ranije

opisano u poglavlju 3.2.2.
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3.3. Test biorazgradnje

Ukupno je provedeno tri pokusa biorazgradnje, dva preliminarna i jedan glavni. Test
biorazgradnje je obuhvacao:

1) prvi preliminarni pokus za ispitivanje ucinkovitosti biorazgradnje smjese fenola,
cijanida i tiocijanata koncentracije 1 mmol/L primjenom bakterije Pseudomonas putida,
mikroalge Chlorella sp. te njihove mjeSovite kulture;

2) drugi preliminarni pokus za ispitivanje ucinkovitosti biorazgradnje smjese fenola,
cijanida 1 tiocijanata koncentracije 0,1 mmol/L primjenom bakterije Pseudomonas
putida, mikroalge Chlorella sp. te njihove mjeSovite kulture i

3) glavni pokus biorazgradnje koji je proveden prema full factorial dizajnu s ciljem

odredivanja optimalnih uvjeta biorazgradnje smjese.

3.3.1. Priprema mikroorganizama

Priprema Pseudomonas putida 1 Chlorella sp. provedena je na jednak nacin kao u prethodno
opisanim testovima toksi¢nosti, u skladu s postupcima opisanim u poglavljima 3.2.2. i 3.2.3.
Bakterija Aliivibrio fischeri, primijenjena za procjenu ekotoksi¢nosti pocetnih otopina i filtrata
nakon pokusa biorazgradnje, pripremljena je prema protokolu navedenom u poglavlju 3.2.1.

U preliminarnim pokusima, kao osnovni medij za uzgoj mikroorganizama te za pripremu
otopina oneciS¢ujucih tvari upotrijebljen je mineralni medij (Tablica 12). U glavnom pokusu,
sastav mineralnog medija izmijenjen je u odnosu na preliminarne pokuse zbog niske
ucinkovitosti biorazgradnje tiocijanata, koja se moze pripisati inhibicijskom ucinku viSih
koncentracija amonijaka i sulfata prisutnih u prvobitnom sastavu mineralnog medija. S ciljem
povecanja ucinkovitosti biorazgradnje i istodobnog osiguravanja optimalnih uvjeta za rast
mikroalgi, odabran je modificirani mineralni medij s reduciranim koncentracijama potencijalno
inhibiraju¢ih iona, temeljen na literaturnim preporukama [124]. Tablica 20 prikazuje sastav

modificiranog mineralnog medija.
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Tablica 20 Sastav modificiranog mineralnog medija

komponenta masa [mg/L]
NH.4Cl 15,00
MgClz x 6H20 12,00
CaClz x 2H.0 18,00
MgSO4 x TH.0 15,00
KH:PO4 1,60
FeCls x 6H.0 0,08
Na:EDTA x 2H.0 0,10
HsBO:s 0,185
MnCl. x 4H-0 0,415
ZnClz 3,0x107
CoClz: x 6H-0 1,5 x 1073
CuClz x 2H20 1 x107
Na:MoOs x 2H20 7,0 x 1073
NaHCO:s 50,00

3.3.2. Preliminarni pokusi biorazgradnje

U preliminarnim pokusima biorazgradnje ispitana je u€inkovitost biorazgradnje smjese fenola,
cijanida 1 tiocijanata primjenom tri razlicita bioloska sustava:

1) bakterijske kulture Pseudomonas putida,

2) mikroalge Chlorella sp. te

3) njihove mjeSovite kulture.

Svaki pokus trajao je 14 dana, a eksperimentalni uvjeti odabrani su temeljem dostupne literature
[88]. Oba preliminarna pokusa provedena su pod identi¢nim fizikalno-kemijskim uvjetima
(Tablica 21), uz jedinu razliku u pocetnoj koncentraciji smjese. U prvom preliminarnom
pokusu, koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata iznosila je 1,0 mmol/L, dok je u
drugom preliminarnom pokusu smanjena na 0,1 mmol/L. Smanjenje koncentracije rezultat je
slabe uc¢inkovitosti biorazgradnje zabiljeZene tijekom prvog preliminarnog pokusa. Pocetna
vrijednost opticke gusto¢e odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 600 nm za
bakterijsku suspenziju, odnosno 670 nm za algalnu suspenziju na spektrofotometru DR/2400
(Hach Lange, SAD). Ciljane pocetne vrijednosti bile su ~10° stanica/mL za bakteriju te 105 —
10¢ stanica/mL za mikroalgu. Prilikom formiranja mjeSovite kulture upotrijebljeni su jednaki
volumeni bakterijske i algalne suspenzije radi postizanja uravnoteZenog pocetnog odnosa

organizama.
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Za svaki pokus postavljene su tri reaktorske jedinice:

— RI1: smjesa onecis¢ujucih tvari i suspenzija bakterije Pseudomonas putida,

— R2: smjesa oneciS¢ujucih tvari 1 suspenzija mikroalge Chlorella sp. i

— R3: smjesa oneciS¢ujucih tvari 1 suspenzija mjesovite kulture bakterije 1 mikroalge u

omjeru 1:1.

Usporedno su postavljeni 1 kontrolni uzorci (SP1, SP2 i SP3) bez smjese onecis¢ujucih tvari,

kako bi se iskljucio ucinak abiotickih faktora te pratilo bazalno ponasanje mikroorganizama u

mineralnom mediju. Pokusi su provedeni u Erlenmeyerovim tikvicama s radnim volumenom

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

¢ega je dodana kultura. Tikvice su inkubirane pri sobnoj temperaturi na rotacijskoj tresilici pri

150 rpm.

Tablica 21 Pocetni uvjeti preliminarnih pokusa biorazgradnje. Parametri ukljucuju pH

vrijednost, koncentraciju kisika (y, mg/L), temperaturu (7, °C), elektrovodljivost (x, uS/cm) i

gustocu bakterijske populacije izrazenu kao log CFU

worak pH 7 (02) T K 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 svaka 24 h tijekom prva tri dana pokusa, te nakon 7 i 14 dana. U
uzorcima su odredivane CFU vrijednosti bakterije 1 mikroalge te koncentracije otopljenog
kisika, fenola, cijanida i tiocijanata. Odredivanje CFU vrijednost Pseudomonas putida i
Chlorella sp. prethodno je opisano u poglavljima 3.2.2. i 3.2.3. U slucaju mjesovitih kultura,
kvantifikacija je provedena odvojeno za svaku komponentu. Koncentracija fenola odredena je
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) na uredaju Perkin Elmer Flexar,
dok su cijanid 1 tiocijanat kvantificirani ionskom kromatografijom (IC) na uredaju Wayeal
IC6600. Uzorci za analizu prethodno su filtrirani kroz membranski filter veli¢ine pora 0,45 um.
Na pocetku i na kraju pokusa dodatno su zabiljezeni pH i elektricna vodljivost. Mjerenje pH
vrijednosti, koncentracije otopljenog kisika, temperature i elektricne vodljivosti otopina
provedeno je pomocu visekanalnog uredaja WTW Multi 3430. Za odredivanje pH vrijednosti
upotrijebljena je elektroda WTW SenTix 940, dok je koncentracija otopljenog kisika odredena
pomocu opticke sonde WTW FDO 925, a mjerenje elektricne vodljivosti uporabom elektrode
WTW TetraCon 325. MorfoloSke promjene mikroorganizama takoder su pracene tijekom
pokusa. Chlorella sp. mikroskopirana je na nativnim preparatima pod povecanjem od 400 x,
dok je za bakteriju izraden trajni preparat i obojan po Gramu, nakon ¢ega je mikroskopiran pod
povecanjem od 1000 x. Po zavrSetku pokusa, filtrati su podvrgnuti testu toksi¢nosti s morskom
bakterijom Aliivibrio fischeri.

Postotak biorazgradnje pojedine tvari izracunat je prema jednadzbi (35):

. . Co — C¢
biorazgradnja =

X 100 % (33)
Co

gdje je
— co pocetna koncentracija tvari, a

— ¢ koncentracija nakon izlaganja mikroorganizmima tijekom vremena.

3.3.3. Glavni pokus biorazgradnje

Na temelju rezultata preliminarnih pokusa, za daljnje ispitivanje odabrana je mikroalga
Chlorella sp., koja je pokazala najve¢u sposobnost biorazgradnje smjese fenola, cijanida 1
tiocijanata. Eksperimentalni postupak bio je jednak kao u preliminarnim pokusima, osim $to je
trajanje pokusa u ovom slucaju bilo skra¢eno na 7 dana umjesto prvobitnih 14. Kako bi se
identificirali optimalni uvjeti za biorazgradnju smjese, glavni pokus biorazgradnje oblikovan je

prema Full Factorial dizajnu s tri varijable ispitane na tri razine (3*). Takav pristup omoguéuje
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sustavno ispitivanje utjecaja pojedinacnih varijabli, kao i njihovih medudjelovanja, na odabrani
odzivni parametar. Kao varijable ispitane su:
— pocetna koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata (0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L
10,75 mmol/L),
— opticka gustoca suspenzije mikroalge (0,1, 0,51 1,0) te
— pocetna pH vrijednost medija (6, 8 1 10).

Tablica 22 prikazuje kombinacije razina pojedinih varijabli.

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

tikvica ¢ smjese opticka gustoca 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
TS 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
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
T27 0,75 1,00 8
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Kao odziv (engl. response) u optimizacijskom modelu postavljen je prosjeéni stupanj

biorazgradnje smjese toksi¢nih tvari, izraZzen u postotku, a izraCunat prema jednadzbi (36):

(cor — Cer) + (Cocn — Ceen) + (Coscn — Crsen)

Co,r t Cocn T+ Coscn

biorazgradnja = X 100 % (36)
gdje je

— co pocetna koncentracija tvari (fenola F, cijanida CN, tiocijanata SCN), a

— ¢ koncentracija tvari (fenola F, cijanida CN, tiocijanata SCN) nakon sedam dana

eksperimenta.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati testova toksi¢nosti

Kako bi se procijenio toksi¢ni u¢inak fenola, cijanida i tiocijanata, provedena je serija testova

toksi¢nosti s razli¢itim testnim organizmima.

4.1.1. Rezultati testa toksi¢nosti s Aliivibrio fischeri

Toksi¢nost fenola, cijanida 1 tiocijanata za bakteriju Aliivibrio fischeri testirana je u nizu
koncentracija od 1 mmol/L do razrjedenja 1:256, a rezultati su izrazeni kao inhibicija
luminiscencije. Procijenjene su 1 EC20 te ECso vrijednosti (Tablica 27). Slika 19 prikazuje
ovisnost inhibicije luminiscencije bakterije Aliivibrio fischeri o koncentraciji ispitivane

toksicne tvari.
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¢ / mmol/L
tiocijanat X fenol Acijanid

Slika 19 Ovisnost inhibicije luminiscencije bakterije Aliivibrio fischeri o koncentraciji toksi¢ne

tvari

Fenol je pokazao jasan trend porasta inhibicije luminiscencije s porastom koncentracije. Pri
najvis$oj koncentraciji od 1 mmol/L, fenol je uzrokovao inhibiciju luminiscencije od 67,67 %,
dok je pri najnizoj testiranoj koncentraciji (razrjedenje 1:256) inhibicija iznosila 7,88 % Sto

upucuje na toksi¢ni ucinak fenola na Aliivibrio fischeri koji je ovisan o dozi.
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Cijanid slijedi slican obrazac, no pokazuje znatno jace inhibitorne ucinke u usporedbi s
fenolom. Pri koncentraciji od 1 mmol/L, cijanid je potpuno inhibirao luminiscenciju (99,75 %).
Cak i pri najnizoj testiranoj koncentraciji (razrjedenje 1:256), cijanid je uzrokovao znatnu
inhibiciju luminiscencije od 32,47 %. Ovi rezultati ukazuju na izrazitu osjetljivost bakterije
Aliivibrio fischeri na cijanid, Sto je u skladu s poznatim mehanizmom djelovanja ovog spoja
koji ukljuCuje inhibiciju enzima citokrom c¢ oksidaze i blokadu stani¢nog disanja [40]. S
obzirom na to da je rije¢ o mehanizmu koji neposredno zahvaca vitalne energetske puteve
bakterije, fiziolosko stanje stanice moze imati znacajan utjecaj na osjetljivost prema ovom
spoju.

Tiocijanat je bio najmanje toksiCan za Aliivibrio fischeri od tri ispitivane tvari. NajviSa
koncentracija tiocijanata od 1 mmol/L rezultirala je inhibicijom luminiscencije od 37,85 %, $to
je otprilike polovica inhibicije zabiljeZene za fenol i tre¢ina one za cijanid pri istoj koncentraciji.

Pri razrjedenju 1:4, tiocijanat je uzrokovao minimalnu inhibiciju od 3,96 %.

4.1.2. Rezultati testa toksi¢nosti sa Pseudomonas putida

Ispitivanje toksicnosti fenola, cijanida i tiocijanata provedeno je na bakterijskoj kulturi
Pseudomonas putida u trajanju od 72 h pri razli¢itim koncentracijama toksi¢nih tvari. Rezultati

su izrazeni kao inhibicija rasta, a procijenjene su i EC2o te ECso vrijednosti (Tablica 27).
Utjecaj fenola na Pseudomonas putida

Slika 20 prikazuje rezultate toksicnosti fenola za bakteriju Pseudomonas putida u
koncentracijskom rasponu od 0,01 do 1 mmol/L. Podaci su prikazani u obliku grafikona kao

ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.
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Slika 20 Promjene logaritamske CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putida tijekom

vremena pri izloZenosti razli¢itim koncentracijama fenola

Promatraju¢i svaku koncentraciju fenola kao izdvojen sustav, moze se uociti isti trend za sve
ispitane koncentracije. Tijekom prva 24 h, fenol blago stimulira rast bakterije, $to se ocituje u
ve¢em broju kolonija u uzorcima koji su sadrzavali fenol u usporedbi s kontrolom. Nakon 48
h, broj kolonija 1 dalje raste pri svim ispitivanim koncentracijama fenola, no u ovom slucaju
niti jedan uzorak ne premasuje broj kolonija u kontrolnom uzorku. U kontrolnom je uzorku broj
bio je uzorak s najnizom koncentracijom fenola (0,01 mmol/L), kod kojeg je broj kolonija
porastao s 2,4 x 108 CFU/mL na 4,3 x 108 CFU/mL, te uzorak s najviSom koncentracijom fenola
(1,00 mmol/L), kod kojeg je broj kolonija porastao s 1,4 x 108 CFU/mL na 2,6 x 10® CFU/mL.
Nakon 72 h zabiljeZen je pad broja kolonija i u kontrolnom uzorku i u svim uzorcima s fenolom,
bez iznimke.

Na temelju navedenih rezultata moze se zakljuciti da bakterija Pseudomonas putida slijedi
klasi¢nu krivulju mikrobnog rasta, koja ukljucuje pocetno umnozavanje stanica, a potom fazu
njihovog odumiranja. Stres uzrokovan fenolom ocituje se isklju¢ivo u manjem broju kolonija u
uzorcima izlozenima fenolu u odnosu na kontrolu. To ukazuje na prisutnu, ali blagu inhibiciju
rasta. Ovo opazanje moze se pripisati saznanju da Pseudomonas putida posjeduje kljucne

enzime za razgradnju aromatskih spojeva koji omogucuju u€inkovitu biotransformaciju fenola
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[125]. Sposobnost vrste ove vrste da koristi fenol kao izvor ugljika i energije poznata je jos od
1970-ih godina [126] §to potvrduje dvoznacnost fenola kao istovremeno dostupnog supstrata i
stresora za bakterijske stanice. lako Pseudomonas putida posjeduje sposobnost razgradnje
fenola, prisutnost fenola u ispitivanim koncentracijama ipak dovodi do umjerenog smanjenja
rasta u odnosu na kontrolu.

Slika 21 prikazuje ucinak razli¢itih koncentracija fenola na inhibiciju rasta bakterije

Pseudomonas putida.

100

0 0.25 0.5 0,75 1

¢ / mmol/L

24h 48 h 72h

Slika 21 Ovisnost inhibicije rasta Pseudomonas putida o koncentraciji fenola

Iz izraCunate inhibicije rasta, temeljene na razlici u broju kolonija izmedu uzoraka s fenolom i
kontrolnog uzorka, vidljivo je da fenol ima inhibicijski u¢inak na rast bakterije. Kontrolni
uzorak bez fenola dosljedno je pokazivao veci porast broja kolonija u usporedbi s uzorcima s
fenolom. S porastom koncentracije fenola, povecavao se i postotak inhibicije rasta bakterije.
Primjetna je i izraZenija inhibicija rasta nakon 48 h u odnosu na onu zabiljezenu nakon 24 h.
Nakon 72 h trend porasta inhibicije s vremenom i koncentracijom viSe nije linearan, ali se ni
znacajno ne smanjuje. Odredene varijacije u broju kolonija moguce je pripisati tehnickim
pogreskama pri uzorkovanju, nacjepljivanju ili brojanju kolonija. Najveci postotak inhibicije
zabiljeZen je nakon 72 h u uzorku s 1,00 mmol/L fenola (46,97 %), Sto upucuje na izrazenu
ovisnost inhibicije rasta o koncentraciji fenola, ali i o vremenu izloZenosti.

