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Dear colleagues,

@1 we are extremely honoured to present to You the sixth issue of
,‘ proceedings of the International Scientific Conference 18"

! Ruzicka Days which was successfully held in September 2020 in
~ Vukovar, despite the challenges posed by the ongoing pandemic.
Ruzicka's days are held in memory of prominent scientist and first
Nobel laureate from Croatia: Leopold (Lavoslav) Ruzicka.

From the very beginning, the main goal of the Conference was to
promote excellence in scientific and professional researches with
an emphasis on the latest scientific results and professional
achievements. In addition, the Conference promotes cooperation
between universities, institutes and the economy. With that in
mind, we started to publish the Conference proceedings. This
collection of papers include scientific, technological, and practical aspects related to
research and development, as well as to the application of modern technological
achievements in industry, emphasizing thus the recognizable slogan of the Ruzicka Days:
"Today Science-Tomorrow Industry".

The papers in the Proceedings are divided into sections: Chemical Analysis and Synthesis (2),
Chemical and Biochemical Engineering (6), Food Technology and Biotechnology (7),
Medical Chemistry and Pharmacy (3), Chemistry in agriculture and Forestry (1),
Environmental Protection (7), and Meeting of Young Chemists (4). Full length papers were
subjected to international review procedure done by eminent experts from the corresponding
fields, but were not subjected to linguistic proof reading.

The organizers of the Conference would like to thank all the authors and participants of the
18™ Ruzicka days, especially the international organizers EuCheMS, EFFoST and EHEDG,
members of the Scientific and Organizing committee, plenary and invited lecturers, reviewers,
sponsors, auspices, media sponsor, and all those who in any way supported the 18" Ruzicka
Days and contributed to the preparation of this Proceedings.

We welcome You until the next RuzZicka Days! Enjoy the extremely interesting scientific
papers contained in these Proceedings!

We are looking forward to meeting You again in Vukovar in 2022.
Ante Jukic
Vesna Oceli¢ Bulatovié

Dajana Kuci¢ Grgic¢
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Sinteza 1,2,3-triazolnog derivata benzofenona klik kemijom

Roko Blazic*, Elvira Vidovié¢

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu,
Marulicev trg 19, HR — 10 000 Zagreb
*Dopisni autor: rblazic@fkit.hr

Sazetak

Molekulna hibridizacija pomoc¢u poznatih farmakofora novi je pristup sintezi bioloski
aktivnih spojeva. Jedan od poznatih farmakofora je benzofenon. Derivati benzofenona javljaju
se u prirodi i specifi¢ni su za porodicu biljaka kluzijevki (Clusiaceace), a pokazuju bioloSku
aktivnost (antibakterijska svojstva, anti-HIV aktivnost, protuupalno djelovanje, inhibiciju
rasta stanica karcinoma). BioloSka aktivnost je utvrdena 1 kod sintetskih derivata
benzofenona. Primjerice, ketoprofen dostupan je na trzistu kao protuupalni lijek. Takoder,
poznati farmakofor je 1,2,3-triazolna skupina. Otporna je na metabolicku degradaciju,
omogucava stvaranje vodikovih veza i poboljSava vezanje pripadaju¢e molekule na bioloske
mete. U ovom radu provedena je sinteza 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)benzofenona iz 4-azidobenzofenona i propagil alkohola uz primjenu Cu* ili Cu** soli kao
katalizatora. Uz reakcijama uz Cu®* uspje$no je sintetiziran 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)benzofenon, a iskoriStenje reakcije je 21-70 %.

Kljucne rijeci: derivati benzofenona, 1,2,3-triazol, klik kemija
Uvod

Molekulna hibridizacija strategija je razvoja novog spoja na temelju prepoznavanja
farmakofornih jedinica dva ili viSe bioloski aktivna spoja te njihovim adekvatnim spajanjem u
novu molekulu pri ¢emu iskoriStavaju funkcionalna svojstva svakog pojedinog framakofora
(Bahia i sur. 2016). Benzofenon i 1,2,3-triazol Siroko su istrazivani farmakofori. Derivati
benzofenona javljaju se u prirodi i specifi¢ni su za porodicu biljaka kluzijevki (Clusiaceace).
Pokazuju Siroki spektar bioloske aktivnosti od antibakterijskih svojstava, anti-HIV aktivnosti,
protuupalnog djelovanja do inhibicije rasta stanica karcinoma. Bioloska aktivnost takoder je
utvrdena i kod sintetskih derivata benzofenona, a na trzistu je dostupno nekoliko lijekova Cije
su aktivne tvari derivati benzofenona, primjerice to su ketoprofen, tolkapon, sulisobenzon
(Suran i sur. 2018). 1,2,3-Triazolna skupina vazna je skupina pri razvoju ucinkovitih
antimikrobnih molekula. Otporna je na metabolicku degradaciju, omogucava stvaranje
vodikovih veza Sto uz jaki dipolni moment omogucava ucinkovitije vezanje molekule na
ciljane bioloSke supstrate.

Reakcija cikloadicije azida i alkina katalizirana bakrom osnovni je primjer reakcije klik
kemije u kojoj dolazi do regioselektivnog nastajanja 1,4-disupstituiranog 1,2,3-triazola pri
Gemu Se za sintezu kao Katalizatori koriste soli Cu® i Cu®* (Tireli M. i sur. 2017).

Kumari B. i suradnici (Kumari i sur. 2017) reakcijom cikloadicije azida i alkina sintetizirali su
niz hibrida 1,2,3-triazol etodolaka. Reakciju klik kemije provodili su uz kataliticki sustav
CuSO4*5H,0 i askorbinska kiselina.




international conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTF & Euchems
M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY European Chemical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

KEMIJSKA ANALIZA | SINTEZA | CHEMICAL ANALYSIS AND SYNTHESIS

U sustavu otapala tert-butanol i voda (1:1 vol. %) produkt je nastao tek u tragovima. U
nastavku istrazivanja ispitali su niz kootapala (dimetilsulfoksid (DMSO), dimetilformamid
(DMF), tetrahidrofuran (THF), diklormetan (DCM), acetonitril) uz vodu. Najvece iskoristenje
zabiljezeno je u sustavu otapala DCM:voda (1:1 vol. %). Isti kataliticki sustav koriSten je 1 pri
sintezi antitumorne molekule s 1,2,3-triazolnom skupinom, a reakcija je provodena u otapalu
DMF:H,O (1:1 vol. %). Antitumorne molekule s 1,2,3-triazolnom skupinom uspjesno su
sintetizirane ali je iskoriStenje reakcije bilo 16-20 % (Gregoric¢ i sur. 2017) . Prilikom sinteze
medicinski vaznih 1,2,3-triazolnih derivata kinazolina kao katalizator koriSten je
CuSO4*5H,0, ali prilikom sinteze nije koristeno redukcijsko sredstvo kako bi se bakar preveo
u Cu* stanje veé je u reakciji direktno koristen Cu?*. Dodatno, uz CuSO4*5H,0 kao izvor
bakra, dodana je baza trietilamin. Uz navedeni Kkataliticki sustav 1,2,3-triazolni derivati
kinazolina sintetizirani su u gotovo kvantitativnom iskoriStenju dok sinteza nije bila uspjesna
upotrebom CuSO4*5H,0 i askorbinske kiseline neovisno o koristenom otapalu (THF, DMF,
THF/voda, acetonitril) (Vashist i sur. 2014). U sinteza derivata 1,2,3-triazol-kinolina takoder
je koristen Cu®, pri Cemu je izvor bakra bio bakar (II) acetat. Reakcija je provedena u
metanolu pri 60 °C, a derivati 1,2,3-triazol-kinolina sintetizirani su s iskoristenjem 21 — 89 %.
Na iskoristenje znatno je utjecala vrsta koristenog fenil azida. Tako je kod p-supstituiranih
fenil azida zabiljezeno iskoriStenje 76-89 %, dok je za sam fenil azid zabiljezeno najnize
iskoriStenje (21 %) (Tireli i sur. 2017).

Osim u sintezi bioloski aktivnih molekula, reakcija klik kemije koristi se i u modifikaciji
polimerinih  molekula. Modifikacija krajeva polistirena s 1,2,3-triazolnom skupinom
provedena je u THF-u pri ¢emu je kao katalizator koriSten bakar (I) bromid s derivatom
bipiridina kao ligandom koji omogucuje topljivost Cu* u organskom otapalu(Lutz i sur.
2005). Iz ovog kratkog pregleda literature vidljivo je da je za uspjesnost reakcije klik kemije
vazno pronaci odgovarajuci kataliticki sustav te otapala kako bi se uspjesno provela reakcija i
iskoristile njene prednosti. Aril azidi predstavljaju vaznu grupu spojeva koja ima primjenu
kao intermedijeri u organskoj sintezi izocijanata, peptida 1 heterociklickih spojeva poput
1,2,3-triazola. Na reaktivnost aril azida u reakcijama klik kemije znacajno utjecu supstituenti.
Yoshida i suradnici (Yoshida i sur. 2011) istrazivali su reakcije steri¢ki ometanih aril azida u
reakciji klik kemije. Suprotno ocekivanju, uoceno je da dolazi do vece reaktivnosti kod azidne
skupine koja se nalazi u okruZenju supstituenata koji stericki ometaju dostupnost azidne
skupine za reakciju. Utvrdeno je da je veca reaktivnost posljedica utjecaja supstituenata na
konjugaciju azidne skupine s aromatskim prstenom.

U ovom radu istrazivana je reakcija 4-aminobenzofenona s propagil alkoholom kako bi se
utvrdio najpogodniji kataliticki sustav 1 otapalo za sintezu
4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzofenona (1).

Materijali i metode
Materijali

U ovom radu Kkoristeni su tetrahidrofuran (Fisher Chemical), diklormetan (Carlo Erba), etil-
acetat (Kemika), bakar (1) acetat (Kemika), propagil alkohol (Acros Organic). Kemikalije su
koriStene bez daljnjeg procis¢avanja. Azidobenzofenon sintetiziran je prema proceduri iz
literature (Han i sur. 2013).
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Sinteza
Metoda 1

U otopinu propagil alkohola (1 eq) u DMF-u dodan je 4-azidobenzofenon (2,1 eq). Potom je u
otopinu reaktanata dodan 1 mL otopine natrijeva askorbata (0,3 eq) i 1 mL otopine
CuSO4*5H,0 (0,03 eq). Reakcija je provodena preko noéi na sobnoj temperaturi. Nakon
zavrsSetka reakcije, reakcijska smjesa ulivena je u deioniziranu vodu pri ¢emu je doslo do
precipitacije nastalog produkta. Ekstrakcija produkta provedena je pomocu etil-acetata.

Metoda 2

4-azidobenzofenon (1 eq) i propagil alkohol (1 eq) otopljeni su u metanolu (8 mL). U otopinu
reaktanata dodana je odvagana koli¢ina Cu(OAc); (0,05 eq). Reakcijska smjesa je zagrijana
na 60 °C te je reakcija provodena preko no¢i. Nakon zavrSetka reakcije, reakcijska smjesa je
ulivena u deioniziranu vodu pri ¢emu je doslo do precipitacije nastalog produkta. Ekstrakcija
produkta provedena je pomocu etil-acetata. ProciS¢avanje uzoraka provedeno je kolonskom
kromatografijom s otapalom diklormetan (DCM)/etil-acetat (1:1 vol. %).

Metoda 3

U prethodno pripremljenu otopinu propagil alkohola (1 eq) u THF-u dodan je CuSO4*5H,0
(15 mol. %) i trietilamin (TEA) (1,2 eq). Tako pripremljena smjesa mijeSana je pri sobnoj
temperaturi 15 min. Nakon 15 min u smjesu propagil alkohola dodana je otopina
4-azidobenzofenona (1 eq). Reakcija je provodena preko noci na sobnoj temperaturi. Nakon
zavrSetka reakcije, reakcijska smjesa je ulivena u deioniziranu vodu pri ¢emu je doslo do
precipitacije nastalog produkta. Ekstrakcija produkta provedena je pomocu etil-acetata.
Proc¢is¢avanje uzoraka provedeno je kolonskom kromatografijom s otapalom diklormetan
(DCM)/etil-acetat (1:1 vol. %).

Karakterizacija produkata provedena je infracrvenom spektroskopijom (FTIR) na uredaju
Perkin Elmer Spectrum One. Spektri su snimljeni u podru¢ju od 4000 do 650 em? uz
rezuluciju 4 cm™,

Kako bi se odredila struktura spoja nuklarnom magnetskom rezonancom snimljeni su *H-
NMR spektri na uredaju Bruker Avance 300 MHz. Snimanje je provedeno u diklormetanu-d2
pri 300 MHz, a kemijski pomaci ‘H odredeni su prema otapalu & 5,32 ppm.

Rezultati | rasprava

U literaturi je dostupan niz metoda sinteze 1,2,3-triazola pri ¢emu se kao katalizator koristi
bakar (Cu, Cu* ili Cu?"), slika 1. Izbor otapala odreden je topljivosti reaktanata i katalizatora u
pojedinom otapalu §to onemogucava primjenu univezalnog sustava katalizator/otpalo.

U ovom radu sinteza spoja 1 provedena je na tri nac¢ina kako bi se utvrdila najpogodnija
metoda za sintezu. Najprije je provedena sinteza u DMF/H,0 s CuSO45H,0 i askorbinskom
kiselinom s obzirnom na to da se navedeni sustav vrlo ¢esto koristi prilikom sinteze
1,2,3-triazola. Nadalje, ispitani su sustavi kod kojih se direktno koristi Cu®* kako katalizator.
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Slika 1. Shematski prikaz reakcije klik kemije 4-azidobenzofenona i propagil alkohola
Figure 1. Schematic representation of click chemistry reaction of 4-azidobenzopehnone and
propagyl alcohol

Nakon svake reakcije provedeno je procis€avanje reakcijske smjese te su nastali produkti
karakterizirani infracrvenom spektroskopijom i NMR-om. IskoriStenje reakcije odredeno je
nakon prociS¢avanja reakcijske smjese. Na slikama 2 - 7 prikazani su infracrveni spekitri
produkata dobivenih sintezom prema metodi 1-3. Karakteristicna vrpca azidne skupine 4-
azidobenzofneona nalazi se pri 2124 i 2091 cm™ dok se karakteristi¢na vrpca alkina nalazi pri
2100 cm™ (C=C) 1 ostra vrpca pri 3320 em™ (vibracija =C-H). Izostanak karakteristi¢nih vrpci
za azidnu i alkinsku skupinu u infracrvenom spektru dobivenog produkta ukazuje na utroSak
azida i alkina tijekom reakcije. Reakcijsku smjesu dobivenu metodom 1 nije bilo moguce
procistiti kolonskom kromatografijom s obzirom na to da komponente koje se nalaze u
reakcijskoj smjesi imaju bliske R vrijednosti. S obzirom na to karakterizacija infracrvenom
spektroskopijom provedena je na neprocis¢enom uzorku. Iz infracrvenog spektra produkta 1
vidljive su vrpce karakteristi¢ne za azidnu skupinu Sto ukazuje da se tijekom vremena trajanja
nije utroSio sav aril azid. U podrucju vibracija karbonilne skupine derivata benzofenona
pojavljuju se dvije vrpce: jedna pri 1661cm™ i druga pri 1675 cm™. Dodatno se pojavljuje
vrpca pri 1741 cm™ koja se nalazi u podru&ju vibracija karbonilne skupine esterskih spojeva.
Kod vi§ih valnih brojeva istiu se vrpce pri 2923 i 2854 cm™ koje se mogu pripisati
vibracijama CH, skupine. Siroka vrpca pri oko 3370 cm™ moZe se pripisati vibracijama OH
skupine. S obzirom da je iz infracrvenog spektra vidljivo da kod metode 1 ne dolazi do
potpunog utroska azida, te su prisutne vrpce koje upucuju na prisutnost nekih novih
komponenata u sustavu (vrpca pri 1741 te intenzivne vrpce pri 2923,2854 cm™) produkt 1 nije
dalje karakteriziran NMR spektroskopijom. U nastavku rada pristupilo se sintezi spoja 1
metodom 2 i 3.
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Slika 2. Infracrveni spektar azidobenzofenona i produkta dobivenog metodom 1
Figure 2. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 1
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Slika 3. Infracrveni spektar azidobenzofenona i produkta dobivenog
metodom 1 (uvecani spektar)
Figure 3. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 1
(magnified spectrum)

Na infracrvenom spektru produkta dobivenog metodom 2 (slika 4) nisu vidljive
karakteristi¢ne vrpce koje se pripisuju azidnoj i alkinskoj skupini Sto ukazuje da dolazi do
utroska azida i alkina prilikom reakcije. Vrpca pri 1647 cm™ pripisuje se vibracijama
karbonilne skupine 4-azidobenzofenona. Nakon reakcije vidljiv je pomak te vrpce na 1651
cm™ kod produkta dobivenog metodom 2. Nadalje, vidljiv je pomak vrpci koje se pripisuju
vibracijama benzenskog prstena, pomak vrpce s 1599 na 1603 cm™. Izostanak karakteristiéne
vrpce za azidnu skupinu i pomak navedenih vrpci u produktu dobivenom metodom 2 u
odnosu na pocetni 4-azidobnezofenon ukazuju da je doslo do reakcije na benzenskom prstenu
4-azidobnezofenona. Dodatno, prisutnost Siroke vrpce pri 3300 cm™ moZe se pripisati
vibracijama OH skupine $to dodatno ukazuje da je doSlo do ugradnje pocetnog propagil
alkohola u novi produkt.




international conference

- T

-

18 RUZICKA DAYS H'Ki PTF  &cEuchems

M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurcpean Cherical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

KEMIJSKA ANALIZA | SINTEZA | CHEMICAL ANALYSIS AND SYNTHESIS

Jednako kao i kod metode 2, kod produkta dobivenog metodom 3 nisu vidljive karakteristi¢ne
vrpce za azidnu i alkinsku skupinu u infracrvenom spektru (slike 7 i 8). Jednako tako vidljive
su promjene na vrpcama koje se pripisuju vibracijama C=0 skupine i aromatskog prstena.
Takoder, vidljiva je i Siroka vrpca pri oko 3300 cm™ koja se pripisuje vibracijama OH
skupine, $to takoder ukazuje na uspjeSnost reakcije i nastajanja triazolnog prstena.
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Slika 4. Infracrveni spektar azidobenzofenona i produkta dobivenog metodom 2
Figure 4. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 2
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Slika 5. Infracrveni spektar azidobenzofenona i produkta dobivenog
metodom 2 (uvecéani spektar)
Figure 5. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 2
(magnified spectrum)
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Slika 6. Infracrveni spektar azidobenzofenona i produkta dobivenog metodom 3
Figure 6. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 3
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Slika 7. Infracrveni spektar 4-azidobenzofenona i produkta dobivenog
metodom 3 (uvecani spektar)
Figure 7. Infrared spectrum of the 4-azidobenzofenone and the product obtained by method 3
(magnified spectrum)

Daljnja karakterizacija produkata dobivenih sintezom prema metodi 2 i 3 provedena je NMR-
om. Na slikama 8 i 9 prikazani su *H-NMR spektri produkata. Asignacija signala provedena
je na temelju kemijskog pomaka, intenziteta pojedinog signala (povrSine signala),
multipletnosti signala i H-H konstanti sprege. Iz literature je poznato da se u podrucju
kemijskih pomaka oko 7,26 nalaze signali protona derivata benzena (Pretsch i sur. 1982).
Asignacijom signala utvrdeno je da su produkti koji su izolirani iz reakcijske smjese dobivene
metodom 2 i metodom 3 Zeljeni 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzofenon.
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Slika 8. NMR spektar produkta dobivenog metodom 2
Figure 8. NMR spectra of the product obtained by method 2
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Slika 9. NMR spektar produkta dobivenog metodom 3
Figure 9. NMR spectra of the product obtained by method 3

U tablici 1 prikazano je iskoriStenje reakcije klik kemije ovisno o metodi sinteze. Vece
iskoristenje reakcije zabiljeZzeno je kod metode 3 u kojoj je kao katalizator koristen Cu®*, a
reakcija je provodena u metanolu.

Tablica 1. IskoriStenje reakcije sinteze 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzofenona
ovisno o metodi sinteze

Table 1. Yield of the synthesis reaction of 4-(4-(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)benzophenone depending on the synthesis methodes

Metoda Iskoristenje / %
2 21
3 70
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UspjeSnost metoda 3 te iskoriStenje reakcije u skladu je s literaturom s obzirom na to da je
ovom metodom uspjeSno provedena reakcija sinteze 1,2,3-triazol-kinolina kod koje je su
koriSteni aril azidi.

Zakljucci

U radu su ispitane tri metode sinteze 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzofenona
reakcijom klik kemije. Sinteza s CuSO45H,O u otapalu DMF/H,O nije se pokazala
uspjesnom s obzirom na to da nije doslo do utroska azida prilikom reakcije te nije bilo
moguce razdvajanje nastalih produkata. UspjeSna sinteza 4-(4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)benzofenona provedena je metodama 2 i 3 kod kojih je koristen Cu?* kao
katalizator. Kod navedenih metoda doSlo je do utroSka azida prilikom reakcije. Nadalje,
infracrvenom spektroskopijom utvrdeno je da je doslo do promjene polozaja vrpce karbonilne
skupine i vibracija benzenskog prstena, te nastali supstituent pocetno sadrzi OH skupinu §to
ukazuje na nastajanje zeljenog 1,2,3-triazol derivata benzofenona. Struktura nastalog spoja
potvrdena je NMR-om. Usporedbom konverzije metoda 2 1 3 moze se zakljuciti da je metoda
3 prikladnija za reakciju klik kemije 4-azidobenzofenona i propagil alkohola.
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SYNTHESIS OF 1,2,3-TRIAZOLE DERIVATE OF
BENZOPHENONE BY CLICK CHEMISTRY

Roko Blazic*, Elvira Vidovié¢

Faculty of Chemical Engineering and Technology, University of Zagreb,
Marulicev trg 19, 10 000 Zagreb, Croatia
*Corresponding author: rblazic@fkit.hr

Summary

Molecular hybridization using known pharmacophores is a new approach to the synthesis of
biologically active compounds. One of the known pharmacophores is benzophenone.
Benzophenone derivatives occur in nature. They are specific for the Clusiaceace family of
plants where show biological activity (antibacterial properties, anti-HIV activity, anti-
inflammatory propreties, inhibition of cancer cell growth). Moreover, biological activity was
determined in synthetic benzophenone derivatives. For example, ketoprofen is commercially
available as an anti-inflammatory drug. The 1,2,3-triazole group is also known
pharmacophore. It is resistant to metabolic degradation, enables the formation of hydrogen
bonds and improves the binding of the corresponding molecule to biological targets. In this
paper, the synthesis of 4- (4- (hydroxymethyl) -1H-1,2,3-triazol-1-yl) benzophenone (1) from
4-azidobenzophenone and propagyl alcohol was performed using Cu* or Cu®*" salt as a
catalyst. Compound 1 was successfully synthesized in reactions with Cu®**, wheat the yield of
the reaction was 21-70 %.

Keywords: benzophenone derivatives, 1,2,3-triazole, click chemistry
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Molecularly imprinted polymers for determination of gallic acid
Filipa Mréela®, Ivana Smoljko'*, Rolando C. S. Dias?®, Catarina Gomes®
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Summary

Molecularly imprinted polymers (MIP) are synthetic polymers with specific recognition for
targeted molecules. Herein, a facile and efficient approach is presented for the preparation of
MIP capable of recognizing polyphenol, i.e. gallic acid in aqueous system. Gallic acid
(3,4,5 trihydroxybenzoic acid) is a secondary metabolite present in most plants and it was
selected as a template due to its range of bioactivities including antioxidant, antimicrobial,
anti-inflammatory, and anticancer. In this paper, MIP was prepared by electrochemical
polymerization of 3,4-ethylenedioxythiophene (EDOT) monomer on graphite electrode
templated with gallic acid by multiple scan cyclic voltammetry. The surface feature of the
prepared MIP was characterized by cyclic voltammetry and linear sweep voltammetry. All
results indicated that the prepared imprinted electrode has high affinity toward gallic acid in
the solution and might offer a method for determination of gallic acid in the natural extracts.

Keywords: gallic acid, molecular imprinting, cyclic voltammetry, linear sweep voltammetry

Introduction

Molecularly imprinted polymers (MIP) are synthetic polymers with highly specific
recognition for targeted molecules. A MIP is synthesized using the targeted compound as
template, followed by a polymerization and subsequent removal of the template with a
solvent. This process leaves specific recognition sites for the targeted compound in the MIP
(BelBruno, 2019). MIP are considered a versatile and promising material able to identify both
biological and chemical molecules including amino acids and proteins, nucleotide derivatives,
pollutants, drugs and food (Vasapollo el al.,, 2011). In this study a facile and efficient
approach is presented for the preparation of MIP capable of recognizing polyphenaol, i.e. gallic
acid in aqueous system. Gallic acid (GA, Fig. 1) is a phenolic compound. It is chemically
known as 3,4,5-trihydroxybenzoic acid. The structure of gallic acid has phenolic groups that
are a source of readily available hydrogen atoms so that radicals produced can be
delocalized over the phenolic structure (Nikoli¢, 2006). GA is a secondary metabolite
present in variety of fruits and number of plants and it was selected as a template due to its
range of bioactivities including antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, and anticancer
(Santos-Zea et al., 2018; Locatelli et al., 2013; Nayeem et al., 2006). A number of techniques
have been developed to identify and quantify this active ingredient in most biological matrices
such as spectrometry, chromatography, and capillary electrophoresis.
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Among these, electrochemical methods have received much attention lately, mainly due to
their sensitivity, selectivity and simplicity (Alencar Fernandes, 2015; Badea el al., 2019).

oH

A OH
0

OH
HO

Figure 1. Molecular structure of gallic acid (GA)

In this paper, MIP was prepared by electrochemical polymerization of 3,4-
ethylenedioxythiophene (EDOT) monomer on graphite electrode templated with gallic acid
by multiple scan cyclic voltammetry. The surface feature of the prepared MIP was
characterized by cyclic voltammetry and linear sweep voltammetry.

Materials and Methods
Reagents

Potassium chloride (KCI) was purchased from Labkem. Analytical reagent grade acetonitrile
and methanol were bought from Sigma Aldrich. Gallic acid, sodium hydrogen phosphate
(NaH,PO,4) and disodium hydrogen phosphate (Na,HPO,) were also purchased from Sigma
Aldrich. 3,4-Ethylenedioxythiophene (EDOT) and lithium perchlorate (LiClIO,4) were obtained
from Acros Organics, USA.

Standard GA solution was prepared by dissolving 10mg of it in 10 mL of methanol
(1 mg/mL). Various concentrations (0.25 mmol/L, 0.5 mmol/L, 0.75 mmol/L,1.25 mmol/L
and 1.50 mmol/L) of gallic acid solutions in stock solution, i.e. 88 % 0.1 mol/L KCI/12 %
methanol were prepared from the standard solution. Also, it was prepared 10 mL of gallic acid
solutions in stock solution (c(GA)=0.476 mmol/L) of different pH values, i.e. 2.2, 3.04, 4.20,
6.9,7.4,8.5,10.5,11.5and 11.9.

Instruments

Cyclic and linear sweep voltammetry experiments were performed utilizing a Zahner XPot
potentiostat coupled with PPInspector software. A conventional three-electrode
electrochemical cell was employed, in wich Ag/AgCl electrode and Pt electrode were used as
the reference and counter electrode, respectively. Bare or glassy carbon electrode (GCE) was
employed as working electrode.
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Experimental methods

For each voltametric measurements, the GCE was freshly polished to smooth surface finish,
using wet sandpaper and then it was rinsed thoroughly with double-distilled water.

After that, the clean electrode was degreased in a solution of aceton and water and then it was
dried under ambient air conditions. The electrochemical behaviour of GA was investigated at
a GCE as the working electrode, a Pt electrode as the counter electrode, and an Ag/AgCI
electrode as the reference electrode using cyclic voltammetry technique (CV) and linear
sweep voltammetry (LSV). The various parameters like the effect of scan rate, pH and
concentration of GA studied.

Preparation of Molecularly imprinted and Non- imprinted polymers

MIP was prepared by electrochemical polymerization of EDOT monomer on graphite
electrode templated with gallic acid by multiple scan cyclic voltammetry. Prior to the
electrochemical polymerization process, the electrodes were purified in a solution of
0.1 mol/L KCI and 0.05 mol/L phosphate buffer. Purification was performed by cyclic
voltammetry in the potential range from -0.6 V to 1 V at a scan rate of 100 mV/s. The
imprinted electrodes were prepared in a mixture solution of 0.1077 g LiClIO,4, 20 uL EDOT
monomer, 0.6113 mmol/L of gallic acid and 10 mL 9:1 H,O/Acetonitrile solution by cyclic
voltammetry sweeping between -0.4 to 1.5 V at a scan rate of 100 mV/s* for 5 scans.
Thereafter, the template was removed by incubating the electrodes in a methanol solution at
room temperature for 10 min. Non-imprinted electrodes were prepared in the same manner,
but in the absence of the template. The surface feature of the prepared MIP was characterized
by cyclic voltammetry and linear sweep voltammetry.

Results and Discussion
Electrochemical behaviour of gallic acid on glassy carbon electrode

Fig. 2a shows cyclic voltammograms, CVs, of 0.476 mmol/L gallic acid, on GCE in 88 %
0.1 mol/L KCI/12 % methanol solution (pH = 1.7) at different scan rate in the range of 5 to
200 mV/s. Cyclic voltammograms indicated that the electrochemical oxidation of gallic acid
is characterized by two irreversible anode peaks. The first oxidation peak was attributed to the
formation of the semiquinone radical, followed by its oxidation to the quinone form (Fig. 3).
Both processes involved one proton and one electron, with no peaks on the reverse scan,
indicating an irreversible process, as demonstrated previously (Abdel-Hamid and Newair,
2011; Souza et al., 2011; Yilmaz et al., 2013). The anodic peak current varied linearly with
the square root of the scan rate (Fig. 2b), thereby demonstrating that GA oxidation was
controlled by diffusion to the electrode surface. From the obtained results, a scan rate of
10 mV/s was chosen for further studies. The effect of pH on the oxidation of 0.476 mmol/L
gallic acid was investigated in phosphate buffer in the pH range from 2.2 to 11.9 by cyclic
voltammetry at a scan rate of 10 mV/s (Fig. 4). The pH of the buffer in which GA was
dissolved affects the electro-oxidation activity of GA on the surface of the GCE. Two
irreversible anodic cv waves are obtained in the pH range of study, 2.2-10.5, while at pH
values of >10.5 the oxidation waves are not observed.
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Figure 2. (a) CVs of 0.476 mmol/L GA in 88 % 0.1 mmol/L KCI/12 % methanol solution
(pH = 1.7) recorded between 0.2 V and 1.2 V at different scan rate. (b) Plot of I, vs. square

OH
- OH
0
OH
HO
OH
= . OH
0]
=0
HO

root of the scan rate

OH
= OH
0]
+H* + e
o
HO
OH
0
O/ = +HY + &
=0
HO

Figure 3. Two-step gallic acid oxidation (Souza et al. 2011.)

Also, the results show that on increasing pH of the solution, two peaks potentials are shifted

towards less positive values.
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The gradual negative shift of the peak potential as the pH increases showed a linear
relationship, the linear equation is E, = -0.0188pH + 0.7024, R’=0,896. The linear
dependence for oxidation of gallic acid was observed by other authors where the shift is
attributed to the participation of protons in the electrode reactions (Souza et al., 2011; Chen et
al. 2019).
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Figure 4. CVs 0of 0.476 mmol/L. GA in 88 % 0.1 mol/L KCI/12 % methanol solution with
different pH’s recorded between 0.2 V and 1.2 V at a scan rate of 10 mV/s

Cyclic voltammograms of gallic acid at different concentrations (in the range from 0.25 to
1.5 mmol/L) and calibration curve obtained from the peak currents taken at the characteristic
potential are shown in Fig. 5a and Fig. 5b respectively. It can be seen that current peak
increase linearly with gallic acid concentration.
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Figure 5. (a) CVs of different concentrations of GA in 88 % 0.1 mol/L KC1/12 % methanol
solution (pH = 1.7) recorded between 0.2 V and 1.2 V at a scan rate of 10 mV/s.
(b) Plot of I, vs. different GA concentrations

Electrochemical polymerization of 3,4-ethylenedioxythiophene

Poly(3.,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT) film was prepared on graphite electrode from
LiClO4, H,O/Acetonitrile solution containing EDOT monomer (NIP) by multiple scan
voltammetry in the range between -0.4 V and 1.5 V at a scan rate of 100 mV s (Fig. 6).
Imprinted electrodes were prepared in the same manner, but in the presence of the template,
1.e. GA (Fig. 7). As shown in Fig. 6 a growth of anodic current started at +0.9 V, which
corresponded to beginning of EDOT oxidation. The increase of currents with the number of
successive cycles indicates the growth of PEDOT film on electrode surface. Similar
voltammograms were obtained during the electropolymerization in the presence of the
template (MIP) but in the presence of GA oxidation currents are much higher compared to
that of the NIP. A gradually increasing current with the cycles growing from two to five is
shown in Fig. 7.
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Figure 6. CVs recorded during the electropolymerization of EDOT on the graphite electrode
from the solution without template (NIP), 5 scans between -0.4 V to 1.5 V at
a scan rate of 100 mV/s

16



international conference

- European Chemical Society ., 1 B\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
- September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

KEMIJSKA ANALIZA | SINTEZA | CHEMICAL ANALYSIS AND SYNTHESIS

25000

Ist
2nd
20000

===3rd

= = 4th

15000

10000

I/pA

5000

-5000 ==

-10000

E/Vvs.Ag/AgCl

Figure 7. CVs recorded during the electropolymerization of EDOT on the graphite electrode
from the solution with template (MIP), 5 scans between -0.4 V to 1.5 V at
a scan rate of 100 mV/s

The electrochemical behaviour of the MIP modified electrode after electropolymerization,
template removal and rebinding was monitored using linear sweep voltammetry. The template
removal was performed in a methanol solution. After extracting molecules from the polymeric
matrix, the imprinted cavities were created. The Fig. 8 shows the voltammograms with waves
at approx. 0.5 V. The former value is associated with GA oxidation. By means of linear sweep
voltammetry, it has been confirmed usefulness of prepared MIP in detection of GA in the
analysed sample.
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Figure 8. LSVs of 0.476 mmol/L GA in 88 % 0.1 mol/L KCIl/12 % methanol solution
(pH = 10.5) recorded on the MIP electrode after electropolymerization,
template removal and rebinding
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Conclusions

Electrochemically polymerized electrodes were used as working electrodes in the
voltammetric determination of gallic acid. All results indicated that the prepared imprinted
electrode has high affinity toward gallic acid in the solution and might offer a method for
determination of gallic acid in the natural extracts.
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Sazetak

Cilj rada je izuCavanje fotokatalitiCke razgradnje imidakloprida u modelnoj otpadnoj vodi na
imobiliziranom sloju fotokatalizatora u uvjetima simuliranog i prirodnog Suncevog zracenja.
Istrazivanja su provedena u plocastom fotoreaktoru s recirkulacijom pri razliitim radnim
uvjetima. Da bi se aktivho radno podrucje komercijalno dostupnog TiO, Katalizatora
pomaknulo u vidljiv dio spektra 1 poboljsala ekonomska ucinkovitost procesa primijenjeni su
razliciti postupci funkcionalizacije, ukljucujuéi predobradu praskastog fotokatalizatora uslijed
izlaganja djelovanju UVC zraenja u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S), predobradu
imobiliziranog sloja TiO; izravnim izlaganjem djelovanju UVC zracenja neposredno nakon
pripreme takvoga sloja (TiO,-UVC-D), dopiranju TiO, duSikom primjenom uree (TiO,-U) te
predobradu hladnom plazmom dusika (TiO,-PL N2) odnosno argona (TiO,-PL Ar). Svi
postupci rezultirali su smanjenjem Sirine zabranjene zone, Epg. Najvece smanjenje Epyg
postignuto je za uzorak modificiran hladnom plazmom u struji duSika (TiO,-PL Np).
Ustanovljeno je da su TiO,-UVC-D, TiO,-UVC-S i TiO,-U ucinkovitiji u odnosu na
fotokatalizatore modificirane hladnom plazmom dusika i argona (TiO,-PL N2, TiO,-PL Ar).
Optimalne pH vrijednosti pri fotorazgradnjiimidakloprida na imobiliziranoj sloju TiO,-UVC-
D nalaze se izmedu 5 i 7. Protok recirkulacije nije znacajno utjecao na ucinkovitost
fotorazgradnje. Najve¢e smanjenje koncentracije imidakloprida pri uvjetima koriStenim u
ovom radu postignuto je u uvjetima prirodnog Suncevog zraCenja, Sto je objasnjeno s
izmjerenim intenzitetima zracenja.

