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1. UvOoD

Promjenom nacina Zivota, tehnoloSkim napretkom kao i sve duzim zivotnim
vijekom, raste proizvodnja farmaceutskih proizvoda u svijetu.* Tek zadnjih par
godina, uocCene su veée koncentracije farmaceutika koji dospijevaju u okoli$
upotrebom lijekova, ali i koriStenjem sredstava za osobnu higijenu. Prevencija,
odnosno djelovanje na izvoru, je najbolji nacin djelovanja jer se na samome pocetku
rjeSava problem i time se umanjuju posljedice. No ipak, farmaceutska industrija je
industrija proizvodnje lijekova te preventivni pristup nije naju¢inkovitije rjeSenje. Pri
proizvodnji nastaju visoko optere¢ene? otpadne vode koje se moraju obraditi.>®

Prisustvo farmaceutika u okoliSu povecava rizik za vodene i Zivotinjske
organizme zbog njihove sposobnosti bioakumulacije i svojstva ekotoksi¢nosti.
Povecane koncentracije uocene su upravo u razvijenim drzavama zbog urbanizacije i
industrijalizacije. Zabrinutost je sve vecéa jer su prisutni u pitkim vodama $to izravno
utjeCe na ljudsko zdravlje. Koliko su farmaceutici Stetni, potvrduje ¢injenica da
uzrokuju nepovratne promjene za prirodna okruzenja i za Covjekovo zdravlje.
Promjenom navika i brZzim na¢inom Zzivota, farmaceutici su sve vise ukljuceni u na$
svakodnevni Zivot te je samim time 1 izloZenost veca. Nalaze se u plastiénim bocama 1
posudu, u lijekovima, sredstvima za osobnu higijenu 1 sredstvima za c¢iS¢enje u
kuéanstvu. U ljudskom organizmu zaostaju prilikom upotrebe lijekova. Mogu
uzrokovati poremecaje endokrinog sustava, karcinom, oSteenja reproduktivnih
organa te razne hormonske poremecaje. Djeluju i na embrionalni razvoj djece, a kod
trudnica uzrokuju manjak mlijeka. Stoga, neophodna su nova istrazivanja i razvoj
postupaka kojima ¢e se posti¢i uklanjanje farmaceutika iz okoliga.>®

Do sada su poznati razliciti fizikalni, kemijski i bioloski nac¢ini obrade. Bioloska
obrada s aktivnim muljem koristi se zbog uc¢inkovitosti 1 ekonomicnosti procesa. Za
uklanjanje oneciS¢ujucih tvari iz farmaceutskih otpadnih voda zasluZzna je mjeSovita
zajednica mikroorganizama koja se nalazi unutar pahuljica aktivnog mulja.

U ovome radu provedena je izolacija i identifikacija bakterijskih kultura
Bacillus cereus, Alcaligenes faecalis i Cupriavidus gilardii iz aktivnog mulja.
Navedene kulture su koriStene u pokusima stvaranja pahuljica aktivnog mulja za

obradu farmaceutske otpadne vode.



2. OPCIDIO

2.1. OTPADNE VODE

Otpadne vode definiraju se kao potencijalno oneciS¢ene vode koje su
promijenile svoj prvobitan sastav, odnosno fizikalna, kemijska i bioloska svojstva.
Prema podrijetlu, dijele se na oborinske, komunalne i tehnoloske (industrij ske).3

Tehnoloske ili industrijske otpadne vode se razlikuju s obzirom na razliCite vrste
industrija i tehnoloskih procesa te sukladno tome je i sastav raznolik. To su visoko
optereéene vode koje je neophodno obraditi prije ispustanja u prirodne recipijente.’
Iako okoli§ ima sposobnost samoprocis¢avanja, s obzirom na njihovu koncentriranost
ne moze razrijediti takve vode. Industrijske otpadne vode sadrze Stetne i toksicne tvari
organskog i anorganskog podrijetla koje mogu imati negativan utjecaj na prirodne
prijamnike.® Stoga, kvaliteta industrijskih otpadnih voda je regulirana zakonskim
propisima. Prema Pravilniku'®, propisane su grani¢ne vrijednosti karakteristi¢nih
pokazatelja za farmaceutske otpadne vode ovisno o prijemniku u koji se ispusta.
Propisani fizikalno-kemijski, ekotoksikoloski, organski te anorganski pokazatelji dani

su u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Regulirani pokazatelji i parametri farmaceutskih otpadnih voda.'°

Pokazatelji Parametri

temperatura, pH-vrijednost, suspendirane
1 talozive tvari
toksi¢nost na dafnije, alge, svijetlece

Fizikalno-kemijski

Ekotoksikoloski bakterije, genotoksicnost
Organski KPKs, BPK¢,, TOC, fenoli, detergenti
Anorganski ukupan dusik, fosfor, nitrati, kloridi,

ukupan krom, bakar, ziva

2.2. FARMACEUTSKE OTPADNE VODE

Industrija predstavlja vazan faktor za gospodarski razvoj zemlje, a farmaceutska
industrija utjece na covjekov zivot i na stanje okoliga.” Farmaceutska industrija biljezi

sve veci porast dobiti jer se namece potreba za ve¢om proizvodnjom zbog rasta broja



stanovnika 1 brige za ljudsko zdravlje. Nakon proizvodnje zaostaje veca koliCina
industrijske otpadne vode koja sadrzi farmaceutike 1 druge onecis¢ujuce tvari.’

Karakteristike farmaceutskih otpadnih voda ovise o ulaznim sirovinama, postupcima
pripreme istih, samome proizvodnom procesu te o nacinu odrzavanja proizvodnog
pogona. Stoga, takve otpadne vode uz farmaceutike sadrze i razna organska otapala,
katalizatore, neizreagirane reaktante, meduprodukte i aditive.* Odabir odgovarajuce

tehnologije za ugradnju aktivne farmaceutske tvari (API) u ljekoviti oblik jedan je od

Prajinanastala
tabletiranjem

Emisija otapala
-VOCs

klju¢nih ¢imbenika kvalitetnog proizvoda.

Slucajna

emisija
para/praikasti
materijal

Raszhladna Pomocne
voda supstance
l l r Otapalo/voda
Mijeganjei Tabletiranje . 5, Tableta/
API granuliranje /kapsuliranje Pranje opreme kaspula
Otpadnavoda Otpadnavoda’
(COD,BOD, (otapalo,
TIS) detergenti)

Slika 2.1. Proizvodni procesi u farmaceutskoj industriji i nastale otpadne vode.*

Otpadne vode mogu nastati 1 pranjem meduprodukata 1 konacnog produkta te
kao rezultat pranja opreme 1 povrSina tijekom odredenih procesa proizvodnje
farmaceutika Sto je vidljivo na slici 2.1. Farmaceutske otpadne vode nastaju u
ekstrakcijskim procesima, prilikom pranja proizvodne opreme i pakiranja kemijskih i
bioloSkih materijala, krutina 1 tekucina, kako bi se upotrijebile u pripremi lijekova za
ljudsku ili veterinarsku upotrebu. Veca koli¢ina otpadnih voda nastaje prilikom
kemijskih sintezi novih lijekova gdje se koriste razli¢iti organski, anorganski i
bioloski reaktanti. TeSko je to¢no okarakterizirati takve otpadne vode jer uz glavni
proces postoji i bezbroj dodatnih procesa prilikom kojih nastaju neki sekundarni
spojevi. S obzirom na proizvodni proces, otpadne vode mogu sadrzavati
fermentacijske 1 sintetizirane organske molekule, bioloske produkte (antibiotike,

vitamine, enzime) te razna otapala, dijelove tableta i kapsula.?