Prema Kewelohu 1 sur. [127] minimalna koncentracija fenola koja uzrokuje inhibiciju rasta
Pseudomonas putida iznosi priblizno 800 mg/L, §to je osam puta vise od najvise koncentracije

u ovom istrazivanju (1 mmol/L = 100 mg/L). Ova razlika dodatno potvrduje visoku otpornost
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vrste Pseudomonas putida na fenol koja se djelomi¢no moze pripisati strukturi vanjske
membrane. Lipopolisaharidi, kao sastavni dio vanjske membrane Gram-negativnih bakterija,
djeluju kao difuzijska barijera za mnoge toksicne spojeve, ukljuCujuéi fenol. Osim toga,
Pseudomonas putida tijekom rasta moze izlu€ivati izvanstani¢ne tvari poput polisaharida i
proteina koje formiraju difuzni zastitni sloj oko kolonija [127]. Ovu tezu potvrduje 1 istraZivanje
Santosa i sur. [128] u kojemu je pokazano da Pseudomonas putida reagira na kemijski stres
fenola putem promjena u strukturi stani¢ne membrane, ¢ime se ograni¢ava prodor toksicne
tvari, kao 1 aktivacijom sustava aktivnog izbacivanja (efflux), koji smanjuju intracelularnu
koncentraciju Stetnih molekula. Proteomska analiza provedena na soju Pseudomonas putida
KT2440 pokazala je da izloZenost fenolu izaziva promjene u relativnoj zastupljenosti brojnih
proteina ukljuCenih u stani¢ni metabolizam, oksidacijski odgovor, podjelu stanica 1
pokretljivost, Sto dodatno potvrduje sloZenost adaptacijskog odgovora na fenol. lako razgradnja
fenola nije nuzan uvjet za prezivljavanje u njegovoj prisutnosti, poznato je da mnogi sojevi
Pseudomonas putida posjeduju genetski potencijal za biotransformaciju fenola, ¢ime se tijekom
dulje izloZenosti dodatno smanjuje njegov toksi¢an ucinak [128]. lako Pseudomonas putida
raspolaze enzimskim sustavima za biotransformaciju fenola [125], rezultati ovog istraZivanja
upucuju na to da tijekom 72 h izloZenosti ipak prevladava obrambeni odgovor bakterije.
Umyjereno, ali postojano smanjenje rasta u prisutnosti fenola, unato¢ poznatoj sposobnosti
njegove razgradnje, sugerira da se bakterija u po€etnoj fazi prvenstveno §titi od prodora fenola
mehanizmima poput modifikacije membrane, izlu¢ivanja zastitnih tvari i aktivacije sustava za
aktivno izbacivanje toksi¢nih molekula. Ovi obrambeni procesi omogucuju prezivljavanje u
stresnim uvjetima, ali ne podrazumijevaju nuzno ucinkovitu mineralizaciju fenola. S druge
strane, biotransformacija fenola vjerojatno zapocinje u kasnijoj fazi, nakon aktivacije
specificnih enzima, ¢ime se toksi¢ni ucinak dodatno ublaZzava tijekom dulje izloZenosti.
Opazeni rezultati potvrduju da tolerancija bakterije ne ovisi iskljucivo o sposobnosti razgradnje
fenola, ve¢ 1 o sloZenom, viSeslojnom adaptacijskom odgovoru koji uklju¢uje obrambene

strategije na razini membrane, proteoma i metabolizma [128].
Utjecaj cijanida na Pseudomonas putida

Slika 22 prikazuje rezultate toksicnosti cijanida za bakteriju Pseudomonas putida 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.
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Slika 22 Promjene logaritamske CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putida tijekom

vremena pri izlozenosti razli¢itim koncentracijama cijanida

Rezultati testa toksi¢nosti cijanida na bakteriju Pseudomonas putida vkazuju na izrazen toksicni
ucinak, koji se o€ituje smanjenjem broja kolonija s porastom koncentracije cijanida, ali 1 s
produljenjem vremena izloZenosti. Sto je koncentracija cijanida bila visa, a vrijeme izlaganja
dulje, to je broj kolonija bio manji. Tijekom prva 24 h zabiljeZen je gotovo linearan pad broja
kolonija s povecanjem koncentracije cijanida. Nakon 48 h i 72 h pad je i dalje prisutan, ali
manje izrazen u usporedbi s pocetnim razdobljem. Kod dviju najvisih koncentracija cijanida
(0,75 mmol/L i 1,00 mmol/L) broj kolonija ostaje sli¢an (5,3 x 10’ CFU/mL i 6,2 x 10’
CFU/mL) kroz sve vremenske tocke, §to upucuje na rani i snazan toksicni uc€inak koji ne

dopusta daljnji rast stanica.
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Tijekom izlaganja mikroorganizma toksi¢noj tvari moze do¢i do inhibicije rasta biomase,
osobito pri visokim pocetnim koncentracijama supstrata. Poznato je da je cijanid Stetan za
rastuce stanice te da pri viSim koncentracijama moZe zaustaviti njihov rast i inhibirati klju¢ne
metabolicke procese [11]. Slika 23 prikazuje ucinak razli¢itih koncentracija cijanida na

inhibiciju rasta bakterije Pseudomonas putida.
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Slika 23 Ovisnost inhibicije rasta Pseudomonas putida o koncentraciji cijanida

Promatraju¢i toksi¢ni ucinak cijanida na bakteriju Pseudomonas putida kroz parametar
inhibicije rasta, najsnazniji u€inci zabiljezeni su tijekom prva 24 h izloZenosti. Koncentracije
od 0,75 mmol/L i 1,00 mmol/L cijanida uzrokovale su inhibicije rasta od 72,07 % 1 74,77 %.
Nakon 48 h, inhibicija rasta pri istim koncentracijama gotovo se prepolovila i iznosila je
36,73 % 1 45,92 %. Vrlo sli¢ne vrijednosti zabiljezene su i nakon 72 h, 42,27 % 1 42,27 %,
redom. lako je ukupan broj kolonija nakon 72 h bio manji nego nakon 24 h ili 48 h, taj podatak
u kontekstu izracuna inhibicije nije relevantan, budu¢i da se inhibicija racuna isklju¢ivo na
temelju razlike izmedu broja kolonija u kontrolnom uzorku i onih u uzorku s cijanidom u istom
vremenskom trenutku. NajizraZenija inhibicija zabiljezena nakon 24 h sugerira da toksi¢nost
cijanida prema Pseudomonas putida djeluje vrlo brzo i1 da bakterija, ako prezivi inicijalni stres,
razvija odredeni stupanj tolerancije ili detoksikacijskih mehanizama.

Iako je cijanid anorganska tvar ¢iji je primarni mehanizam djelovanja vezan uz inhibiciju
citokrom c oksidaze i posljedi¢nu blokadu stani¢nog disanja, poznato je da Pseudomonas putida
u stresnim uvjetima aktivira niz nespecificnih obrambenih mehanizama koji pridonose
otpornosti na kemijski stres [128]. Organizam s vremenom razvija odredeni stupan;j fizioloSke

prilagodbe koji omogucuje prezivljavanje unato€ prisutnosti toksicne tvari.
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Utjecaj tiocijanata na Pseudomonas putida

Slika 24 prikazuje rezultate toksi¢nosti tiocijanata za bakteriju Pseudomonas putida 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.
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Slika 24 Promjene logaritamske CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putida tijekom

vremena pri izlozenosti razli¢itim koncentracijama tiocijanata

Za razliku od fenola 1 cijanida, izlaganje bakterijske kulture Pseudomonas putida tiocijanatu
nije rezultiralo jasnim toksi¢nim ucinkom u okviru testiranih koncentracija. Tijekom svih
vremenskih toCaka (24 1 48 h), zabiljezene vrijednosti inhibicije bile su niske ili negativne, dok
za 72 h nisu dostupni podaci zbog nemogucnosti pouzdanog ocitanja broja kolonija u

kontrolnom uzorku. Negativne vrijednosti inhibicije upucuju na to da je broj zivih stanica u
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ispitivanim uzorcima bio veéi nego u kontrolnoj skupini, Sto moze ukazivati na izostanak
toksi¢nog djelovanja tiocijanata na testni organizam. U kontekstu bakterije Pseudomonas
putida, moguce je da su ispitivane koncentracije tiocijanata bile ispod praga toksi¢nosti, a
istovremeno su predstavljale dodatni izvor dusika koji bakterije mogu iskoristiti u metabolicke
svrhe, ¢ime dolazi do povecanja stope rasta. Osim toga, poznato je da odredeni sojevi
Pseudomonas posjeduju enzimske sustave sposobne za razgradnju tiocijanata, pri ¢emu ova
tvar moze djelovati kao supstrat, a ne kao stresor. Takvo ponasanje u skladu je s literaturnim
podacima koji ukazuju na bioremedijacijski potencijal Pseudomonas vrsta za spojeve koji
sadrze dusikove skupine, ukljucujuéi i tiocijanat [31, 34]. Zbog navedenih razloga, rezultati za
tiocijanat nisu prikazani grafi¢ki, budu¢i da ne pokazuju jasno mjerljiv toksi¢ni ucinak ni u
jednoj vremenskoj tocki. Ipak, njihov doprinos je znacCajan u kontekstu razumijevanja
specificne interakcije izmedu ispitivane tvari i mikroorganizma, osobito u ekoloSkim
scenarijima gdje bi tiocijanat mogao imati manji utjecaj na mikrobne zajednice u usporedbi s

fenolom 1 cijanidom.

4.1.3. Rezultati testa toksi¢nosti s Chlorella sp.

Ispitivanje toksi¢nosti fenola, cijanida i tiocijanata provedeno je na mikroalgi Chlorella sp. u
trajanju od 72 h pri razlicitim koncentracijama toksi¢nih tvari. Rezultati su izrazeni kao

inhibicija rasta, a procijenjene su i EC2o te ECso vrijednosti (Tablica 27).
Utjecaj fenola na Chlorella sp.

Slika 25 prikazuje rezultate toksic¢nosti fenola za mikroalgu Chlorella sp. 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.
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Slika 25 Promjene logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom vremena pri

izloZenosti razli¢itim koncentracijama fenola

Tijekom izloZenosti mikroalge Chlorella sp. fenolu nije uo€en jasan i dosljedan trend inhibicije
rasta. Budu¢i da je broj kolonija u svim uzorcima s fenolom manji u odnosu na kontrolu,
inhibicija ocigledno postoji, no nije moguce s pouzdanoscu tvrditi da dulje vrijeme izlaganja
dovodi do veceg stupnja inhibicije, niti da viSe koncentracije fenola uzrokuju proporcionalno
jace inhibicijske u€inke. Dobiveni rezultati pokazuju znatne varijacije bez jasnog obrasca, §to
onemogucuje identifikaciju predvidivog mehanizma djelovanja. Unato¢ odsustvu trenda, moze
se sa sigurno$¢u utvrditi da ve¢ 1 najniza ispitivana koncentracija fenola (0,01 mmol/L) dovodi
do smanjenja broja kolonija u odnosu na kontrolu. Pri koncentraciji od 1,00 mmol/L broj
kolonija bio je gotovo dvostruko manji, no takav ucinak nije pratio linearan porast s
koncentracijom. Slika 26 prikazuje ucinak razli¢itih koncentracija fenola na inhibiciju rasta

mikroalge Chlorella sp..
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Slika 26 Ovisnost inhibicije rasta Chlorella sp. o koncentraciji fenola

Analiziraju¢i inhibiciju rasta Chlorella sp. vzrokovanu fenolom, uocena je osjetljivost ovog
organizma na fenol. Tijekom prva 24 h, inhibicija od 50,00 % pojavljuje se ve¢ pri relativno
niskoj koncentraciji fenola od 0,25 mmol/L. Kada se ove vrijednosti inhibicije usporede s
rezultatima za Pseudomonas putida, jasno je da je Chlorella sp. tijekom prva 24 h osjetljivija
na fenol od Pseudomonas putide. Rezultati nakon 48 h 1 72 h vrlo su sli¢ni onima nakon 24 h.
Duljim vremenom izlaganja primjecuje se blago pojacan inhibicijski ucinak, ali ne za sve
koncentracije, pri ¢emu se manje razlike mogu pripisati i tehnickim pogreskama. S obzirom da
fenol potice stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta, tolerancija na oksidacijska ostecenja stanica
od iznimne je vaznosti. Stoga uocena nelinearnost u obrascima inhibicije moze biti posljedica
djelovanja antioksidacijskih enzima superoksid-dismutaze, katalaze i peroksidaze, ¢ija je
aktivnost zabiljeZena kod soja Chlorella sp. L5 pri izloZenosti fenolu. Nasuprot tome, u soju
Chlorella sp. L3 navedene enzimske aktivnosti nisu detektirane pod istim eksperimentalnim

uvjetima, Sto ukazuje na specifi¢ne razlike u antioksidacijskom odgovoru medu sojevima [129].

Utjecaj cijanida na Chlorella sp.
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Slika 27 prikazuje rezultate toksi¢nosti cijanida za mikroalgu Chlorella sp. 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.
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Slika 27 Promjene logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom vremena pri

izlozenosti razli¢itim koncentracijama cijanida

Rezultati ispitivanja utjecaja cijanida na mikroalgu Chlorella sp. pokazuju izraZzenu
koncentracijsku i vremensku ovisnost, ali s drugacijim obrascem u odnosu na fenol. Zanimljivo
je da tijekom prva 24 h pri najnizim koncentracijama cijanida (0,01 i 0,10 mmol/L) dolazi do
porasta broja kolonija unato¢ prisutnosti stresora. Pri koncentraciji cijanida od 0,25 mmol/L
broj kolonija ostaje konstantan kroz sve tri vremenske tocke (24 h, 48 h i 72 h) 1 iznosi 6,4 x
10° CFU/mL. Daljnje povecanje koncentracije cijanida rezultira blagim padom broja kolonija,
koji je najmanje izrazen tijekom prva 24 h, dok s produljenjem izloZenosti dolazi do znacajnijeg
smanjenja broja kolonija. Najmanji broj kolonija mikroalge zabiljezen je pri najvisSim
koncentracijama cijanida 1 najduZem trajanju izlozenosti. Ovi rezultati u skladu su s
istrazivanjem Liu 1 sur. [70]. Koncentracija KCN od 0,1 mg/L imala je pozitivan u¢inak na rast
mikroalge Chlorella vulgaris 1 sintezu klorofila Sto potvrduje stimuliraju¢i ucinak niske
koncentracije toksi¢ne tvari na rast mikroalge. Nakon 72 h izlozZenosti koncentraciji od 0,1
mg/L, broj kolonija bio je 1,4 puta ve¢i u odnosu na kontrolu. Medutim, pri koncentracijama
cijanida od 1, 10, 50 1 100 mg/L, broj stanica mikroalge smanjio se na 48 %, 43 %, 33 % 125 %
kontrolne vrijednosti [70]. Slika 28 prikazuje ucinak razli¢itih koncentracija cijanida na

inhibiciju rasta mikroalge Chlorella sp..
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Slika 28 Ovisnost inhibicije rasta Chlorella sp. o koncentraciji cijanida

Izracunate vrijednosti inhibicije rasta dodatno pojasnjavaju dinamiku toksi¢nog djelovanja
cijanida 1 otkrivaju specificne obrasce ovisne o koncentraciji i vremenu izlozenosti.
NajizraZeniji toksi¢ni u¢inak zabiljezen je pri koncentracijama cijanida od 0,75 mmol/L 1 1,00
mmol/L, pri ¢emu dolazi do visokog stupnja inhibicije rasta mikroalge u sve tri vremenske
tocke. Primijeceno je da iste koncentracije cijanida uzrokuju vece inhibicije rasta ako je vrijeme
izloZenosti dulje Sto ukazuje na smanjenu otpornost mikroalge na produljeni stres. Najveci
inhibicijski u€inak zabiljeZen je pri koncentraciji cijanida od 1,00 mmol/L 1 to 57,58 % nakon
24 h, 50,00 % nakon 48 h te 70,59 % nakon 72 h. OpaZeni obrasci mogu se objasniti poznatim
fizioloskim odgovorima Chlorella vulgaris na prisutnost cijanida, ukljucujuéi aktivaciju
antioksidacijskih enzima poput superoksid-dismutaze, smanjenje razine lipidne peroksidacije
te konverziju toksi¢nih iona u netoksi¢ne produkte. Niske koncentracije cijanida mogu imati
¢ak 1 blago stimulativan ucinak na rast i sintezu klorofila, dok visoke koncentracije narusavaju

integritet stanicne membrane i dovode do izraZzenog inhibicijskog ucinka [70].

Utjecaj tiocijanata na Chlorella sp.
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Slika 29 prikazuje rezultate toksiCnosti tiocijanata za mikroalgu Chlorella sp.
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koncentracijskom rasponu od 0,01 mmol/L do 1 mmol/L. Rezultati su prikazani u obliku

grafikona, kao ovisnost logaritamske CFU vrijednosti o vremenu.
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Slika 29 Promjene logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom vremena pri

izloZenosti razli¢itim koncentracijama tiocijanata

Promjene u broju kolonija tijekom prva 24 h ukazuju na stimulirajuci, umjesto na toksican,
ucinak tiocijanata na rast mikroalge. Za svaku koncentraciju tiocijanata, broj kolonija veci je
od kontrole, osim za koncentraciju tiocijanata od 0,75 mmol/L, no to se odstupanje moze
pripisati analiti¢koj pogreSci. Razlika u broju kolonija izmedu uzorka s najviSom
koncentracijom tiocijanata (1 mmol/L) nakon 24 h izlaganja (8,0 x 10° CFU/mL) i kontrolnog
uzorka nakon 48 h izlaganja (5,3 x 10° CFU/mL) jasno potvrduje stimuliraju¢i ucinak
tiocijanata na mikroalgu. Nakon 48 h izlaganja, 1 dalje se primjecuje porast broja kolonija pri
nizim koncentracijama tiocijanata (0,01 — 0,25 mmol/L), no pri vi§im koncentracijama
tiocijanata (0,50 — 1,00 mmol/L) dolazi do blagog smanjenja broja kolonija. Tijekom 72 h
izlaganja vidljivo je gotovo linearno smanjenje broja kolonija s povecanjem koncentracije
tiocijanata. Slika 30 prikazuje ucinak razlicitih koncentracija tiocijanata na inhibiciju rasta

mikroalge Chlorella sp..
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Slika 30 Ovisnost inhibicije rasta Chlorella sp. o koncentraciji tiocijanata

Inhibicija rasta, izraunata iz razlike broja kolonija uzoraka s tiocijanatom i kontrole, jasno
ukazuje na odsutnost toksi¢nog ucinka tiocijanata tijekom prva 24 h. Da bi se postigla
minimalna inhibicija rasta, potrebno je dulje izlaganje mikroalge tiocijanatu. Na primjer,
koncentracija tiocijanata od 0,50 mmol/L uzrokovala je 20 % inhibicije rasta nakon 48 h. S
druge strane, nakon 72 h, ve¢ je i minimalna koncentracija tiocijanata (0,01 mmol/L)
uzrokovala inhibiciju rasta od 14,29 %. Ta je inhibicija gotovo linearno rasla s povecanjem
koncentracije tiocijanata. Ovakav obrazac ukazuje na odgoden i kumulativan u¢inak tiocijanata,
koji postaje izrazen tek nakon duljeg razdoblja izloZenosti. [ako ne postoji izravna literatura o
ucincima tiocijanata na mikroalge u izoliranim sustavima, rezultati Ryu i sur. [72] doprinose
razumijevanju problematike. U njihovom istrazivanju primijenjen je dvostupanjski sustav
biorazgradnje tiocijanata, u kojemu su bakterije 1 mikroalge koegzistirale. Tijekom prve faze,
provedene pod litotrofnim uvjetima, autotrofne bakterije razgradile su tiocijanat do amonijaka.
Amonijak su zatim oksidirale nitrificirajuce bakterije u nitrit (NO2"), a potom u nitrat (NOs").
Taj proces trajao je priblizno 168 h, tijekom kojih je tiocijanat potpuno uklonjen iz sustava.
Nakon zavrsetka litotrofne faze, eksperimentalni uvjeti su promijenjeni tako da favoriziraju rast
mikroalgi povecanjem intenziteta svjetlosti. U tim novim uvjetima dominaciju u sustavu
preuzele su mikroalge, koje su tada pocele iskoriStavati prethodno nastale oksidirane oblike
dusSika za vlastiti rast. To je potvrdeno porastom koncentracije klorofila a i broja mikroalgi. Ovi
rezultati jasno ukazuju na to da mikroalge same ne sudjeluju u razgradnji tiocijanata, ve¢ dolaze
do izrazaja tek nakon Sto bakterije prethodno pretvore tiocijanat u oblike dusika koje su

mikroalgama bioraspoloZive. Sinergija izmedu bakterija i mikroalgi pritom se pokazala
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ucinkovitom ne samo za potpunu razgradnju tiocijanata, ve¢ i za odrzavanje stabilnosti
mikrobne zajednice tijekom cijelog procesa [72].