Kljucne rijeci: fotokataliticka razgradnja, neonikotinoidi, imidakloprid, TiO»
Uvod

Porast broja stanovniStva i sve veca potreba za hranom iziskuju prijelaz s tradicionalne na
modernu 1 intenzivnu poljoprivrednu proizvodnju Sto dovodi do povecane upotrebe
insekticida tijekom posljednjeg desetljeca. Insekticidi se koriste za suzbijanje Stetnih
nametnika u poljoprivredi 1 domacinstvu cuvajuci prinose poljoprivrednih kultura. Pretjerana 1
nepravilna uporaba insekticida Stetno utjeCe na plodnost tla, Zivot mikroorganizama te
bioraznolikost ekosustava (Berheim i sur., 2019).

Neonikotinoidi se ubrajaju u jednu od novijih skupina insekticida, sli¢ni su nikotinu, a u
poljoprivredi se intenzivno koriste za suzbijanje brojnih insekata ukljucujuéi lisne i bijele usi,
resokrilce te druge nametnike na razli¢itim kulturama kao $to su: suncokret, kukuruz, pamuk,
krumpir, Se€erna repa, riza, soja, repica, voc¢e 1 dr. (Craddock i sur., 2019).
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Predstavnik prve generacije neonikotinoidnih insekticida je i imidakloprid (IMI), 1-(6-kloro-
3-piridilmetil)-2-nitroiminoimidazolidin, koji djeluje na sredi$nji Ziv€ani sustav insekata
blokirajuéi prijenos zivcanih impulsa i podrazaja koji rezultiraju paralizom, a potom i smréu
insekata. Jedan je od najcesce koriStenih insekticida na svijetu i nalazi se na tzv. ,,watch* listi
Europske komisije u okviru Okvirne direktive o vodama. Kao $to se moze vidjeti na slici 1
struktura imidakloprida sastoji se od dva dijela: 6-kloro-3-piridilne i 2-nitroimino-
imidazolidinske skupine koje su medusobno povezane metilenskom skupinom. Uvidom u
literaturu ustanovljeno je da 2-nitroimino-imidazolidinska skupina ima kljuénu ulogu u
mehanizmu insekticidnog djelovanja (Kazuhiko i sur., 2001).

Cl N\
| j SN
l 6-kloro-3-piridil l Y

N

AN

\
|0

[ 2-nitroimino-imidazolidin ]

Slika 1. Strukturna formula imidakloprida
Figure 1.Structural formula ofimidacloprid

Imidakloprid ima dobre fizikalno-kemijske znacajke koje mu omogucavaju Sirok spektar
primjene ukljucujudi tretiranje sjemena, natapanje tla te nanosSenje na list ili stabljiku biljke,
pri ¢emu velik udio insekticida zavrSava u povrSinskim i podzemnim vodama u kojima se
bioakumulira. Zbog relativno visoke topljivosti (0,58 g¢/l) i velike postojanosti u vodenom
mediju predstavlja veliku prijetnju okoliSu (Armbrust i Peeler, 2002). Utvrdeno je da ovaj
insekticid ima visoku toksi¢nost za korisne insekte poput medonosnih pcela, insektivornih
ptica te Zivotinja koje zive u rijekama i jezerima (Sumon i sur., 2018). Koncentracija
imidakloprida u vodama uglavnom varira od ppb do ppm, dok je u jednom istraZzivanju koje
se odnosilo na mjerenje koncentracije imidakloprida u jutarnjoj rosi i tijekom pojave gutacije
utvrdena koncentracija koja je iznosila ¢ak 300 ppm (Wong i sur., 2018). Stoga se primarni
preventivni pristup s ciljem sprjeavanja daljnjeg Sirenja i smanjenja njegovih Stetnih u¢inaka
na okoli$ svodi na racionalnu upotrebu, sprjecavanje nekontroliranog ispustanja te uklanjanje
imidakloprida iz povrsinskih voda. U novije vrijeme napredni oksidacijski procesi prepoznati
su kao ekoloski i ekonomski prihvatljiva tehnika koja se primjenjuje za uklanjanje
imidakloprida iz okoliSa. Napredni oksidacijski procesi ukljucuju razne tehnike, kao $to su:
ozoniranje (Chen 1 sur., 2019), fotoliza i hidroliza (Zheng i Liu, 1999), ultrazvu¢na obrada
(Patil 1 sur., 2014), Fentonov i foto-Fentonov proces (Malato i sur., 2002), heterogena
fotokataliza i sl. (Derbalah i sur., 2019; Yari i sur., 2019; Shorgoli i sur., 2017, Akbari i
Shokri, 2017). Titanijev dioksid, TiO,, jedan je od najce$¢e koristenih poluvodickih
fotokatalizatora koji se primjenjuju u heterogenoj fotokatalizi, a odlikuje ga kemijska
inertnost, netoksicnost, niska cijena te otpornost na fotokoroziju. Medutim, Sirina zabranjene
zone (3,2 - 3,0 eV) ograni¢ava njegovu primjenu na procese koji se uglavnom provode pod
djelovanjem UV zracenja.
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Takoder, velika moguénost rekombinacije elektrona i Supljina Cesto je odgovorna za malu
kvantnu ucinkovitost fotokatalitickih procesa. S obzirom na Cinjenicu da samo 4-5 %
prirodnog Suncevog zracenja posjeduje energiju dovoljnu za aktivaciju TiO, fotokatalizatora,
U brojnim istrazivanjima provode se odgovaraju¢e modifikacije postoje¢ih TiO, i srodnih
fotokatalizatora i/ili se pripremaju novi fotokatalizatori i kompozitni materijali koje je moguce
aktivirati u vidljivom dijelu spektra. Nadeno je da smanjenje Sirine zabranjene zone utjece na
poveéanje fotoaktivnosti TiO, katalizatora u vidljivom dijelu spektra, a za tu svrhu
primjenjuju se postupci kojima nastaju strukturni defekti/nepravilnosti u osnovnoj strukturi
TiO,. Strukturne defekte, u koje se najce$ce ubrajaju upraznjena mjesta kisika i povrsinski
Ti** defekti, moguce je izazvati dopiranjem metalima i nemetalima, termi¢kom obradom u
struji odgovarajuceg reducensa (Ar, Hy, Ho/Ar, N), djelovanjem plazme u struji plinova,
postupcima aktivacije povrsine primjenom UVC zracenja i sl. (Pan i sur., 2013). Uklanjanjem
atoma Kkisika s povrsine TiO, fotokatalizatora dolazi do naruSavanja kristalne strukture,
odnosno nastajanja tzv. upraznjenih mjesta kisika pri ¢emu se mijenja elektronska i
geometrijska struktura Kkatalizatora (Chen i sur., 2018). Dopiranje duSikom takoder moze
potaknuti nastajanje upraznjenih mjesta kisika u kristalnoj reSetki TiO, promicuéi njegovu
fotoaktivnost u vidljivi dio spektra (Kong i sur., 2017; Simsek i Turabik, 2018). Druga vrsta
defekata su povrsinski Ti*" defekti koji nastaju redukcijom. Primjenom UV zraenja dolazi do
nastajanja fotogeneriranih elektrona i Supljina, pri Gemu Ti*" kation prima elektrone i reducira
se do Ti%*, a Supljine oksidiraju O% anione do O™ (Xiong i sur., 2011).Visak oslobodenih
elektrona dolazi u interakciju s atmosferskim kisikom, dok upraznjena mjesta kisika reagiraju
s vodom ili dostupnim radikalima te generiraju reaktivne vrste kisika koje potom uzrokuju
oksidaciju onecis¢ivala (Jayashree i Ashokkumar, 2018). Uvodenjem defekata u osnovnu
strukturu TiO, fotokatalizatora povecava se apsorpcija vidljive svjetlosti, smanjuje
rekombinacija elektrona i Supljina te se povecava brzina stvaranja hidroksilnih radikala Sto
pospjesuje fotokataliticku ucinkovitost katalizatora (Xu i sur., 2017).

Cilj ovog rada bio je primijeniti razliCite postupke modifikacije TiO, fotokatalizatora te
ispitati utjecaj provedenih modifikacija na njegove fizicko-kemijske i fotokataliticke znacajke
tijekom razgradnje modelnog onecis¢enja (imidakloprid). Fotokatalizator s najboljom
aktivno$cu za razgradnju imidakloprida detaljno je ispitan pri razli¢itim radnim uvjetima (pH,
protok recirkulacije te vrsta 1 intenzitet primijenjenog izvora zracenja).

Materijali i metode
Priprema i karakterizacija fotokatalizatora

U cilju promjene fizi¢ko-kemijskih znacajki fotokatalizatora i pomicanja njegove aktivnosti u
vidljivi dio spektra koriSteni su razli¢iti postupci, kao Sto su: a) predobrada fotokatalizatora
djelovanjem UVC zradenja u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S), Db) predobrada
fotokatalizatora djelovanjem UVC zraCenja izravno nakon pripreme imobiliziranog sloja
(Ti0,-UVC-D), c) dopiranje TiO, dusikom primjenom uree (TiO,-U), d) predobrada hladnom
plazmom dusika (TiO,-PL N;) odnosno argona (TiO,-PL Ar).

Postupak pripreme TiO,-UVC-S proveden je u vodenoj suspenziji izlaganjem djelovanju
UVC zracenja primjenom UVC lampe snage 8W u vremenu od 2 sata uz istovremenu
recirkulaciju vodene suspenzije (200 ml/min). TiO,-UVC-D pripremljen je izravnim
izlaganjem imobiliziranog fotokatalitickog sloja djelovanju dviju UVC lampi snage 8W u
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vremenu od 2 sata. Uzorak TiO,-U pripremljen je mehanickim mijeSanjem uree s praskastim
komercijalnim TiO, (Evonik, P25) u masenomomjeru 4:1. Nakon mehanickog mjesanja
termicka obrada provedena je u uvjetima atmosferskog tlaka pri temperaturi od 400 °Ctijekom
jednog sata. Nakon hladenja do sobne temperature, dobiveni produkt je usitnjen i koriSten
tijekom pripreme imobiliziranog sloja. Uzorci TiO,-PL Ny i TiO,-PL Ar pripremljeni su iz
vodenih suspenzija TiO, (5 g TiO, P25 i 150 mL demineralizirane vode) izloZenih djelovanju
hladne plazme dusika (N,) odnosno argona (Ar). Pritom je primijenjena plazma frekvencije
120 Hz i napona 30 kV, plinovi su upuhivani pri protoku od 0,8 I/min, a vrijeme obrade
iznosilo je 15 minuta. Tijekom upuhivanja plinova u suspenziju provedeno je mijeSanje
smjese, a uslijed visokog napona dolazilo je do ionizacije plinova. Nakon izlaganja uzoraka
djelovanju plazme N, odnosno Ar provedeno je centrifugiranje pri 5000 okr/min u trajanju od
30 minuta. Nakon toga dobiveni uzorci su suSeni pri 100 °C u trajanju od 4 sata.
Karakterizacija pripremljenih fotokatalizatora provedena je primjenom UV-Vis difuzne
refleksijske spektroskopije. Karakteristi¢ni spektri u rasponu valnih duljina od 200-800 nm
odredeni su pri sobnoj temperaturi pomocéu PerkinElmer Lambda 35 UV-Vis
spektrofotometra.

Priprema imobiliziranog sloja

Kao nosa¢ za pripremu imobiliziranog sloja fotokatalizatora koristena je abrazivna podloga.
Za pripremu imobiliziranog sloja koriStena je gusta pasta koja je sadrzavala 2,5 g TiO,, 0,5 g
komercijalnog veziva (Procol) i 5 mL destilirane vode. Nakon mije$anja pasta je pomocu
kista nanesena na podlogu u tankom sloju. Nakon toga slijedilo je suSenje tijekom 24 sata na
sobnoj temperaturi. Tako pripremljen imobilizirani sloj pomocu obostrano ljepljive trake
nanesen je na metalnu plocicu da bi se omogucio njegov smjestaj unutar fotoreaktora.

Opis eksperimentalnog sustava i provedba mjerenja

Fotoliticka i fotokataliticka razgradnja imidaklopridana imobiliziranom sloju fotokatalizatora
provedena je u ploc¢astom fotoreaktoru karakteristi¢nih dimenzija 25 x 10 x 2 cm, ukupnog
volumena, V= 240 mL, pri ¢emu su mjerenja provedena uz recirkulaciju reakcijske smjese.
Shematski prikaz eksperimentalne aparature za provedbu fotorazgradnje imidakloprida
prikazan je na slici 2. Fotoreaktor je izraden od pleksiglasa, izuzev gornje kvarcne ploce.
Recirkulacija reakcijske smjese postignuta je primjenom peristalticke pumpe (Masterflex L/S,
Cole Parmer) koja je omogucavala rad u Sirokom rasponu protoka recirkulacije
(Qr= 30 - 300 mL/min). Pocetna koncentracija imidakloprida, Co i iznosila je 10 mg/L.
Mjerenja su provedena pri razli¢itim pH vrijednostima reakcijske smjese (pH= 3, 5, 7, 9). Za
podesavanje pocetnih pH vrijednosti koriStene su 0,01 M NaOH i 0,01 M HCI. pH vrijednosti
mjerene su pomoc¢u pH metra na pocetku i nakon provedene reakcije (nakon 240 min). Osim
pH vrijednosti,na pocetku i po zavrSetku reakcije mjeren je i stupanj zasi¢enosti kisikom
pomoc¢u oksimetra. Za fotoinduciranu pobudu fotokatalizatora koriStena su dva tipa
komercijalnih lampi kojima je simulirano Suncevo zracenje: a) Arcadia Bird Lamp Natural
Sun T5 (8 W; dimenzija 300 x 16 mm; 2, 4 % UVB i 10 % UVA zracenja) i b) Solar GLO
PT2192lampa (125 W) koja prema podacima proizvodaca sadrzi optimalnu razinu UVA,
UVB, vidljivog i infracrvenog zracenja, a provedeno je i mjerenje uz prirodno Suncevo
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zraCenje. Prilikom mjerenja s Arcadia Bird Lamp Natural Sun T5 koriStene su dvije lampe
(svaka snage 8W) koje su postavljene na udaljenosti od 3 cm od reakcijske smjese.

Intenzitet zraenja mjeren je na pocetku i nakon provedene fotorazgradnje uporabom UV
radiometra (UVP) i odgovarajucih senzora zavisno o podru¢ju valnih duljina (UVX-36, UVX-
31 i UVX-25). Fotorazgradnja imidakloprida pracena je analizom uzoraka reakcijske smjese
primjenom tekucinske kromatografije visoke uc¢inkovitosti (HPLC).
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Slika 2. Shema eksperimentalne aparature za provedbu fotorazgradnje imidakloprida.
1 — fotoreaktor , 2 — mjesto za uzorkovanje, 3 — on line sustav za akviziciju podataka
i obradu HPLC kromatograma, 4 — peristalticka pumpa
Figure 2. Experimentalsetup for photodegradation of imidacloprid. 1 - photoreactor,
2 — sampling point, 3 - on-line system for data acquisition and HPLC chromatogram
processing, 4 — peristaltic pump

Rezultati i rasprava

Kao $to je ranije istaknuto svrha ovog rada bila je proucavanje fotokatalitiCke razgradnje
neonikotinoidnog insekticida imidakloprida u uvjetima simuliranog i/ili prirodnog Suncevog
zraCenja. Fotorazgradnja imidakloprida kao predstavnika neonikotinoidnih insekticida
provedena je na imobiliziranom sloju fotokatalizatora u ploc¢astom fotoreaktoru uz
recirkulaciju reakcijske smjese. Da bi najpoznatiji 1 najéeS¢e primjenjivani komercijalni TiO,
P25 (Evonik) fotokatalizator mogao uspjesno razgraditi odgovaraju¢u modelnu komponentu u
uvjetima simuliranog i/ili Sun¢evog zracenja potrebno je primijeniti odgovarajuce postupke
modifikacije s ciljem smanjenja Sirine zabranjene zone, En,. U ovom radu za tu svrhu
koriSteni su razli¢iti pristupi kao Sto su: predobrada fotokatalizatora koja je provedena
njegovim izlaganjem djelovanjem UVC zracenja u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S),
predobrada fotokatalizatora postignuta izlaganjem imobiliziranog sloja TiO, fotokatalizatora
djelovanju UVC zracenja izravno nakon pripreme takvoga sloja (TiO,-UVC-D), dopiranjem
TiO, duSikom primjenom uree (TiO,-U) te predobradom TiO, s hladnom plazmom dusika
(TiO,-PL N3) odnosno argona (TiO,-PL Ar). U tablici 1 navedene su karakteristicne
vrijednosti Sirine zabranjene zone, Eyy koje su za prethodno spomenute fotokatalizatore
odredene UV-Vis difuznom refleksijskom spektroskopijom uz uporabu Taucova grafickog
prikaza zavisnosti (ahv)?0 hv odnosno energiji fotona, pri demu je o linearni apsorpcijski
koeficijent, h Planckova konstanta(6,626-10—34 Js, odnosno 4,126-10—15 eVs), avfrekvencija
(Kurajica i sur., 2019).
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Kao Sto se moze vidjeti iz podataka prikazanih u tablici 1 svi postupci modifikacije polaznog
TiO, koriSteni u ovom radu doveli su do smanjenja Epg, pri ¢emu je najvece smanjenje
postignuto za uzorak TiO, modificiran plazmom duSika (TiO2-PLN;), a najmanje za
fotokatalizatora Cija je predobrada provedena njegovim izlaganjem djelovanju UVC zracenja
u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S).

Tablica 1. Vrijednosti Sirine zabranjene zone, Epyg
Table 1. Band gap values, Epg

Uzorak Epg, €V
TiO,-P25* 3,20
TiO,-UVC-S 3,15
TiO,-UVC-D 3,10
TiO,-U 3,07
TiO,-PL N2 3,05
TiO,-PL Ar 3,10

*prema podacima proizvodaca (TiO,-P25, Evonik)

Na slici 3 prikazani su rezultati fotoliticke i1 fotokataliticke razgradnje imidakloprida u
uvjetima simuliranog Suncevog zracenja (Arcadia Sun light, 8W). U skladu s o¢ekivanjima
fotokataliticka razgradnja dovodi do znacajnijeg smanjenja koncentracije imidakloprida u
odnosu na fotoliticku razgradnju. Usporedba modificiranih fotokatalizatora s komercijalnim
fotokatalizatorom u izvornom obliku pokazala je da su TiO,-UVC-S, TiO,-UVC-D i TiO,-U
ucinkovitiji fotokatalizatori za razgradnju imidakloprida, dok su fotokatalizatori modificirani
djelovanjem plazme dusika i argona (TiO,-PLN, TiO,-PLAr) pokazali manju u¢inkovitost od
izvornog TiO, fotokatalizatora bez obzira na manju Sirinu zabranjene zone, Epg. Moguce
objasnjenje za bolju ucinkovitost TiO,-UVC-S, TiO,-UVC-D i TiO,-U fotokatalizatora su
strukturni defekti, koji ukljutuju upraZnjena mjesta kisika i povriinske Ti*" defekte koje je
moguce je izazvati na razli¢ite nacine, izmedu ostalog i dodatnom aktivacijom povrSine
fotokatalizatora primjenom energetski najbogatijeg UVC zracenja (100-280 nm). lzostanak
istog ucinka kod fotokatalizatora izlozenog djelovanju plazme duSika i argona moze se
pripisati Cinjenici da su uzorci vrlo kratko (15 min) izlagani djelovanju plazme (frekvencija
plazme od 120 Hz i napon od 30 kV).

U brojnim fotokatalitickim istraZzivanjima provedenim na sli¢cnim modelnim komponentama
nadeno je da pH vrijednost vodenog medija i koncentracija otopljenog kisika mogu znacajno
utjecati na ucinkovitost fotokatalitickog procesa. Stoga je u nastavku istraZivanja ispitan
utjecaj pH vrijednosti modelne otopine na ucinkovitost razgradnje imidakloprida, a dobiveni
rezultati prikazani su na slici 4, dok je u tablici 2 dana usporedba pH vrijednosti i
koncentracije otopljenog kisika u vodenom mediju prije i nakon provedene razgradnje (tj.
nakon 240 min) uz primjenu TiO,-UVC-D se u prethodnim istraZzivanjima pokazao najboljim
fotokatalizatorom.

24



international conference

H'Xi PTF &EuChems enc 18 R UZICKA DAYS
European Chemical Society % | M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukovar. Croatia

KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO | CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

-l
. i
:‘"— - Fotoliza o A
20,75 - g
£ A TiO:-P25
£
B 0.70 1 6 Ti0.-UVCS
0,65 | © Ti0=UVC-D o
060 | A TOrU
~&- TiOx-PL Ar
do= ® TiO:-PL N
0,50 ‘ |
0 50 100 150 200 250

t, min

Slika 3. Fotoliti¢ka i fotokataliticka razgradnja imidakloprida u uvjetima simuliranog
Suncevog zracenja (Arcadia Sun light, 8W). Reakcijski uvjeti: Co m=10 mg/L, T=25 °C,
V=240 mL, Qr = 200 mL/min, pH = 6,5)

Figure 3. Photolytic and photocatalytic degradation of imidacloprid under simulated solar
radiation conditions (Arcadia Sun light, 8W). Reaction conditions: ¢y v=10 mg/L, T=25 °C,
V=240 mL, Qg =200 mL/min, pH =6.5)
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Slika 4. Utjecaj pH vrijednosti reakcijske smjese na fotokataliticku razgradnju imidakloprida
u uvjetima simuliranog Suncevog zracenja uz TiO,-UVC-D fotokatalizator(Arcadia Sun light,
8W). Reakcijski uvjeti: co m=10 mg/L, T=25 °C, V=240 mL, Qg = 200 mL/min
Figure 4. Influence of the reaction mixture pH on the photocatalytic degradation of
imidacloprid under conditions of simulated solar radiation with TiO,-UVC-D photocatalyst
(Arcadia Sun light, 8W). Reaction conditions: ¢y m=10 mg/L, T=25 °C, V=240 mL,

Qr =200 mL/min
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Tablica 2. Promjena pH vrijednosti i koncentracije otopljenog kisika prije i nakon provedene
fotokataliticke razgradnje pri razli¢itim pocetnim pH vrijednostima reakcijske smjese uz
protok recirkulacije od 200 mL/min

Table 2. Change in pH and dissolved oxygen concentration before and after photocatalytic
decomposition at differentinitial pHvalues of the reaction mixture with a recirculation flow of
200 mL/min

pH=3 pH=5 pH=7 pH=9
PHpo: 3,00 5,00 7,02 9,00
PHkraj 7,77 7,80 7,86 7,86
7(O2.poz), Mg/L 8,1 8,6 8,4 8,4
(02 kraj), Mg/L 7,9 7,8 7,5 7,5

Na temelju rezultata prikazanih na slici 4 vidljivo je da se najveca konverzija imidakloprida
od 50,4 % postize u kiselim uvjetima rada, tj. pri pH 5. Moze se uociti da je pri pH 7 nakon
240 min postignuta tek neSto manja konverzija od 46,4 %. U literaturi su objavljeni
proturjecni rezultati o utjecaju pH na razgradnju imidakloprida, primjerice Kanwal i sur.
(2018) navode da je razgradnja imidakloprida uspjesnija pri pH 10, dok Feng i sur. (2013)
smatraju da se bolji rezultati postizu u kiselom mediju, tj. pri pH 5,8. S druge strane, neki
autori navode da se maksimalna razgradnja imidakloprida postiZze u jako kiselim uvjetima, tj.
pri pH 3,2 (Kitsiou i sur., 2009). Takve razlike mogu se objasniti ¢injenicom da su navedeni
autori koristili razliCite fotokatalizatore (tj. kompozitne fotokatalizatore Ag-ZnO,
H3PW1,040/La-TiO,, TiO.+Fe**). Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu moze se
zakljuciti da razgradnja imidakloprida raste s promjenom pH otopine od 3 do 9 te postiZze
maksimum pri pH 5, odnosno optimalni uvjeti za razgradnju imidakloprida nalaze se izmedu
pH 5 i neutralnog pH 7. Ovi rezultati u skladu su s rezultatima koje su objavili Derbalah i sur.
(2019) te Garg i sur. (2020). Poznato je da naboj na povrsini fotokatalizatora takoder zavisi o
PH, tj. da ¢e pri pH<pHp, (PHpzc = 6,25 za TiO,) fotokatalizator biti u kationskom obliku
(pozitivno nabijena povrSina), dok ¢e pri pH>pH,,c biti u anionskom obliku (negativno
nabijena povrsina). Tijekom fotokataliticke razgradnje takoder mogu nastati razli¢iti sporedni
produkti koji su vjerojatno negativno nabijeni uslijed aromatskih prstenova u molekuli
imidakloprida koji su bogati elektronima, pa iz toga slijedi da ¢e se imidakloprid bolje
adsorbirati i razgraditi na pozitivno nabijenoj povrsini fotokatalizatora (Garg i sur., 2020).
Rezultati prikazani u tablici 2 ukazuju da pH na kraju reakcije u svim slu¢ajevima raste u
odnosu na pocetnu pH vrijednost i poprima vrijednosti od 7,77 do 7,86. To moze ukazivati na
nastajanje produkata i/ ili meduprodukata razgradnje imidakloprida koji su luznatog karaktera.
Najveca promjena pH vrijednosti (pocetak reakcije i nakon 240 min.) uocena je uz pocetni pH
3. Usporedbom koncentracije kisika, O, na pocetku i kraju reakcije zabiljezeno je smanjenje
koncentracije O, pri svim pH vrijednostima, pri ¢emu je veée smanjenje koncentracije O,
postignuto pri pH 7 i 9, pri kojima su opazene i relativno velike konverzije. Smanjenje
koncentracije O; bilo je o¢ekivano, jer fotokataliticka mineralizacija imidakloprida dovodi do
nastajanja razlicitih reakcijskih meduprodukata ¢iji se ugljikovi atomi potencijalno oksidiraju
do CO; i H,O, dok se heteroatomi prevode u anorganske anione koji zaostaju u otopini.
Utjecaj protoka recirkulacije na fotokataliticku razgradnju imidakloprida prikazan je na slici
5.
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Slika 5. Utjecaj protoka recirkulacije na fotokataliticku razgradnju imidakloprida primjenom
TiO,-UVC-D fotokatalizatora. Reakcijski uvjeti: ¢o m=10 mg/L, T=25 °C, V=240 mL,
Qr =30 - 300 mL/min, pH=6,5
Figure 5. Influence of recirculation flow rate on photocatalytic degradation of imidacloprid
using TiO,-UVC-D photocatalysts. Reaction conditions: ¢y v=10 mg/L, T=25 °C, V=240 mL,
Qr =30 - 300 mL/min, pH=6.5

Iako se moze ocekivati da s porastom protoka recirkulacije reakcijske smjese dolazi da
smanjenja debljine grani¢nog sloja izmedu fluida i povrSine fotokatalizatora odnosno da
smanjenja otpora prijenosu tvari medufaznom difuzijom, pri uvjetima koristenim u ovom radu
to nije bio slucaj. To se moze pripisati relativno uskom rasponu protoka recirkulacije
reakcijske smjese koriStenog u ovom istrazivanju (30-300 mL/min).

U zavrSnom dijelu istraZzivanja ispitan je utjecaj vrste i intenziteta primijenjenih izvora
zracenja na fotokataliticku razgradnju imidakloprida (slika 6), pri ¢emu su primijenjene dvije
vrste komercijalno dostupnih lampi za simulaciju Suncevog zracCenja, a u cilju usporedbe
provedeno je i mjerenje uz prirodno Suncevo zracenje. U fotokataliti¢Ckim istrazivanjima izbor
izvora zracenja kojim se izaziva fotoinducirana pobuda/aktivacija fotokatalizatora u velikoj
mjeri utjee na ucinkovitost izu¢avanog procesa, a pritom do izrazaja dolaze sljede¢i tehnickii
ekonomski Cimbenici: a) odabrani izvor zraCenja mora emitirati zracenje koje apsorbira
reaktant, tj. spektar emisije primijenjenog izvora zraCenja mora biti podudaran sa
apsorpcijskim spektrom reaktanta, b) elektricna ulazna snaga izvora zracenja odreduje snagu
zrac¢enja unutar odredenog raspona valnih duljina, pri ¢emu treba uzeti u obzir da se snaga
zracenja znacajno razlikuje od ulazne snage izvora zracenja, jer se veci dio svjetlosne energije
gubi u obliku topline ili nezeljenih valnih duljina i c) geometrija komercijalno dostupnih
izvora zraCenja ograniCava izvedbu fotoreaktora, jer reaktor treba biti prilagoden geometriji
primijenjenog izvora zracenja. Sunce je u ekonomskom smislu najprikladniji prirodan izvor
elektromagnetskog zraCenja, medutim raspodjela Sunceva zracenja u velikoj mjeri ovisi o
atmosferskim uvjetima, polozaju Sunca, godiSnjem dobu i sl. Na UV podru¢je (valne duljine
ispod 300 nm) odnosi se svega 4,5 % Sunéevog zrac¢enja koje dospijeva do Zemljine povrsine,
na vidljivi dio spektra oko 43 %, a 53 % predstavlja infracrveno zracenje (Bolton i sur.,
1995). Rezultati istrazivanja prikazani na slici 6 ukazuju da se najucinkovitija razgradnja
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imidakloprida pri uvjetima koriStenim u ovom radu postiZze u uvjetima prirodnog Suncevog
zracenja, $to je u uskoj vezi s izmjerenim intenzitetima zraCenja (tablica 3). Komercijalna
lampa Solar GLO PT2192 snage 125 W pokazala se uéinkovitijim izvorom pobude
fotokatalizatora u odnosu na dvije komercijalne lampe (Arcadia Sun light, 8W) §to je takoder
rezultat veceg intenziteta, medutim zbog velikog zagrijavanja nije se mogla dugotrajno
koristiti i mjerenja su prekinuta nakon ca. 90 minuta od pocéetka reakcije. Prema tome, moze
se zakljuciti da se funkcionalizacija TiO, koja je rezultirala pripremom TiO,-UVC-D
fotokatalizatora pokazala uspjeSnom, jer je omogucila visok stupanj konverzije imidakloprida
nakon ca. 250 min fotorazgradnje u uvjetima simuliranog odnosno prirodnog Suncevog

zracenja.
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Slika 6. Utjecaj vrste i intenziteta zracenja na fotokataliticku razgradnju imidakloprida uz
primjenu TiO,-UVC-D fotokatalizatora. Reakcijski uvjeti: co m=10 mg/L T=25 °C,
V=240 mL, Qg = 200 mL/min, pH=6,5
Figure 6. Influence of radiation type and intensity on photocatalytic degradation of
imidacloprid using TiO,-UVC-D photocatalysts. Reaction conditions: ¢y wm=10 mg/L,
T=25 °C, V=240 mL, Qg = 200 mL/min, pH=6.5

Tablica 3. Usporedba intenziteta zracenja
Table 3. Radiation intensitycomparison

UVA UVA UVvB UVvB uvC uvC
min. maks. min. maks. min.  maks.
Izvor zracenja mW/cm*
Arcadia Bird L?gnp Natural Sun 0,47 0.75 0.71 0,86 0,02 0,04
Solar GLO PT2192 0,30 3,58 0,20 1,76 0,04 0,41
Suncevo zracenje 2,07 2,59 1,32 1,77 0,12 0,15
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Zakljucci

U radu je ispitana fotokatalitiCka razgradnja neonikotinoidnog insekticida imidakloprida na
imobiliziranom sloju fotokatalizatora. Cilj rada bio je ispitati utjecaj razliCitih postupaka
modifikacije komercijalno dostupnog TiO,(P25) na njegove fizicko-kemijske i fotokataliticke
znacajke tijekom razgradnje imidakloprida u uvjetima simuliranog i/ili prirodnog Suncevog
zraCenja. Takoder je ispitan utjecaj razli¢itih radnih uvjeta kao $to su pH, protok recirkulacije
reakcijske smjese te vrsta i intenzitet primijenjenog izvora zracenja na ucinkovitost
fotorazgradnje. Na temelju dobivenih rezultata zaklju¢eno je da su svi postupci
funkcionalizacije TiO; koriSteni u ovom radu, koji su uklju¢ivali predobradu fotokatalizatora
izazvanu izlaganjem UVC zra¢enju u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S), izravno izlaganje
imobiliziranog sloja TiO, djelovanju UVC zracenja (TiO,-UVC-D), dopiranje duSikom uz
primjenu uree (TiO,-U) te primjenu hladne plazme u struji duSika (TiO,-PL N;) odnosno
argona (TiO2-PL Ar), rezultirali smanjenjem Sirine zabranjene zone, Eyg. Najvece smanjenje
Eng postignuto je za uzorak modificiran djelovanjem hladne plazme u struji duSika (TiO,-PL
N2), dok je za uzorak izlozen djelovanju UVC zracenja u vodenoj suspenziji (TiO,-UVC-S)
uoceno najmanje smanjenje Epg U 0dnosu na polazni TiO,. Rezultati fotokataliticke razgradnje
imidakloprida pokazali su da TiO,-UVC-S, TiO,-UVC-D i TiO,-U pokazuju vecéu
ucinkovitost pri fotorazgradnji imidakloprida u odnosu na fotokatalizatore modificirane
djelovanjem plazme duSika i argona (TiO,-PLN; TiO,-PLAr), pri ¢emu je utvrdeno da ne
postoji izravna povezanost izmedu smanjenja Epg 1 u€inkovitosti pri fotorazgradnji modelnog
onecis¢enja u uvjetima simuliranog Suncevog zracenja. U nastavku istraZivanja utvrdeno je
da se optimalno podrucje pH vrijednosti pri fotokatalitickoj razgradnji na imobiliziranoj sloju
TiO,-UVC-D nalazi izmedu 5 i 7. Takoder je ustanovljeno da porast protoka recirkulacije
reakcijske smjese ne pokazuje znaCajan utjecaj na fotokataliticku razgradnju imidakloprida,
Sto je objaSnjeno s relativno uskim rasponom protoka recirkulacije koriStenim u ovom
istrazivanju (30- 300 mL/min). Istrazivanje utjecaja vrste i intenziteta simuliranog i/ili
Suncevog zracenja pokazalo je da se najucinkovitija razgradnja imidakloprida pri uvjetima
koriStenim u ovom radu postiZe u uvjetima prirodnog Suncevog zracenja, $to je u uskoj vezi s
izmjerenim intenzitetima zracenja. Na temelju prethodno navedenog moze se zakljuciti da se
primjenom jednostavnih inzenjerskih rjeSenja odnosno postupcima modifikacije TiO, mogu
uspjesno pripremiti fotokatalizatori s potencijalnom aktivnoséu u vidljivom podrucju spektra,
Sto je temelj za razvoj naprednih oksidacijskih procesa kao Cistih, sigurnih i1 ucinkovitih
tehnologija za obradu otpadnih voda.
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Functionalized TiO, for photocatalytic degradation of
neonicotinoid insecticides
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Marulicev trg 19, 10 000 Zagreb, Croatia
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Summary

The aim of this paper was to study the photocatalytic degradation of imidacloprid in model
wastewater on an immobilized photocatalyst layer under conditions of simulated and natural
solar radiation. The studies were performed in a plate photoreactor with recirculation of
reaction mixtures under different operating. In order to move the active working range of the
commercially available TiO, catalyst to the visible part of the spectrum and to improve the
economic efficiency of the process, various functionalization procedures were applied,
including pretreatment of photocatalysts with UVC radiation in aqueous suspension (TiO,-
UVC-S), pretreatment of immobilized TiO; layer by direct UVC radiation after preparation of
such a layer(TiO,-UVC-D), doping TiO,with nitrogen using urea (TiO,-U) and cold plasma
pretreatment with nitrogen (TiO,-PL N,) or argon (TiO,-PL Ar). All procedures resulted in a
reduction of the band gap, Eng. The largest reduction of E,y was achieved for the sample
modified with cold plasma in a stream of nitrogen (TiO,-PL Ny). It was found that TiO,-
UVC-D, TiO,-UVC-S and TiO,-U show higher photocatalytic activities compared to
photocatalysts modified with cold plasma of nitrogen and argon (TiO2-PL N, TiO,-PL Ar).
The optimal pH range for photodegradation of imidacloprid on an immobilized TiO,-UVC-D
layer was between 5 and 7. The recirculation flow rate of the reaction mixture did not
significantly affect the efficiency of photodegradation. The largest reduction in imidacloprid
concentration under the conditions used in this paper was achieved under natural solar
radiation, which was explained by radiation intensity.

Keywords: photocatalytic degradation, neonicotinoids, imidacloprid, TiO,
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Preparation and characterization of biodegradable
polylactid acidand poly(ethylene oxide) blends
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Faculty of Chemistry and Technology, University of Split,
Ijud‘em Boskoviéa 35, 21 000 Split, Croatia
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Summary

The aim of this work was to prepare blends of biodegradable polylactid acid (PLA) with
poly(ethylene oxide) (PEO) and to investigate possible interactions within prepared polymer
blends. Investigated blends were prepared by hot melt extrusion (HME) process in a
laboratory extruder. The thermal characteristics of neat polymers and their blends were
investigated by differential scanning calorimetry (DSC) in a nitrogen atmosphere. The glass
transition temperature of PLA in the PLA/PEO blends could not be determined because it was
overlapped with an endothermic peak of PEO melting. The change of melting temperatures at
higher PLA or PEO content indicated that PLA and PEO are only partially miscible in the
melt. Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) was used to investigate possible
interactions between polymers. The observed shifting of peak maxima in FT-IR spectra of
blends with higher PLA or PEO content are significant enough to confirm the interactions
between the investigated polymers in blends, as well as the results of DSC analysis. Thermal
stability of PLA/PEO blends has been investigated by thermogravimetric analysis (TG) in
non-isothermal heating regime in a nitrogen atmosphere. Neat polymers exhibit single stage
degradation, while a two-stage degradation pattern is seen in the case of all PLA/PEO blends.
From characteristic of TG curves, it could be concluded that the degradation of PLA/PEO
blends starts at lower temperatures and occurs more slowly by addition of PEO.