2.3. FARMACEUTICI

U posljednjih dvadesetak godina, sve se ucestalije u vodenim ekosustavima
pronalaze farmaceutici §to izaziva zabrinutost ekologa i znanstvenika. Aktivne
farmaceutske tvari predstavljaju ekologki problem globalnih razmjera.®® U razvijenim
drzavama dokazana je prisutnost farmaceutika u koncentracijama koje nisu nimalo
zanemarive, a vrste i koncentracije u kojima su prisutni u okoliSu razlikuju se od
zemlje do zemlje. Farmaceutici ili ,,nove onecis¢ujuée tvari “ prisutni su svuda oko
nas. Nazivaju se novim oneciS¢uju¢im tvarima jer se do sada nije smatralo da ono §to
je na dobrobit ¢ovjeka, moZe imati Stetan utjecaj na okoliS. Tek zadnjih nekoliko
godina postajemo svjesni njihovog Stetnog utjecaja. Promjenom nacina zivota, koji je
lijekova po stanovniku, u Austriji, Njemackoj i1 Poljskoj je od 30-250 % veca nego u
Hrvatskoj. Potrosnja lijekova po stanovniku, u Bugarskoj i Rumunjskoj je dvostruko
manja nego u Hrvatskoj. Navedene Cinjenice ukazuju na to kako potro$nja lijekova
raste sa stupnjem razvijenosti neke zemlje. Poznato je kako se najviSe kupuju
antibiotici, kontracepcijska sredstva i lijekovi iz terapeutskih skupina za

Prisutnost farmaceutika u okoliSu te njihovo djelovanje predstavlja sve veci
problem te poti€e donoSenje sve stroZzih zakonskih propisa. Vazno je istaknuti
Europsku legislativu za vodene ekosustave koja je regulirana preko Direktive
200/60/EC (Water Framework Directive, WFD) i 2006/118/EC (GWD) za zastitu
podzemnih voda i direktive kojom se Stite povrSinske vode, Direktiva 2008/105/EC
(PSD), poznatije kao Annex X. Pozivajuci se na te direktive, sve europske vode su
trebale imati dobar ekoloski i kemijski status do 2015., Sto se postize smanjenjem,
ograniavanjem i prevencijom one¢iséenja.”® Na listu prioritetnih farmaceutika
Europske unije potrebno je unijeti one farmaceutike koji su ve¢inom prisutni u
vodenom okoliSu tijekom proteklih 20 godina kako bi se detaljnije istrazila njihova
fenotipska, genotipska i toksi¢na svojstva. Takoder, svrha liste je kontinuiranim
monitoringom posti¢i smanjenje koncentracije farmaceutika kao i njihov Stetan utjecaj
na ugroZene organizme.’ IstraZivanjem njihova djelovanja omoguéuje se poboljianje
stanja u okoliSu jer se ,,upoznavanjem‘ problema isti moze rijeéiti.7'8

Stoga je, neophodno provoditi istrazivanja odredivanjem karakteristika

farmaceutika te razvoj postupaka za njihovo uspjesno uklanjanje iz okolisa.
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Urbanizacijom 1 industrijalizacijom povecava se njihova koncentracija u okolisu. U
okoli§ dospijevaju iskljucivo uslijed antropogenih aktivnosti, odnosno aktivnosti
uzrokovanih ljudskom djelatnos¢u. Farmaceutici su vec¢inom organski spojevi
molekulske mase od 200 do 500 daltona.* Neke vrste su topljive u vodi i nisu
hlapljive, neke polarne i teSko talozive, a neki su lipofilni i imaju tendenciju
bioakumulacije 1 talozenja na sediment. RazliCiti metaboliti farmaceutika u prisutnosti
polarnih molekula hidroliziraju i transformiraju se u bioloki aktivne molekule.’
Farmaceutici se medusobno razlikuju po svojstvima, primjerice po stabilnosti,
sposobnosti  sorpcije, topljivosti, otpornosti na fotokemijsku 1 mikrobioloSku
razgradnju te prema afinitetu vezanja na krute cestice. Oni koji imaju sposobnost
sorbiranja na krute matrice akumuliraju se u tlu i sedimentu, dok se topljive tvari
transportiraju u povrSinske i podzemne vode gdje su podlozni daljnjoj bioti¢koj
transformaciji.* Detalji njihova ponasanja u prirodi jos uvijek nisu dovoljno istraZena.

Farmaceutici su specificni po bioloskoj aktivnosti i kemijskoj strukturi, a
Klasificiraju se prema terapeutskoj svrsi (antibiotici, analgetici, antihistaminici i dr.).
Koriste se u humanoj medicini 1 veterini za lijeenje 1 prevenciju bolesti. Obuhvacaju
razli¢ite skupine lijekova i dodataka prehrani. U svijetu se prema nekim procjenama
za humanu medicinu koristi oko 4000 aktivnih farmaceutskih supstanci ¢ija godiSnja
proizvodnja iznosi vise od 100 000 tona.” U izvore farmaceutika, slika 2.2., ubrajaju se
industrije, ponajprije farmaceutska, procjedne vode s odlagaliSta, groblja, bolnice te
koriStenje sredstava u veterini i osobnih higijenskih sredstava.' Odlaganjem stajnjaka
ili mulja koji nastaje tijekom obrade otpadnih voda, farmaceutici i njihovi metaboliti
mogu dospjeti u podzemne vode, u¢i u hranidbeni lanac 1/ili taloZiti se u tlu, ovisno o
njihovim svojstvima.® Povecéanju koncentracija farmaceutika dospjelih u okolis
uvelike doprinosi odlaganje ambalaza i lijekova kojima je istekao rok trajanja na
odlagaliSta otpada. Unato¢ tome $to su odlagaliSta osigurana po pravilima struke,
moguce je prodiranje Stetnih komponenti preko procjednih voda u podzemne vode ili
tlo. Kao izvore farmaceutika vazno je spomenuti i surfaktante iz detergenata i sapuna,
plasti¢ni pribor i posude, perfluorirane spojeve koji se koriste za tretiranje odjece te
insekticide koji se koriste u ku¢anstvima.'

Farmaceutici predstavljaju opasnost jer su farmakoloski aktivne tvari otporne na
razgradnju te imaju dugi vijek poluraspada u okoliSu. Vrijeme poluraspada definira se
kao tendencija razgradnje, odnosno vrijeme koje je potrebno da se razgradi pola od

ukupno primijenjene koli¢ine farmaceutika. Sto je dulje vrijeme poluraspada
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farmaceutika, opasniji su jer je pove¢ana moguénost od prodiranja u podzemne vode
preko koje mogu dospijeti do pitkih voda.® Zaostaju u okolisu §to ukazuje na njihovu
sposobnost bioakumulacije. Takoder, ekotoksi¢ni su jer ve¢ i male koncentracije,
nekoliko ng/L ili pg/L, ostavljaju negativne posljedice po izloZzene organizme. Upravo
zbog prisutnosti u vrlo malim koncentracijama ubrajaju se u mikroonecis¢ujuce tvari.*
Dokazano je kako se ve¢ 0,01 ug/L tih tvari smatra opasno po okolis.*? lako su doze
uglavnom male, prevladava zabrinutost za ljudsko zdravlje te kopnene ili vodene
organizme zbog trajne izloZenosti tim Stetnim spojevima.* Veliki problem
predstavljaju za vodene organizme zbog prisutnosti vecih koncentracija aktivnih
farmaceutskih supstanci u vodenom okolisu.® Konzumacijom vodenih organizama

posljedi¢no moze do¢i do Stetnosti za ljudsko zdravlje.