S obzirom na to da se u ovom istrazivanju mikroalga Chlorella sp. nalazila u sustavu bez
prethodne bakterijske konverzije tiocijanata, odgodena inhibicija rasta moze biti posljedica
kumulacije toksi¢nih iona, izostanka raspolozivog duSika za metabolizam, ili naruSavanja
fizioloSke ravnoteze stanica tijekom dulje izloZenosti. U tom je smislu moguce da mikroalga, u
odsutnosti pretvorbe tiocijanata u bioraspolozive oblike, ne pokazuje toksicni odgovor odmah,
ve¢ tek nakon $to metabolicki stres premasSi kapacitet prilagodbe. Takav oblik latentne
toksi¢nosti ukazuje na vaznost viSednevnih testova, buduci da bi kra¢i testovi mogli podcijeniti

stvarni toksi¢ni potencijal tiocijanata prema mikroalgama.

4.1.4. Rezultati testa toksi¢nosti s Lemna minor

Ispitivanje toksi¢nosti fenola, cijanida i tiocijanata provedeno je na vodenoj le¢i Lemna minor
u trajanju od 7 dana pri razli¢itim koncentracijama toksi¢nih tvari. Rezultati su izraZeni kao
inhibicija rasta, $to je praceno brojanjem listiCa. Osim toga, testiran je 1 utjecaj koncentracije
toksicnih tvari na duljinu korijena vodene lece i sadrzaj klorofila. Izra¢unate su i EC20 te ECso

vrijednosti (Tablica 27).
Inhibicija rasta vodene lece

Slika 31 prikazuje inhibiciju rasta Lemna minor, izraZzenu kao postotak smanjenja broja listi¢a
u odnosu na kontrolu, nakon sedmodnevne izlozenosti razli¢itim koncentracijama fenola,

cijanida i tiocijanata.
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Slika 31 Ovisnost inhibicije rasta Lemna minor o koncentraciji fenola, cijanida i tiocijanata

Iako je osjetljivost biljaka roda Lemna na fenolne spojeve ve¢ dokumentirana [36], u ovom
istrazivanju fenol tijekom sedmodnevnog testa nije izazvao nikakvu mjerljivu inhibiciju rasta
Lemna minor, ¢ak ni pri najviSoj ispitivanoj koncentraciji od 1,00 mmol/L. Takav rezultat
ukazuje na mogucu varijabilnost osjetljivosti unutar samog roda Lemna, $to moze biti
posljedica genetskih ili ekoloskih razlika medu vrstama. S druge strane, vodene lece sve su
ceS¢e prepoznate kao organizmi velikog bioremedijacijskog potencijala koji proizlazi iz
specificnih morfoloskih i fizioloskih znacajki. Naime, Lemna minor ima tijelo talusnog oblika,
bez jasno diferenciranih listova i stabljike, $to joj omogucuje vrlo efikasan nacin vegetativnog
razmnozavanja putem pupanja [130]. Ta sposobnost brzog i1 kontinuiranog razmnozavanja u
optimalnim uvjetima rezultira stvaranjem velike koli¢ine biomase u kratkom vremenskom
razdoblju, §to ju ¢ini pogodnom za primjenu u sustavima za obradu otpadnih voda s visokim
sadrzajem organskih tvari.

Osim vlastitih fizioloSkih mehanizama, bioremedijacijski potencijal vodenih le¢a dodatno je
podrzan djelovanjem mikrobnih zajednica u njihovoj rizosferi (mikrookoliSu oko korijena).
Genetska struktura mikrobiote povezane s rizosferom znafajno varira medu razlic¢itim
ekotipovima Lemna minor 1 odredena je ekoloskim ¢imbenicima. No, €ini se da je prisutnost
bakterija koje razgraduju fenol jedan od rijetkih zajednickih nazivnika, jer vodene lece, poput
svih drugih biljaka, svojim prirodnim fenolnim izlu€evinama privlace upravo te bakterije.
Rizosfera se tek nedavno pocela prepoznavati kao vrijedan izvor bakterija koje razgraduju fenol

[131].
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Cijanid je pokazao izrazito snazan inhibitorni u¢inak na rast Lemna minor, pri ¢emu je ve¢ na
najnizoj testiranoj koncentraciji (0,01 mmol/L) zabiljeZena inhibicija od 61,93 %, dok je pri
viS§im koncentracijama (0,50 — 1,00 mmol/L) inhibicija dostizala vrijednosti od 73,54 % do
86,17 %. Ovakav intenzitet i stabilnost odgovora sugeriraju akutnu toksicnost cijanida, bez
1zrazenog praga tolerancije. Mehanizam djelovanja cijanida temelji se na njegovoj sposobnosti
da ireverzibilno inhibira citokrom c¢ oksidazu, klju¢ni enzim u mitohondrijskom respiratornom
lancu. Kao posljedica toga, u stanicama Lemna minor moze do¢i do smanjene proizvodnje
kisika tijekom fotosinteze, poremecene sinteze adenozin trifosfata (ATP) 1 gubitka
membranskog potencijala. Ove promjene dovode do energetskog deficita i ukupne fizioloske
disfunkcije stanica, $to objaSnjava izrazenu osjetljivost Lemna minor na cijanid [132].

Tiocijanat je izazvao umjereno izrazenu, ali koncentracijski ovisnu inhibiciju rasta, u rasponu
od 14,71 % (pri 0,01 mmol/L) do 31,80 % (pri 1,00 mmol/L). Rezultati inhibicije rasta Lemna
minor u prisutnosti tiocijanata ukazuju na toksi¢ni u¢inak SCN™ iona, koji se moze tumaciti kao
oblik alelopatskog djelovanja, s obzirom na to da ometa rast biljnog organizma s kojim dolazi
u izravan kontakt. Takav ucinak vjerojatno proizlazi iz sposobnosti tiocijanata da perzistira u
okoliSu 1 postupno interferira s osnovnim fizioloskim procesima, poput metabolizma dusika,
stani¢nog disanja ili sinteze fotosintetskih pigmenata [133]. lako to¢an mehanizam djelovanja
nije razjasnjen, rezultati sugeriraju da Cak i relativno niske koncentracije tiocijanata mogu
uzrokovati izrazen fizioloski stres i inhibiciju rasta. U usporedbi s cijanidom, inhibicijski u¢inak
tiocijanata raste sporije i ne doseZe isti intenzitet, §to ukazuje na manje akutno, ali ipak prisutno
djelovanje. S obzirom na to da su najviSi postoci inhibicije zabiljezeni tek pri 0,75 i 1,00
mmol/L, moze se pretpostaviti da Lemna minor posjeduje relativno u¢inkovit sustav tolerancije
ili detoksikacije za ovaj spoj, no taj kapacitet postaje preopterecen pri viSim razinama

izlozenosti.
Duljina korijena

Korijen koji je kod vecine biljaka primarno odgovoran za usvajanje hranjivih tvari, kod ove
vrste ima nesto drugaciju ulogu. lako su neka istrazivanja pokazala da je unos hranjiva putem
korijena slab ili ¢ak nepostojeci te da korijen prvenstveno sluZi za stabilizaciju biljke u vodi,
postoje istrazivanja koja navode da Lemna minor ipak moze apsorbirati znaCajne koliCine
anorganskog dusika upravo putem korijena [130]. Slika 32 prikazuje prosjecnu duljinu korijena
Lemna minor nakon sedmodnevne izloZenosti razli¢itim koncentracijama fenola (0,01 — 1,00

mmol/L).
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Slika 32 Prosje¢na duljina korijena Lemna minor u ovisnosti o koncentraciji fenola

Fenol nije pokazao jasan toksic¢an u¢inak na duljinu korijena Lemna minor unutar ispitivanog
koncentracijskog raspona. U nekim je pokusnim jedinicama zabiljezen ¢ak i blagi porast duljine
korijena. Na primjer, pri 0,25 mmol/L fenola izmjerena duljina korijena bila je 14,50 mm, §to
je viSe od kontrole (13,08 mm). Medutim, razlike nisu bile statisticki znacajne §to ukazuje na
odsutnost dosljednog trenda.

Slika 33 prikazuje prosje¢nu duljinu korijena Lemna minor nakon sedmodnevne izloZzenosti

razli¢itim koncentracijama cijanida (0,01 — 1,00 mmol/L).
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Slika 33 Prosjecna duljina korijena Lemna minor u ovisnosti o koncentraciji cijanida
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Ve¢ pri 0,01 mmol/L cijanida duljina korijena iznosi 5,00 mm (u odnosu na 13,08 mm u
kontroli), a pri viSim koncentracijama cijanida (> 0,25 mmol/L) prosjecne vrijednosti padaju
ispod 3,00 mm, uz minimalne standardne devijacije. Ovi rezultati ukazuju na izrazitu
osjetljivost korijenskog sustava Lemna minor na cijanid, uz brzu i stabilnu inhibiciju u cijelom
testiranom rasponu. Ovi podaci potvrduju da je korijen morfoloSki parametar osjetljiv na
cijanid.

Slika 34 prikazuje prosje¢nu duljinu korijena Lemna minor nakon sedmodnevne izlozenosti

razli¢itim koncentracijama tiocijanata (0,01 — 1,00 mmol/L).
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Slika 34 Prosjecna duljina korijena Lemna minor u ovisnosti o koncentraciji tiocijanata

Za tiocijanat je uocen jasan koncentracijski trend, pri nizim koncentracijama (0,01 1 0,10
mmol/L), duljina korijena ostaje gotovo jednaka kontroli, dok se pri vi§Sim koncentracijama
tiocijanata (> 0,50 mmol/L) biljezi znacajno smanjenje. NajniZe vrijednosti zabiljezene su pri
0,75 mmol/L (7,00 mm) i 1,00 mmol/L (6,67 mm), §to predstavlja ~ 50 % smanjenja duljine u
odnosu na kontrolu. U odnosu na fenol, tiocijanat pokazuje izraZeniji negativni ucinak na
korijen, no za razliku od cijanida, potreban je ve¢i raspon koncentracija da bi se postigla

znacajna inhibicija.
Inhibicija klorofila

Smanjenje fotosintetskih pigmenata kod Lemna minor tijekom rasta u oneciS¢enim vodenim
okoli§ima omoguc¢ili su njezinu primjenu kao uc¢inkovitog bioindikatora za otkrivanje toksi¢nih

tvari u vodenim tijelima [130]. Slika 35 prikazuje inhibiciju sadrzaja ukupnog klorofila u
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listi¢ima Lemna minor nakon sedmodnevne izlozenosti razli¢itim koncentracijama fenola,
cijanida 1 tiocijanata. Rezultati pokazuju izraZzene razlike u intenzitetu i obrascu toksi¢nog

djelovanja izmedu ispitivanih tvari.
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Slika 35 Ovisnost inhibicije klorofila o koncentraciji fenola, cijanida i tiocijanata

Fenol je izazvao koncentracijski ovisno smanjenje sadrzaja ukupnog klorofila, pri ¢emu je
inhibicija ve¢ pri 0,01 mmol/L iznosila 17,17 %, a pri 1,00 mmol/L porasla na 59,28 %. lako
fenol nije utjecao na broj listi¢a ni na duljinu korijena, njegov uc¢inak na klorofil je bio izrazen,
Sto pokazuje da fotosintetski aparat Lemna minor reagira osjetljivije od morfoloskih
parametara. Fenol je o€ito bio signal za razmnoZavanje biljke putem vegetativnog umnazanja
¢ime se osigurava opstanak populacije, ali na racun oStec¢enja kloroplasta. Fenoli mogu ometati
fotosintezu inducirajuéi proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva koji dovode do oksidacije
klorofila. Osim toga, fenol moze inhibirati enzime biosinteze klorofila [131]. Zanimljivo je da
se ovakav toksi¢ni u€inak ne o€ituje u inhibiciji rasta listi¢a, $to potvrduje da Lemna minor
moze odrzavati rast i u prisutnosti funkcionalno naruSenih kloroplasta, barem unutar ispitanog
vremena izloZenosti. Proces od kloroze do nekroze koji zavrSava raspadom listi¢a prepoznat je
kao tipican simptom toksi¢nosti kod Lemna sp. izlozenih oneciS¢uju¢im tvarima [36].

Cijanid je pokazao najizrazeniji toksi¢ni ucinak na sadrzaj klorofila od sve tri ispitivane tvari.
Ve¢ pri 0,01 mmol/L cijanida, inhibicija je iznosila 61,93 %, a pri 1,00 mmol/L dostizala je i
92,00 %. Ovakva razina inhibicije ukazuje na ekstremnu osjetljivost fotosintetskog aparata na
cijanid, znatno vecu nego na fenol ili tiocijanat. Zabiljezena inhibicija sadrzaja klorofila ve¢ pri
koncentraciji od 0,01 mmol/L cijanida moze se objasniti poznatim mehanizmom inhibicije

mitohondrijske respiracije. Cijanid blokira djelovanje citokrom c oksidaze, ¢ime dolazi do
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smanjene proizvodnje ATP-a i narusavanja energetskog statusa stanice. Buduc¢i da su biosinteza
1 stabilnost fotosintetskih pigmenata visoko ovisni o dostupnosti energije, takva mitohondrijska
disfunkcija moze posredno uzrokovati pad sadrzaja klorofila u biljnom tkivu [132].

Tiocijanat je izazvao umjerenu, ali postojanu inhibiciju klorofila s koncentracijskom ovisnos¢u
od 7,19 % pri 0,01 mmol/L do 67,22 % pri 1,00 mmol/L. Ovakav uzorak pokazuje da tiocijanat
ima znacajan ucinak na pigmentaciju, ali slabiji od cijanida. Visoka razina inhibicije sinteze
klorofila zabiljezena u prisutnosti tiocijanata moze se objasniti sposobnos¢u SCN™ iona da kelira
zeljezo, ¢ime se smanjuje njegova bioraspolozivost u biljnom tkivu. Buduéi da je Zeljezo
klju¢an kofaktor u biosintezi klorofila i u funkcioniranju enzima kloroplasta, njegov nedostatak
moze rezultirati inhibicijom fotosintetskog otpustanja kisika. U literaturi je takoder opisano da
tiocijanat moze uzrokovati poremecaj fotokemijske faze fotosinteze, ukljucujuéi inhibiciju

Hillove reakcije i smanjenu aktivnost kloroplasta [133].

Komparativna analiza toksi¢nog ucinka fenola, cijanida i tiocijanata na Lemna minor

Rezultati jasno potvrduju da fenol, cijanid i tiocijanat imaju razli¢ite mehanizme i intenzitet
djelovanja na Lemna minor.

Fenol nije izazvao inhibiciju rasta listica ni znac¢ajan pad duljine korijena, ali je imao izrazen
ucinak na sadrzaj klorofila. To ukazuje na parcijalni ucinak, ogranien prvenstveno na
pracenih parametara, §to potvrduje njegov ucinak na respiraciju i fotosintezu. Ve¢ pri 0,01
mmol/L dolazi do > 60 % inhibicije rasta i drasticnog smanjenja duljine korijena, kao i
inhibicije klorofila. Tiocijanat pokazuje srednju razinu toksi€nosti, uz jasnu koncentracijsku
ovisnost. Rast listi¢a i korijena inhibiran je tek pri viSim koncentracijama (> 0,5 mmol/L), dok
sadrzaj klorofila opada ravnomjerno s porastom koncentracije.

Znacajno je $to je test klorofila pokazao najvecu osjetljivost na sve tri ispitivane tvari, $to
sugerira da je pigmentacija bolji indikator stresa od morfoloskih pokazatelja rasta. Uz to,
odgovor Lemna minor ukazuje na distinkciju izmedu anorganskih i organskih kontaminanata.
Dok se fenol uglavnom detoksificira, anorganski ioni cijanida i tiocijanata ometaju temeljne

metabolic¢ke procese.
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4.1.5. Rezultati testa toksi¢nosti s Allium cepa

Testom klijavosti sa sjemenkama luka Allium cepa procijenio se u¢inak razli¢itih koncentracija
fenola, cijanida i tiocijanata na biometrijske parametre biljke poput postotka klijavosti, visine
izdanaka te mase svjeze i suhe tvari, uz pracenje eventualnih vidljivih morfoloskih promjena.
Rezultati su izrazeni 1 kao EC20 te ECso vrijednosti (Tablica 27).

Kako prikazuje Tablica 23, klijanje u kontrolnim posudama zapocelo je Sestog dana pokusa.
Rast izdanaka odvijao se ujednaceno, s postepenim povecanjem visine do maksimalnih 7,0 cm
nakon 21 dan. Masa svjeZe tvari kretala se od 0,0182 do 0,0270 g, dok je suha tvar varirala
izmedu 0,0026 10,0186 g, uz 100 % nicanja u svih Sest posuda.