Keywords: polylactid acid, poly(ethylene oxide), differential scanning calorimetry, Fourier
transform infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis

Introduction

Poly(lactic acid) (PLA) as an environmentally friendly biodegradable polymer, derived from
renewable agricultural resources such as corn and sugar cane, is a promising alternative to
petroleum-based polymers because of its renewability, biodegradability, compostability and
non-toxicity. PLA is one of the most frequently used biodegradable polymers, especially in
packaging and medical applications due to its high strength, high modulus, good transparency,
processability and biocompatibility. However, PLA also has the drawbacks of inherent
brittleness and poor toughness, which limit its large-scale commercial applications. In order to
compete with the low-cost commodity polymers, many strategies such as blending PLA with
other polymers, modifying PLA with plasticizers, blending with inorganic nano-fillers or
copolymerization have been devised.The blending of PLA with other biocompatible polymers,
i.e. poly(ethylene oxide), is considered as a practical and economical approach (Yang et al
2001; Chieng at al. 2014; Saha et al. 2018).
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Poly(ethylene glycol) (PEG) and poly(ethylene oxide) (PEO) are the most commercially
important polyethers. PEG refers to an oligomer (molecular weight below 20,000) and PEO is
polymer of ethylene oxide commercially available in the wide range of molecular weights
(20,000-8,000,000). Besides the differences in molecular weight they have different end groups
(PEG: —OH and PEO :—CHjs) and different physical properties. However, due to chain length
effects, their chemical properties are nearly identical (VrandeCi¢ et al. 2010). As a
biodegradable plasticizer, low-molecular weight PEG, due to its miscibility, biodegradability
and food contactable application, has proved to be the most suitable as an impact modifier for
PLA (Mohapatra et al. 2014). Sheth et al. (1997) have investigated PLA/PEG blends and
concluded that depending upon the PEG concentration miscibility varied from completely
miscible to partially miscible. Recent studies on PLA plasticized with PEG in various contents
have shown a limit of miscibility of polymer blends. The plasticizing efficiency increased with
decreasing molecular weight of PEG. However, the same showed brittle nature at higher content
because of a lack of adhesion between the separate phases. The addition of PEG also reduced
the glass transition temperature and the melting temperature of the virgin polymer (Mohapatra
at al. 2014). Chieng et al. (2013) employed PEG to improve the ductility of PLA. PEG acted
as plasticizer and reduced glass transition temperature of PLA. Likewise, PLA/PEG blend
was not stable due to phase separation at ambient temperatures leading to the formation of
PLA-rich and PEG-rich phases (Hu et al. 2003b). However, papers dealing with high
molecular PEO in the blend with PLA are only few (Nijenhuis at al. 1996, Oliveira at al. 2013,
Saha et al. 2018). Nijenhuis at al. (1996), by using differential scanning calorimetry, concluded
that blends containing up to 50 weight % PEO showed single glass transition temperatures.
Likewise, the PLA and PEO melting temperatures were found to decrease on blending. Finally,
later authors concluded that the PLA and PEO are miscible in the amorphous phase. On the
other hand, Oliveira at al. (2013) investigated the properties of mixtures of PLA and PEO in
polymer solutions (chloroform) by dilute solution viscometry and infrared spectroscopy. Their
results revealed interactions, which authors attributed to dipole—dipole interactions between the
ester groups of PLA and the ether groups of PEO.

In this work, an attempt was made to prepare blends of biodegradable PLA with high molecular
PEO by hot-melt extrusion, technique commonly used in plastic industry. Likewise, in order to
elucidate possible interaction of PLA and PEO in the melt, infrared spectroscopy, differential
scanning calorimetry and thermogravimetric analysis were utilized.

Materials and Methods

PEO, supplied by Sigma-Aldrich (100 000 g/mol), and PLA, supplied by NatureWorks (72 000
g/mol), were utilized. The PLA/PEO blends of different mass fraction of polymers (100/0,
80/20, 60/40, 50/50, 40/60, 20/80 and 0/100) were prepared by extrusion in a laboratory
extruder (Dynisco, Qualitest North America) at 170 °C and screw speed 120 rpm. Fig. 1
represent the extruded samples used for further characterization. It is evident (colour) that neat
polymers and their blends didn’t undergo thermal degradation during preparation process.

34



|nternat|o nal conference

HKI PR gaces (o 1.8 RUZICKA DAYS
i Curspean CremicalSocety | ¢ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
) September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO | CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

T

100/0 80/20 60/40 50/50 40/60 20/80 0/100

Figure 1. The extruded samples of PLA/PEO blends

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

FT-IR spectra were recorded on Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spectrometer by the
Horizontal Attenuated Total Reflectance (HATR) technique. The internal reflection crystal,
made of zinc selenide (ZnSe), had a 45° angle of incidence to the IR beam. Spectra were
acquired in the measurement range 4000-650 1/cm at the room temperature. Signals were
collected in 10 scans at a resolution of 4 1/cm and were rationed against a background spectrum
recorded from the empty ZnSe crystal at the room temperature.

Differential scanning calorimetry (DSC)

The thermal characteristics of PLA/PEO blends were investigated by the differential scanning
calorimetry (Mettler Toledo DSC 823°% in the nitrogen atmosphere (30 mL/min). The
calibration was performed with indium and the samples were pressed in aluminium pans. The
samples of approximately 15 mg were heated at a rate of 20 °C/min from (-90) to 210 °C,
cooled at the same rate to (-90) °C and reheated to 210 °C. All thermal transition parameters of
the PLA/PEO blends (glass transition, melting and crystallization) were determined according
to international standards 1SO 11357-2 and ISO 11357-326. More information can be found in
the work of Jaki¢ et al. (2016) and Perinovi¢ Jozi¢ S. et al (2020).

Thermogravimetric analysis (TG)

Thermogravimetric measurements of the PLA/PEO blends were conducted by using
PerkinElmer Pyris 1 TGA thermobalance at the heating rate of 10 °C/min in a temperature
range 50-550 °C under a steady flow of nitrogen (20 mL/min). Samples weighing
approximately 10 mg for the analysis were used. To evaluate the thermal stability of the
investigated polymers different criteria were used (Jaki¢ et al., 2013).
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Results and Discussion
Fourier transform infrared spectroscopy

The FT-IR spectra of neat polymers and PLA/PEO blends are presented in Figs. 2 and 3. The
spectra of neat polymers contain absorption bands that are characteristic only for PLA or PEO,
respectively, and these peaks can be used as an indication of the specific interactions between
polymers in the blend. Selected polymers spectrum characteristic peaks and corresponding
assignments of interest are summarized in Table 1.
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Figure 2. Comparison of the FT-IR spectra of neat PLA and neat PEO
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Figure 3. FT-IR spectra of PLA/PEOQ blends
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Table 1. Selected wave numbers (cm™) and assignments of IR bands of interest, exhibited by
neat polymers (Auras et al., 2010, Sim et al., 2010) in the PLA/PEO blends

PLA/PEO 100/0 80/20 60/40 50/50 40/60 20/80 0/100

C=0

asym. 1747 1750 1753 1756 1756 1759 -
stretching

C-0-C

stretching 1181/ 1181/ 1182/ 1182/ 1183/ 1183/

1081 1082 1082 1084 - -

asym./sym.
C-O-C sym. -/ -/ -/ -l 1144/ 1145/
stretching ~ -/-/- -/ -/ -/ 1096/ 1092/ 1090/
(triplet) - 1060 1060 1060 1060 1060
CH,

rocking;

C-0-C - 845 842 842 842 841 841
scissor/

deformation

The C=0 stretching region that appeared in FT-IR spectra at 1747 1 cm™ as a broad asymmetric
band is characteristic of the ester (PLA). Upon PEO addition, the C=0 band is shifted by 12 cm"
! (blend 20/80) to higher wave number. In the spectral range of 1000-1300 cm™, the crystalline
phase of PEO is featured by the characteristic triplet with the sharp central peak of strong
intensity (Sim et al., 2010). Changes in the intensity, shape, and position of the characteristic
triplet can be associated with the interaction between PEO and PLA. The triplet maintains its
shape while at the initial addition of PLA (20 %) the position of the maximum peak is shifted
from 1090 cm™ to 1092 and 1096 cm™, respectively. Likewise, in the same spectral range, the
bands at 1181 and 1081 cm™ are related to the asymmetric and symmetric C-O-C stretching of
the crystalline phase of PLA (Auras et al., 2010), respectively. From Fig. 3 and Table 1 it is
evident that in afore mentioned spectral range characteristic triplet of PEO is overlapped with
C-O-C stretching of PLA or vice versa. On the contrary, all other characteristic peaks in the
spectrum of investigated polymer blends are practically identical to neat ones which could be
strong evidence of the non-existence of any interactions within the blends (Chieng et al. 2013,
Saha et al. 2019). However, in our opinion the observed shifting of the broad asymmetric band
(C=0) is the result of the weak interaction between the two polymers in solid state. These
conclusions are partially in agreement with the work of Oliveira et al. (2013) which concluded
that the nature of the interaction was most likely a result of dipole—dipole interactions between
the ester groups of PLA and the ether groups of the PEO.

Differential scanning calorimetry
The results of the DSC measurements are shown as normalized DSC curves of neat polymers

(Figs. 4 and 5) and PLA/PEO blends (Figs. 6 and 7). Thermal transition parameters of all
investigated samples are listed in Table 2.
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Figure 4. Normalized DSC curves of neat PLA: (a) second heating, (b) first heating and
(c) cooling
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Figure 5. Normalized DSC curves of neat PEO: (a) second heating, (b) first heating and
(c) cooling

The DSC heating curves of PLA/PEO blends (Fig. 6) show one glass transition temperature,
which corresponds to the PEO, two endothermic peaks, which correspond to the melting of the
PLA and PEO crystal phase, respectively, and one exothermic peak which corresponds to the
premelting crystallization of the PLA. Likewise, the DSC cooling curves of all investigated
blends (Fig. 7) show also two exothermic peaks which represents the melt crystallization of
PLA and PEO, respectively.
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It must be emphasized that only neat PLA has the exothermic peak of cold crystallization (Fig.
4) at temperature 86 °C (Teicc), 97 °C (Tpec) and 109 °C (Terec) With corresponding enthalpy of
cold crystallization (4H) -10.3 J/g. The cold crystallization is not visible in the other samples
because PEO prevents PLA to crystallize during heating at even smallest addition of PEO

(Fig.6).
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Figure 6. Normalized DSC curves of PLA/PEO blends, glass transition and melting
(second heating)
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Figure 7. Normalized DSC curves of PLA/PEQ blends, crystallization
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The melting characteristics of the PEO in the blend 80/20 are determined but they are under the
huge effect of glass transition from PLA that occurs in the same temperature region, so this
melting appears at lower temperatures than melting of the PEO in other samples, while the glass
transition of PLA is not visible. Because of this overlapping the melting of PEO cannot be taken
as the indicator of miscibility between these two polymers. The glass transition of PLA is not
visible, but it does not mean that it does not exists, so the visible glass transition of PEO cannot
be considered for the miscibility too. Hence, the melting of PLA was used as the only
miscibility criterion. As the PLA content increased in the investigated blends upon 50 %, the
Tmg of PEO remains almost unchanged, while for samples with 60 % and 80 % of PLA content
corresponding temperatures are increased toward Tq of PLA by 20-24 °C, as shown in Table 2.
Likewise, in the case of melting temperature of the PEO, values of Ty decreased from 58 °C
for neat PEO to 35 °C for blend 80/20. Contrary, the melt crystallization temperatures of PEO
depicted as Teime remained almost unchanged in all investigated blends. The Tepme 0f PLA
decreases with the increase of PEO content in the blends, from 159 to 151 °C, whit the
exception at 80/20 blend (Table 2). On the other hand, the Teim 0f PLA decreased upon higher
PEO addition (>60 %); from 168 °C for neat PLA to 160 °C for blend 20/80. Corresponding
melt crystallization temperatures (Teimc) Of PLA immediately increased by addition of minimum
quantity of PEO from 106 °C for neat PLA to 110 °C for blend 80/20. Upon further addition of
PEO, the change of values of Teimc of PLA are more pronounced (117 °C for blend 20/80). This
result also confirms the influence of PEO on the crystallization process of PLA that was noticed
with the cold crystallization, but here it results with the earlier crystallization compering to the
neat PLA. Upon PLA (PEO) addition values of corresponding enthalpies of melting (AHr,) and
melt crystallization (AHmc) of the PEO (PLA) in the blends are decreased (Table 2), as can be
seen from the area of endothermic and exothermic peak, respectively (Figs. 6 and 7). The values
of the corresponding enthalpy of premelting crystallization (AHpmc) changes irregularly upon
PEO addition, but they are all smaller in the blends than in the neat PLA (Table 2) pointing on
the same conclusion according to PLA crystallization in the presence of PEO. The values of
specific heat capacity (Ac,) of the PEO are not affected by PLA addition. These results agree
with FT-IR results and confirm the existence of possible interaction within PLA/PEQO system.
Finally, it can be concluded that the PLA and PEO are partially miscible at higher PLA or PEO
content (80 %) in the melt. This is in the accordance with the work of Seth et al. (1997), Zoppi
et al. (2001) and Hu et al. (2003a,b).
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Table 2. Thermal transition parameters of the PLA/PEO blends for DSC measurements

Parameter PLA/PEO
100/0  80/20 60/40 50/50 40/60 20/80  0/100
T Teig 58 -1-52 -/-55 -1-54 -1-56 -1-55 -56
(oé) Tmg 63 -/-30 -1-26 -1-46 -1-50 -1-49 -50
Terg 67 -1-37 -1-35 -1-37 -1-46 -1-44 -47
ACp
(315 °C) 0.35 /0.10 /0.14 /0.15 /0.12 /0.01 0.12
Teipme 159 164/- 155/- 154/- 152/- 151/- -
(Tpé”; Topme 163 167/- 160/- 160/- 158/- 154/- -
Tefome 166 168/- 165/- 165/- 163/- 157/- -
Aome 95 021 06~  08-  07- 0.2- i
(J/g9)
Teim 168  169/35  167/52  167/56  166/55 160/58 58
(ng) Tom 176 176/51  174/63  175/65  174/66 171/66 69
Teim 188 186/62  184/71  184/73  182/75 177177 82
é;'gf; 446 34.3/13.0 32.4/47.0 28.1/61.8 22.4/73.9 10.7/109.2 147.1
Teime 106 110/- 110/48  112/49  114/49 117/50 50
(Tgc) Tome 94 102/- 101/43  100/45  100/45 103/47 46
Tefme 79 94/- 94/34 92/36 91/35 90/36 31
?J'jé“)“ 21.7  29.8/- 23.3/39.4 20.5/52.0 16.3/69.2 7.8/103.6 143.2

Thermogravimetric analysis

The dynamic thermogravimetric curves (mass versus degradation temperature), and
corresponding derivative thermogravimetric (DTG) curves (mass loss rate versus temperature)
of neat PLA and PEO are presented in Fig. 8. A one-stage degradation pattern is seen in the
case of PLA. Thermal degradation of PLA begins at 335 °C (Tonset) With a peak temperature at
365 °C (Tmax) and proceeds almost totally without residue which is supported by the fact that
total weight loss through single degradation stage is 99.1 %.
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Figure 8. TG (a) and DTG (b) curves of the thermal degradation of the PLA/PEQ blends

Likewise, thermal degradation of the neat PEO is also characterized by only a single
degradation stage that begins at 382 °C (Tonset) With a peak temperature at 403 °C (Tmax)
confirming its superior thermal stability to PLA. The total weight loss is found to be 95.3 %.
Vice versa, a two-stage degradation pattern is seen in the case of the PLA/PEO blends.
Evidently, the first degradation stage corresponds to thermal degradation of PLA, while the
second one corresponds to thermal degradation of PEO (Fig. 8). The dependence of the
characteristics of TG and DTG curves on the blend composition is presented in Table 3. From
these data it could be concluded that the degradation of PLA/PEO blends starts at even lower
temperatures than neat PLA and occurs more slowly by addition of PEO (PLA). In the first
degradation stage, a total increase of Tonset by 95 °C is observed as the PEO content is increased.
Similarly, the temperature at 5 % mass loss and peak temperature also show the same change
pattern. The sample with 80 % of PEO content showed the lowest values of all investigated
blends, indicating its apparent destabilizing effect on PLA. Similar conclusions were reached by
Chieng et al. (2013) and Bijarimi et al. (2016). Chieng et al. (2013) explained the decrease of
the PLA thermal stability by the presence of PEG (PEO) as plasticizer.
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PEG promotes a decrease in thermal stability by its action to intersperse itself around polymers
and by breaking polymer-polymer interactions, which are predicted in the lubricity theory and
gel theory of plasticization. Additionally, Hassouna et al. (2011) investigated new approach on
the development of plasticized PLA with PEG via reactive extrusion. Latter authors pointed out
that the products of PEG degradation (generated above 280 °C) could promote PLA
degradation. The reaction between hydroxyl terminated groups of PEG and PLA ester
functions, acidity, catalysts or some impurities could be the sources of such degradation.
Finally, authors concluded that the addition of PEG makes certainly PLA more sensitive to
thermal stability at higher temperatures (> 300 °C). However, in the second degradation stage,
changes of Tonset aNd Trmax value are minor and practically negligible. The mass loss in the first
degradation stage decreased linearly as the PEO content increased in the blend, while mass loss
in the second degradation stage increased. The final mass losses in the first and second stage
increased linearly as the PEO content increased, that could be an additional indicator of PEO
destabilising effect on PLA.

Table 3. The characteristics of thermal degradation curves of the PLA/PEO blends

TS% Tonset Tmax Rmax mf Am
PLAPEO o)  c) Q) (9 Umin) (%) (%)

First degradation stage

100/0 321 335 365 26.3 0,9 99,1
80/20 301 329 355 24.1 184 816
60/40 281 296 341 10.2 39.3 60.7
50/50 279 293 344 8.6 470 53.0
40/60 268 275 340 53 58.7 413
20/80 261 240 284 2.2 80.7 19.3
0/100 371 382 403 26.8 4.7 95.3
Second degradation stage

100/0 - - - - - -

80/20 - 389 400 4.8 1.1 17.2
60/40 - 390 405 11.0 2.4 37.0
50/50 - 389 406 13.1 2.6 44.4
40/60 - 389 407 16.2 3.1 55.5
20/80 - 385 403 22.2 3.9 76.9
0/100 - - - - - -

Conclusions

In this work, blends of biodegradable PLA with high molecular PEO were prepared by hot-melt
extrusion, technique commonly used in plastic industry. The extruded samples, used for further
characterization, didn’t undergo thermal degradation during preparation process. The observed
shifting of the broad asymmetric band (C=0) is the result of the weak interaction between the
two polymers in solid state, which can be attributed to the dipole—dipole interactions between
the ester groups of PLA and the ether groups of the PEO.
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As the PLA content increased in the investigated blends upon 60 % and 80 %, the Ty of PEO
are increased toward Tmg of PLA by 20-24 °C. Likewise, the similar pattern could be seen in the
case of melting temperature of PLA and PEO in the blends. DSC results are in agreement with
FT-IR results and confirm that the PLA and PEO are partially miscible at higher PLA or PEO
content (80 %) in the melt. Thermal degradation of neat PLA and neat PEO proceeds almost
totally without residue by only a single degradation stage confirming PEO's superior thermal
stability to PLA. A two-stage degradation pattern is seen in the case of the PLA/PEO blends
where the first degradation stage corresponds to thermal degradation of PLA and the second one
to thermal degradation of PEO. From TG data it could be concluded that the degradation of
PLA/PEO blends starts at even lower temperatures than neat PLA and occurs more slowly by
addition of PEO (PLA). Moreover, the sample with 80 % of PEO content showed the lowest
values of all investigated blends, indicating its apparent destabilizing effect on PLA.
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Sazetak

U ovom radu istrazena je kinetika susenja natrijeve soli cirkonija u razli¢itim laboratorijskim
susionicima. Odabrana su dva vakuum suSionika, jedan s pliticama i jedan rotacijski te
suSionik s fluidiziranim slojem. Osim vrste suSionika, istrazen je i1 utjecaj pocetnog sadrzaja
vlage materijala kao i temperature na kinetiku suenja i morfoloska svojstva osusenih kristala.
Kinetika suSenja pracdena je gravimetrijski u vakuum suSionicima te psihrometrijski u
susioniku s fluidiziranim slojem. U su$ioniku s fluidiziranim slojem takoder je istrazeno moze
li se bliskom infracrvenom spektroskopijom (NIR, engl. Near InfraRed) pratiti kinetika
susenja.

Rezultati su pokazali da vrsta suSionika i temperatura utjecu na kinetiku susenja i morfologiju
kristala. Vece brzine suSenja ostvarene su pri vi§im temperaturama. Pri nizim temperaturama
susenje je brze u suSioniku s fluidiziranim slojem, a pri viSim temperaturama u vakuum
suSionicima. Mjerni podaci aproksimirani su Lewisovim i Pageovim matematickim modelom.
Pageov model uspjeSno opisuje kinetiku suSenja natrijeve soli cirkonija u svim istrazivanim
susionicima. Vrijednost parametra k raste s porastom temperature i pocetnog sadrzaja vlage
materijala. Na parametar n utjece pocetni sadrzaj vlage i metoda susenja.

U rotacijskom vakuum susioniku i u suSioniku s fluidiziranim slojem dolazi do loma kristala
Sto rezultira vecom Sirinom raspodjele veli¢ina kristala. Bliska infracrvena spektroskopija
pokazala se kao dobra metoda pracenja kinetike susenja u fluidiziranom sloju.

Kljucne rijeci: kinetika suSenja, matematicki modeli, susenje u fluidiziranom sloju, vakuum
susenje

Uvod

SuSenje je toplinski separacijski proces uklanjanja vlage iz materijala posredstvom topline,
koji je u velikoj mjeri zastupljen u farmaceutskoj industriji. Uobicajeno se proizvodnja lijeka,
koji ¢e biti distribuiran u ¢vrstoj formi, odvija u dva slijedna stupnja: primarni i sekundarni.
Primarni stupanj, odnosno proizvodnja djelatne tvari, ukljucuje kemijsku sintezu i fizikalnu
modifikaciju kako bi se dobila Zeljena veli¢ina Cestica i odgovarajuc¢a fizikalna svojstva
djelatne tvari. U sekundarnom stupnju djelatna se tvar mijesa s pomo¢nim tvarima kako bi se
dobio Zeljeni dozirni oblik (Kemp, 2017). Nakon svakog od tih stupnjeva proizvod se susi, a
odabir odgovarajuc¢eg suSionika ovisi o svojstvima materijala kao $to su njegova forma,
toplinska osjetljivost 1 kinetika suSenja. Kako je vecina djelatnih tvari kristalini¢na,
neophodno je osigurati da se tijekom suSenja ne narusi struktura kristala te da se izbjegne
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kontaminacija (Burgbacher i Wiss, 2008). Kvaliteta produkta se tijekom susenja takoder moze
mijenjati kao posljedica predugog vremena izloZenosti povisenoj temperaturi ili zbog
nastajanja nezeljenih produkata razgradnje. SuSenje je Cesto dugotrajan proces koji trosi
velike koli¢ine energije i suSnog medija. Prilikom odabira metode suSenja vazno je da se
kvaliteta kona¢nog produkta ne mijenja. Da bi se osigurala ujednacena kvaliteta kona¢nog
proizvoda, neophodno je utvrditi odgovaraju¢e ponovljive uvjete susenja (Guerrero et al.,
2003). Obzirom da su farmaceutski proizvodi visokovrijedni, usteda energije vrlo ¢esto nije
od najveceg znacaja pri odabiru metode susenja.
Odabir vrste suSionika temelji se na vrsti materijala 1 svojstvima konacnog produkta.
Medutim, industrijska postrojenja Cesto se koriste za proizvodnju razli¢itih produkata i
uglavnom su ograni¢ena na mali broj suSionika definirane veli¢ine. SuSenje Cvrstih formi
provodi se u konvekcijskim ili kontaktnim suSionicima, suSenje pasti u suSionicima s
pliticama ili pokretnim trakama, a suSenje suspenzija u suSionicima s rasprSivanjem ili
susionicima s fluidiziranim slojem. Za potrebe uklanjanja malih koli¢ina vlage iz toplinski
osjetljivog proizvoda suSenje se provodi liofilizacijom (Pakowski i Mujumdar, 1987).
Susionici koji se koriste u farmaceutskoj industriji ¢esto su sofisticiraniji od suSionika
koriStenih u drugim industrijama zbog potrebe za postizanjem visoke kvalitete proizvoda.
SusSionici s fluidiziranim slojem koriste se u kemijskoj, farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji. SuSenje se moze provoditi pri relativno niskim temperaturama i velikim brzinama
suSenja, Sto ovu vrstu susionika ¢ini pogodnim za suSenje toplinski osjetljivih materijala
(Chen et al., 2017). U farmaceutskoj se industriji ¢esto koriste relativno mali Sarzni suSionici s
fluidiziranim slojem. Osim za suSenje mogu se koristiti i za hladenje i granuliranje, a uz
odredene modifikacije 1 za suSenje polidisperznih 1 relativno ljepljivih materijala. Za suSenje
materijala osjetljivih na povisenu temperaturu ili materijala koji je sklon oksidaciji u vlaznom
stanju, suSenje se moze provesti u vakuum susionicima. Razlicite izvedbe vakuum suSionika
takoder nalaze svoju primjenu u farmaceutskoj industriji (Agrawal et al., 2015).
Tijekom suSenja, osim prijenosa topline i tvari moze do¢i do fizikalnih ili kemijskih promjena
materijala koji se susi Sto moze utjecati na strukturu materijala. Promjena strukture materijala
u velikoj mjeri oteZzava matematicko modeliranje procesa susenja (Marinos-Kouris i Maroulis,
1987). Poznavanje kinetike susenja neophodno je za dizajn i odabir odgovarajuceg suSionika.
Za opis kinetike suSenja najéeSc¢e se koriste empirijski i poluempirijski modeli tankog sloja
(Sander, 2007). Najcesc¢e koristeni matematicki modeli su Lewisov (1921) i Pageov (1949)
model. Lewisov se model zasniva na Newtonovom zakonu hladenja. Prema tom modelu,
brzina suSenja tijekom perioda padajuce brzine proporcionalna je razlici trenutnog i
ravnoteZznog sadrZaja vlage materijala, a konstanta proporcionalnosti K, predstavlja konstantu
susenja, jed. 1:

X—Xeq _ e—K-t (1)

XO_Xeq

Page uvodi eksponent na vrijeme, ¢ime je osiguran opis Kinetike suSenja uz visok stupanj

korelacije, jed. 2:
X~Xeq —k-t"

XoXeq € @)

Pageov se model pokazao uspjesnim za opis kinetike suSenja razli¢itih vrsta materijala
neovisno o primijenjenoj metodi susenja.
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Indeks korelacije, p, izraunat je koriStenjem izraza, jed. 3:

_ Zi(Xra(:_Xeks)z
p= \/1 Zi()?_Xeks)z (3)
Provodenje eksperimenata u razliitim uvjetima suSenja omogucava procjenu utjecaja
procesnih parametara na parametre odabranog matematickog modela. Poznavanjem
navedenih ovisnosti moguce je procijeniti vrijeme trajanja procesa pri drugacijim uvjetima
suSenja bez potrebe za provodenjem velikog broja eksperimenata.
Kvaliteta osuSenog proizvoda ovisi i o konacnom sadrzaju vlage. Metode odredivanja
zavrSetka suSenja Cesto zahtijevaju prekidanje procesa susenja kako bi se uzeo uzorak i
analizirao. Konvencionalne metode odredivanja zaostalog sadrzaja vlage materijala su
gravimetrijska metoda, Karl Fischerova titracijska metoda te plinska kromatografija. Online
pracenje procesa susenja spektrometrijski omogucava bolju kontrolu procesa i u konacnici
krace vrijeme suSenja. Takoder je smanjena mogucnost presusivanja, degradacije i promjene
kristalne strukture materijala zbog predugog vremena izlozenosti povisenoj temperaturi te
promjenljivim uvjetima u susSioniku. Bliskom infracrvenom spektroskopijom mozZe se pratiti
udio vlage u mediju za susenje ili u materijalu koji se susi. Mjerenje koli¢ine vlage u mediju
za suSenje provodi se ukoliko je suSenjem potrebno ukloniti svu nevezanu vlagu te ukoliko
vlaga nije ugradena u kristalnu resetku. U svim ostalim slucajevima, pozeljno je mjeriti udio
vlage u praSkastom materijalu (Burgbacher i Wiss, 2008).
U ovom radu istrazen je utjecaj vrste susSionika i temperature na kinetiku suSenja praskastog
materijala, tj. djelatne tvari (API, engl. Active Pharmaceutical Ingredient). Takoder je
istrazena mogucnost koriStenja bliske infracrvene spektroskopije za pracenje promjene
sadrZzaja vlage tijekom susenja u fluidiziranom sloju te je ispitan utjecaj metode suSenja na
granulometrijska svojstva kristala.

Materijal i metode

Natrijeva sol cirkonija suspendirana je u vodi te je postupno dodavana 0,15 M otopina HCI
kako bi se podesila vrijednost optimalnog pH otopine (6,0 - 6,5). Kristali su izdvojeni vakuum
filtracijom. Pocetni sadrzaj vlage tako pripravljenih kristala odreden je termogravimetrijskom
metodom koristec¢i halogeni vlagomjer, Mettler Toledo HX204 Moisture analyzer. SuSenje je
provedeno u vakuum susioniku s pliticama (p = 100 mbar; T = 60 °C), rotacijskom vakuum
susioniku (p = 45 mbar; n = 100 o/min; T =301 60 °C) i u suSioniku s fluidiziranim slojem (u
struji duSika; T = 30 i 60 °C). Kinetika suSenja u vakuum suSionicima odredena je
gravimetrijskom, a u suSioniku s fluidiziranim slojem psihrometrijskom metodom. Kristalima
je snimljen je spektar bliskog infracrvenog zracenja na spektrometru proizvodaca Bruker u
integracijskoj sferi u podru&ju od 12000 do 4000 cm™, rezolucijom od 4 cm™. Takoder su
odredena 1 granulometrijska svojstva kristala. Raspodjela veli¢ina kristala odredena je
metodom laserske difrakcije na uredaju Mastersizer 2000, Malvern Instruments. Morfologija
kristala odredena je na temelju fotografija snimljenih pretraznim elektronskim mikroskopom,
Jeol JSM - 5800.
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Rezultati i rasprava

U ovom radu istrazen je utjecaj vrste suSionika, temperature i pocetnog sadrzaja vlage
materijala na brzinu suSenja natrijeve soli cirkonija. SuSenje je provedeno u vakuum
susionicima (s pliticama i rotacijski) i suSioniku s fluidiziranim slojem. Tijekom suSenja
pracena je kinetika procesa, a mjerni su podaci aproksimirani odabranim matematickim
modelima.

Utjecaj uvjeta provedbe procesa na kinetiku susenja

S obzirom na nacin pripreme uzoraka nije bilo moguce osigurati isti pocetni sadrzaj vlage
materijala za sve eksperimente pa je u vakuum suSioniku s pliticama, VSP, istrazen utjecaj
pocetnog sadrzaja vlage na kinetiku suSenja. Krivulje suSenja prikazane su u normiranom
obliku kao ovisnost neostvarene promjene sadrzaja vlage materijala o vremenu, slika 1.
Vrijeme suSenja uzorka neSto veCeg pocetnog sadrzaja vlage je dulje jer se tijekom suSenja
uklanja veca koli¢ina vlage iz materijala. Kod uzorka s ve¢im pocetnim sadrzajem vlage moze
se uociti 1 vece odstupanje eksperimentalnih podataka od uobicajenog trenda. To je posljedica
nedovoljno precizne metode uzorkovanja. U definiranim vremenskim intervalima uziman je
dio uzorka te mu se odredivao sadrzaj vlage. Istovremeno je cijeli uzorak vaden iz suSionika i
vagan. Na taj nacin doslo je do promjene stanja u suSioniku kao i do promjene mase suhog
materijala.
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Slika 1. Utjecaj pocetnog sadrzaja vlage kristala na kinetiku susenja u vakuum susioniku s
pliticama pri T =60 °C i p = 100 mbar
Figure 1. Influence of the initial moisture content of crystals on the drying kinetics in a tray
vacuum dryer at T =60 ° C and p = 100 mbar

Utjecaj temperature istrazen je u rotacijskom vakuum suSioniku, RVS, i u susioniku s

fluidiziranim slojem, SFS; a dobiveni su podaci prikazani na slici 2. Temperatura pri kojoj se
provodi suSenje u velikoj mjeri utjece na kinetiku suSenja.
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Slika 2. Utjecaj temperature na kinetiku susenja kristala: a) rotiraju¢i vakuum susionik pri n =
100 o/min i p = 45 mbar; b) suSionik s fluidiziranim slojem
Figure 2. Influence of temperature on crystal drying kinetics: a) rotary vacuum dryer at n =
100 rpm and p = 45 mbar; b) fluidized bed dryer

Pri viSoj temperaturi pokretacke sile procesa prijenosa topline i tvari su veée Sto rezultira
vec¢om brzinom susenja i1 kra¢im vremenom trajanja procesa. Usporede li se krivulje suSenja u
rotacijskom vakuum susioniku pri 30 i 60 C moze se uociti da vrijeme trajanja perioda
konstantne i padajuce brzine susenja opada s porastom temperature, slika 2a). Kriti¢ni sadrZaj
vlage iznosio je 0,1063 kg/kg i 0,0678 kg/kg pri 30 °C, odnosno 60 °C, Sto se moze objasniti
manjim brzinama suSenja, odnosno nizom vrijednosti difuzijskog koeficijenta pri nizoj
temperaturi. Kako su pri viSoj temperaturi brzine prijenosa tvari kroz sloj Cestica i sa povrSine
materijala vece, period padajuce brzine suSenja zapocet ¢e pri nizem kriticnom sadrzaju vlage.
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Medutim 1 tijekom ovih mjerenja suSenje je prekidano kako bi se uzimali uzorci za
odredivanje sadrzaja vlage materijala tako da se ni ovom metodom susenja nisu uspjeli
prikupiti adekvatni mjerni podaci. Kinetika suSenja u fluidiziranom sloju pracena je
psihrometrijskom metodom ¢ime je izbjegnuta pogreska vezana za uzorkovanje i prekid rada
susionika. Usporedujuci krivulje bezdimenzijske apsolutne vlaznosti i bezdimenzijskog
sadrzaja vlage materijala moze se uociti kako je suSenje materijala trajalo znatno krace.
Krivulje bezdimenzijskog sadrzaja vlage materijala pri razli¢itim temperaturama dijelom se
preklapaju, a najveca razlika se uocava pri 60 °C. Razlog tome je neujednacen sastav 1 pocCetni
sadrZaj vlage duSika koji se koristio za suSenje. Naime, dusik nije bio u potpunosti suh i
sadrzavao je razliCita ostatna otapala. Nakon §to je materijal postigao ravnotezni sadrzaj
vlage, dusik se nastavljao susiti, odnosno iz duSika se nastavila uklanjati vlaga do postizanja
ravnoteze u danim uvjetima suSenja. Kako je apsolutna vlaznost dusika na izlazu stalna
tijekom perioda konstantne brzine susenja, moze se zakljuciti da je kinetika suSenja uglavnom
kontrolirana vanjskim uvjetima. Vrijeme trajanja perioda konstantne brzine susenja skracuje
se s porastom temperature. Postojanje samo perioda konstantne brzine suSenja moze se
objasniti time da se u fluidiziranom sloju Cestice pojedinacno suse. Uzorak je kristalini¢an 1
neporozan te je vlaga prisutna samo na povrsini kristala. Na slici 3 prikazana je usporedba
krivulja susenja u sva tri susionika pri 60 °C.
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Slika 3. Usporedba kinetike suSenja u svim primijenjenim suSionicima pri 60 °C
Figure 3. Comparison of drying kinetics in all applied dryers at 60 °C

Oblik krivulja susenja provedenih u vakuum suSionicima upuéuje na postojanje perioda
konstantne i perioda padajuce brzine suSenja, a vecina vlage prisutne u materijalu ukloni se
nakon samo 30 minuta (ukloni se 90 % vlage). U vakuum suSionicima kristali tvore viSe
slojeva Cime se dobiva porozna sredina i1 uvjeti potrebni za postojanje perioda padajuce brzine
suSenja. Tlak u oba vakuum suSionika nizi je od atmosferskog, pa tako voda pri tlaku od 45
mbar vrije na 30,9 °C, a pri 100 mbar vrije na 45,6 °C. U oba je suSionika temperatura pri
kojoj se provodi susenje veéa od vreliSta pa se moze pretpostaviti da do isparavanja dolazi
unutar porozne strukture, ne samo na povrSini, Sto rezultira dvofaznim tokom (para i
kapljevina) kroz porozni sloj kristala Sto rezultira ve¢om brzinom prijenosa tvari.
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S druge strane u suSioniku s fluidiziranim slojem voda hlapi jer se suSenje odvija pri
temperaturi niZoj od vreliSta vode. Osim toga u susioniku s fluidiziranim slojem bila je znatno
veéa masa vlaznog materijala nego u dva vakuum suSionika. Sto je ve¢a masa vlaZnog
materijala, uz priblizno jednak pocetni sadrzaj vlage materijala, susni medij mora na sebe
primiti vecu koli¢inu vode. Time se suSni medij zasi¢uje vlagom i smanjuje se pokretacka sila
za proces prijenosa tvari. Istovremeno zbog isparavanja dolazi do hladenja medija ¢ime se
direktno utjece i na pokretacku silu procesa prijenosa topline.