Humana medicina P .
¥ Veterinarska medicina K

Stoka l Perad
Vodeni organizmi

[zZluéevine Odlagaliéta [zluéevine

v v
Kanalizacija Kuéanski otpad Zivotinjski gnoj

y v y
Postrojenje za obradu Odlaganje utlo Tlo / poljoprivredno |,

otpadnih voda tlo
Hranidbeni
lanac

Podzemne
vode

Povriinske
vode

Voda za pice

Slika 2.2. Izvori farmaceutika u okoligu.®

Dokumentirana je prisutnost antibiotika, steroida, lipidnih krvnih regulatora,
estrogena, antiseptika, antiepileptika i drugih farmaceutika u povrSinskim vodama.

Uoceno je i talozenje farmaceutika u podzemnim vodama, kao i u morskim
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ekosustavima.’ Ugrozavanje organizama prisutnih u vodama potvrduju studije iz
devedesetih godina prosloga stolje¢a. Znanstvenici su uocili feminizirane ribe
muzjaka u podrucjima rijeka koje se nalaze nizvodno od postrojenja za obradu
otpadnih voda. Takva patoloska feminizacija povezana je s djelovanjem sintetskog
estrogenog hormona koji se koristi za kontracepciju.*® Osim estrogenih spojeva, u
vodama su otkriveni lijekovi poput antiepileptika karbamazepina, zbog kojeg se naglo
smanjuje populacija vodenih kukaca te antidepresiva, kao S§to je fluoksetin koji
nepovoljno utjeGe na mrijestenje koljaka.'* Takoder je otkriveno da je lijek
diklofenak, poznatiji kao voltaren, skoro uzrokovao izumiranje bengalskih i indijskih
tankokljunih supova. Voltaren se upotrebljavao kao protuupalno sredstvo za stoku
&ijim su se uginulim ostatcima hranili supovi.'® Na temelju ovih podataka, prevladava

zabrinutost za sve vodene sustave, ali i za bioraznolikost.

2.4. OBRADA FARMACEUTSKIH OTPADNIH VODA

Farmaceutske otpadne vode su visoko optereCene 1 toksicne zbog cega mogu
dovesti do razli¢itih negativnih u¢inaka na neciljane organizme u okoliSu. Takve vode
je potrebno obraditi prije ispusStanja u okoli§ u svrhu zadovoljavanja zakonskih i
moralnih obaveza. Sastav farmaceutskih otpadnih voda je varijabilan i ovisi o vrsti
proizvodnje. Razvijaju se razli¢iti procesi obrade koji se isto tako razlikuju ovisno
karakteristikama nastalih otpadnih voda. S toga su najcesce koriSteni postupci obrade
svrstani u tri kategorije: bioloSka obrada, napredne tehnologije 1 napredne oksidacijske
tehnike.! U napredne tehnologije ulaze membranske tehnologije i adsorpcija na
aktivni ugljik. Obe tehnologije su uc¢inkovita kod uklanjanja farmaceutika. Problemi
koji se javljaju su vezani uz Cepljenje membrana i izdvajanje aktivnog ugljika iz
obradene vode te njegovo zbrinjavanje nakon uporabe. Napredne oksidacijske tehnike
su takoder Cesto spominjane tehnologije u obradi farmaceutske otpadne vode i one
ukljuc¢uju Fentonov proces, obradu ozon/vodikov peroksid sustavom 1 fotokatalizu.
Navedeni su procesi u€inkoviti kod transformacije tesko razgradivih komponenata u
lakse razgradive pa se s toga mogu Kkoristiti kao predobrada u postrojenjima za obradu
farmaceutskih otpadnih voda. Bioloska obrada se cesto koristi za uklanjanje

farmaceutika i ona se moze provoditi u aerobnim ili anaerobnim uvj etima. 018



2.4.1. Biolo$ka obrada farmaceutskih otpadnih voda

Bioloska obrada jedna je od najc¢esce koriStena za uklanjanje oneciS¢ujuéih tvari
iz farmaceutskih otpadnih voda. Sam proces je ucinkovit te ekonomski isplativ. Zbog
toga se konstantno radi na unaprijedenju procesa u svrhu dodatnog povecanja
ucinkovitosti. Kao $to je ranije navedeno, bioloska obrada moze se izvoditi aerobno ili
anaerobno. NajéeS¢e primjenjivani proces je aerobni s aktivnim muljem zbog
jednostavnije izvedbe samog procesa. Za obradu bez prisustva kisika potreban je
posebno prilagoden sustav u kojem se odrzavaju anaerobni uvjeti te je takav proces
vrlo osjetljiv na male promjene nekih od parametara sustava kao $to su pH-vrijednost i
temperatura.*

Proces s aktivnim muljem je egzoterman gdje se razgradnja oneciS¢ujucih tvari
odvija pomocu aerobnih mikroorganizama. Mikroorganizmi tvore pahuljice aktivhoga
mulja, veli¢ine od 10 do 300 um. Veli¢ina, oblik i kompaktnost pahuljica ukazuju na
kakvocu aktivnog mulja. Ukoliko su pahuljice rahle i raspadaju se, znaci da je doslo
do poremecaja u sustavu pa se time smanjuje ucinkovitost procesa.19’20 Za stvaranje
aglomerata klju¢na je ekstracelularna polimerna tvar (EPS) koju izlucuju odredeni
mikroorgnizmi poput bakterija iz roda Pseudomonas. EPS je Zelatinozni polimer
sastavljen od polisaharida i peptida koji omogucuje pri¢vrs¢ivanje mikroorganizama

te njihov bolji kontakt sa supstratom.?®?

Aeracija

(A

Dovodenje zraka

[
Povratni mulj b

Visak mulja

Slika 2.3. Prikaz procesa bioloske obrade otpadnih voda.

Sustav, aktivni mulj i otpadna voda, u bioreaktoru je aeriran i homogeniziran
kako bi svim mikroorganizmima bio podjednako dostupan Kisik i supstrat iz otpadne

vode. U slici 2.3. prikazano je kako mjesavina vode i mulja iz bioreaktora ulazi u



taloznik gdje se odvaja kruta od tekuce faze. Kruta faza, aktivni mulj, razdvaja se u
dvije struje; povratni mulj 1 viSak mulja. Na taj naCin se konstantno odrzava optimalna
koncentracija aktivnog mulja u sustavu. Visak mulja se ugus$éuje, odvodi na
stabilizaciju anaerobnom digestijom i odlaze na zato predvidena mjesta ili se spaljuje.
U talozniku zaostaje obradena voda, koja se ispusta u okoli$ ukoliko su zadovoljene
zakonom propisane vrijednosti ili se u suprotnom odvodi na daljnju obradu.
Tehnoloski naprednija izvedba bioloSkog reaktora je membranski bioreaktor
(MBR). Vrlo je sli¢an klasi¢nom bioloSkom reaktoru. Aktivni mulj se nalazi unutar
reaktora te se neprestano mijesa i aerira. Voda (permeat) prolazi kroz membranu dok
se suspendirane cCestice zadrzavaju unutar sustava, stoga nije potreban taloznik.
Moguénost promjene i prilagodavanja membrana na temelju njihovih veli¢ina pora
omogucava optimiranje procesa obrade ovisno o kakvoj se vrsti otpadne vode radi. U
usporedbi s klasi¢nim bioloskim uredajem, membranski ima moguénost zadrzavanja
veée koncentracije aktivnog mulja, ¢ak do 20 mg L™. Problem koji se javlja je
biolo§ko cepljenje (eng. fouling) membrana. Do ¢Cepljenja dolazi zbog ranije
spomenutog stvaranja EPS-a zbog ¢ega se mikroorganizmi pri¢vr§¢uju na membrane.
Membranski bioreaktor se moze integrirati u klasi¢ni bioloski sustav kao zamjena za

taloZnik te se na taj na€in pospjeSuje obrada otpadnih voda 2%

2.4.2. Aktivni mulj

Aktivni je mulj zajednica mikroorganizama od kojih 95 % cine bakterije, a
ostalo su kvasci, alge, vezane i slobodne protozoe te metazoe. Bakterije, heterotrofne i
autotrofne, mogu biti raznih veliCina, ali prevladavaju one izmedu 0,5 1 3 um.
Brojcano su najzastupljenija vrsta mikroorganizama te se hrane biorazgradivim
tvarima, tj. otopljenim organskim sastojcima iz otpadne vode, ve¢inom proteinima,

ugljikohidratima, mastima.®?