Utjecaj fenola na rast Allium cepa

Tablica 24 prikazuje rezultate utjecaja fenola na rast Allium cepa. Klijanje u prisutnosti najnize
koncentracije fenola (0,01 mmol/L) zapocelo je tek nakon 12 dana, a zabiljeZeno je 83,3 %
nicanja. Kod koncentracija 0,10; 0,25 i 1,00 mmol/L fenola klijalo je samo po jedno sjeme (16,7
%), dok je pri koncentracijama 0,50 1 0,75 mmol/L zabiljezena potpuna inhibicija nicanja.
Visine izdanaka pokazale su izrazenu varijabilnost. Iako se ocekivalo da ¢e vece koncentracije
imati snazniji inhibicijski ucinak na rast, u nekim sluc¢ajevima zabiljezene su iznenadujuce
visoke vrijednosti rasta. Na primjer, pri koncentraciji 0,25 mmol/L izmjerene su visine do 10,6
cm, Sto premasuje kontrolnu vrijednost. Sli¢na situacija uocena je 1 pri 1,00 mmol/L fenola,
gdje je visina izdanaka dosegnula 7,5 cm. Ovakva pojava moze se objasniti djelovanjem tzv.
hormeze, fenomena u kojem niske do umjerene razine toksi¢nih tvari stimuliraju odredene
fizioloske odgovore [134]. Fenol u subletalnim dozama moze potaknuti preusmjeravanje
resursa s rasta korijena prema izduzivanju hipokotila i epikotila, Sto je u biljkama poznat
obrambeni mehanizam u stresnim uvjetima. Masa svjeze tvari kod tretiranih biljaka u pojedinim
koncentracijama visestruko premasuje kontrolnu. Medutim, suha tvar bila je manja, §to ukazuje
na zadrzavanje vode u tkivu kao moguéi odgovor na osmotski stres. Ova pojava vjerojatno je
povezana s promjenama u propusnosti stanicnih membrana i osmotskim pritiscima izazvanima
fenolom [135]. Makroskopski, izdanci nisu pokazivali znakove oStec¢enja poput nekroze ili
kloroze. To sugerira da je djelovanje fenola u ovom pokusu uglavnom subletalno i ograniceno
na stani¢nu razinu. Njegov mehanizam toksi¢nosti ukljuuje denaturaciju proteina, inhibiciju
enzima 1 stvaranje slobodnih radikala uslijed oksidacijskog stresa, cemu doprinose njegova

aromatska struktura i prisutnost polarnih funkcionalnih skupina [136].
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Tablica 23 Rezultati kontrolnog uzorka

dan 6 8 9 12 13 14 15 17 19 21 m(svjezatvar) m (suha tvar) % nicanja
kontrola visina izdanka [cm] [g] [g]

1,0 25 30 30 35 45 45 55 60 7,0 0,0267 0,0172

1,0 2,7 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 1,2 19 25 30 35 40 45 50 6,0 0,0216 0,0142

00 03 09 1,3 20 22 24 30 35 5,0 0,0182 0,0026

b

Tablica 24 Rezultati testa fitotoksi¢nosti tijekom izlaganja Allium cepa razli¢itim koncentracijama fenola

dan 6 8 9 12 13 14 15 17 19 21 m(svjezatvar) m(subatvar) =
TR o nicanja
fenol visina izdanka [cm] [g] [g]
00 00 1,0 10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0005 0,0001
0,0 00 00 20 20 20 20 20 20 20 0,0015 0,0006
0,01 mmol/L 0,0 00 0,0 05 20 20 20 20 20 25 0,0079 0,0029 83,3
00 00 00 07 08 08 08 08 08 1,5 0,0008 0,0003
0,0 0,0 00 0,1 20 24 24 24 24 25 0,0004 0,0002
0,10 mmol/L 0,0 0,0 0,5 3,5 40 50 50 63 63 63 0,0501 0,0134 16,7
0,25mmol/L 0,5 25 6,0 85 9,0 9,5 9,5 10,6 10,6 10,6 0,0518 0,0175 16,7
0,50 mmol/L 0,0 0,0 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0000 0,0000 0,0
0,75 mmol’lL 0,0 0,0 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0000 0,0000 0,0
1,00 mmol/L 0,0 20 50 60 60 60 60 75 75 75 0,0202 0,0071 16,7
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Utjecaj cijanida na rast Allium cepa

Tablica 25 prikazuje rezultate utjecaja cijanida na rast A/lium cepa. Cijanidi su pokazali
iznimno visoku toksi¢nost. Klijanje je bilo ograni¢eno na koncentracije < 0,25 mmol/L, s
maksimalno jednim proklijalim izdankom po posudi. Pri viSim koncentracijama cijanida (0,50

— 1,00 mmol/L) nije zabiljeZeno klijanje, ¢ime je potvrdena potpuna inhibicija.

Tablica 25 Rezultati testa fitotoksiCnosti tijekom izlaganja Allium cepa razliitim

koncentracijama cijanida

dan 9 13 17 19 21 m(svjezatvar) m (suhatvar) % nicanja
cijanid visina izdanka [cm] Ig] Ig]
0,0l mmol/L 0,0 0,0 0,0 4,0 45 0,0151 0,0057 16,7
0,10 mmol/L 2,0 25 25 25 25 0,0068 0,0002 16,7
0,25 mmol/L 0,0 0,0 0,5 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 zabiljezen jasni uzlazni trend inhibicije u ovisnosti o koncentraciji, Sto
se moze objasniti eksperimentalnom varijabilnosc¢u ili heterogenoj distribuciji tvari u mediju.
Ipak, svi kvantitativni pokazatelji, ukljucujuéi visinu izdanaka, masu svjeze i suhe tvari,
ukazuju na snaznu inhibiciju fizioloSkih procesa. Ova zapaZanja u skladu su s rezultatima
Ogunyemija i sur. [137], koji su istrazivali toksi¢ni u¢inak cijanidnog ekstrakta iz otpadne vode
kasave na Allium cepa. lako u njihovom istraZzivanju nije bio primijenjen test klijavosti,
provedena je detaljna analiza citotoksi¢nih 1 genotoksicnih ucinaka cijanida na Allium cepa, pri
¢emu su zabiljeZeni izraZeni poremecaji u stani¢noj diobi, ukljucujuéi znacajno smanjenje
mitotske aktivnosti te pojavu razli¢itih kromosomskih ostecenja, poput kromosomskih
mostova, zaostalih 1 ljepljivih kromosoma te nepravilnih dioba (c-mitoza).

Budu¢i da se klijanje sjemena i pocetni rast izdanaka oslanjaju upravo na intenzivnu stani¢nu
diobu u meristematskom tkivu, vrlo je vjerojatno da je potpuna inhibicija klijanja pri viSim
koncentracijama cijanida u ovom istrazivanju rezultat snaznog negativnog ucinka cijanida na
taj proces. Mitotski indeks, koji pokazuje udio stanica u aktivnoj diobi, u kontrolnim uzorcima
iznosio je 9,43 %, a pri izlaganju cijanidu zna€ajno se smanjivao. Prema navodima autora,
smanjenje ispod 50 % uzrokuje subletalne ucinke, tj. stanice ostaju Zive, ali ne funkcioniraju
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ispravno, dok smanjenje ispod 22 % dovodi do letalnih uc¢inaka, odnosno gubitka sposobnosti

prezivljavanja i daljnjeg dijeljenja [137]. Cijanid tako ometa mitozu i blokira klju¢ne stani¢ne

procese, Sto u konacnici onemogucuje pocetak ili zavrSetak klijanja.

Utjecaj tiocijanata na rast Allium cepa

Tablica 26 prikazuje rezultate utjecaja tiocijanata na rast A/lium cepa. Za razliku od cijanida i

fenola, tiocijanat je pokazao znatno blazi fitotoksicni ucinak. Klijanje je bilo prisutno u svim

posudama, ukljucujuéi i one s najviSom koncentracijom tiocijanata (1,00 mmol/L), iako je u

tim slu€ajevima proklijala samo po jedna biljka (16,7 %).

Tablica 26 Rezultati testa fitotoksi¢nosti tijekom izlaganja Allium cepa razliCitim

koncentracijama tiocijanata

dan 7 9 12 21 m(svjezatvar) m (suhatvar) % nicanja
tiocijanat visina izdanka [cm] Ig] [g]
0,0 00 9,0 95 0,0129 0,0049
0,0 00 3,0 6,0 0,0153 0,0058
0,0 00 25 50 0,0233 0,0088
0,01 mmol/L 100,00
0,0 0,0 3,0 35 0,0112 0,0042
0,0 00 45 70 0,0161 0,0061
0,0 00 3,1 6,0 0,0019 0,0007
L5 0,0 0,7 1,0 0,0022 0,0007
0,0 00 1,0 3,0 0,0170 0,0012
0,10 mmol/L 0,0 00 1,6 3,5 0,0171 0,0102 100,00
0,0 00 26 50 0,0197 0,0107
0,0 00 34 70 0,0247 0,0170
0,0 00 62 80 0,0248 0,0188
0,5 1,0 1,7 0,7 0,0041 0,0017
0,25 mmol/L 0,0 00 05 20 0,0099 0,0021 50,00
0,0 00 1,0 40 0,0162 0,0024
0,50 mmol/L 0,0 00 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 0,0 00 00 75 0,0205 0,0068 16,7

Zanimljivo je da su biljke izloZene viSim koncentracijama tiocijanata (0,50 — 1,00 mmol/L)

pokazivale znacajnu sposobnost elongacije; visine izdanaka su dosezale do 9,0 cm, Sto
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nadmasuje kontrolnu skupinu. Ova pojava moze biti posljedica blagog stimuliraju¢eg ucinka
niskog oksidacijskog stresa ili povecane dostupnosti vode. Vidljiva oSte¢enja bila su jasno
izrazena. Nekroza, gubitak boje i promjene pigmentacije ukazuju na oSte¢enje kloroplasta i
vaskularnih tkiva. Za razliku od fenola i cijanida, kod tiocijanata je prisutan veci stupanj
vidljivih promjena, iako op¢i fizioloski parametri pokazuju slabiji toksi¢ni uc¢inak. Tiocijanati
su anionski, topljivi spojevi s niskom reaktivnos¢u. lako se lako Sire kroz tlo, njihova
sposobnost prolaska kroz membrane je ograniCena, a biorazgradivost u tlu dodatno smanjuje
njihovu trajnost 1 kumulativni u¢inak [102,106]. U dostupnoj literaturi nisu pronadene studije
koje bi ispitivale u¢inak tiocijanata na Allium cepa, $to upucuje na nedovoljno istrazen aspekt
toksi¢nosti ove anorganske tvari na biljne sustave.

Radi lakSe interpretacije, inhibicija rasta procijenjena je usporedbom broja proklijalih jedinki u
uzorku s toksi¢nom tvari s brojem proklijalih jedinki u kontrolnom uzorku. Na temelju
dobivenih vrijednosti inhibicije izraden je graficki prikaz ovisnosti inhibicije rasta o

koncentraciji ispitivanih tvari (Slika 36).

100 -
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30 ~
o{

= fenol Il cijanid  tiocijanat

INH / %

0,25 0,50 0,75 1,00
¢/ mmol/L

Slika 36 Inhibicija rasta Allium cepa pri izloZenosti razli¢itim koncentracijama fenola, cijanida

1 tiocijanata

Iz grafikona je jasno da cijanid izaziva potpunu inhibiciju rasta ve¢ pri srednjim
koncentracijama, dok tiocijanat, unato¢ pojavi vidljivih oSte¢enja, omogucuje visok stupanj

prezivljavanja i rasta. Fenol pokazuje izrazitu koncentracijsko-ovisnu varijabilnost.
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4.1.6. Ukupna analiza toksi¢nosti

U ovom poglavlju prikazana je usporedna analiza toksi¢nosti fenola, cijanida i tiocijanata na
ispitane testne organizme s obzirom na EC20 i ECso vrijednosti.

Na temelju eksperimentalnih podataka izradene su krivulje ovisnosti u¢inka o dozi, a iz
odgovarajucih regresijskih parametara izracunate su ECso vrijednosti. Budu¢i da u nekim
testovima odabrani raspon koncentracija toksi¢nih tvari nije obuhvacao ECso vrijednost,
procijenjene su i EC2o vrijednosti. Vrijednosti koje se nalaze izvan primijenjenog raspona
koncentracija procijenjene su ekstrapolacijom. Buduci da ekstrapolacija uvodi dodatnu
nesigurnost u konacéni rezultat, sve ekstrapolirane vrijednosti oznafene su zvjezdicom.

Dobiveni rezultati prikazani su u Tablica 27.

Tablica 27 Rezultati toksi¢nosti fenola, cijanida i tiocijanata na testne organizme izraZeni kao

ECa20 1 ECso vrijednosti

doza-odgovor krivulja ECsy ECso
tvar testni organizam
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 09877  0,4314 /40,60 2,7984 /263,36"
g Chlorella sp. -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
;% Chlorella sp. 0,016 0,775  0,9797 0,1593 /4,14 0,9526 /24,79
T Lemna minor 0,479 0,473  0,9234 0,0052/0,14° 0,0972 /2,53

Allium cepa - - - <0,0384/<1,0 <0,0384/<1,0

Aliivibrio fischeri 0,221 1,045  0,9928 0,1632/9,48 0,6150/ 35,72
= Pseudomonas putida -0,658 1,036  0,9441 1,1315/65,72 4311/250,39"
E Chlorella sp. -0,376 1,301  0,9909  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  0,9456 0,1470/ 8,54 0,4379 /25,54
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testirane organizme, dok se fenol i tiocijanat izmjenjuju na drugom i tre¢em mjestu, ovisno o
organizmu.

ECso vrijednost fenola za Aliivibrio fischeri (0,3621 mmol/L = 34,0 mg/L) u skladu je s
podacima iz literature. Ghosh 1 Doctor [41] izmjerili su ECso od 26,01 mg/L nakon 30 minuta
izlozenosti, dok su Marugan i sur. [40] zabiljezili vrijednosti od 27 mg/L kod primjene
komercijalnog kita, odnosno 49,3 mg/L pri primjeni bakterijske kulture. Nasuprot tome, vrlo
visoka ekstrapolirana ECso vrijednost fenola za Pseudomonas putida (2,7984 mmol/L = 263,36
mg/L) ukazuje na otpornost ove bakterije na fenol, budu¢i da ¢ak i najvisa primijenjena
koncentracija nije izazvala inhibiciju rasta kod 50 % populacije.

Mikroalga Chlorella sp. pokazala je nesto vecu osjetljivost na fenol u odnosu na Pseudomonas
putida, §to potvrduje takoder ekstrapolirana, ali niza ECso vrijednost (1,9415 mmol/L = 182,71
mg/L). Ovi rezultati u skladu su s literaturnim podacima. Duan i sur. [19] proveli su
sveobuhvatan pregled literature o toksi¢nosti fenola kod razli¢itih vodenih organizama,
zakljuc€ivsi da fenol ne utjeCe negativno na rast bakterija, dok je za alge blago toksi¢an. Za
razliku od Pseudomonas putida, ECso vrijednosti fenola za morske i1 slatkovodne alge
zabiljeZene su u literaturi. Duan i sur. [25] istaknuli su vecu osjetljivost morskih algi, poput
Dunaliella salina, Platymonas subcordiformis, Phaeodactylum tricornutum Bohlin 1
Skeletonema costatum, u usporedbi sa slatkovodnim vrstama. Za morske alge zabiljezene su
nize ECso vrijednosti (27,32 — 92,97 mg/L), dok su za slatkovodne vrste izmjerene viSe
vrijednosti (126,85 — 370 mg/L). Nasi rezultati sukladni su s ECso vrijednostima za slatkovodne
alge, kojima pripada 1 Chlorella sp.. Relativna konzistentnost rezultata toksicnosti dobivenih
testovima sa Pseudomonas putida i Chlorella sp. sugerira da su ti testovi podjednako osjetljivi
na ispitivane tvari, unato¢ tome Sto ukljucuju dvije razli¢ite skupine organizama. Vazno je
napomenuti da obje kulture imaju sposobnost sinteze enzima koji omogucuju razgradnju fenola,
Sto ukazuje na potencijalnu moguénost koristenja fenola kao izvora ugljika i1 energije [106,
125].

Iako literaturni podaci ukazuju na osjetljivost vrsta poput Lemna minor, Lemna obscura 1
Lemna gibba na fenolne spojeve [36], u ovom istrazivanju nije zabiljezena inhibicija rasta
listica vrste Lemna minor pri koncentracijama fenola nizim od 1 mmol/L (100 mg/L). Naprotiv,
s porastom koncentracije fenola zabiljeZen je izraZen poticaj rasta, Sto sugerira mogucénost da
Lemna minor metabolizira fenol. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Songa i Huanga
[140], koji nisu uocili negativan uc¢inak na rast Lemna polyrhiza nakon osmodnevne izloZenosti

pentaklorofenolu u koncentraciji od 1,88 mmol/L.
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Allium cepa pokazao je iznenadujuce nisku ECso vrijednost za fenol (0,0531 mmol/L = 5,00
mg/L) ako se uzme u obzir samo jedno dostupno izvjesce u literaturi, u kojemu je navedena

ICso vrijednost fenola za Allium cepa od 229,02 mg/L nakon petodnevne izloZenosti [141].

Sto se ti¢e izlozenosti cijanidu, Aliivibrio fischeri se pokazao kao najosjetljiviji organizam s
najnizom ECso vrijedno$¢u (0,0214 mmol/L = 0,56 mg/L). lako su testovi s ovom
bioluminiscentnom bakterijom popularni zbog visoke osjetljivosti i jednostavne izvedbe, u
literaturi je pronadena samo jedna studija koja navodi ECso vrijednost za cijanid [40] gdje je
zabiljezena vrijednost od 1,9 mg/L, §to je Cetiri puta visa vrijednost od naSe, ali 1 dalje ukazuje
na visoku osjetljivost ove vrste na cijanid.