Karakteristi¢na krivulja suSenja za dani materijal prikazana je na slici 4. Naime, ukoliko se
mjerni podaci prikazu kao ovisnost bezdimenzijske brzine (R/Rmax) o bezdimenzijskom
sadrzaju vlage materijala, neovisno o metodi suSenja svi bi se podaci morali nalaziti na jednoj
krivulji. Rasipanje podataka posljedica je ve¢ spomenute neadekvatne metode prikupljanja
podataka u vakuum suSionicima te neujednacenog sastava dusika (susnog medija) u suSioniku
s fluidiziranim slojem.
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Slika 4. Karakteristicna krivulja susenja: o — vakuum susionik s pliticama; A — rotacijski
vakuum susSionik; o — suSionik s fluidiziranim slojem
Figure 4. Characteristic drying curve: o - vacuum dryer with trays; A - rotary vacuum dryer;
o - fluidized bed dryer

Aproksimacija kinetike susenja odabranim matematickim modelima

Eksperimentalni podaci promjene sadrZaja vlage s vremenom aproksimirani su Lewisovim i
Pageovim matematickim modelima. U tablici 1. i na slici 5. prikazani su dobiveni rezultati iz
kojih se moze zakljuciti da Pageov model bolje opisuje mjerne podatke. Zbog neujednacenih
uvjeta susenja u vakuum susioniku s pliticama nije mogude izvesti zakljucke vezane za utjecaj
pocetnog sadrzaja vlage materijala na parametre Lewisovog i Pageovog modela. Pri viSoj
temperaturi veée su vrijednosti konstante susenja, K i parametra Pageovog modela, k, Sto je
bilo i ocekivano. Parametar n inafe nije pod utjecajem temperature, tako da se razlicite
vrijednosti mogu objasniti neujednadenim uvjetima suSenja kao posljedice neadekvatne
metode prikupljanja mjernih podataka. Medutim, izvedba oba vakuum suSionika je takva da
nije moguce bez prekida rada uzimanje uzoraka kojima se odreduje sadrzaj vlage.
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Tablica 1. Procijenjene vrijednosti parametara Lewisovog i Pageovog modela
Table 1. Estimated values of the Lewis and Page models parameters

Xo, Lewisov model Pageov model
kg/kg K R* k n R

0,3198 0,0727 0,9239 0,0035 2,109 0,9878

Susionik Dryer T, °C

Vakuum Vacuum

susioniks  tray 60 03759 00587 09630 00173 1431 09774
pliticama dryer
Rotacijski Rotary

30 0,3252 0,0159 10,9872 0,0074 1,175 0,9933

vakuum - vacuum g g'assg 00778 09635 00093 1.793 09997
susionik dryer
SuSionik s Fluidized 30 0,3396 0,0257 0,9474 0,0027 1,606 0,9747
fluidiziranim bed 45 0,3383 0,0250 0,9265 0,0031 1,564 0,9825
slojem dryer 60 0,3333 0,0289 0,9296 0,0035 1,609 0,9872
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Slika 5. Aproksimacija eksperimentalnih podataka Lewisovim i Pageovim modelom
(T =60 °C): a) VSP; b) RVS; c) SFS
Figure 5. Approximation of experimental data by Lewis and Page model (T = 60 °C):
a) vacuum tray dryer; b) rotary vacuum dryer; c¢) fluidized bed dryer

Postojanje samo perioda konstantne brzine suSenja za uzorke osuSene u suSioniku s
fluidiziranim slojem razlog je veceg odstupanja eksperimentalnih i racunskih podataka.
Kinetika suSenja u suSioniku s fluidiziranim slojem najbolje se opisuje jednadzbom pravca u
kojoj odsjecak odgovara pocetnom sadrzaju vlage materijala. Vrijednosti nagiba pravca
uglavnom rastu s porastom temperature. NajniZzu vrijednost poprima za suSenje pri 45 °C
(0,00453 kg/kg s), a najvisu za suSenje pri 60 °C (0,00534 kg/kg s). Pri najniZoj temperaturi
vrijednost nagiba pravca je 0,00471 kg/kg s. Odstupanje od oc¢ekivanog trenda posljedica je
ve¢ spomenutog neujednacenog sastava duSika koji se koristio za susSenje kao 1 mogucnosti
postojanja perioda padajuce brzine suSenja kada se susenje provodilo pri najnizoj temperaturi.

Granulometrijska svojstva kristala

Procesni uvjeti suSenja imaju veliki utjecaj na granulometrijska i morfoloSka svojstva te
strukturu produkta, a samim time utje¢u i na primjenska svojstva proizvoda. Morfologija
¢vrstih Cestica pracena je elektronskim mikroskopom, a raspodjela veli¢ina Cestica odredena
je metodom laserske difrakcije. Sirina raspodjele veli¢ine kristala izradunata je koristenjem
sljedeceg izraza, jed. 4:

s =0 (4)

X10

U tablici 2. prikazan je utjecaj metode susSenja na karakteristicne veliine kristala 1 Sirinu
raspodjele veli¢ina Cestica.
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Tablica 2. Utjecaj metode susenja na karakteristicne veliCine kristala i Sirinu raspodjele
Table 2. Influence of drying method on characteristic crystal sizes and distribution width

Uzorak Velic¢ina Cestica, um éirig-al
%10 Xeo Yoo raspodjele
Prije 8,0 21,0 48,0 6,0
susenja
Vakuur_n_ susionik s 6.4 19.0 57.0 8.9
pliticama
Nakon  Rotacijski vakuum 5,6 17,0 56,0 10,0
susenja susionik
Susionik s 5,0 15,0 84,0 16,8

fluidiziranim slojem

Moze se zakljuciti da metoda suSenja u maloj mjeri utjece na raspodjelu veli¢ina kristala.
Pomak veli¢ina X;9 i Xsp prema finijim frakcijama ukazuje na usitnjavanje kristala, 5to je jasno
za suSionike s mijeSanjem. Do loma kristala osuSenih u vakuum susioniku s pliticama
vjerojatno je doslo tijekom prebacivanja kristala na plitice. S druge strane pomak veli¢ine Xgo
prema grubljim frakcijama ukazuje na okrupnjavanje kristala, odnosno aglomeraciju. U
vakuum sus$ioniku s pliticama u kojem su kristali u miruju¢em sloju moguce je da je tijekom
suSenja doslo do formiranja veze izmedu kristala koji su bili u direktnom kontaktu. U
rotacijskom vakuum suSioniku kristali se zbog rotacije mijeSaju, no uvijek postoji kontakt
izmedu susjednih kristala. U srediSnjoj masi kristala mogucée je da je takoder dosSlo do
formiranja veze izmedu postojecih aglomerata. Najvec¢i porast veli¢ine Xgo uocen je kod
kristala osuSenih u suSioniku s fluidiziranim slojem. Naime, tijekom suSenja dok je sadrzaj
vlage kristala velik, oni se nalaze u miruju¢em sloju. Do fluidizacije sitnih Cestica dolazi tek
nakon nekih pola sata, tako da su kristali dovoljno vremena u kontaktu da se stvori veza Sto
onda rezultira pomakom raspodjele veli¢ina prema grubljim frakcijama. Sirina raspodjele
veli¢ina kristala povecava se u sljede¢em nizu: polazni uzorak < vakuum susionik s pliticama
< rotacijski vakuum suSionik < suSionik s fluidiziranim slojem.

Na slici 6. prikazane su SEM mikrografije polaznih kristala te kristala nakon suSenja u
odabranim suSionicima. MoZe se uociti da natrijeva sol cirkonija kristalizira u kubi¢noj
strukturi te da je sklona stvaranju aglomerata. Polazni kristali su ostrih bridova, a nakupine
kristala sastoje se velikog broja pojedina¢nih kristali¢a veli¢ine oko 2,5 do 3,0 um. SuSenjem
mirujuceg sloja kristala u vakuum suSioniku s pliticama ne dolazi do znacajne promjene
morfologije kristala. Medutim u rotacijskom vakuum suSioniku i suSioniku s fluidiziranim
slojem dolazi do loma kristala zbog mijeSanja (rotacijom ili u struji duSika). Osim toga kristali
viSe nisu ostrih bridova ve¢ su zaobljeni. Niti u jednom suSioniku s mijeSanjem nije doslo do
znaCajnijeg razbijanja aglomerata iako se na mikrografijama mogu uociti i pojedinacni
kristali.
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Slika 6. SEM mikrografije kristala prije i nakon susenja uve¢ane 5000 puta: a) polazni; b)
vakuum susionik s pliticama; c) rotacijski vakuum suSionik; d) suSionik s fluidiziranim slojem
Figure 6. SEM micrographs of crystals before and after drying magnified 5000 times: a)
initial; b) vacuum tray dryer; c) rotary vacuum dryer; d) fluidized bed dryer

Spektri bliskog infracrvenog zracenja

PraSkastim uzorcima su snimljeni spektri bliskog infracrvenog zra¢enja u integracijskoj sferi u
podru&ju 12000 — 4000 cm™, rezolucijom od 4 cm™. Svaki uzorak snimljen je 64 puta te je
rezultiraju¢i spektar uprosjecen. Kako bi se eliminirala nehomogenost uzorka, snimanje
uzoraka ponovljeno je tri puta uz protresanje uzorka izmedu snimanja. Referentna vlaga
uzorka je odredena termogravimetrijskom metodom.

Spektri su klasificirani analizom glavne komponente te je izraden model validiran unakrsnom
validacijom po 2 segmenta. Kao primarna metoda koristena je termogravimetrija u podrucju
od 20 - 130 °C. Mozemo zakljuciti da je model prihvatljiv za istrazivacke svrhe, obzirom da
je podruc¢je niske vlage uzorka vrlo dobro opisano. Model najvise odstupa u podrucju
vlaznosti od 5 — 10 % Sto se mozZe pripisati nehomogenosti uzorka u tom podrué¢ju vlaznosti, a
kako je vidljivo i iz krivulje suSenja, to podrucje dozivljava brze vremenske promjene.
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0,06

Slika 7. Spektri blisko infracrvene spektroskopije nakon korekcije standardnim vektorom i
bazne linije u podru&ju 7695 — 4198 cm™
Figure 7. Near-infrared spectra after standard vector and baseline correction in the range
7695 - 4198 cm™

Spektri su klasificirani analizom glavne komponente te je izraden model validiran unakrsnom
validacijom po 2 segmenta. Kao primarna metoda koriStena je termogravimetrija u podruc¢ju
od 20 - 130 °C. Mozemo zakljuciti da je model prihvatljiv za istrazivacke svrhe, obzirom da
je podruc¢je niske vlage uzorka vrlo dobro opisano. Model najvise odstupa u podrucju
vlaznosti od 5 — 10 % Sto se moZe pripisati nehomogenosti uzorka u tom podrué¢ju vlaznosti, a
kako je vidljivo i iz krivulje suSenja, to podrucje dozivljava brze vremenske promjene.

19
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Udio vlage - izmjereni, %
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Slika 8. Odstupanje eksperimentalno dobivenih vrijednosti od vrijednosti predvidenih
modelom
Figure 8. Deviation of experimentally obtained values from the values predicted by the model
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Zakljucci

Istrazen je utjecaj pocetnog sadrzaja vlage materijala, temperature 1 vrste suSionika na
kinetiku suSenja i granulometrijska svojstva natrijeve soli cirkonija. Sudenje je provedeno u
dva vakuum suSionika, vakuum suSionik s pliticama i rotiraju¢i vakuum suSionik te u
susioniku s fluidiziranim slojem. Pri vi§im temperaturama i nizem pocetnom sadrzaju vlage
materijala brzina suSenja je veca a vrijeme trajanja procesa krac¢e. SuSenje u suSioniku s
fluidiziranim slojem pod kontrolom je vanjskih uvjeta tijekom cijelog procesa, na $to ukazuje
postojanje samo perioda konstantne brzine suSenja. S obzirom da su u vakuum susionicima
kristali u viSe slojeva (mirujuéi ili u gibanju), na krivuljama susenja moze se uociti i period
padajuce brzine suSenja tijekom kojeg je proces pod kontrolom unutrasnjih uvjeta, odnosno
svojstava poroznog sloja. Pageov model uz visok stupanj korelacije opisuje kinetiku susenja u
svim istrazivanim suSionicima. Dugacak period konstantne brzine suSenja razlog je nizeg
stupnja korelacije mjernih podataka Lewisovim modelom. Metoda suSenja u maloj mjeri
utjeée na raspodjelu veli¢ina kristala. Sirina raspodjele veli¢ina kristala veéa je nakon su$enja
kao posljedica usitnjavanja zbog loma izazvanog mijeSanjem i aglomeracije. Natrijeva sol
cirkonija kristalizira u kubi¢noj strukturi, a suSenjem u istrazivanim susionicima ne dolazi do
znacajne promjene morfologije. Bliska infracrvena spektroskopija pokazala se kao uspjesna
metoda za pracenje kinetike susSenja u fluidiziranom sloju. Izvedeni kemometrijski model
uspjesno procjenjuje udio vlage u materijalu.
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Summary

In this paper, the drying Kkinetics of the zirconium sodium salt in different laboratory dryers
have been investigated. Two vacuum dryers, one with trays and one rotary, and a fluidized
bed dryer were selected. In addition to the type of dryer, the influence of the initial moisture
content of the material as well as temperature on the drying kinetics and granulometric
properties of dried crystals was investigated. Drying data was collected gravimetrically in
vacuum dryers and psychrometrically in a fluidized bed dryer. In a fluidized bed dryer, it was
also investigated whether the kinetics of drying could be monitored by near-infrared
spectroscopy.

The results showed that the type of dryer and temperature affect the drying kinetics and
crystal morphology. Higher drying rates were achieved at higher temperatures. At lower
temperatures, drying is faster in a fluidized bed dryer, and at higher temperatures in vacuum
dryers. Experimentally obtained data were approximated by Lewis and Page mathematical
models. Page model successfully describes the drying kinetics of zirconium sodium salt in all
investigated dryers. The value of the parameter k increases with increasing temperature and
initial moisture content of the material. The parameter n is affected by the initial moisture
content and the drying method

Crystal fracture occurs in a rotary vacuum dryer and in a fluidized bed dryer, resulting in a
wider crystal size distribution. Near infrared spectroscopy has proven to be a good method for
monitoring fluidized bed drying kinetics.

Keywords: drying kinetic, mathematical models, fluidized bed drying, vacuum drying
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Primjena IC termografije pri umrezenju polimera u modelnim kalupima
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Sazetak

U ovom radu proucavana je reakcija ocvrS¢ivanja nezasi¢enih poliestera u valjkastim
kalupima zagrijavanim u uljnoj i zra¢noj kupelji. Glavni problem prilikom egzotermne
reakcije o¢vrséivanja Cini generacija topline te znacajno povecéanje temperature unutar kalupa.
Predlozen je matematicki model u svrhu simuliranja reakcije ocvrS¢ivanja. Validacija modela
izvrSena je usporedbom sa eksperimentalno izmjerenim temperaturama u srediStu kalupa.
Provedeno je termografsko ispitivanje reakcije o¢vrSéivanja u modelnim kalupima. Svrha
provedbe samog snimanja jest odredivanje temperaturnih profila, budu¢i da se unutar samog
kalupa za vrijeme reakcije javlja temperaturni gradijent koji se proteze od sredista do stijenke
kalupa Sto moZe dovesti do formiranja termosetnog proizvoda nejednolikih svojstava. Izazov
samoj metodi predstavljaju male dimenzije kalupa kao i ¢injenica da su kalupi napravljeni od
materijala niske emisivnosti (polirani bakar).

Kljucne rijeci: ocvrs€ivanje, poliesterska smola, kalup, matematicki model, IC termografija

Uvod

Duromeri su poliplasti s prostorno gusto umrezenim makromolekulama. Dobivanje se
uobicajeno provodi u dva stupnja, pri ¢emu u prvom stupnju nastaju niskomolekularne
viskozne smole koje se zatim reakcijom ocvrS¢ivanja na povisenim temperaturama prevode u
¢vrstu trodimenzionalnu mreznu strukturu. Duromere uslijed gusto umrezene strukture
karakterizira visoka C¢vrstoCa, tvrdoca, krtost te kemijska otpornost (Janovié, 1997).
Zagrijavanjem na visokim temperaturama duromeri se ne tale ve¢ dolazi do degradacije
pucanjem primarnih kemijskih veza. PodeSavanjem gusto¢e mreze moguce je dobiti Sirok
raspon primjenskih svojstava Sto predstavlja glavnu prednost u odnosu nad plastomere pri
¢emu epoksidi 1 nezasi¢eni poliesteri spadaju u jedne od najvaznijih termosetnih smola.
kao kondenzacijski produkti organskih dikiselina i glikola. U prisustvu peroksidnog
inicijatora te reaktivnog otapala (stiren) dolazi do reakcija ocvrS€ivanja na mjestima
nezasi¢enih dvostrukih veza pri ¢emu nastaje netopljiva, netaljiva i umrezena struktura.
Prednosti im se vide u dobrim mehanic¢kim svojstvima, niskoj cijeni, maloj masi te dobroj
korozijskoj otpornosti a primjenu cesto pronalaze kao konstrukcijski materijali u
gradevinarstvu, nautici te autoindustriji. Za vrijeme reakcije ocvrS¢ivanja nezasi¢enih
poliesterskih smola u kalupima, uslijed egzotermnosti reakcije i slabe toplinske vodljivosti
polimera dolazi do akumulacije topline i porasta temperature, $to moZe dovesti do degradacije
te negativnog utjecaja na primjenska svojstva duromernog proizvoda (Paluvai i sur., 2014).
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Odabirom prikladnog matematickog modela moguce je simulirati proces o¢vr§¢ivanja u svrhu
procjene utjecaja brzine reakcije i prijenosa topline na akumulaciju topline u srediStu kalupa
te u konacnici sprecavanja nepozeljnih utjecaja na gotovi proizvod (Kosar i sur., 2012).
Infracrvena termografija omogucuje Covjeku da promatra ina¢e nevidljivo infracrveno
(toplinsko) zracenje putem termokamere koja stvara zapis u obliku termograma. Temelji se na
mjerenju intenziteta infracrvenog zracenja sa povrsine promatranog objekta. Klju¢na veli¢ina
koju treba definirati jest emisivnost koja opisuje sposobnost tijela da emitira toplinsko
zraCenje a ovisi o temperaturi, valnoj duljini i stanju povrSine promatranog tijela (Lahiri i sur.,
2012).

Materijali i metode

Eksperimenti su provedeni s dvije razli¢ite smole: Chromoplast I-170 i Chromoplast A-120
koje su proizvedene u tvornici Scott Bader, Zagreb. Chromoplast I-170 je nezasi¢ena
poliesterska smola koja se bazira na izoftalnoj kiselini. Spada u srednje reaktivne smole te je
kemijski vrlo otporna, a najvise se Kkoristi za izradu plovila. Chromoplast A-120 je takoder
nezasi¢ena poliesterska smola koja se bazira na ortoftalnoj kiselini. Spada u srednje reaktivne
smole te ostvaruje odli¢nu adheziju sa staklenim vlaknima. Upotrebljava se u ru¢nim i sprej
procesima laminiranja a narocito je pogodna za izradu brodica. U smolama se nalazi i stiren
koji sluzi kao monomer za umrezavanje. Prije provodenja eksperimenta u smolu je dodan
inicijator. Za obje smole inicijator je 50 %-tna otopina metil-etil-keton peroksida (MEKP) u
dimetil ftalatu, a dodan je u masenom udjelu od 1 %. U pojedinim eksperimentima koristeno
je inertno punilo Marmormehl na bazi kalcij-karbonata u udjelu od 20 % u kompozitnoj
smjesi, proizvedenog u Helopal, Njemacka. Prilikom provodenja reakcije ocvrs¢ivanja
nezasic¢ene poliesterske smole, termoparom se mjeri temperatura u srediStu kalupa u kojem se
odvija reakcija. Kalupi su cilindricnog oblika duljine 10 cm te promjera 1, 1.5 1 2 cm a
izradeni su od bakra. Baze kalupa su izolirane pa se promatra vodenje topline samo u
radijalnom smjeru. Bakar je kao jedan od najboljih vodica topline pogodan za izradu kalupa a
uz to mu je koeficijent vodljivosti oko 10° puta veéi od vodljivosti smole, te se mozZe
pretpostaviti da stjenka kalupa trenutno poprima vrijednost temperature zagrijanog medija
(ulje, zrak). Termografska ispitivanja provedena su pomocu termokamere FLIR T-360 (slika
1) ¢ije se osnovne tehnicke specifikacije nalaze u tablici 1.

Slika 1. Eksperimentalna termokamera FLIR T-360
Figure 1. Experimental thermal camera FLIR T-360
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Za vrijeme reakcije ocvrs¢ivanja poliesterskih smola u kalupu dolazi do pojave temperaturnih
gradijenata te je potrebno snimiti temperaturne profile po presjeku kalupa. Kalupi sa uzorcima
poliesterskih smola zagrijavaju se u uljnoj i zra¢noj kupelji, pri ¢emu se kalup vadi nakon §to
krene reakcija umrezavanja a nakon njegovog fiksiranja krec¢e snimanje termokamerom u
odabranom fokusu i jednakim vremenskim intervalima. Prvobitno se snimanjem dobiju
neobradeni termogrami koje je potrebno obraditi pomoc¢u racunalnog programa da bi se dobile
stvarne temperature.

Tablica 1. Tehnicke specifikacije termokamere
Table 1. Thermal camera specifications

Vidno polje/
Min. fokus 25 x 19/0.4m
Temperaturna 0.06 °C pri 30 °C
osjetljivost
IR rezolucija 320x240
Mijerljivo temperaturno -20°C-120°C
odruie 0°C-350 °C
p L opcija do 1200 °C
Radno temp&raturno .15 °C-50 °C
podrucje
. nehladeni
Tip detektora mikrobolometar
Masa 0.88 kg
Racunalni program QuickReport

Rezultati i rasprava

Eksperimenti su provedeni u uljnoj i zra¢noj kupelji pri razli¢itim temperaturama za obje
koriStene smole. Dobivena je ovisnost temperature u srediStu kalupa o vremenu reakcije, a
rezultati su prikazani u nastavku. Na pocetku mjerenja temperatura Smole jednaka je sobnoj
temperaturi. Kad se kalup stavi u zagrijanu kupelj dolazi do prijenosa topline s kupelji na
kalup 1 poveCanja temperature (period zagrijavanja). Nakon Sto se kalup zagrije na
temperaturu kupelji, inicijator se raspada i zapoc¢inje umrezavanje smole pri ¢emu se oslobada
toplina i raste temperatura u kalupu (period reakcije umrezavanja). Nakon Sto je reakcija
zavrSila kalup predaje toplinu kupelji 1 hladi se do njene temperature (period hladenja). Na
slici 2 vidljivo je da je najveé¢i temperaturni maksimum postignut pri temperaturi uljne kupelji
od 120 °C uz najkraéi period zagrijavanja kao i ukupno trajanje reakcije o&vric¢ivanja. Sto je
veca temperatura na koju se kalup zagrijava to je brza reakcija i ve¢a akumulacija topline u
kalupu Kkoja rezultira viSom maksimalnom postignutom temperaturom. Vodenje topline kroz
uzorak predstavlja ograni¢avaju¢i ¢imbenik brzeg prijenosa topline do stijenke kalupa,
odnosno brzina nastajanja reakcijske topline veéa je od brzine odvodenja topline u kupel;.
Navedena ¢injenica bitna je za prakti¢nu primjenu buduci da visoke temperature koje prelaze
200 °C mogu dovesti do degradacije polimera.
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Kalcij-karbonatno punilo uobi¢ajeno se dodaje u reakcijsku smjesu poradi smanjenja
egzotermnosti reakcije te poboljSanja odvodenja topline iz sredista kalupa.
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Slika 2. Usporedba eksperimenata u ulju pri razli¢itim temperaturama u kalupu (d=1cm)
Figure 2. Comparison of experiments in oil at different temperatures in the mold (d=1cm)

Na slici 3 vidljivo je da se dodatkom karbonatnog punila postizu nizi temperaturni
maksimumi, odnosno manja akumulacija topline, uslijed manjeg udjela reaktivne komponente
u smjesi tj. nezasi¢enih dvostrukih veza. U usporedbi sa eksperimentima bez punila
primjecuje se 1 da je oblik eksperimentalne krivulje ostao isti iz ¢ega se moze zakljuciti da
punilo znacajnije ne utjeCe na vodenje topline i samu brzinu reakcije. CaCOs; U
eksperimentalnom temperaturnom podrucju ne mijenja bitno svoju strukturu te time ne
pridonosi toplinskim efektima uslijed reakcije o¢vrs¢ivanja.
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Slika 3. Usporedba eksperimenata u ulju pri razli¢itim temperaturama u kalupu

(d=1cm) uz dodatak punila

Figure 3. Comparison of experiments in oil at different temperatures in the mold

(d=1cm) with the addition of filler
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Zrak za razliku od ulja ima puno nizi specifini toplinski kapacitet i gustocu uslijed Cega je
sporiji period zagrijavanja u odnosu na eksperiment u ulju pri istoj temperaturi Sto je i vidljivo
na slici 4. Takoder se vidi da je najveca temperatura u kalupu postignuta pri najvecoj
temperaturi zraéne kupelji. Sto je ve¢a temperatura na koju se kalup zagrijava to je brzi raspad
inicijatora i1 brza reakcija umrezavanja. Pri tome se akumulira veéa koli¢ina topline u kalupu
pa je visa maksimalna izmjerena temperatura.
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Slika 4. Usporedba eksperimenata u zraku pri razli¢itim temperaturama te
istom protoku u kalupu (d=1cm)
Figure 4. Comparison of experiments in air at different temperatures and
the same flow in the mold (d=1cm)

Sli¢ni eksperimenti provedeni su i sa smolom Chromoplast A-120 gdje opet do izraZaja dolazi
utjecaj temperature uljne i zracne kupelji te veli¢ine kalupa na reakciju ocvrséivanja.
PoviSenjem temperature kupelji postizu se vec¢i temperaturni maksimumi u sredistu kalupa
zbog povecanja brzine autokataliticke reakcije, a time ujedno i reakcijske entalpije. Niska
toplinska vodljivost smole predstavlja limitirajuéi faktor brzeg prijenosa topline od sredista do
stijenke kalupa pa je brzina nastajanja reakcijske topline veca od brzine odvodenja topline u
kupelj. Dakle, uslijed akumulacije topline u srediStu kalupa dolazi do znacCajnog povecanja
temperature Sto moze dovesti do degradacije polimera te negativhog odraza na primjenska
svojstva gotovog proizvoda. Kalupi vecih dimenzija sadrze vecu koli¢inu nezasicene
poliesterske smole pa se uslijed veéeg udjela reaktivnih komponenata u srediStu kalupa
oslobada veca kolicina reakcijske topline, odnosno postize visi temperaturni maksimum (slika
5). Na slici 6 vidljiva je usporedba dvaju eksperimenata reakcija ocvrs¢ivanja u zracnoj
kupelji gdje je ispitivan utjecaj brzine strujanja zraka oko kalupa. Brzina strujanja zraka kroz
cijev u kojoj je smjeSten kalup utjee na promjenu hidrodinamickih uvjeta a time i na
promjenu koeficijenta prijenosa topline (h). Povecanjem protoka zraka dolazi do smanjenja
grani¢nog sloja zraka oko kalupa posljedica ¢ega je povecanje brzine zagrijavanja i ukupne
reakcije kao 1 posljedi¢no postizanje veCeg temperaturnog maksimuma u srediStu kalupa.
Prilikom provodenja eksperimenta bez strujanja zraka pri istoj temperaturi potrebno je
otprilike duplo duZe vrijeme zagrijavanja.
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Razlika u odnosu na eksperiment bez strujanja zraka jest znacajna no ipak treba imati na umu
da daljnje povecanje protoka zraka ne bi dovelo do veéeg povecanja brzine zagrijavanje te
temperaturnih maksimuma budu¢i da temeljni otpor prijenosu topline ipak lezi u vodenju
topline kondukcijom kroz smolu.

240 A120 lje 100 °C —— mali kalup

220 —— srednji kalup
200 — veliki kalup

1804
160
140
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T/°C

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Slika 5. Usporedba eksperimenata u ulju pri istoj temperaturi te
razli¢itim dimenzijama valjkastog kalupa
Figure 5. Comparison of experiments in oil at the same temperature and
different dimensions of the cylindrical mold
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Slika 6. Usporedba eksperimenata u zraku sa i bez protoka zraka pri istoj temperaturi
Figure 6. Comparison of experiments in air with and without air flow
at the same temperature

Nakon provedenih eksperimenata u kalupu, pri ¢emu se mjerila temperatura u srediStu kalupa
u ovisnosti 0 vremenu, testiran je matematicki model reakcije umrezavanja.

65




international conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTF & Euchems
M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurcpean Cherical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO | CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

Reakcijska entalpija, Arrheniusova konstanta i energija aktivacije predstavljaju upravo one
veliCine koje se procjenjuju pomocu matematickog modela pri Cemu se procjena vrsi
metodom ID algoritma. U toj metodi se procjenjuju parametri metodom Nelder — Mead koja
je zasnovana na metodi simpleksa parametara a unutar tog postupka istovremeno se rjeSava
sustav parcijalnih diferencijalnih jednadzbi numerickom metodom linija. Na osnovu modela
moguce je izraCunati temperature i konverzije tijekom ocvrS¢ivanja za razliite tocke po
presjeku kalupa (od stijenke do sredista).
Prilikom izvodenja matematickog modela potrebno je uzeti u obzir slijedece pretpostavke
(Kosar i sur, 2012):
e kalup ima valjkasti oblik
e zanemaruje se promjena temperature u uzorku za vrijeme punjenja kalupa
e vodenje topline kroz uzorak je samo u radijalnom smjeru Sto je postignuto toplinskom
izolacijom baza kalupa
e pocetna homogenost te dobra izmijeSanost smjese
e tijekom reakcije ne dolazi do mijesanja
¢ razli¢it mehanizam prijenosa topline na stijenku kalupa ovisno o vrsti kupelji (ulje,
zrak)
e gustoca, toplinski kapacitet te toplinska vodljivost stalne su veli€ine u ispitivanom
temperaturnom intervalu
Matematicki model u osnovi ¢ine odgovarajuce bilance tvari i topline koje su povezane sa
predlozenim kinetickim modelom (1). Budu¢i da ne postoji mijeSanje smole za vrijeme
reakcije, brzina odnosno sastav reakcijske smjese u pojedinoj tocki kalupa funkcionalno su
ovisni samo o vremenu te je sustav mogucée opisati bilancom tvari za kotlasti reaktor.
Uvrstenjem kinetickog modela u bilancu tvari za kotlasti reaktor dolazi se do izraza (Kamal i
sur. 1974), jed. 1:

E-n e P(L-P)" &)

Zagrijavanjem kalupa toplina se unosi radijalno prijenosom kroz stijenku kalupa sa strane
kupelji te takoder nastaje egzotermnom reakcijom na odredenoj temperaturi. S obzirom na
navedeno te uzevsi u obzir Cinjenicu da nema mijeSanja tijekom reakcije, nije moguce
primijeniti jednostavnu bilancu topline za kotlasti reaktor.

Opca bilanca topline za reakciju ocCvrS¢ivanja unutar kalupa valjkastog oblika dana je
izrazom, jed. 2:

oT o°T 10T

pC, p —/1[8'_2 +r ar}LrA,oAHr (2)

Iz izraza je vidljivo da je akumulacija topline unutar uzorka jednaka zbroju topline koja se
provodi kroz smolu unutar kalupa u radijalnom smjeru i topline koja nastaje egzotermnom
reakcijom. Za procjenu parametara u modelima primjenjuje se izmijenjena diferencijalna
metoda (ID algoritam) uz upotrebu Nelder-Mead numeri¢ke metode pri ¢emu je potrebno
zadati pocetne vrijednosti parametara koji se procjenjuju (Ea, A, AH;). Sustav dviju
parcijalnih jednadzbi kojima su opisane bilance tvari i topline istodobno se rjeSava metodom
linija pri ¢emu je potrebno zadati pocetne i rubne uvjete koji su dani u tablici. Pocetni uvjeti
jednaki su za eksperimente u uljnoj i zra¢noj kupelji.
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Na pocetku reakcije uzorak se nalazi na pocetnoj temperaturi T koja je priblizna vrijednosti
sobne temperature dok je stupanj umrezenja P jednak nuli buduci da reakcija po€inje tek na
viSim temperaturama. Rubni uvjeti definirani su na prostornim granicama sustava, odnosno
stijenci te osi simetrije kalupa. Vidljivo je da su gradijenti umreZenja i temperature jednaki
nuli u centru kalupa u kojemu se oCekuje najvisa postignuta temperatura te stupanj umreZenja.
Rubni uvjeti definirani na stijenci kalupa razlikuju se ovisno o tome da li se kalup grije u
zracnoj ili uljnoj kupelji. U uljnoj kupelji stijenka trenutacno poprima temperaturu kupelji
zbog visoke toplinske vodljivosti bakra. U zra¢noj kupelji prijenos topline sa zraka na stijenku
kalupa odvija se konvekcijskim mehanizmom te je stoga potreban odredeni vremenski period
da se stijenka kalupa zagrije. Rubni uvjet na stijenci kalupa izveden je iz Cinjenice da je
kolicina konvekcijski prenesene topline sa zraka na kalup jednaka koli¢ini topline koja se
vodenjem provede kroz stijenku kalupa na smolu unutar kalupa (Yousefi i sur., 1997).
Procjena parametara provodi se dok nije zadovoljen kriterij slaganja, odnosno Kkorijen
minimalnog srednjeg odstupanja izmedu mjerenih i izraCunatih temperatura, jed. 3:

n

1 — _ 2
RMSD :\/WZ(Yiexp _Yimod) (3)

i=1

U tablicama se nalaze procijenjene vrijednosti kinetickih parametara za sve provedene
eksperimente: reakcijska entalpija (AH;), Arrheniusova konstanta (A;) i energija aktivacije
(Ea). Predlozenim modelom moze se vrlo dobro simulirati proces o¢vr§éivanja u valjkastim
kalupima te procijeniti utjecaj prijenosa topline i brzine reakcije na temperaturne maksimume
unutar kalupa.