S obzirom na prisutnu koli¢inu hranjivih tvari, dolazi
do njihova rasta. U slucaju povecane koncentracije hranjivih tvari, bakterije ih koriste
za rast 1 energiju. No, kada je ograni¢ena koli¢ina hranjivih tvari, bakterije ih koriste
za proizvodnju energije i odrzavanje stanica uz smanjen rast.” Prisutne bakterije su
veéinom gram-negativne iz rodova Pseudomonas, Zoogloea, Achromobacter,
Flavobacterium, Nocardia, Bdellovibrio, Mycobacterium, te dvije nitrificirajuce

bakterije, Nitrosomonas i Nitrobacter.?*



Osim bakterija, prisutni su i drugi organizmi koji ¢ine preostalih 5 % aktivnog
mulja. Protozoe su jednostani¢ni organizmi, a obuhvadaju amebe, bicase i
trepetljikase. Mogu biti plivajuce, puzajuce i vezane protozoe koje se hrane koloidnim

otpadom, bakterijama i ostalim sitnijim organizmima.®*®

UtjeCu na smanjenje
vrijednosti biokemijske potroSnje kisika u otpadnoj vodi, indikator su kvalitete
izlaznog toka i ukazuju na uéinkovitost bioloske obrade.**® Nadalje, metazoe,
nematode i rotifere, su viSestani¢ni organizmi koji se rijetko nalaze u ve¢em broju u
procesima obrade otpadnih voda. Njihova uloga je uklanjanje neflokuliranih bakterija
i stvaranje pahuljica jer izluCuju sluzave izluCevine.*** Dakle, protozoe i metazoe
konzumiraju suspendirane bakterije i male bioloSke Cestice pa imaju vecu ulogu u
zavr$noj fazi obrade izlaznog toka.”* No, sastav mikrobne zajednice varira ovisno o
vrsti supstrata, koncentraciji otopljenog kisika, temperaturi, pH-vrijednosti, prisutnosti
toksi¢nih tvari i C:N omjeru. S obzirom na temperaturno podrucje, prevladavaju
mezofilne bakterije te vecina raste u neutralnom pH podruéju. pH-vrijednost ujedno
ima utjecaj na viskoznost, hidrofobnost i povrSinski naboj EPS-a $to utjeCe na
moguénost stvaranja pahuljica.?’ Kisik predstavlja kriti¢ni parametar za razgradnju
biorazgradivih tvari. Dispergiranje kisika omogucava se povoljnim hidrodinamickim
rezimom, primjerice mijeSanjem. Prisutnost toksi¢nih tvari takoder utjece na proces
stvaranja pahuljica, kao i na taloZivost mulja.”®?® Nuzno je pratiti ¢imbenike koji
utjecu na rast 1 razmnoZavanje mikroorganizama.

Do prirasta biomase dolazi uslijed razgradnje prisutnih hranjivih tvari, uz
potro$nju kisika, pomocu enzima. Enzimi su biokatalizatori koji ubrzavaju
biokemijske reakcije. S obzirom na enzime koje odredena bakterijska kultura
posjeduje, moze ukloniti prisutne onecis¢ujuce tvari. Enzimi, koje proizvode bakterije,
sudjeluju u procesu razgradnje supstrata i nakon toga u izgradnji novih spojeva iz
razgradenih hranjivih tvari 242313

Mikroorganizmi se vezu u pahuljice aktivnog mulja koje su negativnog naboja i
veli¢ine 50 — 1000 nm.>*® Pahuljice posjeduju veliku povriinu te sadrze razlidite
organske i anorganske tvari. Sastoje se od 10 do 30 % mineralnih tvari pri ¢emu su
fosfor i kalcij glavni sastojci, a 70-90 % cine organske tvari od kojih predstavljaju
proteini i ugljikohidrati.*** Sadrze i oko 80 % vode, koja je uglavnom vezana.

Pahuljice aktivnhoga mulja sastoje se od velikog broja u viSe slojeva
rasporedenih bakterija od kojih neke na povrsinu svoje stani¢ne stijenke izlucuju sluz,

odnosno izvanstani¢ni polimerni materijal. To je biosinteski matrix koji povezuje
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bakterijske agregate u trodimenzionalnu strukturu pomocu slabih fizikalno-kemijskih
interakcija poput elektrostatskih, hidrofobnih, van der Waalsovih i vodikovih veza.*
EPS ili ekstracelularna polimerna supstanca saCinjena je od makromolekula:
polisaharida, proteina, nukleinskih kiselina i lipida.”® Ovo svojstvo utje¢e na njezin
povrsinski naboj 1 selektivnost prema razli¢itim kationima. Stoga, hidrofobnost,
povrsinski naboj i sama struktura polimerne tvari imaju ulogu u adsorpcijskom
(biosorpcijskom) kapacitetu, biorazgradivosti, strukturi, svojstvu sedimentiranja te

283032 Na strukturu i

fizikalno-kemijskim  karakteristikama pahuljica mulja.
produciranje EPS-a utjece vrsta otpadne vode, kao i procesni uvijeti.

Morfoloske karakteristike pahuljica mulja mogu se podijeliti u dvije
kategorije:*® parametri koji opisuju veli¢inu pahuljice i parametri koji opisuju oblik
pahuljice. Parametri koji opisuju veli¢inu pahuljice obuhvacaju aktivnu povrSinu
pahuljice i ekvivalentni promjer. S obzirom na veli¢inu, pahuljice se klasificiraju kao
male, srednje i velike. ZaokruZenost, konveksnost i faktor oblika pahuljice su
parametri koji opisuju oblik pahuljice. Kompaktne pahuljice nastaju kada su bakterije

tijesno pribliZzene jedna drugoj te takve pahuljice su, ve¢inom, smede boje.34

Slika 2.4. Zivotni ciklus pahuljice aktivnoga mulja.?*

Na slici 2.4. prikazan je zivotni ciklus pahuljice aktivnoga mulja. Pahuljice

rastu 1 odumiru §to je oznaCeno crnom jezgrom. Raspadanjem pahuljica, stvaraju se

11



nove, a odumrli mikroorganizmi se razgraduju. To oznaCava da su stanice usle u
zadnju fazu, fazu odumiranja. Dolazi do liziranja stanica, a nove stanice nastaju na
racun odumrlih. Nepravilni oblik aproksimira se sferom koja se sastoji od zivih
mikroorganizama u vanjskom dijelu i nezivog dijela odumrlih mikroorganizama u
unutra$njosti stanice. Dakle, stvaranje pahuljica ovisi 0 sposobnosti samih stanica da

stvaraju pahuljice, gusto¢i stanica i hidrodinamickim uvjetima sustava.*
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Aktivni mulj

Aktivni mulj koriSten za izolaciju bakterijskih kultura dopremljen je iz
aerobnog reaktora s postrojenja za obradu otpadne vode s lokacije Savski Marof, Pliva
d.o.o.