Cijanid nije pokazao znacajnu toksi¢nost prema Pseudomonas putida (1,1808 mmol/L = 30,72
mg/L) niti prema Chlorella sp. (0,9526 mmol/L = 24,79 mg/L). Neki autori smatraju da obje
vrste mogu iskoriStavati cijanid [106]. Kod mikroalgi je granica izmedu toksi¢nog i
stimulativnog ucinka Cesto nejasna. Liu i sur. [70] ispitivali su uc¢inak KCN na zelenu algu
Chlorella vulgaris 1 utvrdili da niska koncentracija (0,1 mg/L) potice rast 1 sintezu klorofila,
vjerojatno zbog brze razgradnje cijanida u netoksi¢ne nusprodukte koji mogu posluziti kao
izvor ugljika. Medutim, pri viSim koncentracijama zabiljeZena je znacajna inhibicija rasta, a
ECso vrijednost iznosila je svega 5,59 x 10~ mg/L. Takva razina toksi¢nosti je iznenadujuéa,
osobito s obzirom na sposobnost Chlorella sp. da iskoriStava cijanid, kao i pozitivne ucinke
niskih koncentracija zabiljeZene od strane istih autora.

ECso vrijednosti cijanida za Lemna minor (0,0972 mmol/L = 22,53 mg/L) 1 Allium cepa (<
0,0384 mmol/L = < 1,00 mg/L) vrlo su niske, $to ih svrstava medu tri najosjetljivija organizma
na cijanid, zajedno s Aliivibrio fischeri. Medutim, nisu pronadeni prikladni literaturni podaci za
usporedbu. Jedino izvjeS¢e o toksicnosti cijanida na Allium cepa opisuje razlicite toksicne
ucinke, ali ne navodi to¢nu vrijednost toksicnosti [142].

Sto se ti¢e tiocijanata, njegova najniza ECso vrijednost gotovo je jednaka najvisoj zabiljeZzenoj

vrijednosti za cijanid. Na Aliivibrio fischeri tiocijanat djeluje sli¢no kao fenol (0,6150 mmol/L

Slijede Chlorella sp. (1,9458 mmol/L = 113,01 mg/L), Pseudomonas putida (4,3111 mmol/L
= 250,39 mg/L) i, kao najmanje osjetljiva, Lemna minor (7,9801 mmol/L = 463,48 mg/L).
Ekstrapolirane ECso vrijednosti upuéuju na to da su primijenjene koncentracije tiocijanata u
pojedinim testovima bile preniske za potpuniju procjenu toksicnosti.

Sveukupna usporedba toksi¢nosti ispitivanih spojeva prema pet testnih organizama pokazuje

..........
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vertikalno unutar svakog organizma, cijanid je redovito pokazivao najnize ECso vrijednosti, §to
ukazuje na njegovu visoku uc¢inkovitost u izazivanju toksi¢nih u¢inaka. Horizontalno, izmedu
organizama za pojedini spoj, moze se zakljuciti da su bakterije, osobito Aliivibrio fischeri, bile
opcenito osjetljivije na sve ispitivane tvari u usporedbi s algama i viSim biljkama. S druge
strane, Allium cepa je iznenadila izrazitom osjetljivos¢u na fenol i cijanid, dok je Lemna minor
pokazala otpornost, osobito prema tiocijanatu. Ovakva razina diferencijalne osjetljivosti medu
organizmima naglasava vaznost koriStenja viSe trofickih razina u ekotoksikoloSkim

ispitivanjima kako bi se dobila cjelovita slika utjecaja pojedinih oneciS¢ujucih tvari na okolis.

4.1.7. Toksi¢nost smjesa fenola, cijanida i tiocijanata

Budu¢i da u okoliSu moZe postojati velik broj kombinacija toksi¢nih tvari, procjena rizika za
vodene smjese najcesce se temelji na eksperimentalnim podacima i matematickim modelima.
Ovi modeli omogucuju predvidanje ukupne toksicnosti smjese na temelju poznatog sastava i
toksicnosti pojedinih komponenti. Najcesc¢e je model koncentracijske adicije, opisan u
poglavlju 2.9. Medutim, kemijske smjese, osobito vodene, opcéenito pokazuju vrlo sloZzeno
ponasanje, koje Cesto dovodi do izraZenijih (sinergizam) ili slabijih (antagonizam) toksi¢nih
ucinaka od ocekivanih, odnosno onih procijenjenih modelom (6,131). Stoga su svi dodatni
podaci o moguéim sinergistiCkim i antagonistickim odstupanjima od ocekivanog ponasanja
iznimno vazni za odgovarajucu procjenu rizika. U ovom poglavlju prikazani su rezultati analize
zajedni¢kog toksicnog djelovanja fenola, cijanida i tiocijanata u vodenim otopinama.
Eksperimentalni podaci o toksi¢nosti dobiveni su primjenom testa toksi¢nosti s Aliivibrio
fischeri. Tablica 28 sadrzi rezultate testa toksi¢nosti. Podaci prikazuju parametre lineariziranih

krivulja doza-odgovor i pripadaju¢e ECso vrijednosti.
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Tablica 28 Rezultati testa toksi¢nosti s Aliivibrio fischeri za binarne i ternarne smjese fenola,

cijanida i tiocijanata

Kombinacija Omjer smjese  Presjeck Nagib ~ R>  ECso/mM
Fenol i cijanid 25:75 1,579 1,259 0,9953  0,0557
50:50 1,676 1,145 0,9938 0,0344
75:25 1,742 1,117 0,9972  0,0275
Fenol i tiocijanat 25:75 0,745 1,376 0,9955 0,2875
50:50 0,602 1,213 09973 0,3188
75:25 0,453 1,176 0,9947 0,4120
Cijanid i tiocijanat 25:75 1,744 1,132 0,9975  0,0288
50:50 1,481 1,059 0,9971 0,0400
75:25 1,189 1,040 0,9953 0,0719
Fenol i cijanid 1 tiocijanat  25:25:50 1,972 1,763 0,9967 0,0619
25:50:25 2,173 1,521 0,9935 0,0151
50:25:25 1,963 1,621 0,9963  0,0250

33,3:33,3:33,3 1,811 1,330 0,9972  0,0236

Matematicko modeliranje

Koncentracije 1 eksperimentalno odredene vrijednosti toksi¢nosti binarnih 1 ternarnih smjesa

fenola, cijanida i tiocijanata (Tablica 28) ugradene su u aditivni model, tj. u jednadzbu aditivne

izobole (37):
C.
ZTUL:Z L1 37)
l. —~ ECs0,

gdje je
— ci koncentracije komponente i u smjesi [mmol/L],

— ECso,i koncentracija komponente koja uzrokuje bioloski odgovor kod 50 % populacije,
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— TUi toksikoloski u¢inak komponente i.
Konstruirani su izobologrami binarnih i ternarnih smjesa (Slika 37). Izobola (engl. isobole) je
graficki prikaz kombiniranog uc¢inka dviju ili viSe toksi¢nih tvari. Na osima x i y nalaze se
koncentracije pojedinih komponenata smjese koje u odredenoj kombinaciji uzrokuju isti
bioloski ucinak, najces¢e izrazen kao ECy vrijednost. Svaka tocka na izoboli predstavlja
specificnu kombinaciju koncentracija toksi¢nih tvari koja dovodi do ciljanog efekta. Takav
prikaz omogucuje vizualnu procjenu interakcija medu komponentama smjese. U
ekotoksikologiji se najcesce koristi aditivna izobola, koja predstavlja ocekivano ponasanje
smjese u slucaju da sve komponente djeluju aditivno, tj. bez medusobne interakcije. Aditivna
izobola je u pravilu linearna i spaja tocke na kojima bi svaka od komponenti samostalno
izazvala ciljani u€inak. Primjerice, za ECso uinak, ta linija spaja tocke (ECso komponenta 1, 0)
1 (0, ECso komponenta 2) na dvodimenzionalnom grafu. Ukoliko se eksperimentalne tocke
nalaze ispod aditivne izobole (konkavna zakrivljenost prema dolje), to upucuje na sinergisticki
ucinak, tj. kombinacija tvari izaziva jaci u¢inak nego $to bi se ocekivalo na temelju njihovih
pojedinac¢nih toksi¢nosti. Suprotno tome, ako se tocke nalaze iznad aditivne izobole (konkavna
zakrivljenost prema gore), to upucuje na antagonisticki u¢inak, odnosno oslabljeno djelovanje

u smjesi u odnosu na ocekivani aditivni odgovor [10].
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Slika 37 Izobologrami binarnih (A, B, C) i ternarnih (D) smjesa fenola, cijanida 1 tiocijanata

Aditivna izobola koja spaja tocke (0, 1) i (1, 0) za binarne smjese prikazuje ponasanje prema
aditivnom modelu, odnosno funkciju opisanu jednadzbom (36).

U slucaju ternarnih smjesa, model aditivnog ponasanja predstavljen je ravninom koja povezuje
tocke (0,0,1), (0,1,0) 1 (1,0,0). Kako bi se bolje vizualiziralo pozicioniranje tocaka, kut prikaza
za slu¢aj D postavljen je tako da su ravnine vidljive samo u presjeku, odnosno kao linije. S
obzirom na to da je odredivanje toksi¢nosti podlozno slucajnim pogreskama, odabran je interval
predvidanja od + 20 % (podrucje omedeno izobolama 0,8 1 1,2) kako bi se povecala pouzdanost
donesenih zakljucaka.

Za smjesu fenola i cijanida moZze se uociti da na polozaj 7U tocaka znacajno utjeCe dominantna
toksicnost cijanida, budu¢i da su relativno blizu osi cijanida (u ovom slucaju to je ordinata).
Sve tri TU tocke nalaze se ispod aditivne izobole, no tocke koje se odnose na smjese u kojima
cijanid ¢ini 50 1 75 % ukupne koncentracije toksi¢nih tvari nalaze se unutar predvidenog
intervala 0,8 — 1,2. Medutim, promatraju¢i polozaj TU tocke smjese s 25 % cijanida, koja se
nalazi ispod izobole 0,8, jasno je vidljivo da postoji trend prema kojem bi 7U tocke nastavile

izlaziti iz intervala 0,8 — 1,2 kako se sadrzaj fenola dodatno povecava. To ukazuje na
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sinergisti¢ko djelovanje ove dvije toksi¢ne tvari, koje je djelomicno prikriveno dominantnom
toksi¢noscu cijanida.

Sinergisti¢ko djelovanje primjecuje se 1 kod kombinacije fenola i tiocijanata, ali je u ovom
slucaju situacija mnogo izrazenija. Zbog sli¢ne toksicnosti fenola i tiocijanata, ne dolazi do
pozicioniranja 7U tocaka u blizini apscise ili ordinate te su sve tri smjese rezultirale 7U to€kama
ispod izobole 0,8.

Kod otopina u kojima su kombinirani cijanid i tiocijanat, dominantna toksi¢nost cijanida
ponovno je dovela do pozicioniranja 7U tocaka relativno blizu osi cijanida (u ovom slucaju to
je apscisa). Medutim, nije uoc¢en nikakav odmak od aditivnosti, buduéi da su sve tri tocke unutar
odabranog predvidenog intervala. Stovise, nalaze se u neposrednoj blizini aditivne izobole.
Nedostatak odstupanja od aditivnosti upucuje na potencijalno slicne mehanizme toksi¢nog
djelovanja ovih dviju tvari.

Analiza ponasanja ternarnih smjesa nije pokazala dodatno pojacanje sinergizma. Tendencija
pozicioniranja 7U tocaka bila je viSe-manje ista kao 1 kod binarnih smjesa. Ponovno je vidljiv
dominantni utjecaj toksi¢nosti cijanida u odnosu na fenol 1 tiocijanat, Sto se ocituje u
pozicioniranju 7U to¢aka blizu osi cijanida. Sve Cetiri smjese rezultirale su 7U to¢kama ispod
ravnine aditivnosti. 7U toc¢ke smjesa s nizim sadrzajem fenola (25 %) blize su ravnini
aditivnosti, dok su tocke koje odgovaraju nesto viSim sadrzajima fenola (33,3 1 50 %) u
neposrednoj blizini izobolne ravnine 0,8: jedna tocka unutar, a jedna izvan predvidenog
intervala. Ovo ponovno ukazuje na sinergisticko djelovanje u otopinama koje sadrze fenol, koje
je pri nizim sadrzajima fenola djelomi¢no prikriveno, najvjerojatnije zbog dominantne

toksi¢nosti cijanida.
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4.2. Biorazgradnja smjese

Opcenito, industrijski otpadni tokovi sadrze smjesu oneciS¢ujucih tvari, $to otezava njihovu
biolosku obradu jer svaka komponenta zahtjeva razli¢ite procesne uvjete. Nadalje, bioloska
obrada monosupstrata moZze biti inhibirana prisutno$¢u dodatnog supstrata u otpadnoj vodi.
Interakcija viSe supstrata zahtjevna je zbog njihove medusobne kompeticije za bakterijske
enzime, ali 1 toksi¢nosti. Kada se mikroorganizmi uzgajaju na dva kompatibilna supstrata,
primjerice na dva izvora ugljika, skloni su najprije iscrpiti onaj koji omogucuje najvecu brzinu
rasta. To je u skladu s istrazivanjem Singh 1 Balomajumder [11], u kojem mikroorganizam
najprije iskoriStava glukozu, a potom fenol i cijanid. Naime, biorazgradnja otopine koja sadrzi
mjeSavinu supstrata sloZenija je i sporija, a u nekim slu¢ajevima i neucinkovita, u usporedbi s

razgradnjom pojedinacnih spojeva [93].

4.2.1. Rezultati prvog preliminarnog pokusa

U sklopu preliminarnih pokusa odredena je CFU vrijednost za tri eksperimentalne varijante, s
bakterijom Pseudomonas putida (R1), mikroalgom Chlorella sp (R2) te njthovom mjeSovitom
kulturom (R3), s ciljem procjene njihove sposobnosti biorazgradnje smjese fenola, cijanida i
tiocijanata koncentracije 1 mmol/L. Slika 38 prikazuje tijek promjene CFU vrijednosti tijekom

14 dana pokusa za sve tri eksperimentalne varijante.
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Slika 38 Promjena logaritamske CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putida, mikroalge
Chlorella sp. i njihove mjeSovite kulture tijekom 14 dana izloZenosti smjesi fenola, cijanida i

tiocijanata koncentracije 1 mmol/L
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U reaktorskoj jedinici koja je sadrzavala bakterijsku kulturu Pseudomonas putida (R1)
zabiljezena je pocCetna stagnacija broja kolonija tijekom prva dva dana, nakon cega slijedi
izrazen porast broja kolonija do Sestog dana, a zatim pad broja kolonija do kraja pokusa.
Pocetna CFU vrijednost iznosila je 1,9 x 10 CFU/mL, dok je nakon 14 dana iznosila 1,1 x 10¢
CFU/mL. Ovi rezultati ukazuju na prisutnost svih tipicnih faza bakterijskog rasta, od
prilagodbe, eksponencijalnog rasta, stacionarne do faze odumiranja. U usporedbi s kontrolom
(SP1), nije zabiljezen porast broja kolonija, Sto upucuje na ogranic¢enu sposobnost bakterije da
smjesu ispitivanih tvari upotrijebi kao izvor ugljika i energije.

U reaktorskoj jedinici s mikroalgom Chlorella sp. (R2), CFU vrijednosti su tijekom trajanja
pokusa pokazivale stabilan 1 postupan rast, uz dosljedno vise vrijednosti u prisutnosti smjese
fenola, cijanida i tiocijanata u odnosu na odgovarajucu kontrolu (SP2). Pocetna CFU vrijednost
bila je 6,4 x 10° CFU/mL, a na kraju pokusa dostigla je vrijednost od 1,3 x 10° CFU/mL, §to
ukazuje na uspjesSnu prilagodbu mikroalge i njenu potencijalnu sposobnost biorazgradnje
prisutnih toksi¢nih spojeva.

U reaktorskoj jedinici s mjeSovitom kulturom (R3), dinamika promjene CFU vrijednosti bila je
nestabilna. Nakon pocetnog rasta do sedmog dana, broj kolonija se smanjivao prema kraju
pokusa. Zanimljivo je da su cijelo vrijeme trajanja pokusa CFU vrijednosti bile nize u
prisutnosti smjese fenola, cijanida i tiocijanata, nego u kontrolnom uzorku (SP3). Po¢etna CFU
vrijednost iznosila je 1,2 x 10° CFU/mL, a krajnja 2,1 x 10 CFU/mL. Ovi rezultati upucuju na
mogu¢ negativan medusobni utjecaj mikroorganizama ili na inhibicijski uc¢inak toksi¢ne
smjese, koji se izrazenije ocitovao u prisustvu obje kulture. Monteiro i sur. [143] takoder su
opazili da je maksimalna specifi¢na stopa rasta Pseudomonas putida bila viSa nego u ona
mjeSovitih kultura u pokusima biorazgradnje fenola.