Tablica 2. Procijenjene vrijednosti kinetickih parametara za smolu 1-170
Table 2. Estimated values of kinetic parameters for the 1-170 resin

1-170
ULJE
Eksperiment  AH./J/g Arllls Ea/ J/mol RMSD
90 °C 175512 5108 41152 9,25x107
100 °C 216930 3020 39574 9,81x10
110 °C 224733 3711 39552 0,12
120 °C 229731 2687 38272 0,31
ZRAK
Eksperiment  AH,/J/g Arl1ls Ea/ J/mol RMSD
90 °C 176790 7549 43328 9,46x107
100 °C 204428 6759 42217 0,11
110 °C 206988 5328 41017 0,14
120 °C 210548 5022 40813 0,32
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Tablica 3. Procijenjene vrijednosti kinetickih parametara za smolu A-120
Table 3. Estimated values of kinetic parameters for the A-120 resin

A-120
ULJE
Eksperiment  AH./J/g Arl1ls Ea/ J/mol RMSD
90 °C 218122 3157 38632 0,15
100 °C 224750 3932 39192 0,16
110 °C 225279 4274 39263 0,29
120 °C 193955 3960 37891 0,26
ZRAK
Eksperiment  AH./J/g Arl1ls Ea/ J/mol RMSD
90 °C 136352 6946 43103 7,92x10%
100 °C 165177 5057 42158 0,11
110°C 173896 4276 40954 7,16x10°
120 °C 182232 5340 41685 0,16

Tablica 4. Procijenjene vrijednosti kineti¢kih parametara za smolu 1-170 uz dodatak punila
Table 4. Estimated values of kinetic parameters for the 1-170 resin with addition of filler

1-170 + CaCOg3
ULJE
Eksperiment  AH./J/g Al 1ls Ea/ J/mol RMSD
90 °C 173965 5150 41275 6,47x10"
100 °C 222786 5035 41910 8,65x107
110 °C 230527 3521 39756 0,18
120 °C 197402 2668 37914 0,26

Provedeno je termografsko ispitivanje reakcija o¢vrS¢ivanja uzorka poliesterske smole u
valjkastom kalupu pri ¢emu se kalup zagrijavao uz pomo¢ zracne i uljne kupelji. Svrha
provedbe samog snimanja jest odredivanje temperaturnih profila, budu¢i da se unutar samog
kalupa za vrijeme reakcije postize temperaturni gradijent koji se proteze od sredista do
stijenke kalupa. 1zazov ovoj metodi predstavljaju kalupi malih dimenzija koji su napravljeni
od poliranog bakra koji ima nisku emisivnost Sto sve skupa moze utjecati na kvalitetu
termografskih snimaka (Alexa i sur., 2017). Obrada eksperimentalnih termograma izvrsena je
u ra¢unalnom programu Flir Tools u kojem je mogucée odrediti temperaturu u bilo kojoj tocki
ili mijenjati emisivnost u svrhu korekcije temperature. Na slici 7 vidljiv je termografski
snimak o¢vrs¢ivanja smole Chromoplast I-170 u zra¢noj kupelji pri 100 °C. Samo snimanje je
obavljeno na nacin da je kalup sa smolom (d=1,5 cm) izvaden iz zra¢ne kupelji nakon $to je
krenula reakcija o¢vri¢ivanja te fiksiran uz pomo¢ kleme. Primjetan je gradijent temperatura
od najnize temperature (plava boja) do najviSe temperature (bijela boja) te je moguce uoditi
bijelu povrSinu unutar koje se nalazi uzorak smole gdje je postignuta formalno najvisa
temperatura.
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Slika 7. Termografski snimak reakcije ocvrs¢ivanja pri maksimalnoj temperaturi
u sredistu kalupa
Figure 7. Thermographic image of the curing reaction at the maximum temperature
in the center of the mold

Termogrami sadrZze podatke o temperaturi u fokusu snimanja (gornji lijevi kut) te podatke o
gradijentu svih moguéih temperatura na termogramu u obliku razli¢itih boja (desna strana),
pocevsi od bijele za najviSu te tamnoplave za najnizu temperaturu. Na termosnimkama su
uhvaceni periodi zagrijavanja te hladenja uzoraka poliesterskih smola u kalupu u razli¢itim
vremenima. Eksperimenti su provodeni upotrebom referentne tocke tj. crne izolir trake
poznate emisivnosti (¢ = 0,95) koja predstavlja priblizno idealno crno tijelo koje najbolje
emitira toplinsko zrafenja sa svoje povrSine. Jedna od uloga crne trake jest osigurati i
homogenost povrSine kalupa na mjestu fokusa termokamere budu¢i da je sama povrSina
nehomogena, odnosno prepuna razliitih oste¢enja, necisto¢a te komadica smole zaostale iz
prethodnih eksperimenata. Treba uzeti u obzir i smetnje okolnih predmeta koji uslijed
refleksije mogu naruSavati termografsko snimanje (Nunak i sur. 2013). Temperature na
eksperimentalnim termosnimkama su u principu nize od stvarnih temperatura pa ih je
potrebno obraditi u ratunalnom programu. Na slici 8 vidljiv je prikaz termograma prethodno
opisanog cksperimenta obradenog u raunalnom programu Flir Tools. Unutar samog
programa moguce je odrediti temperaturu pojedine tocke te podeSavati emisivnost
promatranog objekta u svrhu dobivanja $to to¢nije temperature. Oznaceno je nekoliko toc¢aka
u podruéju kalupa kojeg prekriva traka. U prvoj tocki neposredno uz stijenku kalupa (crvena
boja) dobivena je temperatura od 88,4 °C od koje slijedi temperaturni gradijent prema sredistu
kalupa uz povecéanje temperature. Vidljivo da je u tocki u srediStu kalupa (bijela boja)
dobivena najveca vrijednost temperature (131,8 °C) Sto je za ocekivati prema teoretskim
predvidanjima. Dakle za zakljuciti je da je na ovom termogramu dobiven prizeljkivani
gradijent temperatura unutar kalupa, iako se radi o temperaturama izmjerenim na povrsini
izolir trake, koje su zapravo nize od stvarnih temperatura.
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Slika 8. Obrada termografske snimke u raGunalnom programu Flir Tools (¢ = 0,95)
Figure 8. Thermographic image processing in a software Flir Tools (¢ = 0,95)

U svrhu dobivanja preciznijih vrijednosti temperatura provedeno je mjerenje sa same povrsine
kalupe, bez upotrebe referentne izolir trake a izazov samom mjerenju predstavljaju
nehomogenost povrsSine te ¢injenica da je kalup napravljen od materijala niske emisivnosti
(poliranog bakra). Buduc¢i da je povrSina kalupa uslijed starosti oksidirana te nehomogena,
unutar racunalnog programa unesena je emisivnost koja se veze za oksidirani bakar (¢ = 0,65)
Sto je vidljivo na slici 9. Time je opet snimljen prizeljkivani temperaturni gradijent uz jos
veéu temperaturu u samom srediStu kalupa (150,4 °C) Sto ipak odgovara realnijem
temperaturnom maksimumu postignutom za vrijeme reakcije ocvrs¢ivanja.

Slika 9. Obrada termografske snimke u raGunalnom programu Flir Tools (¢ = 0,65)
Figure 9. Thermographic image processing in a software Flir Tools (¢ = 0,65)
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Zakljucci

PoviSenjem temperature kupelji postiZzu se vise maksimalne temperature u centru kalupa zbog
povecanja brzine autokatalitiCke reakcije, a time i reakcijske entalpije. Akumulacija topline u
srediStu kalupa nastaje jer je brzina nastanka topline uslijed reakcije veca od brzine odvodenja
topline u kupelj, prvenstveno zbog niske toplinske vodljivosti smole. U zrac¢noj kupelji
prijenos topline na stijenku kalupa sporiji je u odnosu na uljnu kupelj uslijed konvekcijskog
mehanizma prijenosa topline. Veca brzina strujanja zraka u zracnoj kupelji vodi do povecanja
koeficijenta prijenosa topline, budu¢i da se smanjuje debljina grani¢nog sloja. Odabrani
matematicki model na zadovoljavaju¢i nacin simulira proces ocvrS¢ivanja u kalupima
valjkastog oblika te se njime moze predvidjeti ponasanje sustava i u uvjetima izvan podrucja
istrazivanja. Infracrvenom kamerom moguce je uspjeSno snimiti temperaturne profile po
presjeku kalupa za vrijeme reakcije oc¢vrS¢ivanja poliesterskih smola. Kvaliteta dobivenih
termograma ovisi 0 materijalu i dimenzijama kalupa, stanju njegove povrsine te rezoluciji
infracrvene kamere. Racunalnom obradom termograma moguce je prilagoditi emisivnost
stanju povrSine materijala kalupa pri ¢emu se u samom srediStu dobivaju veée (realnije)
temperature u odnosu na eksperiment sa referentnom izolir trakom. Kod kalupa izradenih od
materijala niske emisivnosti poput poliranog bakra potrebno je u svrhu snimanja
temperaturnog gradijenta upotrebljavati iskljuivo nove kalupe, ¢ija povrSina ne sadrzi
necistoce i oStecenja te slojeve oksida. Upotrebom kalupa vecih dimenzija moguce je posti¢i
bolju razluc¢ivost temperaturnih gradijenata po presjeku kalupa.
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Application of an IC thermography in polymer
crosslinking in model moldings
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Summary

In this work, the hardening reaction of unsaturated polyesters in roller molds heated in an oil
and air bath was studied. The main problem with the exothermic curing reaction is heat
generation and a significant increase in temperature inside the mold. A mathematical model
for the purpose of simulating the hardening reaction is proposed. Model validation was
performed by comparison with experimentally measured temperatures in the mold center.
Thermographic testing of the hardening reaction in model molds was performed. The purpose
of the recording is to determine the temperature profiles, since inside the mold during the
reaction there is a temperature gradient that extends from the center to the wall of the mold,
which can lead to the formation of a thermosetting product of uneven properties. The
challenge of the method itself is the small dimensions of the mold as well as the fact that the
molds are made of low emissivity material (polished copper).

Keywords: curing, polyester resin, mold, mathematical model, IR thermography
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Utjecaj broja pregrada u milireaktoru na intenzifikaciju procesa
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Sazetak

Malo povecanje veli¢ine mikroreaktora prema milimetarskim dimenzijama povecava brzinu
protoka reaktanata i na taj nacin prevladava mali protok kao osnovni nedostatak klasi¢nih
mikroreaktora. Povecanjem dimenzija kanala mijenja se profil strujanja i1 mijeSanje u
reaktoru. Primjenom aditivne proizvodnje (engl. Additive Manufacturing, AM) moguce je
konstruirati reaktorske sustave koji osiguravaju intenzifikaciju mijeSanja §to posljedi¢no
dovodi do brzeg odvijanja kemijskih procesa. Za modelnu reakciju odabrana je
transesterifikacija suncokretova ulja u metilne estere masnih kiselina. Konverzija, a time i
uspjesnost prijenosa tvari i energije pracena je infracrvenom spektroskopijom (FTIR).

Ovim istrazivanjem razraden je novi pristup izrade cijevnih polimernih milireaktora (¢=2,5
mm) s razli¢itim brojem pregrada (1, 3, 51 7) i dimenzija (p=1,2 mm x 2 mm duljine) pomocu
tehnologije proizvodnje rastaljenim filamentom (engl. Fused Filament Fabrication, FFF) u
svrhu istrazivanja intenzifikacije procesa. Dobiveni rezultati pokazuju da porastom broja
pregrada dolazi do pobolj$anja radijalnog mijeSanja fluida kroz cijev milireaktora pri ¢emu se
stvara veca dodirna povrSina izmedu reaktanata za provodenje kemijske reakcije Sto dovodi
do povecanja konverzija u kra¢em vremenu zadrzavanja, t.

Kljucne rijeci: proizvodnja rastaljenim filamentom, milireaktor s pregradama, intenzifikacija
procesa, kontinuirana proizvodnja FAME

Uvod

Znanstvena zajednica i kemijski inZenjeri rade na intenzifikaciji procesa (Wiles i Watts 2011.)
¢ija je funkcija smanjenje vremena proizvodnje i utroSenih sirovina te unaprjedenje vodenja
samog procesa. Jedan od nacina intenzifikacije proizvodnje je prelazak s tradicionalno Sarznih
procesa na kontinuirane (Diab i Gerogiorgis 2017). Kontinuirani procesi su dobro razvijeni i
uspostavljeni ako su u pitanju velike proizvodne koli¢ine odredenog produkta ili proizvoda,
no sve se vise termin upotrebljava u novije vrijeme za primjenu na laboratorijskoj skali u
kojoj se Cesto koriste mikroreaktori. Grana kemije koja se bavi navedenim podrucjem je
proto¢na kemija (engl. Flow Chemistry (Movsisyan i sur. 2016)), a odnosi se na kemijske
reakcije koje se provode u proto¢nim sustavima, najéeS¢e u mikroreaktorima (Némethne-
Sévago i Bene 2014). S gledista kemijskoga reakcijskoga inZenjerstva radi se o cijevnim
reaktorima malih promjera. Reakcije koje se provode u industrijskim sektorima poput
farmaceutske i1 biokemijske industrije su ¢esto kinetic¢ki spore. Stoga bi kontinuirani reaktori
trebali biti velikih duljina kako bi se osigurala odgovarajuc¢a konverzija zbog rezima strujanja
koji bi osiguravao zadovoljavaju¢i prijenos tvari i topline uz usku raspodjelu vremena
zadrZavanja, .
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U posljednjih nekoliko godina poboljsanje mikrofluidnih platformi u laboratorijskim uvjetima
dovelo je do pomaka ka boljoj regulaciji protoka i do jednostavnijeg nacina primjene. U
posljednjem desetlje¢u primjene mikroreaktorskih uredaja brzo su se prosirile, ali njihova Sira
primjena industrijska primjena i dalje je ograni¢ena malim koli¢inama proizvoda i jo§ uvijek
relativno slozenim metodama proizvodnje. Znacajno istrazivacko polje je optimiranje i
usvajanje poznatih reakcija i reakcijskih dijelova (sekvenci). Navedeni razvoj u reaktorima s
mili i mikro protokom pokrenuo je promjene koje otvaraju put za tehnoloski napredak u
kemijskoj sintezi. Prednosti mikroreaktora u odnosu na konvencionalne reaktore ukljucuju
ogromna poboljSanja u energetskoj ucCinkovitosti, brzini reakcije 1 prinosu, sigurnosti,
pouzdanosti te proizvodnji na licu mjesta (Ehrlfeld i sur. 2005). Kao glavni nedostatak
mikroreaktora identificirana je Cinjenica da joS uvijek ne mogu zamijeniti sve postojece sustave,
a mali promjer mikrokanala moze dovesti do zacepljenja u radu s viskoznim tvarima i
krutinama. Takoder, staklo kao naj¢es$¢i materijal za izradu mikroreaktora je vrlo lomljiv, pa je
sama niska cijena izrade mikroreaktora upitna, uzevsi u obzir kratki vijek trajanja (Hajdari
Gretic i sur. 2017). Osnovna razlika izmedu mili i mikroreaktora je u njihovim dimenzijama pri
¢emu je bitno napomenuti da se postupci vodenja procesa izmedu mili i mikroreaktora ne
razlikuju te se karakteristike i jednih i drugih mogu zajedno prouciti i objasniti. Mikroreaktori
su zbog malih volumena ograni¢enog proizvodnog kapaciteta i zbog tog razloga su cesto
primjereni za optimiranje proto¢nih procesa na laboratorijskoj skali. Za razliku od njih,
milireaktori zbog Sirih kanala, reda veli¢ine i do nekoliko milimetara, imaju vecu propusnost §to
uzrokuje manji pad tlaka te su pogodniji za koriStenje na industrijskoj razini (Rossi 2012).
Reaktori milimetarskih veli¢ina mogu biti potencijalni izbor izmedu konvencionalnih
mikroreaktora u vidu poboljSanja kapaciteta, efikasnosti i robusnosti prilikom rukovanja (Sattari
I sur. 2020). Nedostatak milireaktora se o€ituje u slabijem prijenosu tvari i topline. Uslijed
povecanja dimenzija, smanjuje Se i efikasnost mijeSanja, ali se moZe poboljSati elementima koji
pospjesuju mijeSanje poput statickih mijesala (Rossi 2012). Poznato je da je u mikrofluidnim
sustavima prisutno laminarno strujanje. MijeSanje reaktanata na tako maloj skali oslanja se na
intermolekularnoj difuziji koja je ograniCena na dimenzije od nekoliko desetaka do nekoliko
stotina mikrometara. Bitno je napomenuti da je volumen mikroreaktora i dalje prevelik da bi
imao znacajnijeg utjecaja na ponasanje procesa na molekulskoj razini, no utjecaj mikrokanala
na prijenos tvari i topline je neupitan (Sali¢ i sur. 2010). Vodeni navedenim premisama cilj ovog
rada je bilo provjeriti utjece li broj pregrada na intenzifikaciju procesa proizvodnje biodizela u
reaktorima s razli¢itim brojem pregrada, odnosno, statickih mijesala. Milireaktori s pregradama
izradeni su proizvodnjom rastaljenim filamentom (engl. Fused Filament Fabrication, FFF),
vrstom aditivne proizvodnje pri kojoj se rastaljeni materijal po izlasku iz mlaznice kontinuirano
talozi stvaraju¢i slojeve koji oblikuju trodimenzionalne objekte. U osnovi, FFF uredaj koristi
proces ekstruzije (Kutz 2011) i sastoji se od grijane komore s mlaznicom i radne podloge po
kojoj se materijal istiskuje. Princip FFF je da se filament polimernog materijala gura u vrucu
mlaznicu iz koje izlazi tanka nit polimerne taljevine. Tvorevina se izraduje tako da se mlaznica
pomice u X - y ravnini stvarajuci jedan sloj te se po zavrSetku sloja mlaznica ili dize ili se
podloga spusta te se izraduje sljedec¢i sloj. Nakon polaganja sloja, on se hladi i1 skrucuje, a
proces se ponavlja do vrha izradenog predmeta (Gebhardt 2011). Esteri masnih kiselina
(biodizel) dobivaju se reakcijom transesterifikacije (slika 1) koja ukljucuje reakciju triglicerida,
glavnog sastojka biljnog ulja ili zivotinjske masti, i nizih alkohola (metanol) uz prisutnost
katalizatora. Kao produkt nastaje odgovarajuci ester masne kiseline, odnosno FAME (engl.
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Fatty Acid Methil Ester). Jedna molekula triglicerida reagira s tri molekule alkohola te nastaju
tri molekule monoalkiliranog estera (FAME) te jedna molekula glicerola (slika 1).

Reakcija se odvija postupno u tri stupnja koji rezultiraju digliceridom i monogliceridom kao
meduproduktima. Luznato katalizirana reakcija bazirana na metanolu standardno se provodi pri
temperaturi T = 60 °C i molarnom omjeru metanol:ulje 6:1 za transesterifikaciju (Knothe i
Gerpen 2005.). Najjednostavniji na¢in proizvodnje FAME je u kotlastom reaktoru s mijeSanjem,
a nemjesljivost ulja i alkohola ograni¢ava brzinu reakcije te reakcija uglavnom traje nekoliko
sati (Yeh i sur. 2016).

ulje suncokreta +  metanol FAME + glicerol

Slika 1. Schema sinteze biodizela
Figure 1. Scheme of biodiesel synthesis reaction

Materijali i metode

Proizvodnjom rastaljenim filamentom izradeni su setovi od jednostavnih cijevnih polimernih
milireaktora (¢ = 2,5 mm) s razli¢itim brojem pregrada (1, 3, 51 7) i dimenzija (¢ = 1,2 mm X 2
mm duljine) od akrilonitril/butadien/stirena (ABS) i poli(etilen-tereftalata) obogacenog
glikolom (PETG).

Trodimenzionalni model milireaktora s pregradama izraden je SketchUp programu, spremljen u
STL datoteku (slika 2) te se ucitava se u racunalni program koji rastavlja model u slojeve i na taj
nacin ga priprema za proizvodnju na 3D-pisacu.

Iz slicera se dobiva datoteka koja daje uputu pisac¢u u kojem smjeru pomicati mlaznicu pri
proizvodnji svakog pojedinog sloja (slika 3) 1 na taj se nacin zadaje debljina sloja, brzina
proizvodnje, temperature mlaznice i podloge te ostali parametri.

Za izradu milireaktora upotrjebljeni su sljede¢i polimerni materijali za proizvodnju rastaljenim
filamentom:

* ABS Extrafill, EU (2,85mm £ 0,05 mm), prozirni, na osnovi ABS-a; temperatura ispisa od
220 °C do 240 °C

 PETG Yellow Transparent, EU (2,85mm + 0,05 mm), prozirni, na osnovi PETG-g;
temperatura ispisa od 230 °C do 250 °C.
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Slika 2. Trodimenzionalni model izraden u SketchUpu s razli¢itim brojem
pregrada (1, 3, 51 7) dimenzija (¢ = 1,2 mm x 2 mm duljine)
Figure 2. Three-dimensional model made in SketchUp with different number of
baffles (1, 3, 5 and 7) dimensions (¢ = 1.2 mm x 2 mm length)

Slika 3. Fotografija milireaktora sa sedam pregrada tijekom izrade FFF-om
Figure 3. Photography of a millireactor with seven baffles during FFF fabrication

Za sintezu biodizela u milireaktoru upotrjebljene su sljedece kemikalije:

* suncokretovo jestivo ulje, proizvedeno u EU-u

» metanol (MeOH) 99,9 % p.a., Carlo Erba reagents, Francuska

* klorovodic¢na kiselina (HCI) 36,5 %, Kemika, Hrvatska

* kalijev hidroksid (KOH) p.a., T.T.T. d.0.0., Hrvatska

Reakcija transesterifikacije triglicerida u smjesu estera viSih masnih kiselina (FAME, odnosno
biodizel) i glicerol odvijala se pri temperaturama od 50 °C i 60 °C; vremenima zadrZavanja 5
min, 7,5 min, 10 min, 12,5 min i 15 min; molarnom omjeru suncokretovo ulje:metanol 1:6 i
masene koncentracije katalizatora KOH u MeOH od 1 % prema masi ulja.

Pomoc¢u klipnih pumpi u reaktor su dodavani reaktanti metanol (s otopljenim kalijevim
hidroksidom) i suncokretovo ulje (slika 4). Na samom izlazu iz milikanala spojena je silikonska
cjevCica koja produkt dovodi izravno do vijale u koju je prethodno dodana vodena otopina
klorovodicne kiseline c(HCI)=0,5 mol I"" $to zaustavlja reakciju.
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Slika 4. Shematski prikaz reakcijskog sustava sinteze FAME u milireaktoru s pregradama;
sastoji se od klipnih pumpi, milireaktora u uljnoj kupelji te skupljanja produkta u vijalu
Figure 4. Schematic presentation of the reaction system of FAME synthesis in the millireactor
with baffles; consists of piston pumps,millireactor in oil bath,
and collection of the product in the vial

Mjerenja konverzije reakcije provedena su na infracrvenom spektrofotometru s Fourierovom
transformacijom signala Perkin-Elmer Spectrum One opremljenim s ATR dodatkom. Uzorci su
snimani u podru&ju od 4000 cm ™' do 600 cm ™', rezolucijom od 4 cm™, a mjerenje je provedeno
tako da je kap uzorka prenesena staklenim Stapi¢em na ATR kristal. Kako bi se povecao odnos
signala prema Sumu svaki uzorak je snimljen Cetiri puta, a u grafovima je prikazana njihova
srednja vrijednost. Za odredivanje konverzije FTIR-om odnosno mjerenja udjela FAME u
uzorcima, pripremljene su bazdarne otopine razli¢itih koncentracija suncokretova ulja i iz njega
dobivenog FAME. Snimljeni su infracrveni spektri uzoraka te su iz dobivenih spektrograma
odredena podrucja gdje dolazi do odstupanja u spektrima, tj. visini signala ovisno o
koncentraciji FAME 1 ulja. Nekoliko je karakteristicnih vrpci s vrhovima na 1436 cm™, 1196
cm™, 1099 cm™ po kojima se razlikuju suncokretovo ulje i iz njega dobiven FAME. Za praéenje
konverzije odabrana je vrijednost transmisije na 1099 cm™ jer vrh pokazuje najveéu promjenu
vrijednosti transmisije o koncentraciji sa R* = 0,9998. lako FTIR nije najpogodnija metoda za
kvantitativna mjerenja, razvijen je brz i jednostavan nacin odredivanja konverzije FAME u
kojem ne dolazi do odstupanja u rezultatima u usporedbi s GC i *H-NMR metodom (Luki¢ i
Vrsaljko 2020).

Rezultati i rasprava

Milireaktori s pregradama trebaju biti izradeni od materijala kompatibilnog sa zadanim
reakcijskim uvjetima sinteze biodizela kako ne bi prilikom provodenja reakcije doslo do
otapanja, bubrenja, kemijske reakcije, ili gubitka transparentnosti. Budu¢i da je doslo do
promjene u reaktorima prilikom provodenja sinteze, ispitana je kompatibilnost prema
reakcijskim uvjetima komercijalno dostupnih transparentnih materijala: ABS transparent i
PETG Yellow transparent od kojih su milireaktori izradeni. Rezultati su prikazani u tablici 1.
Filament polimernog materijala ABS Extrafill znacajno bubri u biodizelu, masa mu poraste za
31,1 %, a u metanolu s otopljenim kalijevim hidroksidom za 3,3 % nakon 6 sati izloZenosti
(tablica 1).
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Tablica 1. Rezultati kompatibilnosti polimernog materijala na reakcijske uvjete sinteze
biodizela
Table 1. Results of compatibility of polymeric material to reaction conditions of biodiesel
synthesis

Polimerni Medij Porast mase Porast mase

materijal nakon 3 h (%) nakon 6 h (%)
ABS biodizel 25,9 31,1
Extrafill sun. ulje 1,0 1,7
MeOH+KOH 3,0 3,3
PETG biodizel 1,9 2,8
Yellow sun. ulje 11 2,2

Transparent  MeOH+KOH otopljen otopljen

Takoder, filamentu su se promijenila opticka svojstva, dolazi do gubitka transparentnosti pri
¢emu postaje mutno bijeli nakon izlozenosti biodizelu (slika 5 a). Polimerni materijal na
osnovi PETG-a, ne zadovoljava uvjete sinteze biodizela, jer dolazi do otapanja u zaluzenom
metanolu u manje od 3 h izlozenosti. Navedeno se najbolje vidi na slici 5 gdje je jasno
uocljivo otapanje reaktora na mjestu ulaza MeOH+KOH, kao i erodiranje s nastankom
nusprodukta duz cijele duljine kanala. Produkt skupljen u vijalu je istrazen FTIR analizom,
vidljiva je Zuta otopina koja u sebi sadrzi 40 % FAME, pri = = 12,5 min i 60 °C i
meduprodukte reakcije, no milireaktori s pregradama izradeni od PETG-a nisu dalje
istrazivani zbog loSe kemijske otpornosti.

a)

Slika 5. Promjena polimernog materijala na osnovi ABS-a: a) u FAME, b) u ulju suncokreta
Figure 5. Change of polymer material based on ABS: a) FAME, b) sunflower oil

U tablici 2 sumirani su rezultati sinteze FAME u reaktorima s pregradama. Sinteze su
provedene u milireaktorima izradenim od polimernog materijala na bazi ABS-a koji pokazuje
loSu kemijsku otpornost prema biodizelu Sto dovodi do bubrenja unutar kanala milireaktora.
Na slici 7 uocava se promjena pocetne dimenzije cijevi reaktora koja je iznosila u svim
reaktorima ¢=2,5 mm kao i promjena boje unutra kanala. Uocljivo je da se povecanjem broja
pregrada u milireaktoru intenzificira proces sinteze biodizela pri ¢emu je nastajanje FAME
kvalitativno vidljivo u nabubrenim kanalima bijele boje.
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Slika 6. Milireaktor izraden od PETG-a nakon provedene sinteze i skupljeni produkt u vijali
Figure 6. Millireactor made of PETG after synthesis and product collected in a vial

Tablica 2. Konverzija FAME odredena FTIR metodom za sinteze u reaktorima s pregradama
na50 °Ci60 °C

Table 2. FAME conversion determined by FTIR method for syntheses in reactors with baffles
at 50 °C and 60 °C

Konverzija FAME / %

1 pregrada 3 pregrade 5 pregrada 7 pregrada
z,min | 50°C 60°C 50°C 60°C 50°C 60°C 50°C 60°C
15,0 62 66 69 74 67 86 67 70
12,5 28 64 74 79 59 88 61 73
10,0 57 55 61 72 38 73 65 51
7,5 44 44 46 68 24 70 38 49
5,0 41 32 47 63 9 35 29 48

lako se vidi trend povecanja konverzije FAME povecanjem broja pregrada on ne iznosi vise
od 88 % pri z = 12,5 min u milireaktoru s pet pregrada. Daljnji logi¢ni porast konverzije
FAME koji se oc¢ekivao u reaktoru sa sedam pregrada nije ostvaren, bar ne kvantitativno jer je
teSko objasniti pad konverzije ako se uzme u obzir znacajno bubrenje milireakotra u
biodizelu, a skupljanje produkta se odvijalo pri stacionarnom stanju nakon Cetiri vremena
zadrZavanja, z. PoSto su reaktanti nemjesljive kapljevine, duz cijevi milireaktora pojavilo se
naizmjeni¢no segmentirano strujanje metanola s katalizatorom i ulja suncokreta koje je
postepeno tijekom odvijanja reakcije u milireaktoru zamijenjen produktima, FAME i
glicerolom. Posto je konverzija FAME loSija na 50 °C, ali unutar 10 % vrijednosti s obzirom
na rezultate sinteze na 60 °C, postignuta je intenzifikacija procesa. Sinteza na 60 °C ne
polucuje znacajniji napredak u rezultatima $to se osim nekompatibilnosti polimernog
materijala za sintezu biodizela moze pripisati i stvaranju mjehuri¢a metanola uslijed
isparavanja na 60 °C. Navedeno dovodi do nekontrolirane reakcije, jer molarni omjer vise nije
6:1. Takoder, nije prisutno jasno dvofazno segmentirano strujanje nego su vidljive tri faze,
plinska metanola, te kapljevita ulja suncokreta i neisparenog metanola s katalizatorom. Za
daljnja istrazivanja potrebno je odabrati odgovarajuc¢i polimerni materijal za FFF i sintezu
provoditi na temperaturama izmedu 50 °C i 60 °C.
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Slika 7. Fotografija milireaktora sa pregradama nakon provedene sinteze
Figure 7. Photography of millireactor with baffles after synthesis

Na slici 8 prikazani su FTIR spektri sinteza provedenih na 60 °C i pri vremenima zadrZavanja
u rasponu od 7,5 min do 15 min u milireaktorima s tri i pet pregrada. Postignuta je
intenzifikacija procesa te je konverzija za sva navedena z iznosila oko 70 %, dok je najveca
intenzifikacija postignuta kod milireaktora s pet pregarada pri 12,5 min 88 % i 15 min 86 %.
Usporedbom s rezultatima postignutim pri istim reakcijskim uvjetima u milireaktoru bez
pregrada izradenih stereolitografijom dimenzija kanala ¢ = 2,5 mm (Luki¢ i Vrsaljko, 2020)
konverzija je iznosila 79 % pri ¢ = 12,5 min i 69 % pri = = 12,5 min §to jasno pokazuje
poboljSanje procesa sinteze bez obzira na nekomatibilnost polimernog materijala na osnovi
ABS-a.
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Slika 8. Dio FTIR spektra sun. ulja i FAME dobivenih reakcijom u milireaktorima s tri i pet
pregrada pri razli¢itim vremenima zadrzavanja, t
Figure 8. Part of the FTIR spectrum of sun. oil and FAME obtained by reaction in millireactors
with three and five baffles at different retention times, ¢

Zakljucci

Porastom broja pregrada dolazi do poboljSanja radijalnog mijeSanja fluida kroz cijev
milireaktora pri ¢emu se stvara veca dodirna povrSina izmedu reaktanata za provodenje
kemijske reakcije Sto u pravilu dovodi do povecanja konverzija u manjem vremenu zadrzavanja,
7. Najvjerojatniji razlog odstupanja rezultata u milireaktorima s 1 i 7 pregrada lezi u odabiru
materijala za FFF jer PETG ima loSu kemijsku otpornost na metanol s katalizatorom i biodizel
pa dolazi do nagrizanja i bubrenja reaktora.
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Zbog ¢injenice da dio metanola i KOH reagira s milireaktorom, manje reaktanta i katalizatora
ostaje za proces transesterifikacije ulja suncokreta u FAME, ali i bubrenje kanala milireaktora u
biodizelu dovodi do smanjene i nekonzistentne konverzije. Postignuta je intenzifikacija procesa
povecanjem broja pregrada s obzirom na rezultate dobivene u prethodnim istrazivanjima u
milireaktoru bez pregrada (¢ = 2,5 mm). Rezultati daju obecavajuéu primjenu milireaktora s
pregradama u kojima se postizu visoke konverzije (~85 %) pri kratkom vremenu zadrZavanja
(12,5 min) te upotrebom drugog, otpornog polimernog materijala za FFF mogu se proizvesti
milireaktori za intenzificiranu, kontinuiranu proizvodnju biodizela.
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Influence of number of baffles in millireactor on process intensification
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Summary

A small increase in the size of the microreactor to millimetre dimensions increases the flow rate
of the reactants and thus prevails low volume of flow as the main disadvantage of the classical
microreactors. Increasing the dimensions of the channel changes the flow profile and mixing in
the reactor. By applying additive manufacturing (AM), it is possible to construct reactor systems
that ensure the intensification of mixing, which consequently leads to faster chemical processes.
Transesterification of sunflower oil into fatty acid methyl esters was chosen for the model
reaction. Conversion, and thus the success of mass and energy transfer, was monitored by
infrared spectroscopy (FTIR).

This research developed a new approach to the production of simple polymer millireactors (¢ =
2.5 mm) with different numbers of baffles (1, 3, 5 and 7) and dimensions (¢ = 1.2 mm X 2 mm
in length) using fused filament fabrication (FFF) for the purpose of research of the process
intensification. The obtained results show that as the number of baffles increases, the radial
mixing of the fluid through the millireactor channel increases, creating a larger contact surface
between the reactants for conducting the chemical reaction, which leads to an increase in
conversions in shorter retention time, z.

Keywords: fused filament fabrication, millireactor with baffles, process intensification,
continuous FAME production
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Primjena niskotemperaturnog eutektickog otapala u
prociS¢avanju modelnog FCC benzina

Anamarija Mitar, Tea Barbaro, Jasna Prli¢ Kardum*

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu,
Marulicev trg 19, HR - 10 000 Zagreb
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Sazetak

Obradom sirove nafte moguce je dobiti razlicite proizvode visoke vrijednosti. Jedan od takvih
proizvoda je motorni benzin dobiven mijeSanjem viSe frakcija, s najve¢im udijelom FCC
benzina. Budu¢i da je FCC benzin frakcija u kojoj su prisutne znatne koli¢ine sumpornih 1
dusi¢nih spojeva te aromata, izgaranjem goriva, nastaju ispusni plinovi bogati Stetnim SOy i
NOx spojevima, ugljikovim monoksidom te krutim cesticama. Da bi se sprije¢ila emisija
Stetnih tvari, potrebno je provesti procese desulfurizacije, denitrifikacije te dearomatizacije.
Kako su se niskotemperaturna eutekticka otapala pokazala kao dobra zamjena Stetnih
organskih otapala, u radu je ispitana moguc¢nost procis¢avanja modelnog FCC benzina
primjenom niskotemperaturnog eutektickog otapala pripravljenog iz tetra-n-butilamonij-
bromida i mravlje kiseline u postupku Sarzne ekstracije. Proces ekstrakcije je optimiran kako
bi se koli¢ine Stetnih tvari, tiofena, piridina i toluena svele na minimum. Definirano je
optimalno vrijeme trajanja ekstrakcije, maseni odnos pojne smjese i otapala, broj okretaja
mijeSala te je provedena viSestupnjevita ekstrakcija. Takoder, ispitana je djelotvornost
ekstrakcije klju¢nih komponenti primjenom regeneriranog otapala, Tbab-MKk.

Rezultati su pokazali kako je optimalno vrijeme trajanja ekstrakcije 20 min, pogodan maseni
odnos pojne smjese i otapala 1,0, dok promjena broja okretaja mijesala nije znacajno utjecala
na djelotvornost ekstrakcije. Zadovoljavaju¢a djelotvornost ekstrakcije ostvarena je
primjenom regeneriranog otapala pa se optimalni rezultati mogu oc¢ekivati u visestupnjevitoj
ekstrakciji s regeneriranim otapalom.

Kljucne rijeci: denitrifikacija, desulfurizacija, FCC benzin, kapljevinska ekstrakcija,
niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo

Uvod

Fosilna goriva su jo$ uvijek osnovni izvor energije na Zemlji, a nastaju od prirodnih resursa
anaerobnim raspadanjem mrtvih organizama. U fosilna goriva spadaju nafta, prirodni plin i
ugljen 1 predstavljaju jedan od primarnih oblika energije. lako sastav nafte ve¢inom c¢ine
ugljikovodici, prilikom njezine obrade potrebno je uzeti u obzir i ostale komponente koje
sadrzi, sumpor, Kisik i duSik. Sumporov dioksid (SO,), Stetni plin koji nastaje izgaranjem
fosilnih goriva, predstavlja prijetnju ljudskom zdravlju te samom ekosustavu (Katsouyanni i
sur., 1997; Fabulic Ruszkowski i sur., 2003; Venners i sur., 2003; Chen i sur., 2007; Hime i
sur., 2018). Naime, prevelika izlozenost plinu SO, moze dovesti do odredenih respiratornih
bolesti (npr. astma, kroni¢ni bronhitis), moze uzrokovati i neuroloSke poremecaje (Meng,
2003; Sang i sur., 2010; Han i sur., 2018) te iritaciju koze i sluznice o¢iju.
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Osim toga, SO, reagira s vlagom Sto rezultira nastankom kiselih kisa i magle s niskim pH
vrijednostima. Kisele kiSe uzrokuju eroziju gradevina, dovode do promjene pH tla i vode. 1z
svega navedenog, proizlazi vaznost prociS¢avanja goriva. Najveéi dio sumpora u benzinu
dolazi iz procesa katalitickog krekiranja u fluidiziranom sloju (engl. Fluidized Catalytic
Cracking, FCC) ¢ije smanjivanje je moguce ostvariti obradom produkata FCC procesa,
predobradom ili izborom sirovine, te modificiranom frakcionacijom (Fabulic Ruszkowski i
sur., 2005; Valla i sur., 2007). Hidrodesulfurizacija (engl. hydrodesulfurization, HDS) je
proces blagoga hidrokrekiranja koji se koristi u rafinerijama za prevodenje sumporovih,
dusikovih 1 kisikovih spojeva u sumporovodik, amonijak, vodu i odgovarajuc¢e ugljikovodike.
HDS postupkom mogu se lako ukloniti visoko reaktivni spojevi merkaptani, sulfidi i disulfidi,
dok je aromati¢ne sumporove spojeve poput tiofena, benzotiofena, dibenzotiofenai njihovih
alkilnih derivata, zbog njihove iznimne stabilnosti, teSko ukloniti hidrodesulfurizacijom
(Babich i sur., 2003; Wang i sur., 2018). Stoga se javila potreba za primjenom
nekonvencionalnih metoda prociS¢avanja goriva kao Sto su ekstrakcijska desulfurizacija i
denitrifikacija. Ekstrakcijska desulfurizacija i denitrifikacija provode se selektivnim otapalima
koji imaju moguénost otapanja nezeljenih, klju¢nih komponenti §to omogucuje njihovo
uklanjanje iz goriva. Godinama se kao selektivna otapala koriste konvencionalna organska
otapala, ali se zbog njihove toksi¢nosti, zapaljivosti, hlapivosti i nemogucnosti biorazgradnje
teze prona¢i zamjenska i1 ekoloSki prihvatljivija "zelena" otapala poput niskotemperaturnih
eutektickih otapala. Najveca prednost ekstrakcijske desulfurizacije je provedba procesa pri
niskim temperaturama i tlaku bez utjecaja na druge spojeve prisutne u gorivu, a industrijska
oprema potrebna za ovaj proces je konvencionalna i moze se jednostavno, bez posebnih
uvjeta, ugraditi u rafinerije (Rodriguez-Cabo i sur., 2014).