3.1.2. Otpadna voda iz proizvodnje farmaceutika

Otpadne vode iz proizvodnje farmaceutika s lokacije Savski Marof, Pliva
d.0.0. u ovom radu koriStene su kao supstrat za bioloSku obradu u Sarznom reaktoru.
Koncentracija supstrata, S, koja predstavlja ukupno oneéis¢enje otpadnih voda,

izrazena je preko vrijednosti kemijske potronje kisika (KPK, mg O, L™).

3.2.  MJERNI INSTRUMENTI | OPREMA

U radu je koriStena rotacijska termostatirana tresilica Heidolph unimax 1010,
Heidolph inkubator 1000, Njemacka, za provedbe pokusa aerobne obrade otpadne
vode u SarZnim uvjetima. Za sterilizaciju hranjivih podloga, ¢istog staklenog posuda 1
aktivnim muljem oneciS¢enog posuda, koriSten je autoklav Sutjeska, Jugoslavija. Za
homogeniziranje priredenih razrjedenja uporabljen je homogenizator EV-100,
Tehnica, Slovenija. Mikroorganizmi su uzgajani u termostatu Termomedicinski
aparati, Hrvatska. Pomocu prijenosnog mjeraca koncentracije kisika WTW Multi
3401, Njemacka, odredivana je koncentracija otopljenog kisika u otpadnoj vodi.
Vrijednost pH odredivana je pH—metrom Model 720A, Orion, USA. Instrumenti su
prije svake upotrebe kalibrirani. KPK vrijednost je odredivana spektrofotometrijski,
Hach, Model DR/2400, USA. Susionik Termo-Medicinski aparati, Hrvatska, koristen
je za odredivanje suhe tvari u uzorcima. Za precizno vaganje uporabljena je vaga
Sartorius AG, Njemacka. Test toksi¢nosti je proveden na Lumistox 300, Dr Lange

GmbH, Njemacka. Uzorak aktivnog mulja je pregledavan pomocu svjetlosnog
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mikroskopa (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan) opremljenog

kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).
3.3. METODE RADA
3.3.1. I1zolacija i identifikacija bakterijskih kultura iz aktivhoga mulja

Za provedbu eksperimenta, stvaranje pahuljica aktivnog mulja, koriStene su
bakterijske kulture izolirane iz aktivnoga mulja. Za uzgoj bakterija priredene su dvije
vrste hranjivih podloga. Bakterijske kulture uzgojene su nacjepljivanjem decimalnih
razrjedenja aktivnoga mulja na dvije hranjive podloge, hranjivi agar (HA) i Tryptic
soy broth (TSB), u Petrijeve zdjelice koje su inkubirane pri 37 °C, 24-48 sati. Nakon
inkubacije odreden je ukupan broj zivih stanica bakterija, CFU (eng. Colony forming
units)®.  Kulture koje su bile najzastupljenije prema svojim morfoloSkim
karakteristikama u svim pripravljenim razrjedenjima su izolirane te prociS¢ene
tehnikom iscrpljivanja u svrhu dobivanja zasebnih kolonija. Klasifikacija bakterija u
jednu od dviju velikih skupina: gram pozitivne i gram negativne bakterije, provedena
je bojanjem po Gramu® i testom s kalijevim hidroksidom. Takoder je ispitana
enzimska aktivnost biokemijskim testovima; oksidaza, katalaza i nitrataza.®

Za odredivanje roda i vrste bakterija koriSten je API strip (eng. Analytical
profile index) koji se sastoji iz viSe razli¢itih biokemijskih testova temeljenih na
enzimatskoj aktivnosti kulture mikroorganizma. Ciste bakterijske kulture inokulirane
su na propisani nacin te je tako pripremljen strip inkubiran u termostatu pri 37°C
tijekom 24-48 sati. Oc¢itavanje rezultata provedeno je uz pomo¢ dopunskih reagensa i
tablice sa rezultatima.®

Kao potvrdan test provedena je MALDI-TOF masena spektrometrija (eng.
Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) na
institutu Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu. Analit, Ciste bakterijske kulture, je ioniziran
zajedno s matricom djelovanjem laserskog svjetla. loni proteina prolaze kroz
ionizacijsku cijev gdje se razdvajaju na temelju njihove mase i naboja, a odziv se

dobiva u obliku pikova.*®
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3.3.2. Odredivanje kemijske potrosnje kisika

Kemijska potrosnja kisika je pokazatelj ukupnog organskog opterecenja u
uzorku otpadne vode. Postupak odredivanja vrijednosti KPK se temelji na principu
oksidacije organskih tvari u uzorku s kalijevim bikromatom u sumporno kiselom
mediju uz srebrov sulfat kao katalizator. Analiza se provodi u zatvorenim kivetama
kuhanjem 2 sata u bloku za digestiju pri temperaturi 150 °C, a koli¢ina utroSenog
kalijevog bikromata mjeri se spektrofotometrijski pri A = 670 nm. KPK vrijednost se

izrazava kao ekvivalent kisika koji je proporcionalan utroSku kalijevog bikromata.’’
3.3.3. Odredivanje toksi¢nosti farmaceutske otpadne vode

U uzorku otpadne vode proveden je test toksi¢nosti pomoc¢u bioluminiscentne
bakterije Vibrio fischeri. Inhibicija bioluminiscencije izmjerena je nakon inkubacije
od 30 min prema standardnoj metodi EN 1SO 11348-3, 1998.%® Metoda se temelji na
procjeni smanjenja fizioloske aktivnosti Ciste kulture Vibrio fischeri u prisutnosti
toksicnih tvari, u ovom slucaju farmaceutske otpadne vode. Kao mjera fizioloske
aktivnosti koristi se prirodno svojstvo luminiscencije ove vrste bakterija. Mjeri se
intenzitet luminiscencije na pocetku testa 1 nakon 30 minuta. Instrument ocitava dva
rezultata efektivne koncentracije: ECy i ECsq koji predstavljaju volumni udio (%)
uzorka pri kojemu dolazi do 20 %-tnog i 50%-tnog pada luminiscencije.

Indeks utjecaja toksicnosti (TII) se izraCunava prema jednadzbi Tllsg = 100 x
(EC50)'1. Prema definiranoj skali, uzorci su klasificirani kao ‘ne toksi¢ni’ (0, NT),
‘blago toksi¢ni” (<1, BT), ‘toksi¢ni’ (1-10, T), ‘vrlo toksi¢ni’ (11-100., VT), i

‘ekstremno toksi¢ni’ (>100, ET).%%

3.3.4. Proces stvaranja pahuljica aktivnoga mulja
Provedena su tri pokusa (P1-P3) stvaranja pahuljica aktivhog mulja na

rotacijskoj termostatiranoj tresilici s brzinom vrtnje od 160 min® i T = 25,3 °C
tijekom 72 sata (slika 3.1.).
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Slika 3.1. Rotacijska termostatirana tresilica.

Erlenmeyerove tikvice radnog volumena od 500 mL sadrzavale su hranjivu
podlogu s dodatkom natrijevog acetata,”’ otpadne vode razligitih karakteristika
prikazanih u tablici 3.1. te suspenziju izoliranih bakterijskih kultura $to je prikazano

naslici 3.2.