Uz kvantifikaciju broja kolonija, tijekom prvog preliminarnog pokusa pracene su i promjene
koncentracija fenola, cijanida i tiocijanata tijekom vremena kako bi se procijenio stupanj
njihove biorazgradnje primjenom odabranih mikroorganizama. Slika 39 prikazuje uc¢inkovitost
biorazgradnje (%) smjese fenola, cijanida i tiocijanata koncentracije 1 mmol/L primjenom
bakterije Pseudomonas putida, mikroalge Chlorella sp. i njihove mjeSovite kulture tijekom 14

dana.
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Slika 39 Ucinkovitost biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata bakterijom Pseudomonas
putida, mikroalgom Chlorella sp. i1 njihovom mjeSovitom kulturom tijekom prvog

preliminarnog pokusa

U svim eksperimentalnim varijantama fenol je u potpunosti uklonjen iz otopine §to ukazuje na
visoku biorazgradivost ovog spoja u danim uvjetima. Medutim, izostanak znacajnijeg porasta
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broja kolonija tijekom pokusa sa Pseudomonas putida sugerira da uklanjanje fenola nije nuzno
bilo pra¢eno proporcionalnim mikrobnim umnazanjem, $to upucuje na mogucu metabolicku
aktivnost bez stanicne diobe ili na pojavu stresnog odgovora bakterije. Jedno od mogucih
objasnjenja jest da su stanice Pseudomonas putida u uvjetima prisutnosti toksi¢ne smjese
djelomic¢no presle u metabolizam odrZavanja, u kojem se energija koristi za prezivljavanje i
detoksikaciju, a ne za rast. Takoder, treba uzeti u obzir da su uz fenol u otopini bile prisutne i
druge toksi¢ne komponente koje mogu imati inhibicijski u¢inak na klju¢ne enzime ukljucene u
razgradnju fenola, kao $to su fenol hidroksilaza i druge oksigenaze, €iji je rad ovisan o metalnim
kofaktorima. Cijanid, kao poznati inhibitor metalnih enzima, moze narusiti oksidativne puteve,
dok tiocijanat mozZe poremetiti ionsku ravnoteZu i1 izazvati dodatni fizioloSki stres. Moguce je
da je fenol, iako razgraden, djelomic¢no metaboliziran alternativnim putevima bez popratne
biomase, pri ¢emu se energija usmjerava na detoksikaciju, a ne na biosintezu. Ova pojava, iako
kontradiktorna na prvi pogled, zabiljeZena je i u drugim istrazivanjima u kojima je razgradnja
fenola bila u€inkovita, ali nije bila pra¢ena oc¢ekivanim porastom broja stanica zbog prisutnosti
dodatnih stresora u sustavu [84, 89]. Stoga se moze pretpostaviti da je uc¢inkovitost razgradnje
fenola u ovom slucaju rezultat visoke metabolicke fleksibilnosti bakterije Pseudomonas putida,
ali i da je ukupna fizioloska aktivnost bila modulirana kombiniranim toksi¢nim ucinkom
smjese, Sto je ogranicilo rast i odrzavanje stabilne populacije. Ovi nalazi ukazuju na vaznost
istovremene interpretacije kvantitativnih i1 kvalitativnih parametara biorazgradnje jer sama
razgradnja ne znaci nuzno optimalne uvjete za rast mikroorganizama, osobito u sloZenim,
viSekomponentnim sustavima.

Kada je rijec o cijanidu, bakterijska kultura Pseudomonas putida razgradila je priblizno 46 %,
dok je mikroalga Chlorella sp. pokazala znatno viSu sposobnost biorazgradnje od 83 %.
Nasuprot tome, tiocijanati su se pokazali izrazito postojanima. Kod obje monokulture
zabiljeZzena je ucinkovitost biorazgradnje ispod 10 %. Jos slabiji rezultati dobiveni su za
mjeSovitu kulturu, kod koje su u€inkovitosti biorazgradnje cijanida i tiocijanata ispod 5 %, Sto
ukazuje na nedostatak sinergijskog djelovanja ili ¢ak kompetitivne inhibicije unutar zajednice
mikroorganizama.

Buduéi da su primijenjeni mikroorganizmi striktno aerobni, biorazgradnja ispitivanih tvari
prirodno je povezana s potroSnjom kisika, zbog ¢ega je pracenje koncentracije otopljenog kisika
tijekom pokusa vazno za neizravnu procjenu intenziteta biorazgradnje. Slika 40 prikazuje

promjene koncentracija otopljenog kisika tijekom provedbe prvog preliminarnog pokusa.
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U reaktorskoj jedinici s bakterijom Pseudomonas putida (R1), koncentracija otopljenog kisika
ostala je gotovo nepromijenjena tijekom prva tri dana, nakon ¢ega je zabiljeZen blagi porast.
Usporedbom s kontrolom (SP1) vidljivo je da su koncentracije kisika u prisutnosti smjese
fenola, cijanida i tiocijanata tek neznatno nize unutar prva cetiri dana, §to upucuje na ogranicenu
aktivnost bakterija u pocetnoj fazi pokusa i relativno slab intenzitet biorazgradnje.

S druge strane, u reaktorskoj jedinici s mikroalgom Chlorella sp. (R2) zabiljeZena je izrazenija
razlika u koncentraciji otopljenog kisika u odnosu na kontrolni uzorak (SP2). Pad koncentracije
kisika dodatno potvrduje ve¢ ranije utvrdenu visoku u€inkovitost mikroalge u razgradnji fenola
i cijanida, jer intenzivniji metabolizam rezultira veCom potro$njom kisika.

U reaktorskoj jedinici s mjeSovitom kulturom (R3), u vecem dijelu pokusa bile su sli¢ne
kontrolnim vrijednostima (SP3). To sugerira da nije doslo do znacajne biorazgradnje smjese,

Sto je u skladu s prethodnim rezultatima CFU vrijednosti i u¢inkovitosti biorazgradnje.

4.2.2. Rezultati drugog preliminarnog pokusa

U drugom preliminarnom pokusu pocetna koncentracija smjese fenola, cijanida 1 tiocijanata
smanjena je na 0,1 mmol/L kao posljedica slabe ucinkovitosti biorazgradnje u prvom
preliminarnom pokusu. U sklopu preliminarnih pokusa odredena je CFU vrijednost za tri
eksperimentalne varijante, s bakterijom Pseudomonas putida (R1), mikroalgom Chlorella sp
(R2) te njithovom mjeSovitom kulturom (R3), s ciljem procjene njihove sposobnosti
biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata koncentracije 0,1 mmol/L. Slika 41 prikazuje

tijek promjene CFU vrijednosti tijekom 14 dana pokusa za sve tri eksperimentalne varijante.
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Slika 41 Promjena logaritamske CFU vrijednosti bakterije Pseudomonas putida, mikroalge
Chlorella sp. 1 njihove mjeSovite kulture tijekom 14 dana izloZenosti smjesi fenola, cijanida i

tiocijanata koncentracije 0,1 mmol/L
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U reaktorskoj jedinici s bakterijom Pseudomonas putida (R1) nije zabiljezena faza prilagodbe
vec¢ je rast bakterije zapoceo eksponencijalno. Ovakav uzorak rasta u skladu je s literaturnim
podacima koji upucuju na inhibicijski u€inak toksi¢nih tvari na rast Pseudomonas putida pri
visim koncentracijama, o kojima ovisi i trajanje faze prilagodbe [143]. U prvom preliminarnom
pokusu, u kojemu je koncentracija smjese bila viSa, primijecena je 1 duza faza prilagodbe
mikroorganizma. Pocetna CFU vrijednost iznosila je 8,3 x 10° CFU/mL, a do kraja pokusa pala
jena 1,1 x 10 CFU/mL. Kao i u prvom preliminarnom pokusu, CFU vrijednosti u reaktorskoj
jedinici R1 nisu premasile one u kontroli SP1, §to znaci da bakterija ne koristi smjesu kao izvor
ugljika i energije.

Suprotno tome, u reaktorskoj jedinici s mikroalgom Chlorella sp. (R2) zabiljeZen je stabilan
rast broja kolonija, uz konzistentno viSe CFU vrijednosti u odnosu na kontrolu (SP2), Sto
upucuje na ucinkovitu biorazgradnju smjese. Pocetna CFU vrijednost iznosila je 4,8 x 10¢
CFU/mL, dok je nakon 14 dana narasla na 8,9 x 10° CFU/mL.

U reaktorskoj jedinici s mjeSovitom kulturom (R3) uocen je dinamiCan obrazac. Nakon
pocetnog smanjenja CFU vrijednosti uslijedio je kratkotrajan porast broja kolonija, te ponovni
pad nakon sedmog dana. CFU vrijednost na pocetku pokusa iznosila je 4,1 x 107 CFU/mL, dok
je po zavrsetku pokusa iznosila 1,1 x 10° CFU/mL. U pojedinim vremenskim tockama CFU
vrijednosti bile su vise u kontroli (SP3) nego u prisutnosti fenola, cijanida i tiocijanata.

Uz kvantifikaciju broja kolonija, tijekom drugog preliminarnog pokusa prac¢ene su i promjene
koncentracija fenola, cijanida i tiocijanata kako bi se procijenio stupanj njihove biorazgradnje
primjenom odabranih mikroorganizama. Slika 42 prikazuje u¢inkovitost biorazgradnje (%)
smjese fenola, cijanida i tiocijanata koncentracije 1 mmol/L primjenom bakterije Pseudomonas

putida, mikroalge Chlorella sp. 1 njihove mjeSovite kulture tijekom 14 dana.
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Slika 42 Ucinkovitost biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata bakterijom Pseudomonas

putida, mikroalgom Chlorella sp. 1 njihovom mjeSovitom kulturom tijekom drugog

preliminarnog pokusa
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Smanjenjem pocetne koncentracije smjese zabiljezen je znatan porast ucinkovitosti
biorazgradnje cijanida i tiocijanata, dok je biorazgradnja fenola i dalje ostala visoka u svim
eksperimentalnim varijantama.

Kao i u prvom preliminarnom pokusu, fenol je u potpunosti uklonjen iz otopine i to ve¢ na
polovini trajanja pokusa u sva tri slu¢aja (R1, R2, R3). S druge strane, Pseudomonas putida
(R1) uklonila je 42,86 % cijanida, Chlorella sp. (R2) uklonila je 52,70 % cijanida, a mjeSovita
kultura (R3) 48,57 % cijanida. lako je biorazgradnja tiocijanata i dalje ogranic¢ena, u¢inkovitost
je visa u odnosu na prvi preliminarni pokus. Najvecu uc€inkovitost biorazgradnje tiocijanata
pokazala je mikroalga Chlorella sp. (33,43 %), dok su Pseudomonas putida i mjeSovita kultura
postigle 19,21 %, odnosno 12,26 % biorazgradnje tiocijanata. Rezultati su pokazali da je
reaktorska jedinica s mikroalgom Chlorella sp. (R2) pokazala najveci kapacitet biorazgradnje,
Sto je u skladu s rezultatima prvog preliminarnog pokusa te korelira s CFU vrijednostima. Zbog
navedenih rezultata mikroalga Chlorella sp. odabrana je kao modelni organizam u glavnom
pokusu biorazgradnje 1 optimizaciji uvjeta procesa. Vrijeme trajanja glavnog pokusa
biorazgradnje reducirano je na 7 dana obzirom da se nakon sedmog dana pokusa biorazgradnja
stabilizira i ne pokazuje daljnji napredak.

Slika 43 prikazuje promjene koncentracija otopljenog kisika tijekom proovedbe drugog

preliminarnog pokusa.
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Slika 43 Promjene koncentracija otopljenog kisika tijekom provedbe drugog preliminarnog

pokusa
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U svim reaktorskim jedinicama (R1, R2, R3) zabiljezene su nize koncentracije otopljenog
kisika u odnosu na njihove kontrole (SP1, SP2, SP3), Sto ukazuje na potros$nju kisika tijekom
bioloSke razgradnje. U reaktorskoj jedinici s bakterijskom monokulturom Pseudomonas putida
(R1) do izrazenijeg pada koncentracije otopljenog kisika doslo je tre¢eg dana pokusa, Sto je u
skladu s fazom intenzivnog metabolizma. U reaktorskoj jedinici s mikroalgom Chlorella sp.
(R2) zabiljezena je najveca razlika izmedu koncentracije otopljenog kisika u smjesi fenola,
cijanida i tiocijanata te kontrolnog uzorka (K2), §to dodatno potvrduje ucinkovitost mikroalge
u biorazgradnji. U reaktorskoj jedinici s mjeSovitom kulturom (R3), koncentracija otopljenog
kisika bila je nesto niza nego u kontrolnom uzorku (K3), no nije zabiljeZzen znacajan pad tijekom
pokusa. Umyjesto toga, uocen je relativno stabilan profil koncentracije kisika, $to upucuje na
ogranic¢enu mikrobiolosku aktivnost i slab intenzitet biorazgradnje u tom sustavu.

Tijekom izvodenja preliminarnih pokusa, morfologija stanica bakterije i mikroalge pracena je
mikroskopskom analizom. U oba pokusa nisu uocene vidljive morfoloSke promjene stanica
bakterije ni mikroalge. Slika 44 1 Slika 45 prikazuju mikrofotografije bakterije i mikroalge te
potvrduju ocuvanost stanicne strukture. Nisu uocene razlike izmedu mikrobnih stanica u

kontrolnim 1 testnim uzorcima.

Slika 44 Mikrofotografije trajnih preparata bakterije Pseudomonas putida obojane po Gramu,
snimljene SEM-om pri povecanju od 1000 x u uzorku SP1 treéeg dana prvog preliminarnog

pokusa (A) te u uzorku R1 treceg dana drugog preliminarnog pokusa (B)
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Slika 45 Mikrofotografije mikroalge Chlorella sp. snimljene SEM-om pri povecanju od 400 x
u uzorku SP2 po zavrsetku prvog preliminarnog pokusa (A) te u uzorku R2 po zavrsetku drugog

preliminarnog pokusa (B)

Rezultati testova toksicnosti s Aliivibrio fischeri nisu pokazali toksi¢nost filtrata zbog ¢ega nisu

prikazani u ovom radu.

4.2.3. Rezultati glavnog pokusa biorazgradnje

Cilj glavnog pokusa biorazgradnje bio je optimizirati proces biorazgradnje smjese fenola,
cijanida i tiocijanata prema Full Factorial dizajnu. Na temelju rezultata preliminarnih pokusa,
za provedbu glavnog pokusa biorazgradnje odabrana je mikroalga Chlorella sp., a trajanje
pokusa skraceno je s 14 na 7 dana zbog uocene stagnacije biorazgradnje nakon tog razdoblja.
Dodatno, u glavnom pokusu biorazgradnje primijenjen je modificirani mineralni medij
(Tablica 20). Promjena u sastavu mineralnog medija uvedena je zbog niske ucinkovitosti
biorazgradnje tiocijanata. Poznato je da tijekom razgradnje tiocijanata dolazi do stvaranja
sulfata, amonijaka i1 ugljikova dioksida [111]. Prema studiji Rapera 1 sur. [113], amonijak pri
koncentraciji od 316 mg/L ima inhibitorni u€inak na razgradnju tiocijanata, dok sulfati u
koncentracijskom rasponu od 80 do 2000 mg/L ne utje¢u znacajno na taj proces. S obzirom na
to da je mineralni medij upotrijebljen u preliminarnim pokusima sadrzavao poviSenu
koncentraciju amonijaka koji je potencijalno mogao inhibirati biorazgradnju tiocijanata, za
potrebe glavnog pokusa biorazgradnje sastav mineralnog medija je modificiran smanjenjem
koncentracije amonijaka te zamjenom sulfata kloridima [124]. Modificirani mineralni medij
formuliran je tako da bude prikladan za rast i metabolizam mikroalge, ¢ime su osigurani
optimalni uvjeti za evaluaciju biorazgradnog potencijala u razli¢itim eksperimentalnim

kombinacijama.
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Tijekom glavnog pokusa biorazgradnje ispitivana su tri ¢imbenika: pH vrijednost, opticka
gustoca kulture i pocCetna koncentracija smjese toksi¢nih tvari, pri ¢emu je svaki ¢imbenik
ispitan na tri razine, sukladno opisu u poglavlju 3.3.3. Kao odziv procesa uzet je postotak
biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata, izraCunat prema jednadzbi (35).

Tijekom glavnog pokusa biorazgradnje, broj Zivih stanica mikroalge izraZzen kao CFU pracen
je u odabranim vremenskim to¢kama, a promjene logaritmiranih CFU vrijednosti prikazane su
graficki u ovisnosti o vremenu. Slika 46, Slika 47 i Slika 48 prikazuju rezultate za tikvice T1

do T27 (vidi Tablica 22) te njihove pripadajuce kontrole (SP).
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Slika 46 Promjena logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom 7 dana

provedbe glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T1 do T9
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Slika 47 Promjena logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom 7 dana
provedbe glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T10 do T18
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Slika 48 Promjena logaritamske CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. tijekom 7 dana
provedbe glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T19 do T27

128



U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 0,10 (tikvice T1
do T9), nije zabiljezen porast CFU vrijednosti tijekom trajanja pokusa. U vecini uzoraka,
krajnje vrijednosti bile su nize od pocetnih, kao 1 od pripadajuc¢ih kontrola (SP). Primjerice, u
uzorku T5 (pH 10, ¢ 0,25 mmol/L) najveca zabiljezena CFU vrijednost iznosila je 2,0 x 10¢
CFU/mL, za razliku od pocetne vrijednosti koja je iznosila 2,5 x 10 CFU/mL. S obzirom na
izostanak rasta mikrobnih stanica, moze se zakljuciti da u uzorcima T1 do T9 nije doslo do
znacCajne biorazgradnje.

U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 0,50 (tikvice T10
do T18), zabiljezene su vise CFU vrijednosti u odnosu na odgovarajuce kontrole (SP), osim u
uzorcima T12, T13 1 T14, u kojima je rast izostao. Najveci broj stanica u ovoj skupini uzoraka
imala je tikvica T10 (pH 10, ¢ 0,25 mmol/L), s CFU vrijednosti od 6,0 x 106 CFU/mL na kraju
pokusa, §to je porast u odnosu na pocetnih 2,4 x 10° CFU/mL i vrijednost viSa od kontrolnog
uzorka (4,9 x 10° CFU/mL). Ovi rezultati ukazuju na prisutnu biorazgradnu aktivnost.

U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 1,00 (tikvice T19
do T27), svi uzorci pokazali su stabilan 1 izrazen porast CFU vrijednosti. Krajnje vrijednosti u
svim slucajevima bile su vise od kontrolnih (SP). Najvise CFU vrijednosti (1,3-107 x CFU/mL)
zabiljezene su u uzorcima T21 (pH 8, ¢ 0,25 mmol/L), T22 (pH 10, ¢ 0,50 mmol/L), T23 (pH
6, ¢ 0,75 mmol/L) 1 T25 (pH 10, ¢ 0,25 mmol/L), uz po€etnu vrijednost od 7,5 x 106 CFU/mL.
Analizom svih eksperimentalnih skupina moze se uociti da je najveci broj stanica mikroalge
Chlorella sp. primijecen pri najnizoj koncentraciji smjese toksic¢nih tvari (0,25 mmol/L) i pH
10, Sto sugerira da upravo ti uvjeti najvise pogoduju rastu i aktivnosti mikroalge. Ipak, u skupini
uzoraka s najviSom vrijednosti opticke gusto¢e suspenzije mikroalge (1,00) (tikvice T19 do
T27) zabiljeZen je dosljedno veci broj stanica mikroalge u viSe razli¢itih kombinacija uvjeta,
Sto ukazuje na to da je opticka gustoa najvazniji pojedinac¢ni ¢imbenik koji utjeCe na
ucinkovitost biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata u ovom sustavu.