U ovom radu ispitana je djelotvornost ekstrakcije tiofena, piridina i toluena primjenom
niskotemperaturnih eutektickih otapala (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) u procis¢avanju
modelnog FCC benzina uz razli¢ite masene odnose pojne smjese i otapala, broj okretaja
mijeSala 1 vremena trajanja ekstrakcije. Takoder, ispitana je i djelotvornost ekstrakcije sa
regeneriranim niskotemperaturnim eutektickim otapalom te je provedena viSestupnjevita
ekstrakcija.

Materijali i metode

Priprema otapala

U ovom radu pripremljeno je niskotemperaturno eutekticko otapalo tetra-n-butilamonijev
bromid s mravljom kiselinom (Tbab-Mk) te modelna otopina FCC benzina. KoriStene
kemikalije prikazane su u Tablici 1. Za pripremu niskotemperaturnog eutektickog otapala
Thab-Mk najprije se komponenta Thab suSila u vakuum suSioniku osam sati pri temperaturi
od 60 °C. Nakon suSenja, komponente Thab i Mk dodane su u tikvicu s okruglim dnom, gdje
su se pomocu rotacijskog vakuum isparivaca IKA RV 10 basic mijeSale dva sata pod
vakuumom pri temperaturi od 60 °C, odnosno do dobivanja transparentne kapljevine.
Modelno gorivo, sastava prikazanog u Tablici 2, pripremljeno je gravimetrijskom metodom,
pri atmosferskom tlaku i sobnoj temperaturi.
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Tablica 1. Kemikalije koriStene za pripremu otapala
Table 1. Chemicals used for solvents preparation

Komponenta Cistoéa  Proizvoda¢

Tetra-n-butilamonij bromid  >99,0  Acros Organics

Mravlja kiselina 98,0 Lach-Ner
n-Heksan >95.,0 Carlo Erba
n-Heptan 99,0 Carlo Erba
Isooktan 100,0  BDH Prolabo

Piridin 99,0  Acros Organics
Tiofen 99,0  Acros Organics
Toluen 99,0 Lachner

Tablica 2. Sastav FCC modelnog goriva
Table 2. FCC model fuel composition

Komponenta w, %
n-Heksan 26
n-Heptan 26
Isooktan 26

Piridin 6
Tiofen 6
Toluen 10

Sarzna kapljevinska ekstrakcija

Sarzna kapljevinska ekstrakcija pojne smjese modelnog FCC benzina sa sekundarnim
otapalom Thab-Mk provedena je u reaktoru s dvostrukom stijekom sa 4 razbijala i turbinskim
mijeSalom s nagnutim lopaticama od 45°, pri temperaturi od 25 °C. Temperatura u reaktoru je
regulirana pomocu termostata Julabo cF41. Ispitano je optimalno vrijeme ekstrakcije (3, 5,
10, 15, 20, 30, 40, 60 minuta), utjecaj promjene masenog odnosa pojne smjese i otapala na
djelotvornost ekstrakcije (S=0,5, S=1,0 i S=2,0) te utjecaj broja okretaja mijeSala (n=350
o/min, n=500 o/min i n=650 o/min). Osim toga, provedena je ekstrakcija s regeneriranim
DES-om te viSestupnjevita ekstrakcija. Vrijeme separacije prije uzimanja uzoraka za analizu
iznosilo je 10 minuta. Regeneracija otapala provedena je isparavanjem u vakuum isparivacu
Laborota 4000 Heidolph pri temperaturi od 60 °C u trajanju od dva i pol sata, odnosno dok
sve neZeljene komponente (tiofen, piridin i toluen) nisu uklonjene. Da bi se utvrdila
ucinkovitost regeneracije, napravljena je analiza uzorka regeneriranog otapala i cistog
sekundarnog otapala Fourier-transformiranom infracrvenom spektroskopijom na uredaju
FTIR spektrofotometar Vertex 70 s platinastim detektorom.
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Kromatografska analiza uzoraka

Uzorak modelnog goriva prije ekstrakcije i uzorci rafinatne faze analizirani su metodom
plinske kromatografije na plinskom kromatografu Shimadzu GC-FID 2014. Koristeni uredaj
opremljen je plameno-ionizacijskim detektorom, kapilarnom kolonom Zebron Phase ZB-1 te
software-om GCsolution (Shimadzu), potrebnim za prilagodbu programskih parametara i
analizu uzoraka. Programski parametri podeSeni za analizu modelnog goriva prikazani su u
Tablici 3.

Tablica 3. Programski parametri plinskog kromatografa
Table 3. Gas chromatography program parameters

Parametri
Inertni plin N2/zrak/H,
Protok u kapilari 2,5 mL/min
Temperatura detektora 250 °C
Temperatura injektora 100 °C

40 —70 °C (3 °C/min)
70 —120 °C (30 °C/min)
Vrijeme trajanja analize 16 min

Rezim zagrijavanja

Iz prikupljenih rezultata analize uzorka modelnog goriva prije ekstrakcije i uzoraka rafinatne
faze, nakon ekstrakcije, izracunala se djelotvornost ekstrakcije klju¢nih komponenti prema
jed. 1,

W ivo) ~ W(rafi
. ( (modelno gorivo) (riflnatna faza)) % (1)
W (modelno gorivo) 100

gdje SU Wmodelno gorivo) | W(rafinama faza) maseni udjeli klju¢nih komponenti: tiofena, piridina ili
toluena u modelnom gorivu te rafinatnoj fazi.

Rezultati i rasprava

DES se u posljednje vrijeme istice kao vrlo pogodna zamjena organskim otapalima.
Primjenjuje se u razli¢itim podrucjima istrazivanja, a u ovom radu ispitana je mogucnost
primjene DES-a Thab-Mk kao sekundarnog otapala u proc¢is¢avanju modelnog FCC benzina.
Cilj je bio sarznom kapljevinskom ekstrakcijom uklonit §to ve¢i udio tiofena, piridina i
toluena. Da bi se ostvarila maksimalna djelotvornost ekstrakcije tih komponenti, bilo je
potrebno odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije, pogodan maseni odnos pojne smjese i
otapala i broj okretaja mijeSala. Nadalje, ispitana je djelotvornost ekstrakcije regeneriranim
otapalom, Thab-Mk te je provedena viSestupnjevita ekstrakcija sa svjezim otapalom..

Budu¢i da je kratko vrijeme za postizanje ravnoteze jedno od prednosti postupka ekstrakcije,
ispitan je utjecaj vremena ekstrakcije na djelotvornost ekstrakcije. Optimalno vrijeme trajanja
ekstrakcije, ispitano za S=1 i pri broju okretaja n=500 o/min, iznosilo je 20 minuta, buduéi da
je za to vrijeme postignuta najveca djelotvornost ekstrakcije za sve tri klju¢ne komponente
(slika 1).
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Produljenje vremena ekstrakcije, dulje od 20 minuta, nije rezultiralo ve¢om djelotvornoséu
ekstrakcije, Sto ukazuje da je postupak ekstrakcije dostigao ravnotezno stanje. Djelotvornost
ekstrakcije otapalom Thab-Mk najveca je za piridin, potom za tiofen, a takav trend vidljiv je u
rezultatima svih provedenih ekstrakcija. Istrazeni DES prikladniji je za denitrifikaciju, nego
desulfurizaciju i dearomatizaciju. Bolje uklanjanje piridina pripisuje se vecoj topljivosti i
vecoj polarnosti u usporedbi s tiofenom (Zagajski Kucan i sur., 2019; Zolotareva i sur., 2019).
Uz to, DES Thab-Mk sadrzi -COOH skupinu, koja zbog povecanog dipolnog momenta
doprinosi interakciji vodikove veze izmedu DES-a i piridina, Sto je razlog dobre ekstrakcije
dusikovih spojeva (Li i sur., 2013; Hizaddin i sur., 2014; Salleh i sur., 2018).
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Slika 1. Vrijeme potrebno za postizanje ravnoteZa u procesu
ekstrakcije za S=1,0 i n=500 o/min
Figure 1. Time required to achieve equilibria in the extraction process
for S=1.0 and n=500 rpm

Ispitan je utjecaj masenog odnos pojne smjese i otapala (S=0,5, S=1,0 i S=2,0) na
djelotvornost ekstrakcije pri optimalnom vremenu i n=500 o/min. Slika 2 pokazuje da
djelotvornost ekstrakcije ocekivano raste s povecanjem masenog odnos pojne smjese i
otapala, tj. ve¢i omjer otapala rezultira djelotvornijim ekstrahiranjem klju¢nih komponenata.
Medutim, ve¢i maseni odnos pojne smjese i otapala znai i vece troSkove provedbe
ekstrakcije pa upotreba vece koli¢ine sekundarnog otapala mora biti financijski opravdana.

U Tablici 4 prikazana je specificna masa ekstrahirane klju¢ne komponente za razlicite uvjete
provedbe ekstrakcije. Vidljivo je da se specificna masa smanjuje za svaki slijedeci stupanj
ekstrakcije te se u 5. stupnju ekstrakcije tiofena ili piridina izdvoji manje od 10 % vrijednosti
specificne mase ekstrahirane u 1. stupnju ekstrakcije. Osim toga, povec¢anjem masenog odnos
pojne smjese i otapala smanjuje se specificna masa izdvojene klju¢ne komponente. Iz
navedenog se moZe zakljuciti da ekstrahirana koli¢ina klju¢ne komponente iz goriva ovisi o
ravnoteznim uvjetima u sustavu te da DES ima znatno vecu moguénost ekstrakcije kljucnih
komponenti od ostvarenih vrijednosti. Pri ekstrakciji toluena, provodenje ekstrakcije u vise
stupnjeva ima smisla jer se koli¢ina ekstrahiranog toluena znatno sporije smanjuje §to
dokazuje njegovu inertnost zbog aromatske strukture.
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Tablica 4. Specifi¢na masa ekstrahirane klju¢ne komponente pri razli¢itim uvjetima provedbe
procesa
Table 4. Specific mass of extracted key component at different process conditions

S=1,0 S=0,5 S=2,0
komopnenta  St.1 St. 2 St. 3 St. 4 St.5 St.1 St.1

Otiofen/gpes ~ 0,0305 0,0171 0,0110 0,0033 0,0020 0,0410 0,0214
Opirigin/gpes ~ 0,0405  0,0218 0,0006 0,0001 0,0003 0,0801 0,0293

Owoluen/ODes  0,0230 0,0212 0,0138 0,0128 0,0083 0,0065 0,0208
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Slika 2. Utjecaj masenog odnos pojne smjese i otapala na djelotvornost ekstrakcije
pri optimalnom vremenu i n=500 o/min
Figure 2. Influence of feed-solvent mass ratio on extraction efficiency at
optimal time and n=500 rpm

Na slici 3 prikazan je utjecaj broja okretaja mijeSala na djelotvornost ekstrakcije klju¢nih
komponenti pri optimalnom vremenu ekstrakcije i za S=1,0. Uobi¢ajeno je da se povecanjem
broja okretaja mijeSala povecava povrsina prijenosa tvari, odnosno da se u sustavu pojavljuje
veéi broj kapljica (Khakpay i sur., 2010). Medutim, promjena broja okretaja mijeSala nije
znacajno utjecala na djelotvornost ekstrakcije. Za broj okretaja mijesala n=350 o/min,
vizualno je uofeno kako se mijeSanjem stvarao vrlo mali broj kapljica Sto ne pogoduje
prijenosu tvari. S druge strane, za n=650 o/min uoc¢ena je puno veca koli¢ina sitnih kapljica
koja bi moguce dovela do stvaranja emulzije ¢ime bi se otezalo razdvajanje faza. Stoga, kako
bi se izbjegle ove dvije krajnosti, n=500 o/min je odabran kao optimalni broj okretaja
mijesala.
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Slika 3. Utjecaj broja okretaja mijeSala na djelotvornost ekstrakcije
pri optimalnom vremenu i S=1,0
Figure 3. Influence of sirrer speed on extraction efficiency at optimal time and S=1.0

U svrhu ispitivanja ponovne upotrebe otapala bilo je potrebno regenerirati Thab-Mk, odnosno
ukloniti kljuéne komponente i primarno otapalo iz DES-a. Regeneracija je provedena
isparavanjem u vakuum isparivacu pri temperaturi od 60 °C u trajanju od dva i pol sata dok
tiofen, piridin, toluen i tragovi modelnog goriva nisu bili uklonjeni. Kako bi se potvrdila
uspjesnost regeneracije DES-a, uzorci svjeZeg i regeneriranog Thab-Mk analizirani su Fourier-
transformiranom infracrvenom spektroskopijom. Dobiveni spektri (slika 4) ukazuju na dobru
regeneraciju DES-a buduci da se na oba spektra ocitavaju iste apsorpcijske vrpce pri valnim
brojevima karakteristicnim za komponente DES-a. FTIR spektri sadrze karakteristi¢ne
apsorpcijske vrpce na 2960-2876 cm™ (C-H istezanje). Apsorpcijski maksimumi uo¢avaju se
na 1745 cm™ koji odgovara karbonilnoj skupini (vibracije istezanja C=0), na 1465 cm™ i
1381 cm™ (savijanje C-H veze) te na 1165 cm™ i 1066-1030 cm™ (vibracije istezanja C-O
veze). Ekstrakcija s regeneriranim Thab-Mk provela se pri optimalnom vremenu ekstrakcije
uz maseni odnos pojne smjese i otapala S=1,0 i n=500 o/min.
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Slika 4. FTIR spektri svjezeg i regeneriranog otapala Thab-Mk
Figure 4. FTIR spectra of fresh and regenerated Thab-Mk solvent
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Prema rezultatima dobivenih kromatografskom analizom rafinatne faze (slika 5) moze se
zakljuciti kako je djelotvornost ekstrakcije tiofena, piridina i toluena regeneriranim Thab-Mk
gotovo jednaka kao i djelotvornost ekstrakcije postignuta svjezim otapalom. Ovakvi rezultati
su zadovoljavajuci, buduci da se koriStenjem regeneriranog otapala sprjecavaju problemi oko
zbrinjavanja otapala nakon koristenja, troSkova nabave novog otapala te same pripreme istog.
Nadalje da bi se u potpunosti iskoristilo otapalo, bilo bi potrebno ispitati njegovu sposobnost
izdvajanja klju¢nih komponenti u vise ciklusa.

100
80 A
. 60 B Svjezi Thab-Mk
X
o ORegenerirani Thab-Mk
40 -
) ﬂ
0 n

Tiofen Piridin Toluen

Slika 5. Usporedba djelotvornosti ekstrakcijska svjezeg i regeneriranog otapala Thab-Mk.
Figure 5. Comparison of the extraction efficiency of fresh and regenerated Thab-Mk solvent.

Provedena je i viSestupnjevita ekstrakcija u pet stupnjeva pri optimalnom vremenu provedbe
ekstrakcije za maseni odnos pojne smjese i otapala, S=1,0 i broj oketaja mijeSala, n=500
o/min. ViSestupnjevitom ekstrakcijom ostvaruje se djelotvornost ekstrakcije tiofena i piridina
od gotovo 100 % (slika 6).
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Slika 6. Djelotvornosti viSestupnjevite ekstrakcije pri optimalnom vremenu,

S=1,0 i n=500 o/min
Figure 6. Efficiencies of multistage extraction at optimal time, S=1.0 and n=500 rpm
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Usporedbom rezultata prikazanim na slikama 2 i 6, vidljivo je da se bolja djelotvornost
postiZze u 2. stupnju viSestupnjevite ekstrakcije u odnosu na ekstrakciju s masenim odnosom
pojne smjese i otapala S=2 iako se u oba eksperimenta tro$i jednaka koli¢ina DES-a. Naime,
kod viSetupnjevite ekstrakcije primjenom svjezeg DES-a se povecava se pokretacka sila §to
rezultira poboljSanim prijenosom tvari odnosno ve¢om djelotvornosti ekstrakcije.

Zakljucci

Primjenom niskotemperaturnog eutektickog otapala Thab-Mk moguce je procistiti modelni
FCC benzin Sarznom kapljevinskom ekstrakcijom. Pri tome je vazno odrediti optimalne
uvjete ekstrakcije kako bi se postigla Sto veca djelotvornost ekstrakcije kljucnih komponenti
tiofena, piridina i toluena.

Nakon provedenog ispitivanja odabrani su optimalni uvjeti ekstrakcije: vrijeme trajanja
ekstrakcije: t=20 min, maseni odnos pojne smjese i otapala, S=1,0, dok broj okretaja mijeSala
nije zna¢ajno utjecao na djelotvornost ekstrakcije. Sarznom kapljevinskom ekstrakcijom
provedenom regeneriranim otapalom Tbab-Mk ostvarena je gotovo jednaka djelotvornost
ekstrakcije tiofena, piridina i toluena kao i sa svjezim DES-om. ViSestupnjevitom
ekstrakcijom u pet stupnjeva ostvarena je najbolja djelotvornost ekstrakcije klju¢nih
komponenti, pogotovo tiofena i piridina od 99 %. lako je regeneracija otapala energetski
zahtjevna, zbog njezine jednostavne provedbe te u cilju smanjenja potrosnje sekundarnog
otapala, poZeljno je provoditi viSestupnjevitu ekstrakciju umjesto ekstrakcije s veéim
masenim odnosom pojne smjese i otapala.
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Application of deep eutectic solvent for model FCC gasoline purification
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Summary

Processing of the crude oils usually results in the formation of high value products. One of
such high value products, a motor gasoline with a high portion of FCC gasoline, can be
obtained by mixing different oil fractions. Since FCC gasoline is a fraction with a significant
amounts of sulfur, nitrogen, and aromatic compounds, fuel combustion produces exhaust
gases enriched with SOx and NOyx compounds, carbon monoxide, and solid particles. To
prevent the emission of these harmful substances, it is necessary to purify the fuel, i.e. carry
out the processes of desulfurization, denitrification, and dearomatization.

As deep eutectic solvents have proven to be a good substitute for harmful organic solvents,
the possibility of purifying model FCC gasoline using deep eutectic solvent, prepared from
tetra-n-butylammonium bromide and formic acid, in a batch extraction process has been
investigated. The extraction process has been optimized to minimize the amounts of harmful
substances, thiophene, pyridine and toluene in the FCC gasoline. The optimal extraction time,
feed-solvent mass ratio and stirring speed were determined. Moreover, the extraction
efficiency of the key components has been examined using regenerated Tbab-Mk and by
multi-stage extraction.

The results have shown that the optimal extraction time is 20 min and suitable solvent ratio
1.0, while the change in stirring speed did not significantly affect the extraction efficiency.
Satisfactory extraction efficiency has been accomplished by the use of regenerated solvent, so
the optimal results could be expected in a multi-stage extraction with regenerated solvent.

Keywords: deep eutectic solvent, denitrification, desulfurisation, FCC gasoline, liquid-liquid
extraction
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Ekstrakcijsko prociS¢avanje benzina primjenom niskotemperaturnih
eutekti¢nih otapala modificiranih cinkovim kloridom

Kristina Zagajski Kucan*, Luka Vlasi¢, Marko Rogosi¢

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu,
Marulicev trg 19, HR - 10 000 Zagreb
*Dopisni autor: kzkucan@fkit.hr

Sazetak

Niskotemperaturna se eutekti¢na otapala u posljednjih sedam godina istrazuju kao ‘zelena’
otapala za ekstrakcijsku denitrifikaciju 1 desulfurizaciju tekuc¢ih goriva s ciljem razvoja
metoda alternativnih sadasnjoj hidrodesulfurizaciji. Obecavajuéi rezultati usmyjerili su
istrazivanja ka povecanju ekstrakcijske djelotvornosti i selektivnosti eutekti¢nih otapala Sto
podrazumijeva mijenjanje molarnog omjera i vrste komponenti eutekti¢nog otapala, ali i
dodatak metalnih klorida.

U ovom radu pripravljeno je niskotemperaturno eutekticno otapalo na bazi kolin-klorida i
propilen-glikola uz dodatak cinkova klorida, molarnoga omjera 1:4:0,02. Primjena toga
otapala kao ekstrakcijskog sredstva za desulfurizaciju i denitrifikaciju FCC-benzina i
modelnog benzina koji sadrzi 26 % n-heksana, 26 % n-heptana, 26 % i-oktana, 10 % toluena,
6 % tiofena 1 6 % piridina ispitana je nizom ekstrakcijskih eksperimenata provedenih u blagim
uvjetima u Sarznom ekstraktoru. Postignute vrijednosti djelotvornosti ekstrakcije u svim su
eksperimentima vece za piridin nego tiofen. Denitrifikacija od 88 % postignuta je
jednostupanjskom ekstrakcijom, dok je prakti¢ki potpuna denitrifikacija postignuta s istom
koli¢inom otapala u Cetiri ekstrakcijska stupnja. Sadrzaj ukupnog dusSika u realnom FCC-
benzinu jednostupanjskom je ekstrakcijom smanjen za 43,29 %. Ekstrakcijski kapacitet
niskotemperaturnog eutekticnog otapala moguce je odrzati regeneracijom putem
vakuumskoga isparavanja ekstrahiranih komponenti. Ispitano niskotemperaturno eutekticno
otapalo ima potencijal za primjenu u denitrifikaciji benzina.

Kljucne rijeci: niskotemperaturna eutekti€na otapala, kolin-klorid:propilen-glikol:ZnCl,,
ekstrakcija, desulfurizacija, denitrifikacija

Uvod

Rafinerije i rafinerijski proizvodi opéenito se smatraju velikim izvorom oneci$¢enja voda, tla i
najvise zraka. Rafinerije ispustaju jako toksicne BTEX-spojeve (engl. benzene, toluene,
ethylbenzene, xylene), ali glavni izvor oneciS¢enja zraka ipak su duSikovi oksidi (NOy),
ugljikov monoksid (CO) 1 sumporovi oksidi (SOx). Spomenuti plinovi nastaju i
sagorijevanjem sumporovih, duSikovih i1 aromatskih spojeva prisutnih u rafinerijskim
proizvodima — teku¢im naftnim gorivima (Naderpour, 2008). Osim na okoli§, negativan
utjecaj dusikovih spojeva ocituje se u smanjenju ucinkovitosti industrijskih procesa jer
zasi¢uju 1 truju katalizatore (Song, 2003, Anugwom 1 sur., 2011). Radi kontrole nad
trenutnom ekoloskom situacijom te njenoga poboljSanja, zakonom se definira maksimalan
dozvoljen sadrzaj sumpora u gorivu koji iznosi 10 mg/kg (Uredba o kvaliteti).
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U industriji prerade nafte, za uklanjanje sumporovih 1 duSikovih spojeva iz goriva najcesce se
primjenjuje hidrodesulfurizacija (HDS) (Stanislaus i sur., 2010). Smanjenje sadrzaja sumpora
u gorivu na 10 mg/kg zahtijevalo je preinake u procesnim jedinicama postrojenja za
proizvodnju kvalitetnog goriva. U danasnje vrijeme proizvodnja uspijeva zadovoljiti propise,
1ako jo$ uvijek postoje poteskoce. One se odnose na reaktivnost sumporovih spojeva koja
opada s rastom veli¢ine molekule. Naime, jednostavne molekule kao alifatski sumporovi
spojevi (merkaptani, sulfidi, disulfidi) jednostavno se uklanjaju HDS-procesom. Slozenije
molekule s tiofenskim prstenom (tiofen, benzotiofen i njihovi derivati) teze se uklanjaju.
Najmanje su reaktivni alkilirani benzotiofeni, dibenzotiofeni i alkildibenzotiofeni (Song,
2003, Francisco i sur., 2010). Na smanjenje u€inkovitosti HDS-a utjece i prisutnost dusikovih
komponenti koje su sklone stvaranju taloga na katalizatoru (Ravilla, 2004, Anugwom 1i sur.,
2011). Dodatni razlozi istrazivanja alternativnih metoda proc¢is¢avanja goriva koje bi se mogle
integrirati kao zasebna jedinica u postojeci proces su i velika potroSnja vodika i1 energije te
skupi katalizatori.

Ekstrakcija kapljevina-kapljevina primjenom niskotemperaturnih eutekti¢nih otapala pokazala
se uc¢inkovitom u uklanjanju sumporovih (Li 1 sur., 2013, Li i sur., 2016a, Rahma i sur., 2017,
Lima i sur., 2018, Al-Azzawi i sur., 2019, Li i sur., 2019, Ali, 2018, Zagajski Kuc¢an i sur.,
2018, Rogosi¢, 2018, Rogosi¢, 2019, Zagajski Kucan, 2019) i duSikovih (Hizaddin 1 sur.,
2014, Hizaddin i sur., 2016, Ali i sur., 2016, Li i sur., 2018, Ali i sur., 2018, Lima i sur., 2019,
Zagajski Kucan 1 sur., 2018, Rogosi¢, 2018, Rogosi¢, 2019, Zagajski Kucan, 2019) spojeva iz
modelnih i realnih goriva te ugljikovodi¢nih smjesa opcenito. Niskotemperaturna eutekti¢na
otapala pogodna su ekstrakcijska sredstva jer se izborom komponenti od kojih su sastavljena
moze izravno utjecati na njihova svojstva (Garcia, 2015, Lopez-Porfiri, 2016), a time i na
selektivnost, pa se unaprijed mogu kreirati za odredeno podrucje primjene. Mogu se
regenerirati razli¢itim tehnikama, $to je vazna znacajka ekstrakcijskog sredstva s industrijskog
stajaliSta. Novija istrazivanja usmjerena su usavrSavanju ekstrakcijske desulfurizacije i
denitrifikacije goriva. UocCeno je da se povecanje selektivnosti prema sumporovim i
dusikovim komponentama moze posti¢i dodatkom metalnih soli eutekti¢nim otapalima (Li,
2016b, Shah, 2019, Xu, 2018, Shirazinia, 2020).

U ovom radu istrazena je mogucénost primjene eutekticnog otapala na osnovi kolin-klorida i
propilen-glikola modificiranoga cinkovim oksidom (ChCL:PG:ZnCl;) u procesima
denitrifikacije 1 desulfurizacije modelnog i realnog benzina, te moguénost njegove
regeneracije.

Materijali i metode

Priprava niskotemperaturnog eutekticnog otapala

Potrebne koli¢ine kolin-klorida, propilen-glikola i cinkova klorida, prethodno susenih 8 h pri
60 °C u vakuumskom sus$ioniku, sukladne Zeljenim molarnim omjerima 1:4:0,02, izvagane su
(Radwag AS 220.RS analiticka vaga s preciznos¢u + 0,0001) izravno u staklenu bocicu s
¢epom od 50 mL. Smjesa je zatim mijeSana na magnetskoj mjesalici (LLG-uniSTIRRER 3)
pri 80 °C do nastanka homogene prozirne kapljevine. Kriterij odabira molarnog omjera
eutekti¢nog otapala  je njegova kapljevitost pri sobnoj temperaturi.
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Priprava modelnog benzina

Modelni benzin svojim sastavom imitira frakciju FCC-benzina, a sastoji se od 26 % n-
heksana, 26 % n-heptana, 26 % i-oktana, 10 % toluena, 6 % tiofena 1 6 % piridina.
Sesterokomponentna se otopina pripremila mije$anjem potrebnih masa svih komponenti, a
toCan se sastav izraCunao iz odvaga.

Ekstrakcijski eksperimenti

Svi ekstrakcijski eksperimenti provedeni su pri 25 °C i atmosferskom tlaku (blagi radni
uvjeti) na magnetskoj mjeSalici, mijesanjem odredene koli¢ine modelnog benzina i
eutekticnog otapala u staklenoj bocici od 50 mL s ¢epom kako bi se sprijeCilo nezeljeno
isparavanje komponenata modelnog benzina. Preliminarnim eksperimentom odredeno je
vrijeme ekstrakcije od 30 minuta potrebno za postizanje ravnoteze, a broj okretaja magneta
potreban za potpuno dispergiranje iznosio je 1000 rpm. Nakon jednosatnog raslojavanja
smjese u dvije faze, sastav rafinatne (gornje) faze odreden je plinskom kromatografijom (GC-
2010-Shimadzu / automatsko uzorkovanje / FID detektor / kapilarna kolona DB-624 sa
silikonskom stacionarnom fazom duljine 30 m i unutarnjega promjera 0,53 mm). Iz dobivenih
masenih udjela tiofena odnosno piridina u modelnom benzinu prije i nakon ekstrakcije
izracunala se djelotvornost ekstrahiranih komponenti, £, u svakom ekstrakcijskom stupnju:

E/%="F""e 100 (1)
WF

wr oznacava maseni udio piridina odnosno tiofena u modelnom gorivu prije ekstrakcije, a wg
oznacava maseni udio piridina odnosno tiofena u rafinatnoj fazi nakon ekstrakcije. Sastav
ekstraktne faze izracunao se iz bilance tvari.

O tipu provedenog ekstrakcijskog eksperimenta ovisi izbor masenog omjera otapalo : modelni
benzin. Jednostupanjski ekstrakcijski eksperimenti provedeni su pri masenim omjerima
otapalo: modelni benzin od 0,25, 0,50, 0,75 1 1,00. Visestupanjski ekstrakcijski eksperimenti
provedeni su pri masenom omjeru otapalo : modelni benzin od 0,25. Vise stupanjskim
ekstrakcijama pri masenom omjeru otapalo : modelni benzin od 1,00 ispitana je sposobnost
otapala za ponovljenu ekstrakciju bez njegova proc¢is¢avanja izmedu ekstrakcijskih stupnjeva
te s prociS¢avanjem otapala izmedu ekstrakcijskih stupnjeva. Pro¢i§¢avanje otapala provedeno
je dvosatnim vakuumskim uparavanjem ekstrahiranih komponenti, tiofena i piridina pri
temperaturi vodene kupelji 70 °C i tlaku 250 mbar na uredaju Rotavapor Heidolph Laborota
4000 opremljenom vodenom kupelji Heizbad WB.

Uz maseni omjer otapalo : FCC-benzin od 0,25 provedene su ekstrakcije s uzorcima realnog
benzina, pri radnim uvjetima jednakim onima za modelni benzin. U tim je eksperimentima
odreden sadrzaj ukupnog sumpora i dusika u rafinatnoj fazi prije i nakon ekstrakcije. Sadrzaj
ukupnog sumpora izmjeren je pomocu valno disperzivnog rentgenskog fluorescentnog
spektrometra s nesigurnoS¢u od 0,0002 (LAB-X 3000 Oxford) prema normi ISO 8754.
Sadrzaj ukupnog duSika izmjeren je kemiluminiscentnim spektrometrom s nesigurnoséu od
0,0002 (Antek Instr. 720 C) prema standardu ASTM D4629. Djelotvornost ekstrakcije
izracunala se prema jednadzbi (1) gdje u tom slucaju wr 1 wg oznacavaju sadrzaj ukupnog
dusika odnosno sumpora u FCC-benzinu prije i nakon ekstrakcije.
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Rezultati i rasprava

Jednostupanjski ekstrakcijski eksperimenti

S ekonomskog i industrijskog stajaliSta idealna je situacija uz minimalnu potro$nju otapala
posti¢i maksimalnu djelotvornost ekstrakcije. S tim je ciljem ispitan utjecaj masenog omjera
otapalo : modelni benzin na djelotvornost ekstrakcije tiofena i piridina. Rezultati su prikazani
na slici 1.

1.00
0.90

0.80
0.70 .
E 0.60 tiofen
0.50 m piridin
0.40
0.30
0.20
0.10 +—
0.00

0,25kg/kg 05keg/kg 0,75kg/kg 1,00 kg/kg
maseni omjer otapalo : modelni benzin

Slika 1. Djelotvornost ekstrakcije u ovisnosti o0 masenom omjeru
otapalo: modelni benzin
Fig. 1. Extraction efficiency vs. mass ratio of solvent : model gasoline

Djelotvornost ekstrakcije piridina raste s povecanjem masenog omjera otapalo: modelni
benzin, dok se djelotvornost ekstrakcije tiofena moze smatrati konstantnom. Prema tome,
ispitano otapalo ChCIl:PG:ZnCl, pokazuje bolji afinitet za denitrifikaciju nego desulfurizaciju
modelnog benzina. Budu¢i da je piridin polarniji nego tiofen te s obzirom na polarnost
eutekticnog otapala, takav se rezultat mogao ocekivati. Najveca se djelotvornost ekstrakcije
piridina (oko 88 %) postigla s najve¢im masenim omjerom otapalo : modelni benzin od 1,00
jer veca koli¢ina otapala moZze primiti viSe otopljene tvari.

Visestupanjski ekstrakcijski eksperimenti

Industrija opéenito zahtijeva minimalnu potros$nju ekstrakcijskih sredstava. Stoga je ispitano u
koliko se stupnjeva s masenim omjerom otapalo : modelni benzin od 0,25 postize jednaka
djelotvornost ekstrakcije kao i s omjerom 1,00 (oko 88 %). Rezultati su prikazani na slici 2.
Vidi se da se djelotvornost ekstrakcije piridina oko 83 % postize ve¢ u drugom stupnju, dok
ona u tre¢em stupnju iznosi visokih 93 %. Prema tome, trostupanjska ekstrakcija, osim §to je
zbog masenog omjera od 0,75 (3 x 0,25) ekonomicnija nego jednostupanjska s masenim
omjerom od 1,00, postize bitno vecu ekstrakcijsku djelotvornost (93 %). Uz utroSak jednake
koli¢ine otapala kao kod jednostupanjske ekstrakcije, ekstrakcija u Cetiri stupnja s masenim
omjerom od 0,25 postize znatno visi stupanj denitrifikacije, oko 97 % u usporedbi s 88 %.
Provedeni eksperimenti ukazuju na to da se istovremeno moze mijenjati i maseni omjer
otapalo : modelni benzin i broj ekstrakcijskih stupnjeva i pritom se mogu minimizirati ukupne
troskovi. S povecanjem broja ekstrakcijskih stupnjeva povecava se i1 djelotvornost ekstrakcije
tiofena, ali je taj porast mnogo sporiji nego kod piridina. Kao i u prethodnoj grupi

S-96



international conference

H'Mi PTF &Euchems deoc: 1 8 RUZICKA DAYS
A, DU European Chemical Society ) ) [ | TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
) o September 16-18, 2020 | Vukovar. Croatia

KEMISKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO | CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

eksperimenata, 1 ovdje je ocito da je ChCLPG:ZnCl, bolji za denitrifikaciju nego
desulfurizaciju modelnog benzina.
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broj ekstrakcijskih stupnjeva

Slici 2. Djelotvornost ekstrakcije u ovisnosti o broju
ekstrakcijskih stupnjeva
Fig. 2. Extraction efficiency vs. number of extraction stages

Ekstrakcijski kapacitet

Ekstrakcijski kapacitet ukazuje na moguénost da se ista Sarza otapala viSekratno upotrijebi
bez prociS€avanja izmedu ekstrakcijskih stupnjeva. Eksperimenti su provedeni u cetiri
ekstrakcijska stupnja, a rezultati su prikazani na slici 3.