Tablica 3.1. Karakteristike otpadne vode koriStene u procesu stvaranja aktivnog

mulja.
Analize Otpadna voda A Otpadna voda B
KPK, mg L™ 26 440,0 8 313,0
pH — vrijednost, - 3,8 7,37
x, mS cm™ 19,3 2,4
TII, - 7,6 85,5

Opticka gusto¢a dodane suspenzije iznosila je 0,17 u svim pokusima, a uzorak
otpadne vode A razrjeden je 10 puta prije postavljanja pokusa zbog visoke pocetne

vrijednosti KPK i vodljivosti.
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Na slici 3.2. prikazane su pocetne vrijednosti koncentracije supstrata, Sp, U sva
tri pokusa. U pokusu P1, koji je sadrzavao samo hranjivu podlogu i bakterijsku
suspenziju, po&etna vrijednost koncentracije iznosila je S, = 2,7 g L. Nadalje, kod
pokusa P2, ¢iji je sastav Cinila otpadna voda A, hranjiva podloga i bakterijska
suspenzija, pocetna vrijednost koncentracije supstrata iznosila je So = 3,6 ¢ L2

Otpadna voda B, hranjiva podloga 1 bakterijska suspenzija ¢inile su sastav pokusa P3,

a po&etna vrijednost koncentracije supstrata iznosila je So = 6,0 g L™.

P1 P2 P3

370 mL
otpadne vode

370 mL

A+120 mL B+120mL
400 mL hranjive L 0
dl +10 hranjive hranjive
podioge mL podloge + 10 podloge + 10

suspenzije

§,=2,7 g L!

ml suspenzije

Sy=3,6 g L1

otpadne vode

mI. suspenzije

S,= 6,0 g L1

Slika 3.2. Prikaz sadrZaja Erlenmayerovih tikvica uz pocetne vrijednosti koncentracije

supstrata u P1-P3 za provedbu procesa stvaranja pahuljica aktivnhog mulja.

Tijekom pokusa u uzorcima su odredivani: pH-vrijednost, koncentracija
otopljenog kisika, kemijska potrosnja kisika te je mikroskopskom analizom pracen
nastanak pahuljica aktivnog mulja i njihova kakvoca.

3.3.5. Mikroskopska analiza mulja
Morfoloske karakteristike nastalih pahuljica aktivhog mulja u suspenziji

bakterijskih kultura i otpadne vode odredivane su mikroskopskom analizom. Uzorci

su uzimani svakodnevno i odmah pregledavani pomoc¢u mikroskopa (slika 3.3.).
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Slika 3.3. Svjetlosni mikroskop sa ugradenom kamerom.

Vlazni preparat pripravljen je nanoSenjem kapljice uzorka suspenzije sterilnom
pipetom na predmetnicu. Preparat je pokriven pokrovnicom i promatran pod
mikroskopom pri povecanjima od 100 i 400%. Snimane su mikroskopske fotografije,
tzv. mikrofotografije u prolaznoj svjetlosti. Fotografiran je reprezentativni uzorak
pomocu mikroskopa opremljenog kamerom te su uoCene znaCajne karakteristike
prisutnih mikroorganizama, §to omogucuje pracenje smjene mikroorganizama kao i

formiranje pahuljica aktivnoga mulja.
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4. REZULTATI

41. 1ZOLACIJA | IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH KULTURA 1Z
AKTIVNOG MULJA

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.1. provedena je izolacija i identifikacija
bakterijske kulture iz aktivnoga mulja. Rezultati su prikazani slikama 4.1.- 4.6. te
tablici 4.1.

Slika 4.1. Izrasle bakterijske kulture nakon 24 - 48 h pri 37 °C na hranjivoj podlozi

Tryptic soy broth nacijepljenom uzorkom iz aktivnoga mulja, CFU = 7,2:10° st mL™.
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Slika 4.2. Izrasle bakterijske kulture nakon 24-48 h pri 37 °C na hranjivom agaru

nacijepljenoj uzorkom iz aktivnoga mulja, CFU = 5,0-10°st mL™.

Slika 4.3. Fotografska snimka izrasle bakterijske kulture Bacillus cereus na hranjivom

agaru dobivene tehnikom iscrpljivanja nakon inkubacije od 24 sata.
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Slika 4.4. Fotografska snimka izrasle bakterijske kulture Cupriavidus gilardii na

hranjivom agaru dobivene tehnikom iscrpljivanja nakon inkubacije od 24 sata.

Slika 4.5. Fotografska snimka izrasle bakterijske kulture Alcaligenes faecalis na
hranjivoj podlozi Triptic soy broth dobivene tehnikom iscrpljivanja nakon inkubacije
od 24 sata.
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Slika 4.6. Mikrofotografija izolirane bakterijske kulture Bacillus cereus obojane po
Gramu, P =1000x,

Slika 4.7. Mikrofotografija izolirane bakterijske kulture Cupriavidus gilardii obojane
po Gramu, P = 1000x.
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Slika 4.8. Mikrofotografija izolirane bakterijske kulture Alcaligenes faecalis obojane
po Gramu, P = 1000x.

Tablica 4.1. Rezultati provedenih biokemijskih testova za bakterijske kulture izolirane

iz aktivnoga mulja.

Bakterijska ) .
Oksidaza Katalaza Nitrataza KOH
kultura

Bacillus

cereus

Alcaligenes

faecalis

Cupriavidus

gilardii
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Slika 4.9. Snimljeni spektar MALDI-TOF masene spektrometrije za bakterijsku
kulturu Alcaligenes faecalis.
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Slika 4.10. Snimljeni spektar MALDI-TOF masene spektrometrije za bakterijsku
kulturu Bacillus cereus.

24



FKIT_10 0:E5 M5 Raw
6000+

Intens. [a.u.]

SDDGE
4DDGE
SDDGE
QDDGE

1AL

0-7 T T T T T
2000 4000 6000 8000

WL«JWLA_ —

T T T T T T
10000 12000 14000 16000 18000

miz

Slika 4.11. Snimljeni spektar MALDI-TOF masene spektrometrije za bakterijsku
kulturu Cupriavidus gilardii.
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Tablica 4.2. Rezultati identifikacije dobiveni na temelju MALDI-TOF masene spektrometrije za izolirane bakterijske kulture iz aktivnoga mulja.

AnalyteName AnalyteID Organism (hest match) ScoreValue Organism(second hest match) ScoreValue
E(+)(B) FKIT 2 Alcaligenes fagcalis 1979 Alcaligengs faecalis 1924
E3(+)(4) FKIT 3 Bacillus cereus - Bacillus wethenstephanensis 178
B(#)(4) FRILL0 Cupiaids lard o Cupiaids T
Range | Deseription  Symbols Color
1.700 ..1.999 probable genus identification ‘ (+) yellow
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4.2. PROCES STVARANJA PAHULJICA AKTIVNOG MULJA

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.4. proveden je proces stvaranja
pahuljica aktivhoga mulja sa izoliranim bakterijskim kulturama Bacillus
cereus, Alcaligenes faecalis i Cupriavidus gilardii. Rezultati pokusa

prikazani su na slikama 4.12. — 4.15.

7

6

S/mgL!

t/h

Slika 4.12. Promjena koncentracije supstrata tijekom 72 sata pri T =25 °C i 160 min™ u
P1.
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Slika 4.13. Promjena koncentracije supstrata tijekom 72 sata pri T =25 °C i 160 min™ u
P2.