Tijekom sedam dana trajanja glavnog pokusa biorazgradnje, analizirana je 1 koncentracija
fenola, cijanida i tiocijanata iz kojih je izraCunata uc¢inkovitost biorazgradnje. Kod svih uzoraka
uocen je gotovo linearan porast u¢inkovitosti biorazgradnje fenola kroz vrijeme, dok su kod
cijanida i tiocijanata vrijednosti u¢inkovitosti biorazgradnje u vecini uzoraka rasle tijekom prva
tri dana, nakon ¢ega su se stabilizirale. Rezultati su prikazani u obliku grafikona kroz promjenu
vrijednosti biorazgradnje (%) tijekom vremena u tikvicama T1 do T9 (Slika 49), T10 do T18
(Slika 50) i T19 do T27 (Slika 51).
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Slika 49 Ucinkovitost biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata mikroalgom Chlorella sp.

tijekom glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T1 do T9
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Slika 50 Ucinkovitost biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata mikroalgom Chlorella sp.

tijekom glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T10 do T18
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Slika 51 Ucinkovitost biorazgradnje fenola, cijanida i tiocijanata mikroalgom Chlorella sp.

tijekom glavnog pokusa biorazgradnje u tikvicama T19 do T27
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U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 0,10 (tikvice T1
do T9), zabiljezena je najveca ucinkovitost biorazgradnje fenola, zatim cijanida, dok je
biorazgradnja tiocijanata najslabija. Najpovoljniji rezultat u ovoj skupini postignut je u uzorku
T5 (pH 10, ¢ 0,25 mmol/L), u kojemu je razgradeno 90,00 % fenola, 45,47 % cijanida i 29,01
% tiocijanata.

U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 0,50 (tikvice T10
do T18), najbolji rezultat postignut je u uzorku T17, s u€inkovitosti biorazgradnje fenola od
88,00 %, cijanida 47,90 % i tiocijanata 59,55 %.

U reaktorskoj jedinici s pocetnom optickom gusto¢om suspenzije mikroalge 1,00 (tikvice T19
do T27), svi su uzorci pokazali visoku ucinkovitost biorazgradnje. Najveci postotak
biorazgradnje zabiljezen je u uzorku T21, gdje je fenol u potpunosti razgraden, a cijanid i
tiocijanat 87,12 %, odnosno 85,61 %.

Ukupna analiza pokazuje da se najveéa u¢inkovitost biorazgradnje postiZe pri najnizoj pocetnoj
koncentraciji oneciS¢uju¢e smjese (0,25 mmol/L) 1 pri pH 10. Najizrazeniji utjecaj na
ucinkovitost biorazgradnje ipak je imala koncentracija biomase mikroalge izrazena kao opticka
gustoca suspenzije. Kada je opticka gustoa suspenzije iznosila 1,00, ucinkovitost
biorazgradnje bila je najveca neovisno o ostalim procesnim uvjetima.

Nize koncentracije oneciS¢ujucih tvari smanjuju toksi¢ni ucinak na mikroorganizme, ¢ime
omogucuju stabilniji metabolizam 1 bolju aktivnost. Pove¢ane koncentracije fenola, cijanida i
tiocijanata mogu uzrokovati inhibiciju stanicnog metabolizma i rasta, jer zahtijevaju veci
energetski utroSak za procese detoksikacije. Prema literaturi, fenoli u smjesama dodatno
umanjuju ucinkovitost biorazgradnje, djelomi¢no zbog stvaranja toksi¢nih meduprodukata te
inhibicije enzima [11, 93]. Razgradnja fenola ukljucuje djelovanje specificnih enzima fenol
hidroksilaze, katehol dioksigenaze i mukonat ciklo izomeraze, a razgradnja cijanida nitrilaze 1
cijanaze [144]. Medutim, toksi¢nost spojeva poput cijanida i tiocijanata moze dovesti do
smanjenja aktivnosti ovih enzima ¢ak i pri niskim koncentracijama [13], dok poviSene
koncentracije tiocijanata mogu inhibirati aktivnost cijanaze, enzima klju¢nog za razgradnju
cijanida [113]. Tiocijanati su, kao i u preliminarnim pokusima, pokazali najnizi stupanj
biorazgradnje. Iako su manje toksi¢ni za Chlorella sp. u usporedbi s fenolom i cijanidom, rije¢
je o kemijski stabilnijim spojevima, §to otezava njihovu biolosku razgradnju. Uz to, poznato je
da se tiocijanati mogu sekundarno formirati tijekom prirodne detoksikacije cijanida, $to moze
dodatno otezati njihovo uklanjanje iz sustava [145]. Unato¢ tome, postotak biorazgradnje
tiocijanata bio je znacajno visi u glavnom pokusu biorazgradnje nego u preliminarnim

pokusima, §to se moze pripisati modifikaciji mineralnog medija.
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Tijekom pripreme glavnog pokusa biorazgradnje, pH vrijednost svakog uzorka podesena je na
ciljane razine od 6, 8 ili 10, uz prihva¢enu mjernu nesigurnost od = 0,15, koja se moze pripisati
greSkama tijekom mjerenja. Sedmog dana pokusa ponovno su izmjerene pH vrijednosti svih
uzoraka. Tablica 29 prikazuje pocetne i krajnje pH vrijednosti u uzorcima T1 do T27. Uoceno
je da su se tijekom pokusa pH vrijednosti svih uzoraka priblizile neutralnom do slabo bazi¢nom

rasponu (7,5 — 8), bez obzira na inicijalno postavljenu pH vrijednost.

Tablica 29 Prikaz pH vrijednosti uzoraka T1 do T27 prije i nakon glavnog pokusa
biorazgradnje

tikvica  pocetni pH  konacni pH

Tl 10,00 8,12
T2 6,00 7,43
T3 8,00 7,68
T4 10,00 8,54
TS 10,00 8,36
T6 6,00 7,16
T7 6,00 7,23
TS 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
TI8 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 mikroalge Chlorella sp. [146]. Prema
dostupnoj literaturi, optimalna pH vrijednost za aktivnost enzima ukljuc¢enih u biorazgradnju
cijanida nalaze se izmedu 6 19, dok se najviSa ucinkovitost biorazgradnje tiocijanata postize pri
alkalnim uvjetima, osobito pri pH 10 [147]. Dodatno, promjene pH tijekom pokusa mogu biti
posljedica kemijske ravnoteZze povezane s disocijacijom fenola, pri ¢emu pri visSim pH
vrijednostima dolazi do stvaranja fenolata i vodikovih iona [11]. Ovakva dinamika pH
vrijednosti u skladu je s literaturnim podacima, prema kojima dolazi do pada pH vrijednosti
uslijed stvaranja kiselih metabolita tijekom pocetnih faza rasta, nakon ¢ega nastupa alkalizacija
medija kao posljedica iscrpljivanja izvora ugljika i promjene metabolicke aktivnosti stanica
[143]. Utjecaj pH na ucinkovitost biorazgradnje detaljnije je analiziran pomoc¢u odzivnih
povrsina, koje ¢e biti prikazane i interpretirane u sljede¢em poglavlju.

Koncentracija otopljenog kisika pracena je tijekom glavnog pokusa biorazgradnje. Rezultati su
prikazani u obliku grafikona kao ovisnost koncentracije kisika u tikvicama T1 do T9 (Slika 52),

T10 do T18 (Slika 53) 1 T19 do T27 (Slika 54). o vremenu.
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Pri pocetnoj optickoj gusto¢i suspenzije mikroalge 0,10 (tikvice T1 do T9), zabiljezena je
stabilna koncentracija otopljenog kisika tijekom prva tri dana pokusa, nakon cega slijedi pad
koncentracije kisika do Sestog dana pokusa. S obzirom na nisku vrijednost opticke gustoce i
slabiju ucinkovitost biorazgradnje, moze se pretpostaviti da je mikrobna aktivnost u ovim
uzorcima bila usporena te je potroSnja kisika nastupila tek nakon inicijalne faze prilagodbe
mikroalge na dane uvjete.

Pri pocetnoj optickoj gustoci suspenzije mikroalge 0,50 (tikvice T10 do T18), pad koncentracije
otopljenog kisika zabiljezen je ve¢ u prvom danu pokusa, a u narednim danima vrijednosti
ostaju relativno stabilne. Ovakav profil ukazuje na raniji pocetak biorazgradnje u odnosu na
prvu skupinu, Sto je u skladu s viSom pocetnom koncentracijo biomase u sustavu.

Pri pocetnoj optickoj gustoé¢i suspenzije mikroalge 1,00 (tikvice T19 do T27), uocene su
najizraZenije promjene u koncentraciji otopljenog kisika. Do pada koncentracije kisika dolazi
ve¢ prvog dana, slijedi stagnacija pa blagi porast nakon tre¢eg dana. Ovakav trend moze se
povezati s intenzivnom pocetnom mikrobnom aktivnos¢u i naknadnom prilagodbom mikroalgi
na uvjete u mediju.

Niza koncentracija otopljenog kisika u uzorcima T1 do T27 u odnosu na odgovarajuce
kontrolne uzorke (SP) ukazuju na prisutnost biorazgradnje tijekom koje je mikroalga trosila
kisik. Najve¢i pad koncentracije kisika 1 najveca ucinkovitost biorazgradnje smjese fenola,
cijanida i tiocijanata zabiljeZeni su u uzorcima T19 do T27, §to dodatno potvrduje vaznost
pocetne koncentracije biomase u procesu biorazgradnje.

Toksi¢nost smjesa fenola, cijanida i tiocijanata koncentracija 0,25 mmol/L, 0,75 mmol/L i 1,00
mmol/L prije pokusa biorazgradnje te filtrata T1 do T27 nakon pokusa biorazgradnje
procijenjena je primjenom standardiziranog testa inhibicije luminiscencije s morskom
bakterijom Aliivibrio fischeri. Tablica 30 prikazuje rezultate testa toksi¢nosti. Toksi¢nost je
izrazena preko ECzo 1 ECso vrijednosti, pri ¢emu nize vrijednosti upucuju na visi toksi¢ni u¢inak

na testni organizam.
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Tablica 30 Usporedba toksi¢nosti smjesa fenola, cijanida i tiocijanata prije i nakon (T1 —T27)

biorazgradnje primjenom testa s Aliivibrio fischeri

uzorak ECy [%] ECso [%]
prije pokusa biorazgradnje

smjesa 0,25 mmol/L - 11,19

smjesa 0,50 mmol/L - 9,42

smjesa 0,75 mmol/L 4,42 15,56

poslije pokusa biorazgradnje

T1 9,97 -
T2 - 9,91
T3 - 5,91
T4 26,63 39,93
TS5 - 12,04
T6 6,65 -
T7 5,09 23,99
T8 2,42 9,32
T9 1,87 11,57
T10 - 12,40
T11 11,32 27,61
T12 10,94 29,42
T13 - 10,33
T14 - 9,30
T15 - 6,53
T16 - -
T17 14,16 -
T18 - 7,28
T19 - 9,68
T20 0,23 -
T21 4,57 26,24
T22 - 7,97
T23 - 6,35
T24 341 13,06
T25 - 16,63
T26 - 19,82
T27 2,81 13,02
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Prema dobivenim rezultatima, najmanju toksi¢nost pokazao je uzorak T4 (ECaz0 26,63 %, ECso
39,93 %), u kojem je ucinkovitost biorazgradnje bila relativno niska (31,46 %). Suprotno tome,
uzorak T20 pokazao je najviSu toksic¢nost (EC20 0,23 %) iako je u njemu zabiljeZena vrlo visoka
ucinkovitost biorazgradnje (90,84 %). Sli¢an trend uocen je i kod uzoraka T22 1 T23, u kojima
su postotci biorazgradnje iznosili 86,79 % 178,65 %, dok su ECso vrijednosti bile izrazito niske
(7,97 % 1 6,35 %), Sto ukazuje na pojacan toksi¢ni uc¢inak unato¢ zadovoljavajuéem postotku
biorazgradnje. Zanimljivo je da su i uzorci s nizom uc¢inkovitoS¢u biorazgradnje, poput T2, T3
1 T15, takoder pokazali znatno sniZzene EC vrijednosti u odnosu na pocetnu smjesu. Ovi rezultati
upucuju na mogucéu pojavu toksi¢nih nusprodukata tijekom procesa biorazgradnje fenola,
cijanida 1 tiocijanata, koji mogu imati negativan utjecaj na testni organizam. Budu¢i da EC
vrijednosti u smjesama odrazavaju kumulativni u¢inak svih prisutnih komponenata, ukljucujuci
1 razgradne produkte, rezultati ukazuju na sloZenu prirodu toksi¢nih odgovora [93]. IstraZivanje
Marugana i sur. [40] takoder je potvrdilo visoku osjetljivost Aliivibrio fischeri na fenole i
cijanide te osobito na razgradne produkte nastale tijekom naprednih oksidacijskih procesa, §to

dodatno podupire dobivene rezultate.

4.2.4. Optimizacija procesa biorazgradnje

Optimizacija procesa biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata provedena je u glavnom
pokusu biorazgradnje, prema Full Factorial dizajnu, s tri varijable ispitane na tri razine (3°).
Kao varijable ispitane su:

— pocetna koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata (0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L

10,75 mmol/L),

— opticka gustoca suspenzije mikroalge (0,1, 0,51 1,0) te

— pocetna pH vrijednost medija (6, 8 1 10).
Eksperimentalni dizajn i analiza podataka provedeni su primjenom softverskog paketa Design-
Expert (v13, Stat-Ease Inc., SAD, 2025).
Tablica 31 prikazuje kombinacije varijabli i pripadajuce odzive procesa, izraZzene kao postotci
biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata. U svrhu razvoja predikcijskog modela
primijenjeno je viSekriterijsko odlu¢ivanje (engl. multi-criteria decision making) s ciljem
maksimizacije biorazgradnje svih triju spojeva. Budu¢i da je rije¢ o viSe zavisnih varijabli,
ukupna ucinkovitost sustava definirana je kao aritmeticka sredina postotaka biorazgradnje

fenola, cijanida 1 tiocijanata, pri ¢emu su sve tri varijable imale jednak tezinski faktor. Tako
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dobiven objedinjeni odziv posluzio je za statisticku analizu utjecaja pojedinih ¢imbenika i
njihovih medusobnih interakcija.

Tablica 31 Varijable i odzivi procesa u optimizaciji biorazgradnje

wzorak c (smjese) opticka gustoca pH ufinkovitost
[mmol/L] [-] [-] biorazgradnje
A B C [%]
T1 0,50 0,10 10,00 34,45
T2 0,25 0,10 6,00 46,86
T3 0,25 0,10 8,00 47,52
T4 0,75 0,10 10,00 31,46
TS 0,25 0,10 10,00 54,83
T6 0,50 0,10 6,00 39,98
T7 0,75 0,10 6,00 28,13
T8 0,50 0,10 8,00 44,74
T9 0,75 0,10 8,00 33,77
T10 0,25 0,50 10,00 53,16
T11 0,75 0,50 6,00 45,83
T12 0,25 0,50 8,00 62,77
T13 0,75 0,50 8,00 46,12
T14 0,50 0,50 8,00 47,14
T15 0,75 0,50 10,00 35,40
T16 0,50 0,50 10,00 47,14
T17 0,25 0,50 6,00 65,15
T18 0,50 0,50 6,00 57,79
T19 0,50 1,00 6,00 79,71
T20 0,25 1,00 6,00 90,84
T21 0,25 1,00 8,00 90,91
T22 0,50 1,00 10,00 86,79
T23 0,75 1,00 6,00 78,65
T24 0,75 1,00 10,00 73,11
T25 0,25 1,00 10,00 88,59
T26 0,50 1,00 8,00 78,68
T27 0,75 1,00 8,00 80,59
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Rezultati kvadratnog modela odziva dobiveni su metodologijom odzivne povrSine, a prikazani
su analizom varijance. Tablica 32 prikazuje rezultate analize varijance koja je provedena s
ciljem procjene statisticke znacajnosti pojedinih ¢imbenika unutar razvijenog modela odziva.
Ova statisticka analiza omogucéuje kvantitativnu procjenu utjecaja pojedinih c¢imbenika,
njihovih medusobnih interakcija 1 nelinearnih u¢inaka na odziv sustava, odnosno ukupnu
ucinkovitost biorazgradnje. RSM pristup omogucava ne samo identifikaciju znacajnih varijabli,
ve¢ 1 modeliranje odziva u odnosu na promjene u viSe ulaznih ¢imbenika simultano. Svaki

element tablice ima to¢no definirano znacenje:

— Zbroj kvadrata (engl. Sum of Squares, SS) oznacava ukupnu varijabilnost u odzivu koju
objasnjava odredeni izvor, bilo da je rije¢ o glavnim ¢imbenicima (koncentracija smjese
(A), opti¢ka gustoca (B) ili pH vrijednost (C)), njihovim interakcijama (npr. AB) ili
kvadratnim clanovima (npr. B?). Ve¢i SS upucuje na veéi doprinos tog Cimbenika
ukupnoj varijabilnosti odziva. Ukupan zbroj kvadrata (7otal SS) predstavlja ukupnu
varijabilnost svih eksperimentalnih rezultata, dok se rezidualni SS odnosi na
varijabilnost koju model nije uspio objasniti.

— Stupnjevi slobode (engl. Degrees of Freedom, df) definiraju broj nezavisnih vrijednosti
koje sudjeluju u procjeni varijabilnosti za pojedini izvor. Za glavne ¢imbenike df je
obi¢no 1, dok model kao cjelina ima onoliko stupnjeva slobode koliko sadrzi izraza.
Rezidualni df odreduje se kao razlika izmedu ukupnog broja pokusa i broja parametara
u modelu.

— Kovadrat srednje vrijednosti (engl. Mean Square, MS) izracunava se dijeljenjem SS s
pripadajué¢im df, te predstavlja prosje¢nu varijaciju koju pojedini ¢imbenik doprinosi
odzivu.

— F-vrijednost (engl. F-value) predstavlja omjer izmedu kvadrata srednje vrijednosti
pojedinog &imbenika i rezidualne srednje vrijednosti. Sto je F-vrijednost visa, to je
vjerojatnije da u€inak nije sluc¢ajan, ve¢ da ¢cimbenik zna€ajno utjece na odziv. F-test je
standardna komponenta u validaciji RSM modela jer omogucéuje procjenu kvalitete
modela i identifikaciju relevantnih varijabli.