Rezultati pokazuju da se s povecanjem broja ekstrakcijskih stupnjeva smanjuje djelotvornost
ekstrakcije 1 piridina (s 88 % na 45 %) i tiofena (s 32 % na 12 %). Naime, ekstrahirane se
komponente postupno akumuliraju u eutekticnom otapalu $to nakon postizanja ravnotezne
koncentracije onemogucava daljnju ekstrakciju.
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Slika 3. Djelotvornost ekstrakcije u ovisnosti o broju ekstrakcijskih stupnjeva bez
prociS¢avanja otapala izmedu stupnjeva
Fig. 3. Extraction efficiency vs. number of extraction stages, without interstage
purification of solvent
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Regeneracija
Bitna karakteristika dobrog ekstrakcijskog sredstva je mogucénost njegove regeneracije i
ponovne uporabe radi smanjenja troSkova i1 kemijskog otpada. Kako je prethodno
ustanovljeno da se ekstrakcijski kapacitet otapala smanjuje s ponovnom uporabom, ispitana je
mogucnost proc¢is€avanja otapala izmedu ekstrakcijskih stupnjeva. Rezultati su prikazani na
slici 4.
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Slika 4. Djelotvornost ekstrakcije u ovisnosti o broju ekstrakcijskih stupnjeva s
proc¢iS¢avanjem otapala izmedu stupnjeva
Fig. 4. Extraction efficiency vs. number of extraction stages with interstage
purification of solvent

Tijekom cetiri ekstrakcijska stupnja ustanovljena je prakticki konstantna djelotvornost
ekstrakcije piridina i tiofena $to znaci da je uklanjanje ekstrahiranih komponenti iz otapala
vakuumskim uparavanjem prikladno za njegovu regeneraciju.

Realni benzin
Realni benzin sadrzi veci broj razli¢itih sumporovih i duSikovih spojeva za razliku od
modelnog u kojem je prisutan po jedan predstavnik iz svake skupine. S ciljem primjene
ekstrakcije u industrijskim procesima proc¢is€avanja, ispitana je djelotvornost ChCl:PG:ZnCl,
pri denitrifikaciji i desulfurizaciji na uzorcima realnog FCC-benzina. Rezultati su prikazani na
slikama 51 6.
® djelotvornost uklanjanja

800 S-komponenti 7,89 %

700 -

600 -

.. 500 -
sadrzaj 200

(mg/kg] L)
200 -
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Slika 5. Sadrzaj ukupnog sumpora u FCC-benzinu prije i poslije ekstrakcije
Fig. 5. Total sulfur content in FCC-gasoline before and after extract
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Slika 6. Sadrzaj ukupnog dusika u FCC-benzinu prije i poslije ekstrakcije
Fig. 6. Total nitrogen content in FCC-gasoline before and after extraction

Na slici 5 moZe se uociti smanjenje sadrzaja sumpora sa 760 mg/kg na 700 mg/kg, Sto
odgovara djelotvornosti ekstrakcije sumporovih komponenti od 7,89 %. Slika 6 prikazuje
smanjenje sadrzaja dusika sa 77 mg/kgna 43,67 mg/kg, tj. djelotvornost ekstrakcije dusikovih
spojeva iznosi 43,29 %. Kao i kod modelnog benzina, i eksperimenti na realnom benzinu
pokazuju da je ispitano eutekticno otapalo ChCl:PG:ZnCl, prikladnije za denitrifikaciju nego
desulfurizaciju.

Za konacnu ocjenu metode trebalo bi provesti usporedbu s postojeCom, konvencionalnom
metodom. Kako je ve¢ navedeno, u naftnoj se industriji uobi¢ajeno primjenjuje HDS, koji je
djelotvorniji u uklanjanju sumporovih spojeva od ekstrakcije ovdje istrazenim otapalom.
Medutim, integracijom ekstrakcijske denitrifikacije s HDS-procesom mogla bi se dodatno
podignuti njegova djelotvornost zbog redukcije ve¢ spomenutog talozenja dusSikovih spojeva
na HDS-katalizatoru. Nazalost, takvo bi istrazivanje trebalo provesti na razini barem
pilotnoga postrojenja $to je u ovom trenutku izvan dosega istrazivacke skupine.

Zakljucci

Na temelju eksperimentalno provedenih ekstrakcija eutekticnim otapalom ChCIl:PG:ZnCl,
(1:4:0,02), s ciljem prociS¢avanja benzina od nepozeljnih sumporovih 1 duSikovih
komponenata, moze se zaklju¢iti kako je ispitano eutekticno otapalo pogodno kao
ekstrakcijsko sredstvo i k tome primjerenije za denitrifikaciju nego desulfurizaciju benzina.
Jednostupanjskom ekstrakcijom s masenim omjerom otapalo : modelni benzin od 1,00
uklonjeno je 88 % dusika, dok je trostupanjskom ekstrakcijom s manjom potro$njom otapala
mogu¢ 1 znatno veci stupanj denitrifikacije (93 %). Pri viSestupanjskoj ekstrakciji otapalo je
mogucée regenerirati vakuumskim uparavanjem, Sto ChCL:PG:ZnCl, ¢ini pogodnim
ekstrakcijskim sredstvom.
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Summary

Deep eutectic solvents (DES) have been investigated for the last seven years as ‘green’
solvents for extractive denitrification and desulfurization of liquid fuels with the aim of
developing methods alternative to current hydrodesulfurization. Promising results have
directed the research towards the increase of extraction efficiency and DES selectivity, by
varying the molar ratio and type of DES components but also by the addition of metal
chlorides.

In this work, a DES based on choline chloride and propylene glycol, with addition of zinc
chloride, was prepared, in molar ratio of 1:4:0.02. The application of this solvent as an
extractive agent for desulfurization and denitrification of FCC-gasoline and model gasoline
containing 26% of n-hexane, 26% of n-heptane, 26% of i-octane, 10% of toluene, 6% of
thiophene and 6% of pyridine was tested in a series of extraction experiments carried on in a
batch extractor under mild conditions. The extraction efficiency values of all experiments
were higher for pyridine than thiophene. Denitrification of 88% was achieved by single-stage
extraction, while complete denitrification was achieved by four-stage extraction with the same
amount of solvent. The total nitrogen content in real FCC-gasoline was reduced by single-
stage extraction with an efficiency of 43.29%. The extraction capacity of DES can be
maintained by solvent regeneration using vacuum evaporation of extracted components. The
investigated deep eutectic solvent has a potential for use in gasoline denitrification.

Keywords: deep eutectic solvents, choline chloride — propylene glycol — ZnCl,, extraction,
desulfurization, denitrification
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Summary

This work aimed to evaluate polyphenols from two traditional apple varieties as a-glucosidase
inhibitors. Polyphenols were extracted from the flesh and skin of two traditional apple
varieties ('‘Bozi¢nica' and 'Batulenka’) by wusing ultrasonic-assisted extraction. Total
polyphenols in extracts were determined by the spectrophotometric Folin-Ciocalteu method,
expressed as gallic acid equivalents (GAE). The a-glucosidase activity was evaluated based
on the spectrophotometric determination of p-nitrophenol (pNP) released from p-nitrophenyl-
a-D-glucopyranoside (p-NPG) substrate by the action of the enzyme. To inhibit enzyme
activity, various polyphenol concentrations were added to the reaction mixture. ICsy value
was calculated (concentration of polyphenols that gives 50 % inhibition). 'BozZi¢nica' and
'‘Batulenka’ contained 337.24 and 202.17 mg GAE/Kg in the flesh and 2132.91 and 824.43 mg
GAE/Kkg in the peel, respectively. Polyphenols inhibited a-glucosidase activity and inhibition
reached a steady state. 1Csy values, expressed as g of gallic acid equivalents (GAE) per mL
of reaction solution, of the flesh of 'Batulenka' and 'Bozi¢nica' were 1.69 and 1.47,
respectively. Peel showed similar 1Cso values (1.07, and 0.33 pg GAE/mL, for the peel of
'Batulenka' and 'Bozi¢nica', respectively). These results suggest that polyphenols from the
flesh and skin of traditional apple varieties are potent inhibitors of a-glucosidase activity.

Keywords: a-glucosidase, inhibition, polyphenols, apple
Introduction

Traditional apple varieties have proven to be a good source of polyphenols (Jakobek and
Barron, 2016). Polyphenols are a large group of naturally occurring compounds, produced in
plants as secondary metabolites. The structural complexity of these bioactive compounds led
to a classification in major classes, like flavonoids, phenolic acids, stilbenes, lignans, and
others (Belscak-Cvitanovi¢ et al., 2018). Major polyphenolic classes in apples are phenolic
acids and flavonoids (flavanols, flavonols, dihydrochalcones, and anthocyanins) (Ceymann et
al., 2012; Tsao et al., 2003). Polyphenols are studied extensively due to their ability to exert
various potential bioactivities in the human body. Although there is a need for further
research, some studies suggest that a diet rich in certain polyphenol groups might have
beneficial effects on chronic diseases (Cveji¢ Hogervors et al., 2018). Polyphenols from
apples have also shown potential positive effects on specific cancers (Wu et al., 2018; Kao et
al., 2017), anti-allergic activities (Kojima et al., 2000), antiviral properties (Suarez et al.,
2010), and possible therapeutic potential for obesity (Tamura et al., 2020).
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All the proposed positive effects of apple polyphenols are not fully explained, and further
research is necessary.Polyphenols are also studied for their potential antidiabetic effect
(Garcia-Pérez et al., 2017). Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by a
chronic hyperglycemic condition (Chen et al., 2018). Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is
caused by decreased sensitivity of target tissue to insulin along with impaired glucose
tolerance and accounts for 90 % of total DM cases worldwide (Ozougwu et al., 2013).
Regular high postprandial glucose spikes in the blood increase the chance of developing
impaired glucose tolerance. Hydrolysis of starch by the action of digestive enzymes such as a-
amylase and a-glucosidase is the main source of postprandial glucose in blood (Nyambe-
Silavwe et al., 2015). Therefore, inhibition of these enzymes is one of the approaches for
T2DM treatment.

a-glucosidase is a digestive enzyme located in the brush-border surface membrane of
intestinal cells. It hydrolyzes oligosaccharides derived from starch to glucose and therefore is
the key enzyme in the digestive process of carbohydrates (Nyambe-Silavwe et al., 2015;
Kumar et al., 2011). a-glucosidase inhibitors, such as acarbose or miglitol, lower postprandial
glucose in blood via competitive inhibition of a-glucosidase enzyme (Krentz et al., 2018).
However, these drugs are associated with significant gastrointestinal side effects, like
abdominal bloating, cramping, flatulence, or diarrhea, that affect over 50 % of individuals
(Shmeltz and Metzger, 2007). Therefore, a need for natural a-glucosidase inhibitors was
developed. Apple polyphenols have proven to be potent a-glucosidase inhibitors (Gong et al.,
2020; Li et al., 2019). However, inhibition of a-glucosidase by polyphenols from old,
traditional apple varieties from Croatia (to the best of our knowledge) has not been
investigated.

This work aimed to evaluate polyphenols extracted from old traditional apple varieties as a-
glucosidase inhibitors. Furthermore, possible differences in the inhibition activity of
polyphenols from the peel and the flesh will be examined.

Materials and Methods
Chemicals

Chemicals used in this study were purchased from several firms. a-glucosidase (19.3 U/mg)
from Saccharomyces cerevisiae, acarbose (>95 %), and 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside
(p-NPG, >99 %) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, USA). Sodium
dihydrogen phosphate dihydrate (p.a.), disodium hydrogen phosphate dodecahydrate (p.a.)
and Folin-Ciocalteu reagent (p.a.) were obtained from Kemika (Zagreb, Croatia). The
methanol (HPLC grade) was from J.T. Baker (Gliwice, Poland), while sodium carbonate
anhydrous (p.a.) was from Gram-mol (Zagreb, Croatia).

Samples

Around 2 kg of apples was collected from local orchards (apple variety 'Bozi¢nica' from
Gornji Tkalec (45°58024.0” N 16°27012.0” E) and apple variety 'Batulenka’ from Rude
(45°46035.6” N 15°40035.8” E)). 'Bozi¢nica' is a medium sized apple, with red peel and
white flesh. '‘Batulenka' is a medium sized apple, with distinctly green peel interspersed with
white dots and white flesh.
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The difference in peel colour, along with both apples being traditional varieties, was the main
reasoning for this choice of apples since the red peel apples usually have more anthocyanins.
Both apple varieties were harvested ripe. Approximately 1 kg of apples was peeled with a
commercial peeler. For each variety, the peel was pooled together and homogenized with the
help of a coffee grinder. The remaining apple flesh was then cut into four equal parts, the
seeds were removed and the flesh pieces were pooled together. The flesh was homogenized
with a stick blender. These samples were frozen, stored at —18 °C for no more than 30 days
before extracts for the determination of polyphenolic compounds were made.

Extraction of polyphenolic compounds

Approximately 0.2 g of peel or flesh was weighed and added to a plastic cuvette. This
procedure was repeated 10 times for each variety, both peel, and flesh. Then, 1 mL of a
solvent consisting of 80 % methanol and 20 % water was added into each cuvette and the
solution was homogenized in a vortex mixer. The extraction was performed on an ultrasonic
bath (Bandelin Sonorex RK 100, Berlin, Germany) for 15 min. The solution was centrifuged
(Eppendorf Minispin centrifuge, Eppendorf, Hamburg, Germany) for 10 min at 10,000 RPMs.
Extracts were separated from the residue and combined to make a finale volume of
approximately 10 mL. Lastly, methanol was removed from extracts using a rotary evaporator
(IKA RV 10 Digital D Distilling Rotary Evaporator, Germany) and the finale volume was
approximately 2 mL. Two parallel samples were prepared for each variety.

Spectrophotometric method for total polyphenols (Folin-Ciocalteu method)

Total polyphenol content (TPC) was determined by the Folin-Ciocalteau micro method
(Singleton et al., 1999). An aliquot (20 pl) of the extract was mixed with 1580 pl of distilled
water and 100 ul of Folin-Ciocalteau reagent. Three hundred microliters of sodium carbonate
solution (200 g/L ) was added to the mixture. The mixture was incubated at 40 °C for 30 min
(IN 30, Memmert, Schwabach, Germany). The absorbance was read at 765 nm on a UV-vis
spectrophotometer (UV-Vis spectrophotometer, Shimadzu UV-1280, Kyoto, Japan).
Solutions of gallic acid from 0 to 500 mg/L were measured with the same procedure, for the
creation of the calibration curve.

Inhibition of a-glucosidase

a-glucosidase activity, with or without the presence of the inhibitor, was assayed
spectrophotometrically using pNPG as substrate. Stock solutions of a-glucosidase (0.55
U/mL), pNPG (0.3955 mg/mL), acarbose (2 mg/mL) and different concentrations (2-80
pug/mL) of polyphenolic extracts were prepared in 0.1 M phosphate buffer (pH 6.8). The
inhibition assay was conducted as presented in Table 1. Briefly, inhibition assay for every
inhibitor contained negative control (0 % inhibition), negative control blank, inhibition, and
inhibition blank. The assay solution containing 165 pL each of phosphate buffer and different
concentrations of inhibitor and 85 pL of substrate (pPNPG) was pre-incubated for 5 minutes at
37 °C (IN 30, Memmert, Schwabach, Germany). For the negative control, the inhibitor was
replaced with an equal amount of phosphate buffer, while acarbose (a well-known inhibitor)
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was used as a positive control. The reaction was started by adding 85 pL of enzyme to the
assay solution and was carried out at 37 °C for 17.5 min.

The reaction was stopped by adding 665 pl of 0.1 M sodium carbonate (Na,COs) and
absorbance was measured at 405 nm on a UV-vis spectrophotometer (UV-Vis
spectrophotometer, Shimadzu UV-1280, Kyoto, Japan). The rate of enzyme inhibition was
calculated as a percentage of the control (without inhibitor) using the formula (Eq. 1):

% = ((Abs Control - Abs sample)/ Abs control)* 100 (1)

wherein, Abs Control represents the substracted value between negative control and control
blank, while Abs sample represents the substracted value between inhibition and inhibition
blank.

ICso values (concentration of inhibitor giving 50 % inhibition) were calculated graphically
using dose-dependent inhibition.

Table 1. The conditions for a-glucosidase inhibition assay

Control  Negative control  Inhibition Inhibition
blank (0 % of inhibition) blank
Buffer (0.1 M, pH 6.8) 250 pL 165 pL 85 pL 0
Acarbose/sample
(different concentrations) 0puL 0puL 165 pL 165 pL
PNPG 85 uL 85 uL 85 uL 85 uL
Preincubation at 37 °C for 5 minutes
a-glucosidase (0.55 U/mL) 0L 85 uL 0L 85 uL
Incubation at 37 °C for 17.5 minutes
Na,COj3 (0.1 M) 665 pL 665 pL 665 pL 665 pL

Absorbance measurement at 405 nm

Statistical analysis

Total polyphenols determination was performed in duplicates, while inhibition assay was
performed in triplicates. All results were expressed as a mean value. All figures were plotted
by Excel 2016 software and the ICsy value of enzyme activity was calculated using related
equations.

Results and Discussion
Total phenolic content

The total phenolic content of the flesh and peel of two old traditional apple varieties was
evaluated and results are reported in Fig. 1. The amount of polyphenols, for both varieties,
was higher in the peel than in the flesh, which is the usual trend (Jakobek and Barron, 2016;
Vieira et al., 2011). As can be seen from Fig. 1, the peel of 'Bozi¢nica' had the highest TPC
(2132.9 mg GAE/kg of fresh peel weight), while the flesh of 'Batulenka' had the lowest values
(202.17 mg GAE/kg of fresh flesh weight). The amount is in the accordance with the
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literature data for TPC determined with the Folin-Ciocalteu method for different apple
varieties (Carbone et al., 2011; lacopini et al., 2010; Podsedek et al., 2000; Sanoner et al.,
1999; Vrhovsek et al., 2004). TPC of peeled cider and dessert apples reported by the Phenol
explorer database was similar to these values (http://phenol-explorer.eu/). Higher amounts of
polyphenols in the flesh and the peel of 'Batulenka' and 'BoZi¢nica' were reported in our
previous work (Jakobek et al., 2020), wherein the content of polyphenols was determined by
High-performance liquid chromatography (HPLC). Slightly different extraction procedures,
as well as different harvesting seasons (year 2018 for the HPLC and year 2019 for the Folin-
Ciocalteu method), might explain this divergence (van der Sluis et al., 2001). However, the
trend wherein the 'BoZi¢nica' had higher amounts of polyphenols than 'Batulenka', both for the
peel and the flesh, remained the same for both methods. When assessing apples as a source of
polyphenols, it is worth mentioning that peel represents only about 10 % of the whole fruit
and it is not always consumed. Hence, the flesh of apples, despite having lower amounts of
polyphenols, contributes more to the total polyphenol intake (Jakobek and Barron, 2016).
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Figure 1. Mean values and standard deviations of the content of polyphenols in the flesh and
the peel of the traditional apple varieties, expressed in mg of gallic acid
equivalent per kg of fresh fruit.

a-glucosidase inhibition

To properly evaluate a-glucosidase inhibition activity of certain test samples it is important to
have a reference compound (positive control). Acarbose, the first drug developed for
prediabetes treatment, is most commonly used as a positive control (Granados-Guzman et al.,
2018). However, due to the minor modification of assay conditions, the mean inhibition
concentration (ICsp) values of acarbose vary greatly from one study to another (Gong et al.,
2020; Les et al., 2018; Yilmazer-Musa et al., 2012), making it difficult to compare results
between laboratories. As can be seen from Fig. 2, acarbose inhibited a-glucosidase and the
ICso value of 206.1881 pg/mL was determined. This value is in accordance with ICsy value
determined by Granados-Guzman et al. (2018) in a study whose main objective was to
optimize and validate the in vitro method to assess the inhibition of a-glucosidase (Granados-
Guzman et al., 2018). The a-glucosidase inhibition activity of polyphenolic extracts from two
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old traditional apple varieties was evaluated and I1Cs values are reported in Table 2. All of the
polyphenolic extracts had tremendously higher ICs, values than acarbose.

Similar findings, where polyphenolic extracts were more potent a-glucosidase inhibitors than
acarbose, have been reported previously (de Oliveira Raphaelli et al., 2019; Les et al., 2018;
Yilmazer-Musa et al., 2012).
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Figure 2. The inhibition of a-glucosidase by acarbose (each concentration was measured
three times and analysis was done by the method of least squares).

Table 2. Experimental ICsy values of acarbose and the flesh and the peel of the traditional
apple varieties

Inhibitor ICs *
Flesh of 'Batulenka’ 1.6979
Flesh of 'BoZi¢nica’ 1.4715
Peel of 'Batulenka' 1.0769
Peel of 'Bozi¢nica' 0.3293

Acarbose 206.1881

“The ICsy values of tested polyphenol extracts are expressed as mg of gallic acid equivalent per mililiter. For
acarbose, ICsy value is expressed in ug/mL

On the other hand, in a recent study done by Gong et al. (2020), young apple polyphenols had
higher 1Csy values (=15 ng/mL) compared to acarbose (0.76 pg/mL) (Gong et al., 2020). As
can be observed from Table 2, the ICsy values (ug GAE/mL) of the peel of 'BoZi¢nica', the
peel of 'Batulenka', the flesh of 'Boziénica' and the flesh of 'Batulenka' were 0.33, 1.08, 1.47
and 1.69, respectively. Similar results were observed by Ci et al. (2018) for the flesh and the
peel of mini apple (Malus domestica cv. ,,Alps Otome*) (Ci et al., 2018). However, acarbose
was not used as a positive control for this study, so the comparison might not be reliable. For
both wvarieties, the peel polyphenols had stronger inhibition activity than the flesh
polyphenols, and inhibition reached a steady state in all cases (Fig. 3). These findings are in
agreement with literature data (Adyanthaya et al., 2010; Barbosa et al., 2010). Higher
amounts of condensed tannins (procyanidin B1 and procyanidin B2) in the peel compared to
the flesh of both apple varieties reported in our previous work (Jakobek et al., 2020) might
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explain these differences. Namely, Wei et al. (2017) showed that proanthocyanidins extracted
from Pyrachanta fortuneana were excellent a-glucosidase inhibitors, being more than 2000
times more effective than acarbose (Wei et al., 2017).

This is probably due to the fact the binding of polyphenols to an enzyme is the driving force
for the inhibition of enzyme activity (Gong et al., 2020), and that binding is primarily through
hydrogen bonds between hydroxyl groups of polyphenols and amino acid residues of a-
glucosidase (Uddin et al., 2012). The higher condensed tannins (polyhydroxy compounds)
content in the peel than in the flesh might explain better inhibitory effect of the peel
polyphenols.
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Figure 3. The inhibition of a-glucosidase by polyphenols extracted from the flesh and the
peel of 'Batulenka' and 'Bozi¢nica’' (data points are expressed as mean with standard
deviations(n=3)).

Conclusions
The polyphenolic extracts from flesh and the peel of two traditional apple varieties, strongly
inhibit a-glucosidase, with the peel of 'BoZi¢nica' being the most potent inhibitor (ICsy 0.33

ug GAE/mL). Furthermore, polyphenols from peel showed better inhibitory effect than
polyphenols form flesh, for both varieties.
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Summary

The influence of high hydrostatic pressure (HHP) treatment (400 MPa/0, 3, 5 and 10 min) on
the quality and sensory properties as well as microbial stability of fresh-cut potato was
investigated along with the stability of the best evaluated samples during 15 days’ storage in
vacuum packaging at 6 °C. Potato slices immersed in sodium ascorbate solution (NaAsc) were
treated by HHP and afterwards, slices were analyzed for color (CIELAB), firmness (texture
analyzer) and aerobic mesophilic bacteria count (AMB). Slices were also boiled and fried, and
all samples were sensory evaluated. Treatment reduced AMB, and did not significantly affect
firmness, but it did lightness, where slices treated for 5 and 10 min were brighter. Same
samples showed mechanical damage during frying, and they were sensory lower graded.
Consequently, the stability of 0 and 3 min HHP treated and vacuum-packaged samples (0’-
HHP; 3’-HHP) were examined during storage (8, 11 and 15 days). AMB increased during
storage, but it was lower in 3’-HHP. Storage duration did not significantly affect firmness, but
it did lightness (increase). Only 0’-HHP was sensory acceptable till the 8" storage day.
Despite the excellent results of HHP on AMB, potato slices treated by HHP in NaAsc showed
poor sensory properties.

Keywords: fresh-cut potato, high hydrostatic pressure, sensory, firmness, color

Introduction

Regarding preservation method, fresh-cut fruit and vegetables are exception among other fruit
and vegetable (F&V) products which are mostly preserved by thermal treatment (heat or
freezing). They are produced by minimal processing, which includes washing, peeling and
cutting without thermal treatment due to its main characteristic, freshness which they should
fulfill. Further, they should be simple to use and be ready to eat or to make easier and faster
meal preparation, respectively. Due to its freshness and convenience consumers prefer such
products, but its weakness is susceptibility to enzymatic browning, microbiological growth
and losing quality traits and accordingly undesirable short shelf-life (Lamikanra, 2002) In
order to overcome its sensitivity, fast deterioration and to preserve and insure its freshness,
safety and excellent sensorial attributes, alternative preservation techniques for thermal
treatment and use of chemical preservatives are being explored. Although Larson et al.
reported in 1918 that high hydrostatic pressure (HHP) treatment destroyed bacteria and even 4
years earlier Hite, Giddings and Weakly studied the possibility of preserving fruit and
vegetables with HHP, it started to be interesting in industrial food processing in late eighties
of the last century (Rastogi et al., 2007) and it is still very actual topic which preoccupies
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scientists. In F&V processing, application of HHP could be desirable replacement for thermal
treatment since it can be effective in enzyme and microbial (MO) inactivation as well in
preserving some very sensitive components or traits. This is especially important in fresh-cut
sector considering that thermal treatment is not applicable. In general, HHP mostly affects
non-covalent but not covalent bonds, thus components responsible for flavor, color and
nutritive value remain almost unchanged oppositely to thermal treatment (Rastogi et al.,
2007). During HHP treatment the material is instantaneously and evenly compressed by
pressure regardless of its shape and size, hence it could be effective to enzyme or MO
inactivation at ambient temperature (Eshtiaghi and Knorr, 1993). Pressure from 100 to 1000
MPa [commercially, up to 600 MPa (Duardo et. al., 2019)] could usually be applied, and its
effectivnes mainly depends on the pressure strength, the exposure time and temperature (-20
to 60 °C), but there are also many others factors as well as nature of food matrix and MO as
well as enzymes (Oey et al., 2008; Rendueles et al., 2011). In general, MO inactivation could
be the result of permeabilization of cell membrane (Farr, 1990) and enzyme inactivation due
to acting on non-covalent bonds and protein denaturation, some conformational changes and
decompartmentalization (Gomes and Ledward, 1996). In spite of promissing results, HHP
showed some limitations, e.g., it seems that enzymes could not be completely inactivated if
only HHP is applied (Gomes and Ledward, 1996). Numerous researches has dealt with the
impact of application of HHP treatment in combination with other methods or anti-browning
agents on F&V behavior and changes, where for example fruit could be immersed in a sugar
solution with or without addition of anti-browning agents in adequate pouch. Therefore,
Argyri et al. (2014) investigated apricot, peach, and pear immersed in sucrose solution with
addition of ascorbic acid or SnCl, and their interaction influenced by HHP 600 MPA/5 min at
10 °C, while Wolbang et al. (2007) explored melon cubes immersed in sucrose solution
influenced by 600 MPA/10 min at ambient temperature. Moreover, HHP treatment of vacuum
packaged vegetable was also studied, e.g., green beans treated by HHP 500 MPa/1 min at
ambient temperature (Krebbers et al., 2002), carrots, green beans and broccoli treated by 600
or 400 MPa/2 min (Mclnerney et al., 2007) and onion by interactions of 5 min treatment by
100 — 400 MPa at 5 to 50 °C where 400 MPa/5 °C were the best conditions in preserving
onion biological value Roldan-Marin (2009). Considering potato, Saraiva and Rodrigues
(2011) found that HHP treatment of tubers by 50 and 100 MPa for 5 and 10 min was effective
on sprouting prevention, what was generally confirmed later by Alexandre et al. (2015)
reported that treatment of 30 MPa for 10 min at 60 °C was the most successful. In Eshtiaghi
and Knorr (1993) study MO reduction and polyphenoloxidase inactivation was achieved in
potato cubes immersed in citric acid solution and treated by 400 MPa for 15 min at 20 °C.
Further, Al-Khusaibi and Niranjan (2012) reported that HHP treatment of vacuum packaged
potato slices by 200 — 800 MPa/5 min at 25 °C caused higher oil uptake during frying when
compared to control samples. However, Kuldiloke and Eshtiaghi (2008) reported opposite
findings in case of HHP treated (400 or 600 MPa/5 min at 20 to 60 °C) vacuum packaged,
subsequently frozen and then fried potato sticks. Duardo et al. (2019) gave an overview of
HHP treatment application on potato, and pointed to an opening of the tissue structure
exposed to HHP as well as the cell permeability increase what contributes to easier diffusion
if pressure of 100 to 400 MPa was applied (Sopanangul et al., 2002). Still, HHP treatment
could cause incomplete and ununiformed inactivation of enzymes, harder or even softer
texture (Basak and Ramaswamy, 1998; Tangwangchai et al, 2000; Oey et al., 2008), color and
flavor alteration (Oey et al., 2008).
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In spite of general assume that HHP has no negative influence on sensory traits of F&V,
obviously it depends on treatment conditions as well as nature of food matrix.

Therefore, the aim of this study was to investigate the influence of HHP treatment (400
MPa/0, 3, 5 and 10 min) in NaAsc solution on the microbial stability and quality of raw fresh-
cut potato and its sensory properties before and after thermal treatment as well as stability of
the best evaluated and vacuum-packaged samples during 15 days at 6 °C.

Materials and Methods
Plant material

In this experiment potato (Solanum tuberosum L.) tubers (cv. Birgit) harvested in 2019 and
stored for one month in the dark (8 °C/RH app. 100 %) were used. Tubers originated from
Slavonia region (Croatia).

Sample preparation and HHP treatment

Undamaged healthy potatoes of uniform size were washed under tap water, peeled with sharp
hand peeled and sliced (0.4 cm) by hand slicer. Obtained slices (200 g) were packaged in
300 mL plastic jars and filled with NaAsc solution (2 %, w/v). Plastic jars were closed tightly
and then vacuum packaged (LAVEZZINI START GAS, ltaly) in polyamide/polyethylene
(PA/PE) bags with film thickness 90 um and afterwards HHP treated.

For HHP treatment Stansted Fluid Power device (Great Britain) was used. The pressure fluid
was glycerol. Potato slices were treated by 400 MPa during 3, 5 and 10 min at ambient
temperature and samples were coded as 3’-HHP, 5’-HHP and 10’-HHP, respectively. After
treatment, slices were drained in colander to reduce surface moisture and packaged in vacuum
in 90 um PA/PE bags. Slices dipped for 3 min in SA solution, drained, and vacuum packed
without HHP treatment were used as control sample (0’-HHP). After HHP and thermal
treatments sensory evaluation of raw and thermally treated slices was conducted. The HHP
treatment which gave the best sensory results was selected for further experiment. In order to
examine stability during storage whole procedure under selected conditions was repeated
followed by draining and vacuum packaging. Control samples and HHP treated samples were
stored at 6 °C/15 days. At the same day of treatment and after 8, 11 and 15 days samples were
analyzed, thermally treated and sensory evaluated.

Thermal treatment
All samples were boiled and fried. Slices were put in boiling (at 100 °C) distilled water (ratio
water: sample=5:1) for 15 min and drained (boiled samples), while frying of slices was carried

out in sunflower oil (ratio oil:sample=5:1) at initial temperature of 180 °C for 5 min (fried
samples). The surface moisture or oil of cooked slices was removed with paper towel.
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Microbiological analysis

Aerobic mesophilic bacteria count (AMB) was determined in several raw slices of each sample
(n=2) by HRN EN ISO 4833-1:2013 (I1SO 4833-1: 2013, EN ISO 4833-1:2013) method and the
results were expressed as mean values of log;o CFU/g.

Firmness analysis

The firmness of raw fresh-cut potato samples was determined using a texture analyzer by
TA.HD.plus Texture Analyser (Stable Micro Systems, UK) with 5 kg load cell and 2 mm
stainless-steel punch probe. Pre-test speed was set to 1 mm/s and test speed to 0.5 mm/s.
Firmness was determined by measuring the maximum force (N) required for probe to penetrate
into the slices. The measurements were performed on three slices of each sample with 1
puncture on each slice (n=3) and the results were expressed as mean valuezx standard error (SE).

Color analysis

The color of raw FCP slices was measured by a colorimeter (CR-5, Konica Minolta, Tokio,
Japan) equipped with D65 light source with 2° angle observer and measuring plate with 30 mm
diameter hole. CIELAB color parameters L* (lightness), a* (red/green) and b* (yellow/blue)
were recorded, but only L* values are presented. Measurements were performed on three slices
(n=3) and results were expressed as the mean value £SE.

Sensory evaluation

Sensory evaluation was performed by 5 trained panelists and according to the procedure (ISO,
1985, 2012) and previously described method by Dite Hunjek et al. (2020b), slightly modified.
Briefly, quantitative descriptive method was used with a standard five-point scale from 0 to 5.
Color of the raw and boiled FCP was evaluated as intensity of browning, where O=absent and
5=complete browning, while color of fried potato was evaluated as characteristic color
(O=absence of characteristic color to 5=complete characteristic color). Intensity of characteristic
potato taste and off-taste were evaluated by O=absent to 5=very pronounced. Firmness of raw
potatoes was tested by palpation of the slices, while firmness of thermally treated samples was
evaluated by chewing, and scored from O=very soft to 5=very firm. The sensory evaluation
included more attributes but for this results presentation only the major ones were selected.

Statistical analysis
The statistical analysis was carried out using one-way and two-way analysis of variance

(ANOVA) and marginal means were compared using Tukey’s post-hoc test. The significance

level for all tests was a<0.05. The analysis was performed using Statistica ver. 10.0 software
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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Results and Discussion
Microbiological analysis

The started AMB count in the control sample was low (Fig. 1) and much lower than reported
earlier (Estiaghi and Knor, 1993), but it was similar to data in our previous study related to
fresh-cut apples also treated with anti-browning agents (Levaj et al., 2020; Putnik et al., 2017).
The AMB reduction in 10’-HHP treated samples was 1 log;oCFU/g unlike of reported 4 log
cycles also achieved with 400 MPa but during 15 min (Estiaghi and Knor, 1993). At the same
time, it was the highest AMB reduction (50 % to 0’-HHP), while between 0’-HHP and 3’-HHP
the reduction was only 15 %, between 3’-HHP and 5’-HHP only 5 % and between 5’-HHP and
10’-HHP even 38 %. In further part of the experiment only 0’-HHP and 3’-HHP were analyzed
during storage. Although AMB was reduced by the treatment, it increased with storage time, but
much slower in 3’-HHP when compared to 0’-HHP (Fig. 1). On the 15" day AMB in 3’-HHP
was under the limit set by the Regulations although it refers to ready-to-eat fresh-cut F&V,
which fresh-cut potato does not represent considering it is ready-to-use product intended for
further thermal treatment.
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Figure 1. Microbial analysis of aerobic mesophilic bacteria (AMB) expressed as log 10

CFU/g of raw fresh-cut potatoes during 15 days storage
Influence of HHP treatment

Treatment significantly affected sensory evaluated firmness, but not firmness instrumentally
measured (Table 1) although according to numerical values treated samples were firmer (8.06 —
9.17 N) than 0’-HHP (7.32 N) (Fig 2a). Similar observation was reported by Al-Khuseibi et al.
(2005). Firmness of 0’-HHP sample was similar to already obtained results for the same potato
cultivar (Dite Hunjek et al., 2020a). HHP treatment could cause a cell disruption and incomplete
enzymes inactivation, and consequently enabled contact of pectinmethylesterase and high
methoxy-pectin what leads to its deesterification likely followed by gel-formation responsible to
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firmer texture (Oey et al., 2018). If such alteration of molecular structure has occurred, it was
not recognized sensorially. HHP treatment significantly affected lightness (Table 1) which was
measured in the range of 61.06 (3’-HHP) — 66.17 (5’-HHP), where slices treated for 5 and 10
min were brighter (Fig. 2b). Such values are slightly lower to already obtained results for the
same potato cultivar (Dite Hunjek et al., 2020a) likely due to different harvesting year. Sensory
color was monitored in terms of browning appearance, and no browning was noticed at all. Cv.
Birgit is known as very resistant to browning (European Cultivated Potato Database, 2017; Dite
Hunjek et al. 2020a; Dite Hunjek et al., 2020b). Moreover, increase of L* in HHP treated
tomato purée was also reported by Sanchez-Moreno et al. (2006). Textural alterations which
occur during HHP could influence on distribution of surface reflectance (Oey et al., 2018), what
could be the reason for brighter slices and not the pigment losses (MacDougall, 2002).