S/mgL!

t/h

Slika 4.14. Promjena koncentracije supstrata tijekom 72 sata pri T =25 °C i 160 min™ u
P3.
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Slika 4.15. Usporedba ucinkovitosti uklanjanja supstrata u P1, P2 i P3.
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43. MIKROSKOPSKA ANALIZA AKTIVNOG MULJA

Postupkom opisanim u poglavlju 3.3.5. provedena je mikroskopska analiza

pahuljica aktivnoga mulja. Rezultati su prikazani u slikama 4.16.- 4.20.

Slika 4.16. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u 24. satu provedbe procesa

stvaranja pahuljica aktivnoga mulja u P1 snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 100x.
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Slika 4.17. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u 24. satu provedbe procesa

stvaranja pahuljica aktivnoga mulja u P2 snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 100x.

».

Slika 4.18. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u 48. satu provedbe procesa

stvaranja pahuljica aktivnoga mulja u P2 snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 100x.
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Slika 4.19. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u 24. satu provedbe procesa
stvaranja pahuljica aktivnoga mulja u P3 snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 100x.

Slika 4.20. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u 72. satu provedbe procesa
stvaranja pahuljica aktivnoga mulja u P3 snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 100x.
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5. RASPRAVA

Ubrzanim razvojem farmaceutske industrije i rastom proizvodnje farmaceutika javlja se
potreba izbora odgovarajuceg postupka pri obradi nastalih otpadnih tokova postivajuci
nacela zaStite okoliSa. Farmaceutska otpadna voda zbog sadrzaja neizreagiranih
reaktanata, intermedijera te farmaceutskih aktivnih tvari predstavlja potencijalni
problem za okolis."® Za obradu farmaceutske otpadne vode koristi se bioloSka obrada s
aktivnim muljem ¢ija ucinkovitost uvelike ovisi o metabolickom potencijalu
mikroorganizama.’>*® Najvazniji element u procesu biologke obrade otpadnih voda
predstavljaju pahuljice aktivnhog mulja. Na njihovo stvaranje utjeCe priroda i
koncentracija prisutnog supstrata, koncentracija otopljenog kisika te hidrodinamicka

svojstva reaktora.®!

51. 1ZOLACIJA | IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH KULTURA 1Z
AKTIVNOG MULJA

Uzgojem bakterijskih kultura na dvije razli¢ite podloge, hranjivi agar (slika 4.1.)
I Tryptic soy broth (slika 4.2.) odreden je ukupan broj zivih bakterijskih stanica (CFU)
te je provedena izolacija. Dobivena vrijednost CFU na hranjivom agaru iznosila je
5,0-10° st mL™, a vrijednost za Tryptich soy broth bila je iste potencije, ali ipak nesto
veéa i iznosila je 7,2-10° st mL™. Dobiveni rezultati ukazuju da su u aktivnom mulju iz
industrijske proizvodnje farmaceutika prisutne ove bakterijske kulture.

Bojanjem po Gramu ustanovljeno je da izolirane kulture Alcaligenes faecalis i
Cupriavidus gilardii spadaju u skupinu gram negativnih bakterija, dok se bakterijska
kultura Bacillus cereus spada u gram pozitivne bakterije. Zajednicka karakteristika
gram negativnih bakterija je tanja stani¢na stjenka, u odnosu na gram pozitivne
bakterije, koja se sastoji od 5-12 % peptidoglikana, a s vanjske strane je obavijena
lipopolisaharidnim slojem.? Mikroskopskom analizom, ujedno, je uoceno da su stanice
bakterijskih kultura Alcaligenes faecalis, Bacillus cereus i Cupriavidus gilardii
Stapicastog oblika, $to je vidljivo na slikama 4.6., 4.7. 1 4.8.

Tablica 4.1. prikazuje rezultate provedenih biokemijskih testova koji ukazuju na
prisutnost enzima oksidaze, katalaze i nitrataze u izoliranim mikroorganizmima dok je

potvrdan rezultat testa s kalijevim hidroksidom pokazatelj kako je bakterija gram
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negativna. Za bakterijsku kulturu Bacillus cereus svi provedeni biokemijski testovi su
pozitivni. Test s kalijevim hidroksidom je negativan Sto znaci da je kultura gram
pozitivna. To je potvrdeno i bojanjem po Gramu te mikroskopskom analizom (slika
4.6.). Bakterijske kulture Alcaligenes faecalis i Cupriavidus gilardii ne sadrze enzim
nitratazu, ali sadrze enzime katalazu 1 oksidazu. Test s kalijevim hidroksidom, koji je
brzi test provjere da li je kultura gram pozitivna ili negativna, ispao je potvrdan.
Takoder, to se podudara s bojanjem po Gramu prikazanom slikama 4.7. 1 4.8. i
provedenom mikroskopskom analizom, kojima je potvrdeno da su obje bakterijske
kulture gram negativne.

Rod i vrsta izoliranih bakterijskih kultura, prikazanih na slikama 4.3., 4.4. 1 4.5.,
odredeni su MALDI-TOF metodom. Na temelju rezultata (slike 9.-11.) dobivenih
MALDI-TOF masenom spektrometrijom prema odzivu analize, koji je bio vrlo
intenzivan, s velikom vjerojatno$¢u moze se potvrditi da su izolirane bakterijske kulture
Alcaligenes faecalis, Bacillus cereus i Cupriavidus gilardii (tablica 4.2.).

Iz aktivnoga mulja izolirane su najzastupljenije bakterije. S obzirom na to da one
obitavaju u aktivnom mulju koji se koristi za obradu farmaceutske otpadne vode
pretpostavlja se njithova dobra prilagodenost dostupnom supstratu te samim time
mogucnost povezivanja u pahuljice aktivhoga mulja.

Izolirane bakterijske kulture Alcaligenes faecalis, Bacillus cereus i Cupriavidus

gilardii koristene su u pokusima stvaranja pahuljica aktivnoga mulja.

5.2. PROCES STVARANJA PAHULJICA AKTIVNOG MULJA

Proces stvaranja aktivnhog mulja proveden je inokulacijom bakterijskih kultura
Bacillus cereus, Alcaligenes faecalis i Cupriavidus gilardii u sustav s hranjivom
podlogom i farmaceutskom otpadnom vodom kako je opisano u odlomku 4.2.

Slikom 4.12. prikazana je promjena koncentracije supstrata tijekom 72 sata u
pokusu P1. Tijekom bioflokulacije mikroorganizmi, odnosno bakterijske kulture
razgraduju otopljene tvari S§to im omogucuje proizvodnju ekstracelularne polimerne
supstance za formiranje flokula iz suspendiranih Gestica.®! U slici je vidljivo smanjenje
koncentracije prisutnog supstrata koje je najznacajnije u 24. satu. Razgradnja se odvila u
kratem periodu zbog toga Sto hranjiva podloga sadrzi tvari koje bakterije lako

asimiliraju i razgraduju.
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U pokusu P2 uz hranjivu podlogu koriStena je otpadna voda A ¢&ije su
karakteristike vidljive u tablici 3.1. Dodatkom novog supstrata u sustav su unijeti teze
razgradivi organski spojevi §to je i karakteristi¢no za farmaceutske otpadne vode.'®!
Ucinkovitost procesa u 48. satu iznosila je 43,0 % S$to je 1 prikazano u slici 4.13. U
pokusu P3 je ista ucCinkovitost postignuta u 72. satu. U ovom pokusu koriStena je
otpadna voda B, takoder s odredenim udjelom hranjive podloge, koja je prethodno
okarakterizirana kao vrlo toksi¢na. U slici 4.14. vidljiv je postepeni pad koncentracije
supstrata, a razlog tome je prisustvo toksi¢nih tvari koje mogu inhibitorno djelovati na
metabolizam mikroorganizama ili usporiti proces stvaranja pahuljica aktivnog mulja.**

U slici 4.15. prikazana je u¢inkovitost uklanjanja supstrata kroz 72 sata za sva tri
pokusa. Najvecéa ucinkovitost u pokusu P1 iznosila je 78,0 %, a u pokusu P2 ona iznosi
51,8 %. Takoder je u navedenim pokusima najve¢i skok u postocima uklonjenog
supstrata zabiljezen u 24. satu, dok u daljnjem provodenju pokusa nisu zabiljezene vece
promjene. U tom periodu su bakterijske kulture usle u eksponencijalnu fazu rasta zbog
¢ega su viSe koristile dostupan supstrat za svoj rast i razmnozavanje. U pokusu P3 je

najveca ucinkovitost od 43,5 % postignuta u 4. satu.