— p-vrijednost (engl. p-value) predstavlja vjerojatnost da je dobiveni ucinak rezultat
slucajnosti. Vrijednosti manje od 0,05 obi¢no se tumace kao statisticki znacajne, $to
znaci da je doprinos odredenog ¢imbenika modelu opravdan i nije posljedica slucajne

varijacije. U kontekstu RSM-a, niska p-vrijednost potvrduje da uklju¢ivanje pojedinog
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izraza (¢imbenika, interakcije ili kvadratnog ¢lana) znacajno poboljSava prediktivnu

mo¢ modela.

Tablica 32 Analiza varijance modela

izvor SS df MS F-vrijednost  p-vrijednost
model 10246,45 9 1138,49 54029 <0,0001 znacajan
A 1190,10 1 1190,10 56,75 <0,0001
B 8281,42 1 8281,42 394,88 <0,0001
C 44,03 1 44,03 2,10 0,1656
AB 28,122 1 28,12 1,34 0,2629
AC 3,42 1 3,42 0,1633 0,6912
BC 1,20 1 1,20 0,0572 0,8139
A’ 8,0 1 8,02 0,3824 0,5445
B’ 391,35 1 391,35 18,66 0,0005
C? 13,15 1 13,15 0,6271 0,4393
rezidual 356,52 17 20,97

ukupna korekcija  10602,97 26

Medu analiziranim ¢imbenicima, statisti¢ki znac¢ajnima pokazali su se oni oznaceni kao A, B i
B2. Cimbenik A predstavlja po¢etnu koncentraciju smjese fenola, cijanida i tiocijanata, dok se
¢imbenik B odnosi na opti¢ku gustocu mikroalge Chlorella sp., koja je mjera po€etne biomase.
Kvadratni ¢lan B? upucuje na nelinearan ucinak gustoe mikroalgi na ucinkovitost
biorazgradnje. Rezultati pokazuju da su koncentracija oneciS¢ujuc¢e smjese (A) i pocetna
biomasa mikroalgi (B) imali znatno vec¢i utjecaj na ukupnu uc¢inkovitost procesa biorazgradnje
u usporedbi s pH (C), koji se u ovom modelu nije pokazao statisti¢ki znacajnim. Drugim
rije¢ima, promjene u pH vrijednosti nisu dovele do znacajnih promjena u ishodu procesa
biorazgradnje, dok su promjene u koncentraciji onecis¢ujucih tvari i koli¢ini mikroalge imale
vaznu ulogu. Vrijednost F-testa za model iznosi 54,29, §to ukazuje na visoku statisticku
znacajnost cijelog modela. Ova vrijednost govori u prilog tome da postoji mala vjerojatnost da
su dobiveni rezultati posljedica slu€ajnosti. Dodatno, p-vrijednost manja od 0,05 potvrduje da
su pojedini ¢imbenici unutar modela znacajno doprinijeli varijabilnosti odziva, odnosno
ucinkovitosti biorazgradnje. Ukupna varijabilnost eksperimentalnih podataka iznosi 10 602,97,
od ¢ega model objasnjava 10 246,45, §to predstavlja 96,6 % ukupne varijacije odziva. Ostatak,

odnosno 356,52, pripisuje se rezidualnoj pogresci.
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Tablica 33 prikazuje rezultate statisticke analize odabranog kvadratnog modela procesa.

Tablica 33 Rezultati statisticke analize odabranog kvadratnog modela procesa

statistiCki parametri vrijednost

SD 4,58
srednja vrijednost 58,15
koeficijent varijacije [%] 7,88
R’ 0,9664
prilagodeni R’ 0,9486
predvideni R’ 0,9158
adekvatna preciznost 22,4051

Valjanost i prikladnost modela ocijenjena je na temelju klju¢nih statistickih parametara. Jedan
od kriterija pouzdanosti je sli€nost izmedu predvidenog i prilagodenog koeficijenta
determinacije R?. Razlika izmedu tih vrijednosti ne bi smjela biti ve¢a od 0,20. U ovom slucaju,
predvideni R? iznosi 0,9158, dok je prilagodeni R? 0,9486, Sto potvrduje visoku uskladenost 1
pouzdanost modela. Dodatnu potvrdu prikladnosti modela daje i vrijednost tzv. adekvatne
preciznosti, koja treba biti veca od 4 da bi model bio statisti¢ki znacajan. Dobivena vrijednost
iznosi 22,405, $to viSestruko nadmasuje minimalni prag, potvrdujuéi da je model prikladan za
navigaciju unutar prostora dizajna.

Slika 55, Slika 56 i1 Slika 57 prikazuju odzivne povrSine generirane kvadratnim modelom.
Crvena podrucja oznacavaju visoke postotke biorazgradnje, dok plava podrucja predstavljaju
vrijednosti odziva. Kao §to je ranije navedeno, optimizacija procesa temeljila se na trima
varijablama: pH vrijednosti, optickoj gusto¢i kulture 1 koncentraciji smjese fenola, cijanida i
tiocijanata. Za svaku varijablu definirane su tri razine, a odzivne povrSine prikazuju medusobne
interakcije izmedu dvije varijable, dok je tre¢a konstantna. Ovi trodimenzionalni graficki
prikazi omogucuju vizualnu interpretaciju podruc¢ja unutar kojih se postize najvisa ucinkovitost

biorazgradnje, a time 1 identifikaciju optimalnih uvjeta procesa.

Slika 55 prikazuje odzivne povrSine modela pri konstantnoj pH vrijednosti, uz variranje opticke
gustoce 1 koncentracije smjese fenola, cijanida i tiocijanata. Analiza je provedena na tri razine

pH: 6 (A), 8 (B)i 10 (B).
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Slika 55 Odzivne povrSine modela pri konstantnoj pH vrijednosti 6 (A), 8 (B) i 10 (C), uz

variranje opticke gustoce (OG) i koncentracije smjese fenola, cijanida i tiocijanata (c¢(FCR))

U svim prikazima jasno je izraZen trend povecanja postotka biorazgradnje s porastom opticke
gusto¢e mikroalge Chlorella sp., Sto potvrduje vaZnost pocetne biomase u inicijaciji 1
odrZavanju bioloske razgradnje. Paralelno, opaza se i smanjenje u¢inkovitosti biorazgradnje s
povecanjem koncentracije oneciS¢ujuée smjese, Sto ukazuje na toksi¢ni ucinak visih
koncentracija fenola, cijanida i tiocijanata na mikroalgu. Navedeni trendovi prisutni su pri svim
analiziranim pH vrijednostima, §to potvrduje da su opticka gustoca i koncentracija smjese
klju¢ni ¢imbenici u sustavu, dok pH ima sekundarni utjecaj na ucinkovitost procesa u

promatranom rasponu.
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Slika 56 prikazuje odzivne povrSine modela pri konstantnoj opti¢koj gustoci, uz variranje pH
vrijednosti 1 koncentracije smjese fenola, cijanida 1 tiocijanata. Analiza je provedena na tri

razine opticke gustoce: 0,10 (A), 0,50 (B) 1 1,00 (C).

100
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6,00 0,25 28.13 - 90.91

Slika 56 Odzivne povrSine modela pri konstantnoj opti¢koj gusto¢i (OG) 0,10 (A), 0,50 (B) i

1,00 (C), uz variranje pH 1 koncentracije smjese fenola, cijanida i tiocijanata (c(FCR))

Uocljive su izrazene razlike u ucinkovitosti biorazgradnje izmedu promatranih razina opticke

gustoce. U svim prikazima zabiljezena je veca ulinkovitost biorazgradnje pri nizim

koncentracijama smjese fenola, cijanida i tiocijanata, dok promjene pH vrijednosti nisu imale

znacajan utjecaj na odziv. Najniza uc¢inkovitost biorazgradnje zabiljeZena je pri optickoj gustoci

0,10, a najvisa pri optickoj gustoci 1,00. Ovi rezultati potvrduju da je opticka gustoca klju¢an
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¢imbenik u sustavu te da povecanje pocetne biomase Chlorella sp. pozitivno korelira s

kapacitetom biorazgradnje mikroalge.

Slika 57 prikazuje odzivne povrSine modela pri konstantnoj pocetnoj koncentraciji smjese
fenola, cijanida i tiocijanata, uz variranje pH vrijednosti i opticke gustoce. Analiza je provedena

na tri razine koncentracije smjese: 0,25 mmol/L (A), 0,50 mmol/L (B) i 0,75 mmol/L (C).

biorazgradnja [%]
biorazgradnja [%]

biorazgradnja [%]

biorazgradnja [%]

28.13- 90.91

Slika 57 Odzivne povrSine modela pri konstantnoj koncentraciji smjese fenola, cijanida i
tiocijanata (¢(FCR)) 0,25 mmol/L (A), 0,50 mmol/L (B) i1 0,75 mmol/L (C), uz variranje pH 1
opticke gustoce (OG)

Kao i1 u prethodnim analizama, pH nije pokazao znacajan utjecaj na ucinkovitost procesa
biorazgradnje. S druge strane, poboljSanje ucinkovitosti biorazgradnje vidljivo je povezano s
porastom opti¢ke gustoce. Najvisa ucinkovitost biorazgradnje postignuta je pri najnizoj
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ispitanoj koncentraciji smjese, dok je pri 0,75 mmol/L zabiljezen najmanji stupanj
biorazgradnje. Ovaj trend podudara se s poznatim mehanizmima kompetitivne inhibicije koji
se javljaju u visSekomponentnim smjesama toksi¢nih tvari. Pove¢ane koncentracije pojedinih
onecis¢ivala u smjesi mogu dovesti do medusobne interferencije pri enzimskom vezivanju i
nastanka toksi¢nih meduprodukata, ¢ime se smanjuje ukupna ucinkovitost bioloSke razgradnje.
Prema odabranom kvadratnom modelu, maksimalna predvidena ucinkovitost biorazgradnje
iznosi 90,95 % pri sljede¢im optimalnim uvjetima: pocetna koncentracija smjese fenola,
cijanida i tiocijanata 0,25 mM, opticka gusto¢a mikroalge 1,0 te pH vrijednost 7,328. Ovi uvjeti
predstavljaju kompromis unutar eksperimentalnog prostora koji omogucuje uravnotezenu
razgradnju svih komponenti smjese. Najblizi ispitani eksperimentalni uvjeti modelu
optimizacije zabiljezeni su u uzorku T21 (pocetna koncentracija smjese 0,25 mmol/L, opticka
gusto¢a 1,0 1 pH 8,0). U tom uzorku postignut je i najveéi izmjereni postotak ukupne
biorazgradnje, i to 90,91 %, S§to potvrduje visoku to¢nost prediktivnog modela i njegovu

primjenjivost u realnim eksperimentalnim uvjetima.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog doktorskog rada procijenjena je ekotoksi¢nost fenola, cijanida i tiocijanata te
njihovih binarnih i1 ternarnih smjesa, ¢ija je prisutnost u okoliSu posljedica ispustanja
nedovoljno obradenih otpadnih voda industrija poput koksne, kemijske i rudarske. Nadalje,
ispitana je mogucénost biorazgradnje smjese ovih spojeva te su odredeni optimalni uvjeti za

njihovu razgradnju.

Ekotoksi¢nost otpadnih voda predstavlja vazan aspekt u procjeni njithovog utjecaja na okolis, a
Europska komisija i USEPA preporucuju primjenu vise testnih organizama iz razlicitih
trofickih razina u ukupnoj procjeni toksi¢nosti. Shodno tome, za procjenu toksi¢nosti fenola,
cijanida 1 tiocijanata primijenjeno je pet testova toksic¢nosti i to test inhibicije luminiscencije s
bakterijom Aliivibrio fischeri, test inhibicije rasta s bakterijom Pseudomonas putida, test
inhibicije rasta s mikroalgom Chlorella sp., test inhibicije rasta s vodenom leCom Lemna minor
1 test klijavosti sa sjemenkama luka Allium cepa. Medutim, istovremeno prisustvo fenola,
cijanida i tiocijanata u otpadnoj vodi zahtijeva i procjenu ekotoksi¢nosti njihovih binarnih i
ternarnih smjesa, $to je izvedeno pomocu testa inhibicije luminiscencije s bakterijom Aliivibrio
fischeri. Osim toga, razvijeni su matematicki modeli koji su omogudili predikciju ukupne
toksi¢nosti smjesa zbog mogucih sinergijskih, aditivnih ili antagonistickih medusobnih uc¢inaka
komponenata smjese. Nadalje, potencijal biorazgradnje smjese fenola, cijanida i tiocijanata
ispitan je pomocu bakterije Pseudomonas putida, mikroalge Chlorella sp. i njihove mjeSovite
kulture u svrhu razumijevanja potencijala mikrobne razgradnje te posljedi¢no razvoja
uc¢inkovitih bioremedijacijskih strategija. Dodatno, primijenjeno je i statisticko modeliranje za
optimizaciju uvjeta biorazgradnje. Po zavrsetku pokusa biorazgradnje, ispitana je toksi¢nost

smjesa na Aliivibrio fischeri kako bi se utvrdila u¢inkovitost detoksikacije smjese.

Rezultati testova toksi¢nosti pokazali su izrazene razlike u osjetljivosti organizama.
gotovo svim sustavima. Fenol i tiocijanat takoder su pokazali toksi¢ne ucinke, no pri viSim
koncentracijama 1 s izrazenom vremenskom ovisnoS¢u. Pseudomonas putida pokazala je
otpornost na fenol, dok je Chlorella sp. bila izrazito osjetljiva na cijanid i u manjoj mjeri na
tiocijanat. Kod visih biljaka, Lemna minor 1 Allium cepa, cijanid je izazvao najizrazenije

toksi¢ne ucinke, dok su fenol i tiocijanat pokazali selektivno djelovanje ovisno o parametrima.
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Dodatnu vrijednost istrazivanju daje matematicko modeliranje toksi¢nosti smjesa, koje je
omogucilo identifikaciju interakcijskih obrazaca medu komponentama. Tako je, primjerice,
kod smjese fenola i tiocijanata utvrden izraZen sinergizam, dok je smjesa cijanida i tiocijanata
pokazala ucinke u skladu s modelom aditivnosti. U ternarnim smjesama dominaciju je zadrzao
cijanid, ali su udjeli fenola dovodili do odstupanja ispod ravnine aditivnosti, §to ukazuje na
kompleksnu prirodu medudjelovanja. Ovi nalazi naglasavaju vaznost ukljucivanja
kvantitativne analize smjesa u procjene rizika, buduc¢i da agregatna toksi¢nost moze znacajno

odstupati od predvidene temeljem pojedina¢nih komponenti.

U svrhu optimizacije biorazgradnje, provedeni su preliminarni pokusi u kojima su ispitane
sposobnosti bakterije Pseudomonas putida, mikroalge Chlorella sp. te njihove mjeSovite
kulture da koriste smjesu fenola, cijanida i tiocijanata kao izvor ugljika i energije. Ovi pokusi
omogucili su identifikaciju mikroalge Chlorella sp. kao najperspektivnijeg organizma za glavni
pokus biorazgradnje, zahvaljuju¢i njenoj sposobnosti prilagodbe i ucinkovitijeg uklanjanja
toksicnih tvari, osobito pri niZim koncentracijama smjese. U glavnom pokusu primijenjena je
metodologija odzivne povrSine (RSM) za optimizaciju kljucnih parametara: pocetne
koncentracije smjese, opticke gustofe mikroalge te pH vrijednosti. Statistickom analizom
potvrdeno je da su koncentracija oneciS¢ujucih tvari i pocetna biomasa glavni ¢imbenici koji
znacajno utjecu na uc¢inkovitost procesa, dok pH nije pokazao statisticki znac¢ajan u¢inak unutar
promatranog raspona. Maksimalna predvidena ucinkovitost biorazgradnje iznosila je 90,95 %
pri optimalnim uvjetima (pocetna koncentracija smjese fenola, cijanida i tiocijanata 0,25
mmol/L, opti¢ka gustoca suspenzije mikroalge 1,0 te pH 7,328), a eksperimentalno je potvrdena
uzorkom T21 (pocetna koncentracija smjese 0,25 mmol/L, opti¢ka gustofa suspenzije
mikroalge 1,0 i pH 8,0). Fenol je u svim slucajevima u potpunosti uklonjen iz otopine, dok su

cijanid i tiocijanat pokazali znatno vecu postojanost.

Kako bi se procijenio stvarni okoliSni u¢inak provedenog procesa, nakon biorazgradnje
provedena je ponovna procjena toksicnosti filtrata. Dobiveni rezultati pokazali su da visoka
ucinkovitost uklanjanja tvari ne jamc¢i 1 smanjenje ukupne toksicnosti. U nekim je uzorcima,
unato¢ visokoj stopi biorazgradnje, zabiljezena poviSena toksicnost. Ova pojava ukazuje na
mogucnost stvaranja toksi¢nih razgradnih produkata, ¢ime se potvrduje vaznost sveobuhvatnog

pristupa koji ukljucuje procjenu toksi¢nosti i prije i nakon tretmana.

Znanstveni doprinos ovog rada ogleda se u sustavnoj analizi toksi¢nih uc¢inaka pojedinac¢nih i

kombiniranih organsko-anorganskih oneciS¢ujucih tvari na vise trofi¢kih razina, razvoju i
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primjeni modela za kvantitativnu analizu interakcija u smjesama, te optimizaciji parametara
biorazgradnje pomocu statistickog modeliranja. Osim toga, rad ukazuje na nuznost pracenja ne
samo ucinkovitosti uklanjanja tvari, ve¢ 1 njihove rezidualne toksicnosti, kako bi se

detoksikacija okoliSa mogla procijeniti realno i sveobuhvatno.

Buduca istrazivanja trebala bi biti usmjerena na identifikaciju i kvantifikaciju razgradnih
produkata, kao i na proSirenje testne baterije organizama kako bi se dodatno potvrdila bioloska
sigurnost obradenih otpadnih voda. Nadalje, istrazivanje sinergijskih u¢inaka u kompleksnijim,
viSekomponentnim matricama 1 primjena ovih spoznaja u pilot- ili realnim industrijskim

uvjetima predstavlja logican nastavak ovog rada.
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