5.3. MIKROSKOPSKA ANALIZA AKTIVNOG MULJA

Mikrofotografije, kao rezultat mikroskopske analize uzoraka aktivnhog mulja,
upucuju na tijek procesa bioflokulacije, odnosno stvaranja pahuljica. Nakon prvih 24.
sata provedbe pokusa u P1 1 P2, gdje je 1 zabiljezen najvec¢i pad koncentracije supstrata,
vidljive su formirane pahuljice aktivnog mulja (slike 4.16. 1 4.17.). uspjeSnom
formiranju pahuljica pridonijelo je stvaranje ekstracelularne polimerne tvari od strane
bakterije Bacillus cereus.”? Pahuljice u pokusu P1 su velike i nepravilnog oblika no
naziru se prozirne pahuljice koje su se tek pocele razvijati. Tamnija boja vecih pahuljica
upucuje na to kako su pahuljice ve¢ razvijenije te su takve pahuljice doprinijele vecoj
ucinkovitosti uklanjanja prisutnog supstrata. Za razliku od njih, u slici 4.17., vidljive su
prozirne pahuljice okruglog oblika koje upuéuju na mladu biomasu, odnosno na pocetnu
fazu procesa. Nakon 48 sati provedbe pokusa P2, veli¢ina pahuljica se vidno smanjila
(slika 4.18.) Sto upucuje na pad koncentracije mulja zbog nedostatka hranjivih tvari ili
stvaranja nusprodukata biotransformacijom oneciS¢ujucih tvari prisutnih u otpadnoj

vodi. U slici 4.19. primijecen je veliki udio slabih, prozirnih pahuljica nepravilnog
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oblika koje su u procesu stvaranja. U 64. satu, u slici 4.20., nastale su velike i nepravilne
pahuljice koje su po svom obliku sli¢ne pahuljicama iz pokusa P1.

Uvjeti mijeSanja u reaktoru imaju za posljedicu jednoliku raspodjelu pahuljica
prema veli¢ini uz postignut specifi¢an oblik u sustavu farmaceutskih otpadnih voda,
¢ime se razlikuju od drugih sustava otpadnih voda u kojima se prisutno organsko

onecidéenje uklanja primjenom biologkih postupaka sa aktivnim muljem.®
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih pokusa stvaranja pahuljica aktivnhoga mulja moZe se zakljuciti

sljedece:

1)

2)

3)
4)
5)

Farmaceutska otpadna voda okarakterizirana je kao visoko optere¢ena s KPK
vrijednostima 26.440 mg L™ i 8.313 mg L™ te prema vrijednostima T1l od 7,6 i 85,5
toksicna i vrlo toksi¢na.

Iz aktivnog mulja izolirane su bakterijske kulture Bacillus cereus, Alcaligenes faecalis
I Cupriavidus gilardii koje su koristene u procesu stvaranja pahuljica aktivnog mulja.
U svim pokusima proces stvaranja pahuljica je zapoceo u 24. satu.

Najveca ucinkovitost uklanjanja supstrata iznosila je 78,0 %.

Mikroskopskom analizom mulja utvrdeno je da vrsta supstrata utjeCe na morfologiju

pahuljica.
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POTENCIJAL IZOLIRANIH BAKTERIJSKIH KULTURA U
STVARANJU AKTIVNOG MULJA ZA BIOREMEDIJACIJU
FARMACEUTSKE OTPADNE VODE

Martina MiloloZa, Nikolina Janton

Eksponencijalni rast broja stanovniStva, urbanizacija 1 povecana industrijalizacija
izazivaju razliCite negativne efekte na sastavnice okoliSa. Tako nove oneciS¢ujuce tvari
ukljucujuéi i1 farmaceutike preko razlicitih izvora dospijevaju sve ve¢om brzinom u okolis.
Jedan od vecih izvora farmaceutika je farmaceutska otpadna voda iz industrijske proizvodnje
lijekova. Predlozeni su razli¢iti postupci obrade farmaceutskih otpadnih voda medu kojima se
istice bioloska obrada zbog svoje ekonomicnosti i ucinkovitosti. Bioremedijacija je sve
koriSteniji bioloski postupak ¢iji se princip obrade zasniva potencijalu odgovarajuéih
mikroorganizama za uklanjanje oneci$¢ujucih tvari u kontroliranim uvjetima. U¢inkovitost
uklanjanja oneci$¢ujuéih tvari moze se povecati bioaugmentacijom.

U ovome radu provedena je izolacija i identifikacija bakterijskih kultura Bacillus
cereus, Alcaligenes faecalis i Cupriavidus gilardii koje su koriStene u procesu stvaranja
pahuljica specificnog aktivnoga mulja. Provedena su tri pokusa P1, P2 i P3 s razli¢itim
pocetnim koncentracijama supstrata od 2,7 g L™ do 6,0 g L™%. Tijekom provedbe pokusa, osim
supstrata, pra¢ena je koncentracija otopljenog kisika i pH-vrijednost te je mikroskopskom
analizom pracéen stvaranje pahuljica aktivnog mulja. U svim pokusima doslo je do stvaranja

pahuljica uz razli¢ite postotke uklonjenog supstrata, a najveca u€inkovitost iznosila je 78,0 %.

Klju¢ne rijeci: farmaceutska otpadna voda, bioaugmentacija, izolirane bakterijske kulture,

specifini aktivni mulj



THE POTENTIAL OF ISOLATED BACTERIAL CULTURES IN
THE FORMATION OF ACTIVATED SLUDGE FOR
BIOREMEDIATION OF PHARMACEUTICAL WASTEWATER

Martina Miloloza, Nikolina Janton

The exponential growth of population, urbanization and increased
industrialization cause various negative effects on the environment. Emerging
contaminants, such as pharmaceuticals, can occur in the environment through various
sources. One of the major sources of pharmaceuticals in the environment is
wastewater from the pharmaceutical industrial plant. Various methods have been
proposed for treating pharmaceutical wastewater, especially biological wastewater
treatment due to its economic efficiency and ecological footprint. Bioremediation is
controlled biological process which is based on the potential of suitable
microorganisms to remove contaminants. The efficiency of contaminants removal can
be increased by bioaugmentation.

In this study an isolation and identification of bacterial cultures of Bacillus
cereus, Alcaligenes faecalis and Cupriavidus gilardii was conducted for the formation
of specific activated sludge flocs. Three experiments were performed P1, P2 and P3
with different initial substrate concentrations in the range from 2.7 g L* t0 6.0 g L™
During the experiments, except substrate concentration, dissolved oxygen and pH
value were measured. The formation of activated sludge flocs was determined by
microscopic analysis. In all experiments formation of the flocs was successful due to
different efficiency of substrate removal. The highest efficiency value obtained was
78.0 %.

Key words: pharmaceutical wastewater, bioaugmentation, bacterial cultures, specific

activated sludge
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