Table 1. Influence of HHP treatment on firmness (instrumental and sensory) and color (L*) of
raw fresh-cut potatoes and sensory attributes of boiled and fried fresh-cut potatoes

HHP Raw
(min) Firmness (N) L* Sensory-firmness

p=0.10 p=0.02* p=0.05*

0 7.32+0.45°% 61.75+0.95 4.740.3°
3 9.17+0.45° 61.06+0.95° 4.3+0.3"
5 8.06+0.45° 66.17+0.95" 3.3+0.3°
10 8.41%0.45° 64.53+0.95% 3.3+0.3°

Boiled - sensory

Sensory-firmness Potato taste Off-taste

p=0.97 p=0.01* p=0.05*

0 1.7+0.6 4.3+0.5° 0.7+0.6°
3 1.3+0.6° 3.0+0.5° 1.0+0.6°
5 1.3+0.6° 1.740.5® 2.0+0.6"
10 1.340.6% 1.3+0.5% 2.7+0.6°

Fried - sensory

Sensory-firmness Potato taste Off-taste

p=0.92 p=0.01* p=0.05*

0 2.7+0.8° 4.740.5° 0.3+0.3°
3 2.7+0.8° 4.3+0.5° 0.7£0.3°
5 2.3+0.8° 3.0+0.5%° 1.740.3
10 2.0+0.8° 2.0+0.5° 1.7+0.3°

HHP=high hydrostatic pressure, *Statistically significant variable at p<0.05. Results are
expressed as mean+SE. Values with different letters within column are statistically different at
p=0.05.
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Figure 2. Firmness (a) and color (b) of raw fresh-cut potatoes influenced
by HHP treatment (0, 3, 5, 10 min)

Sensory evaluation of boiled and fried HHP treated slices

Due to necessity of thermal treatment the potato prior its consummation and to obtain a
complete insight of HHP influence on potato slices, its boiling and frying was performed.
HHP significantly affected potato taste and off-taste, but not sensory evaluated firmness and
color of boiled and fried slices (Table 1). In boiled potatoes there was no browning observed
and in fried ones characteristic color was unchanged (Fig. 3). But longer HHP duration had a
negative impact on potato taste and off-taste also appeared. Such results suggest that 5 and 10
min HHP treatment induced some reactions which resulted with the loss of typical potato taste
and the appearance of off-taste in cooked potato.
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Figure 3. Sensory scores of boiled (a) and fried (b) fresh-cut potatoes influenced by HHP
treatment (0, 3, 5, 10 min)

Generally, characteristic taste of boiled or fried potatoes is the result of complex content of

different chemical compounds (Jansky, 2010, Thybo et al., 2006), and HHP treatment
obviously affected it since HHP can stimulate or slow down enzymatic and chemical reactions
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and consequently influence on taste (Oey et al. 2018). Further, Thybo et al. (2006) found that
mechanical stress can contribute to potato off-flavor. In spite of no significant influence on
firmness, 5’-HHP and 10’-HHP samples experienced certain mechanical damage during frying
(Fig. 4) and the oil spattered strongly during their frying due to possible internal tissue damage
and solution infusion (Sopanangkul et al., 2002).

Consequently, stability of untreated samples and only ones HHP treated for 3 min was
examined during storage at 6 °C (after 8, 11 and 15 days).

0'-HHP 3'-HHP 5'-HHP 10'-HHP

Figure 4. Photo of untreated and HHP-treated potato slices after frying

£

et
T

e 2
o 2

Influence of HHP treatment and storage

Storage and HHP treatment did not significantly affect sensory evaluated neither instrumentally
measured firmness (Table 2) although according to marginal means of instrumentally measured
values treated samples were firmer (9.11 N) than 0’-HHP ones (8.27 N). On Fig. 5a certain
oscillations during storage can be seen what is similar to previous results (Dite Hunjek et al.,
2020a; Dite Hunjek et al., 2020b) but without a statistical significance (Table 2).

Sensory evaluation of boiled and fried HHP treated slices during storage

Storage and HHP treatment significantly affected lightness (Table 2) which was measured in the
range of 61.06 (3’-HHP/1* day) — 69.37 (3’-HHP/15" day), where 3’-HHP slices were brighter
during storage than 0’-HHP, and during storage both of the samples became brighter (Fig. 5b).
Sensory browning was not noticed with an exception of negligible browning of some 3’-HHP
slices on 15™ storage day, what is in accordance to earlier mentioned resistance to browning of
cv. Birgit (European Cultivated Potato Database, 2017; Dite Hunjek et al., 2020a; Dite Hunjek
et al., 2020b). Storage and HHP treatment significantly affected sensory evaluated color, potato
taste and off-taste, but not firmness of boiled and fried slices (Table 2). During storage,
especially on the 15™ day in boiled samples slight browning was noticed (less in 3’-HHP) as
well as a decrease of characteristic color of fried samples (more in 3’-HHP) (Fig. 6). With
storage longer than 8 days a negative impact on potato taste of boiled samples was noticed as
well as off-taste appeared and it was more pronounced in 3’-HHP than in 0’-HHP. Similar
observations were recognized in fried samples but they were less pronounced. It was also
previously reported by Dite Hunjek et al. (2020a, 2020b) that all negative impact on taste during
storage is less noticed in fried than in boiled potatoes. Based on the sensory results, 0’-HHP was
acceptable till the 8" day and in spite of HHP treatment had a slight positive effect on less
pronounced browning of boiled slices, all other attributes were better evaluated in 0’-HHP.
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Table 2. Influence of HHP treatment and storage on firmness and color (instrumental and
sensory) of raw fresh-cut potatoes and on sensory attributes of boiled and fried fresh-cut
potatoes

Source of Raw
variation Firmness L* Sensory-  Sensory-
browning  firmness
HHP (min) p=0.06 p<0.01* p=1.0 p=0.83
0 8.27+0.29° 64.91+0.18° 0.1+0.1% 4.2+0.3%
3 9.11+0.29% 66.20+0.18° 0.1+0.1° 4.1+0.3
Storage p=0.52 p<0.01* p=0.15 p=0.39
(day)
0 8.25+0.41° 61.41+0.25° 0.0+0.1% 4.5+0.4°
8 8.59+0.41% 66.28+0.25° 0.0+0.1° 3.7+0.4°
11 9.09+0.41% 65.79+0.25"° 0.0+0.1° 3.9+0.4°
15 8.83+0.41° 68.74+0.25° 0.3+0.1% 4.4+0.4°
Boiled - sensory
Browning Sensory- Potato Off-taste
firmness taste
HHP (min) p=0.57 p=0.17 p<0.01*  p<0.01*
0 0.3+0.1% 2.0+0.2° 3.0+0.2° 0.9+0.3%
3 0.3+0.1° 2.5+0.2° 1.6+0.2% 2.3+0.3"
Storage p<0.01* p=0.10 p<0.01* p<0.01*
(day)
0 0.0+0.1% 1.5+0.3 3.7+0.3° 0.8+0.4%
8 0.2+0.1° 2.3+0.3° 2.8+0.3°  1.0+0.4
11 0.0+0.1° 2.7+0.3° 2.240.3"  1.5+0.4°
15 1.0+0.1° 2.7+0.3 0.5+0.3*  3.2+0.4°
Fried
Characteristic Sensory- Potato Off-taste
color firmness taste
HHP (min) p<0.01* p=0.17 p<0.01*  p<0.01*
0 4.8+0.1° 2.7+0.4 46+0.1°  0.3x0.2°
3 4.3+0.1° 3.4+0.4° 3.840.1*  1.3+0.2°
Storage p<0.01* p=0.30 p<0.01* p=0.05*
(day)
0 5.0+0.1° 2.7+0.5° 4.5+0.2° 0.5+0.3%
8 5.0£0.1° 2.5+0.5% 4.8+0.2°  0.3+0.3°
11 4.3+0.1° 3.8+0.5% 4.3+0.2°  0.8+0.3°
15 3.7+0.1% 3.2+0.5° 3.2+0.2% 1.5+0.3°

HHP=high hydrostatic pressure; *Statistically significant variable at p<0.05. Results are
expressed as mean+SE. Values with different letters within column are statistically
different at p<0.05.

112



|nternat|onal conference

HKE PTE. gocrens 1.8 RUZICKA DAYS
mubsimins 5 WIS piropean Chemica Soce TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
o September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

(a) (b)

12 100.00 5
10 5 . 80.00 4§
z 8 4 E 6000 o= 3 £
6 308 £ 40.00 2 &
=h S ~ 20,00 1 &
2 1 2 . _o =
= 0.00 _ W 2

0 0 0 g 11 15 Day

0 8 11 15 Dy :
I'-HHP - instmmental ('-HHP - sensory == -HHP - instrumental —o— 3 -HHP - sensory

Figure 5. Texture (a) and color (b) of raw fresh-cut potatoes influenced by HHP treatment [0
(0’-HHP) and 3 min (3’HHP) treated] and storage time (0, 8, 11, and 15 days)
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Figure 6. Sensory scores of boiled and fried fresh-cut potatoes influenced by HHP treatment
[0 (0’-HHP) and 3 min (3’HHP) treated] and storage time (0, 8, 11, and 15 days)

Conclusions
Regarding sensory properties, only 0’-HHP samples were acceptable till the 8" day of
storage. In spite of the excellent results for aerobic mesophilic bacteria count in HHP treated

samples (400 MPa/3 min) in sodium ascorbate solution, such treated potato slices showed
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poor sensory properties. Moreover, to avoid water diffusion into the potato tissue which
disables frying, for the fresh-cut potato intended for frying, treatments without immersing
slices in liquid media during HHP should be investigated.

References

Alexandre E. M. C., Rodrigues I. M., Saraiva J. A. (2015): Influence of thermal and pressure
treatments on inhibition of potato tubers sprouting, Czech J. Food Sci. 33 (6), 524-530.

Al-Khuseibi, M. K., Sablani, S. S., Perera, C. O. (2005): Comparison of water blanching and
high hydrostatic pressure effects on drying kinetics and quality of potato, Dry. Technol. 23
(12), 2449-2461.

Al-Khusaibi, M. K., Niranjan, K. (2012): The impact of blanching and high-pressure
pretreatments on oil uptake of fried potato slices, Food Bioprocess Tech. 5 (6), 2392-2400.

Argyri, A. A, Tassou, C. C., Samaras, F., Mallidis, C., Chorianopoulos, N. (2014): Effect of
high hydrostatic pressure processing on microbiological shelf-life and quality of fruits
pretreated with ascorbic acid or SnCl,, Biomed Res Int. 2014 819209.

Basak, S., Ramaswamy, H. S. (1998): Effect of high pressure processing on the texture of
selected fruits and vegetables, J. Texture Stud. 29 (5), 587-601.

Dite Hunjek, D., Repaji¢, M., Séetar, M., Karlovié, S., Vah¢i¢, N., Jezek, D., Galié, K., Levaj,
B. (2020a): Effect of anti-browning agents and package atmosphere on the quality and
sensory of fresh-cut Birgit and Lady Claire potato during storage at different temperatures,
J. Food Process. Preserv. 44 (4), e14391.

Dite Hunjek, D., Pranji¢, T., Repaji¢, M., Levaj, B. (2020b): Fresh-cut potato quality and
sensory: Effect of cultivar, age, processing, and cooking during storage. J. Food Sci. 85
(8), 2296-2309.

Dourado, C., Pinto, C., Barba, F. J., Lorenzo, J. M., Delgadillo, I., Saraiva, J. A. (2019):
Innovative non-thermal technologies affecting potato tuber and fried potato quality, Trends
Food Sci. Tech. 88, 274-289.

Eshtiaghi, M. N., Knorr, D. (1993): Potato cubes response to water blanching and high
hydrostatic pressure, J. Food Sci. 58 (6), 1371-1374.

European Cultivated Potato Database. (2017): URL: https ://www.europotato.org/

Farr, D. (1990): High-pressure technology in food industry, Trends Food Sci. Tech. 1, 14-16.

Gomes, M. R. A., Ledward, D. A. (1996): Effect of high pressure treatment on the activity of
some polyphenoloxidases, Food Chem. 56 (1), 1-5.

HRN EN 1SO 4833-1:2013: Microbiology of the food chain — Horizontal method for the
enumeration of microorganisms — Part 1. Colony count at 30 °C by the pour plate
technique

International Organization for Standardization (ISO). (2012): ISO 8586: Sensory analysis —
General guidelines for the selection, training and monitoring of selected assessors and
expert sensory assessors. Geneva, Switzerland: Author.

Jansky, S. H. (2010): Potato flavor, American Potato J. 87 (2), 209-217.

Ministry of Agriculture, Fisheries and Rural Development of the Republic of Croatia. (2011).
Guide for microbiological criteria for food (the third edition).

Krebbers, B., Matser, A. M., Koets, M., Van den Berg, R. W. (2002): Quality and storage-
stability of high-pressure preserved green beans, J. Food Eng. 54 (1), 27-33.

114



international conference

H'XKi PTF &Euchems e 1 8 R UZICKA DAYS
European Chesmical Saciety | TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
) September 16-18, 2020 | Vukavar. Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGUA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

Kuldiloke, J., Eshtiaghi, M. N. (2008): Impact of high hydrostatic pressure pretreatments on
quality indicators of potato chips and french fries.18" National Congress on Food
Technology, Iran 15 — 16 October 2008, pp.1-11.

Lamikanra, O. (Ed.). (2002): Fresh-cut fruits and vegetables: science, technology, and market,
Boca Raton: Crc Press, pp. Preface.

Larson, W. P., Hartzell, T. B., Diehl, H. S. (1918): The effect of high pressures on bacteria, J.
Infect. Dis. 271-279.

Levaj, B., Matijevi¢, B., Zori¢, Z., Dragovi¢-Uzelac, V., Bursa¢ Kovacevi¢, D., Loncarié, S.,
Pedisi¢, S., Elez Garofuli¢, 1., Mrv¢ié, J., Cosié, Z., Repaji¢, M. (2020): The perspectives
of fresh-cut fruits and vegetables on the Zagreb market, Glasnik zastite bilja. 43 (4), 76-85.

MacDougall, D. B. (2002): Colour measurement of food: principles and practice. In Colour in
food, improving quality, MacDougall D. B. (ed.), Cambridge, UK: Woodhead Publishing
Limited, (pp. 33e63).

Mclnerney, J. K., Seccafien, C. A., Stewart, C. M., Bird, A. R. (2007): Effects of high
pressure processing on antioxidant activity, and total carotenoid content and availability, in
vegetables, Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 8 (4), 543-548.

Oey, 1., Lille, M., Van Loey, A., Hendrickx, M. (2008): Effect of high-pressure processing on
colour, texture and flavour of fruit-and vegetable-based food products: a review, Trends
Food Sci. Tech. 19 (6), 320-328.

Putnik, P., Bursa¢ Kovacevi¢, D., Herceg, K., Levaj, B. (2017): Influence of respiration on
predictive microbial growth of Aerobic mesophilic bacteria and Enterobacteriaceae in
fresh-cut apples packaged under modified atmosphere, J. Food Saf. 37 (1), 12284,

Rastogi, N. K., Raghavarao, K. S. M. S., Balasubramaniam, V. M., Niranjan, K., Knorr, D.
(2007): Opportunities and challenges in high pressure processing of foods, Crit. Rev. Food.
Sci. Nutr. 47 (1), 69-112.

Rendueles, E., Omer, M. K., Alvseike, O., Alonso-Calleja, C., Capita, R., Prieto, M. (2011):
Microbiological food safety assessment of high hydrostatic pressure processing: A review,
LWT-Food Sci. Technol. 44 (5), 1251-1260.

Roldan-Marin, E., Sdnchez-Moreno, C., Lloria, R., de Ancos, B., Cano, M. P. (2009): Onion
high-pressure processing: Flavonol content and antioxidant activity, LWT-Food Sci.
Technol. 42 (4), 835-841.

Sanchez-Moreno, C., Plaza, L., De Ancos, B., Cano, M. P. (2006): Impact of high-pressure
and traditional thermal processing of tomato purée on carotenoids, vitamin C and
antioxidant activity, J. Sci. Food Agric. 86 (2), 171-179.

Saraiva, J. A., Rodrigues, I. M. (2011): Inhibition of potato tuber sprouting by pressure
treatments, Int. J. Food Sci. Technol. 46 (1), 61-66.

Sopanangkul, A., Ledward, D. A., Niranjan, K. (2002): Mass transfer during sucrose infusion
into potatoes under high pressure, J. Food Sci. 67 (6), 2217-2220.

Tangwongchai, R., Ledward, D. A., Ames, J. M. (2000): Effect of high-pressure treatment on
the texture of cherry tomato, J. Agric. Food Chem. 48 (5), 1434-1441.

Thybo, A. K., Christiansen, J., Kaack, K., Petersen, M. A. (2006): Effect of cultivars, wound
healing and storage on sensory quality and chemical components in pre-peeled potatoes.,
LWT-Food Sci. Technol. 39 (2), 166-176.

Wolbang, C. M., Fitos, J. L., & Treeby, M. T. (2008). The effect of high pressure processing
on nutritional value and quality attributes of Cucumis melo L. Innov. Food Sci. Emerg.
Technol. 9 (2), 196-200.

115




international conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTF & Euchems
M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurcpean Cherical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

Utjecaj termina berbe i kvasaca na fizikalna, kemijska i senzorska
svojstva vina GraSevina

Valentina Obradovi¢, Josip Mesi¢, Maja Ergovi¢ Ravanci¢, Brankica Svitlica,
Helena Marceti¢, Svjetlana Skrabal*

Veleuciliste u Pozegi, Poljoprivredni odjel, Vukovarska 17, HR - 34 000 Pozega
*Dopisni autor: sskrabal@vup.hr

Sazetak

GrasSevina je najznacajnija vinska sorta u Republici Hrvatskoj, a Vinogorje Kutjevo je medu
najpoznatijim vinogorjima u kontinentalnoj Hrvatskoj, idealno za razvoj maksimalnih sortnih
potencijala. Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj razliCitih vrsta kvasaca i termina berbe na
fizikalno-kemijska i senzorska svojstva vina GraSevina. Grozde je uzgojeno u Vinogorju
Kutjevo, na polozaju Podgorje 2019. godine. Za proces fermentacije koriStene su tri vrste
komercijalnih kvasaca (Siha 9, Uvaferm CEG, Anchor vin 13), te autohtoni kvasac, a berba je
provedena u dva termina, pocetkom rujna i pocetkom listopada 2019. godine. U uzorcima je
odreden udio alkohola, ukupne kiseline, ukupni ekstrakt i ekstrakt bez Secera, reducirajuci
Seceri, pH, vinska i jabucna kiselina, antioksidativna aktivnost DPPH metodom, te gustoca
boje. Senzorsko ocjenjivanje vina proveo je panel profesionalnih ocjenjiva¢a metodom 100
bodova. Autohtoni kvasci nisu uspjesno zavrsili fermentaciju u svrhu dobivanja suhog vina,
osobito u kasnijem terminu berbe, te je takav stil poluslatkog vina ujedno i loSije senzorski
ocijenjen. Najbolje ocijenjeno vino je vino iz kasnijeg termina berbe, uz upotrebu kvasca Siha
9, aisti kvasac je i u prvom terminu berbe pokazao bolji rezultat senzorskog ocjenjivanja od
ostalih. Kasniji termin berbe rezultirao je ve¢im udjelom Secera u grozdu i posljedi¢no vec¢im
sadrzajem alkohola u suhim vinima, manjim vrijednostima ukupne kiselosti 1 jabucne kiseline,
dok nema znacajnije razlike u antioksidativnoj aktivnosti. S druge strane, vina dobivena
fermentacijom pomocu autohtonih kvasaca su pokazala neSto vecu antioksidativnu aktivnost
od vina dobivenih pomoc¢u komercijalnih kvasaca.

Kljucne rijeci: GraSevina, Kutjevo, kvasci, termin berbe
Uvod

GraSevina je najraSirenija vinska sorta u vinogradarskoj regiji Kontinentalna Hrvatska
(Tupaji¢, 2001). Izvan Hrvatske poznata je 1 pod drugim imenima poput Talijanski rizling
(Rumunjska), Olasz Rizling (Madarska), Laski Rizling (Slovenija i Srbija), Welschriesling
(Austrija, Njemacka i Svicarska) (Robinson i sur., 2012). Miroevi¢ i sur. (2011) opisuju
Grasevinu kao vino zelenkasto Zute do zute boje. Vo¢no cvjetna aroma je srednje izrazena do
izraZzena u kombinaciji sa Zivom svjezinom. Razvoj poZeljnih aroma koje potjecu od acetatnih
estera viSih alkohola i etil estera masnih kiselina, uglavnom se dogada tijekom alkoholnog
vrenja. Naime, kvasceve gljivice tijekom fermentacije, osim osnovnih produkata, proizvode i
velik broj sekundarnih spojeva. RazliCite vrste i sojevi kvasaca mogu znatno utjecati na
kemijski sastav i kakvo¢u vina (Ribereau-Gayon i sur., 2007). lako je osnovna vrsta kvasca
koja provodi fermentaciju mosta Saccharomyces cerevisiae, postoji veliki broj sojeva koji
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imaju razlic¢ita tehnoloska svojstva i u konac¢nici odreduju aromatski karakter vina (Robinson 1
sur., 2012). Danas proizvodaci vina imaju na izbor stotine starter kultura kvasca S. cerevisiae
koji su izabrani zbog razlicitih karakteristika ukljuujué¢i njihovu sposobnost zavrSetka
alkoholne fermentacije u enoloskim uvjetima, niskih koncentracija nepozeljnih aromatskih
spojeva i pozeljnog utjecaja na aromatski profil. Sve veéa potraznja za vinima specifiénih
karakteristika dovela je da istrazivanja novih vrsta kvasaca u vinarstvu (Masneuf-Pomarede i
sur., 2016). S druge strane, mnogi proizvodaci vina i dalje koriste autohtone kvasce koji su
naj¢eS¢e mijesana kultura razli¢itih kvasaca. Moreira i sur. (2005) navode kako su brojni
eksperimenti potvrdili znacajnu razliku u kemijskom sastavu vina dobivenih pomocu
mijesane kulture kvasaca u odnosu na Ciste kulture. Medutim, upotreba autohtone kulture
kvasaca zbog Cesto prisutnih apiculata kvasaca nosi odredeni rizik zbog mogucéeg stvaranja
etil acetata i octene kiseline.

Cilj ovog rada je usporediti fizikalno-kemijska i senzorska svojstva vina GraSevina (vinogorje
Kutjevo, lokacija Podgorje) dobivenih pomocu razlicitih sojeva kvasaca, u dva termin berbe.
Fermentacija je provedena pomocu tri komercijalne vrste kvasaca (hibrida S. cerevisiae i S.
bayanus), te pomoc¢u autohtone mikroflore.

Materijali i metode
Materijali

Istrazivanje je provedeno u vinogradima i vinskom podrumu VeleuciliSta u Pozegi. Grozde
kultivara GraSevina (Vitis vinifera L.) koriSteno za eksperiment uzgojeno je u vinogradu koje
pripada vinogradarskoj regiji Istocna kontinentalna Hrvatska, podregiji Slavonija, vinogorju
Kutjevo, lokaciji Podgorje, na juznim obroncima Papuka na nadmorskoj visini 250 m. Berba
je provedena ru¢no u dva rzli¢ita termina: 5. rujna 2019. 1 1. listopada 2019.

Nakon primarne prerade grozda (muljanja, runjenja, preSanja) i taloZenja od 24 sata, bistri
most je nacijepljen sa starter kulturama kvasaca:

- SIHA Active Yeast 9 — Saccharomyces bayanus izoliran u Hrvatskoj (proizvodac
Eaton)

- UVAFERM CEG - Saccharomyces cerevisiae selekcioniran u institutu za
vinogradarstvo i vinarstvo Geisenheim, soj “Epernay-Champagne” (proizvodac
Lallemand)

- ANCHOR VIN 13 - Saccharomyces cerevisiae projekt hibridizacije u Zavodu za
mikrobiologiju i Institutu za vinarsku biotehnologiju u Stellenboschu, Juzna Afrika
(proizvodac Anchor Oenology).

Cetvrta varijacija pokusa je fermentacija pomocéu autohtone mikroflore. Svaka varijacija je
provedena u tri ponavljanja u tankovima od 100 L, od nehrdajuceg Celika, s moguénoscu
kontroliranja temperature fermentacije. Temperature fermentacije su bile 15 — 18 °C, ovisno o
optimalnoj temperaturi za pojedini kvasac propisanoj od strane proizvodaca. Kemijska analiza
1 senzorno ocjenjivanje provedeni su na bistrom vinu, cuvanom u tankovima od nehrdajuceg
Celika 6 mjeseci nakon berbe.
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Odredivanje alkohola i ukupnog suhog ekstrakta

Alkohol 1 ukupni suhi ekstrakt su odredeni destilacijom pomocu uredaja SuperDee
proizvodaca Gibertini, te je destilatu odredena specificna gusto¢a pomocu hidrostatske vage
SuperAlcomat tvrtke Gibertini, prema uputama proizvodaca, sukladno OIV smjernicama.

Odredivanje reducirajucih Secera, pH, ukupne kiselosti

Reduciraju¢i seceri, pH 1 ukupna kiselost odredeni su prema sluzbenim OIV metodama (OIV,
2020).

Odredivanje ukupnih polifenola, jabucne i vinske kiseline

Odredivanje ukupnih polifenola, te jabucne 1 vinske kiseline provedeno je na
multiparametarskom analizatoru Wineflow tvrtke Gibertini kolorimetrijskim enzimatskim
reakcijama, prema sluzbenoj metodi proizvodaca instrumenta.

Mjerenje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

U kivetu Sirine 1 cm otpipetira se 2 mL DPPH otopine 1 izmjeri se poCetna apsorbancija
otopine radikala (Ao). U kivetu se potom doda 50 pL vina ili soka tj. antioksidansa, smjesa se
dobro promijesa i prati se promjena apsorbancija otopine tijekom pola sata pri valnoj duljini
od 517 nm.

Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunati prema jednadzbi 1:

% inhibicije = [(Ac-A)/Ao] X 100 (1)

A, - apsorbancija otopine DPPH radikala kod vremenat = 0 min
A: - apsorbancija reakcione smjese kod vremena T = X min (Obradovi¢ i sur., 2016).

Odredivanje gustoce boje

Gustoca boje odredena je pomocu uredaja Color & Phenols ISM for wine analysis HI 83742
(Obradovi¢ i sur., 2016).

Organolepticko ocjenjivanje vina
Senzorno ocjenjivanje provedeno je metodom 100 bodova prema vazeem Pravilniku za

organoleptiCko (senzorno) ocjenjivanje vina i voénih vina (NN 106/04, 137/12, 142/13,
48/14). Ocjenjivanje je proveo panel profesionalnih ocjenjivaca.
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Rezultati i rasprava

U tablici 1 prikazani su dobiveni rezultati karakterizacije vina (udio alkohola, Secera i
ekstrakta) za razli¢ite termine berbe i primjene razlicitih vrsta kvasaca.

Tablica 1. Udio alkohola, Secera i ekstrakta u uzorcima vina (rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost tri ponavljanja + standardna devijacija)
Table 1. Alcohol strength, reducing sugar and extract in wine samples (results were expressed
as the mean of three repetitions + standard deviation)

Uzorak Kvasac Termin Alkohol Ukupni  Reduciraju¢i Ekstrakt
berbe (vol %) suhi Seéeri bez Secera
ekstrakt (g/L) (g/L)
(9/L)
1 Siha 9 5.9.2019. 13,03+0,07 19,70+0,22  2,59+0,28  17,28+0,26
2 Uvaferm  5.9.2019. 12,97+0,03 18,43+0,68  1,86+0,23  16,57+0,47
CEG
3 Anchor  5.9.2019. 13,00+0,10 19,53+1,65 1,67+0,41  17,86+0,60
VIN 13
4 Autohtoni  5.9.2019. 12,26+0,45 28,27+1,57 12,17+0,33  16,09+0,28
5 Siha9  1.10.2019. 15,46+0,29 24,16+1,44 7,62+0,20  16,53%0,32
6 Uvaferm 1.10.2019. 15,18+0,21 31,03+1,28 13,46+0,94 17,57+0,42
CEG
7 Anchor  1.10.2019. 15,72+0,20 19,28+0,65 2,44+0,36  16,84+0,66
VIN 13
8 Autohtoni 1.10.2019. 13,13+0,19 64,31+3,46 24,38+0,50 39,93+2,97

Iako MiroSevi¢ 1 sur. (2011) navode kako je tipi¢an sadrzaj alkohola u vinu GraSevina 11,5 —
12,5 vol %, ve¢ u ranijem terminu berbe (5. rujna) sadrzaj alkohola je oko 13 vol % (osim u
uzorku 4, koji ima veci sadrzaj neprevrelog Secera). To je u skladu s tvrdnjom Canonica i sur.
(2016) kako je generalno sadrzaj alkohola u vinima porastao tijekom posljednja dva desteljeca
zbog klimatskih promjena. Dodatnoj akumulaciji Secera u grozdu koriStenom u ovom
eksperimentu pogoduje i pozicija vinograda na juznim obroncima planine Papuk sa
izlozenos¢u suncu kroz veci dio dana. Kao §to se moze vidjeti u Tablici 1. kasniji termin berbe
rezultirao je ve¢im udjelom alkohola u vinima §to je rezultat 1 ve€eg sadrzaja Se¢era u mostu.
Medutim, autohtona mikroflora kvasaca u oba termina berbe nije provela fermentaciju Secera
do kraja kako bi se dobila suha vina. U ranijem terminu berbe (uzorak 4) koli¢ina
reducirajucih Secera je 12,17 g/L §to je na granici izmedu polusuhog i poluslatkog vina, a u
kasnijem terminu berbe (uzorak 8) cak 24 g/L. Takoder treba istaknuti kako je tijek
fermentacije pomocu autohtonih kvasaca bio izuzetno spor osobito u kasnijem terminu berbe,
te je fermentacija uzorka broj 8 trajala ¢ak 2 mjeseca, za razliku od ostalih uzoraka gdje je
fermentacija zavrsila za 20 dana. Tako dugim stajanjem vina na talogu kvasaca doslo je i do
djelomicne autolize stanica kvasca Sto se oCitovalo kao znatno veci udio ekstrakta bez Secera
u uzorku 8 od svih ostalih uzoraka. Organske kiseline u vinu imaju veliku vaznost: kao prvo
obuhvacaju jednu od najbitnijih okusnih grupa a to je kiselost. Medutim, osim ovog osnovnog
svojstva, pojedine kiseline imaju i vlastite karakteristicne okuse.
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Npr. limunska kiselina ima svjezi okus razli¢it od jabu¢ne kiseline. lako su osnovni
biokemijski putevi pomocu kojih kvasci metaboliziraju organske kiseline poznati, sami
kontrolni sustavi se razlikuju izmedu pojedinih sojeva kvasaca (Whiting, 1976). Kao §to se
moze vidjeti u Tablici 2. raniji termin berbe ocekivano je rezultirao nesto viSom ukupnom
kiselos¢u (5,86 — 6,01 g/L), od kasnijeg termina berbe (5,20 — 5,35 g/L), osim u slucaju
autohtone mikroflore. Sukladno tome i1 udio vinske kiseline je ve¢i u vinima ranijeg termina
berbe (2,29 — 2,35 g/L) od kasnijeg termina berbe (1,49 — 1,90 g/L). Slican rezultat je i u
slucaju jabucne kiseline, medutim vina s autohtonom mikroflorom u ranijem terminu berbe
imaju nizu ukupnu kiselost kao 1 jabuc¢nu kiselinu od vina dobivenih pomoc¢u komercijalnih
starter kultura kvasaca u istom terminu berbe.

Tablica 2. pH, ukupna kiselost, jabu¢na i vinska kiselina u uzorcima vina (rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost tri ponavljanja + standardna devijacija)

Table 2. pH, total acidity, tartaric and mallic acid in wine samples (results were expressed as
the mean of three repetitions + standard deviation)

Uzorak Kvasac Termin pH Ukupna  Vinska  Jabuc¢na

berbe kiselost  kiselina  Kkiselina

(g/L) (9/L) (g/L)

1 Siha 9 5.9.2019. 3,18+0,02 6,01+0,06 2,33+0,02 1,71+0,11

2 Uvaferm  5.9.2019. 3,16+0,03 6,04+0,19 2,29+0,05 2,04+0,00
CEG

3 Anchor  5.9.2019. 3,12+0,03 5,86+0,16 2,33+0,09 1,88+0,23
VIN 13

4 Autohtoni  5.9.2019. 3,23+0,02 5,28+0,29 2,35+0,06 0,57+0,20

5 Siha9  1.10.2019. 3,47+0,05 5,20+0,33 1,56+0,07 0,75+0,14

6 Uvaferm 1.10.2019. 3,40+0,01 5,49+0,23 1,58+0,02 1,59+0,12
CEG

7 Anchor  1.10.2019. 3,39+0,02 5,35+0,18 1,49+0,01 1,50+0,14
VIN 13

8 Autohtoni  1.10.2019. 3,34+0,01 5,84+0,09 1,90+0,03 1,41+0,12

Fenolni spojevi u vinu pripadaju dvjema glavni skupinama: ne - flavonoidima

(hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati, stilbeni i fenolni alkoholi), te
flavonoidima (antocijani, monomeri i polimeri flavan — 3 — ola, flavonoli dihdroflavonoli)
(Castillo-Sanchez i sur.., 2008). Fenoli vina se smatraju uspjeSnima u inhibiciji reaktivnih
molekula kisika, inhibiciji oksidacije uljnih faza, te inhibiciji oksidacije ljudskih LDL
proteina (Roussis i sur.,, 2008). Brojna istrazivanja su pokazala kako enoloski postupci
tijekom proizvodnje vina snazno utjeCu na fenolni sastav kako crnih, tako i bijelih vina
(Baiano i sur., 2009; Hernanz i sur., 2007; Hernanz i sur., 2009). Udio polifenola u uzorcima
vina prikazan je u tablici 3, te se kre¢e od 254 mg/L do 365 mg/L, Sto je u skladu s rezultatima
za bijela vina prikazanima u drugim radovima (Roussis i sur., 2008; Khallithraka, 2009).
Termin berbe nije utjecao na udio polifenola, no uzorak broj 8 ima znatno ve¢i udio od svih
ostalih uzoraka, Sto se odrazilo i na gusto¢u boje, $to je posljedica ve¢ spomenute spore i
dugotrajne fermentacije. Antioksidativna aktivnost uzoraka nije u korelaciji s udjelom
polifenola.
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Naime, poznato je da su polifenoli najvazniji i napoznatiji antioksidansi u vinima, ali osim
njih prisutne su i druge molekule s antioksidativnim svojstvima kao $to su karotenoidi i
produkti Maillardovih reakcija (Moreno i sur., 2007). Korelacija izmedu udjela polifenola i
antioksidativne aktivnosti takoder ovisi 1 o metodi koja se koristi za odredivanje
antioksidativne aktivnosti. DPPH metoda je stekla veliku popularnost zbog svoje
jednostavnosti i brzine i bazirana je na aktivnosti uklanjanja slobodnih radikala. LoSu
korelaciju izmedu ovih parametara pokazali su i Baiano i sur. (2009). Takoder su zakljucili da
antioksidativna aktivnost ne ovisi samo o koncentraciji fenolnih spojeva, nego i o specifi¢noj
kemijskoj strukturi svakog spoja. Dobru korelaciju izmedu navedenih parametara u crnim
vinima pokazali su Bulyiiktuncel i sur. (2014), te Piljac-Zegarac i sur. (2007), dok je u bijelim
vinima korelacija bila slaba (Piljac-Zegarac i sur., 2007).

Tablica 3. Ukupni polifenoli, antioksidativna aktivnost DPPH metodom i gustoca boje u
uzorcima vina (rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri ponavljanja + standardna
devijacija)

Table 3. Total poliphenols, antioxidant activity py DPPH method and colour density in wine
samples (results were expressed as the mean of three repetitions + standard deviation)

Uzorak Kvasac Termin Ukupni % Gustoca
berbe polifenoli inhibicije boje
(mg/L) DPPH
radikala
1 Siha 9 5.9.2019. 292,90+10,82 46,19+1,12 0,09+0,003
2 Uvaferm  5.9.2019. 301,47+7,09 49,94+1,41 0,07+0,004
CEG
3 Anchor  5.9.2019. 290,10+6,91 45,45+1,52 0,08+0,006
VIN 13
4 Autohtoni  5.9.2019. 291,27+4,30 49,96+1,48 0,09+0,004
5 Siha9  1.10.2019. 275,53+6,41 43,23+1,15 0,12+0,007
6 Uvaferm 1.10.2019. 287,97+8,30 44,72+0,29 0,11+0,007
CEG
7 Anchor  1.10.2019. 254,70+3,36 47,26+0,54 0,12+0,002
VIN 13
8 Autohtoni 1.10.2019. 365,50+11,87 48,91+2,40 0,17+0,005

U Tablici 4. Prikazani su izabrani najvazniji parametri organoleptickog ocjenjivanja uzoraka
vina. Intenzitet mirisa je ocjenjen najvisim ocjenama u vinima proizvedenima pomocu kvasca
Siha 9, u oba termina berbe. Isti uzorci su dobili najviSe ocjene i za kvalitetu okusa, s tim da
je jednaku ocjenu dobilo i vino proizvedeno pomocu kvasca Anchor VIN 13, ali samo u
kasnijem terminu berbe. Uzorci kasnijeg termina berbe su dobili neSto bolju ocjenu za opci
dojam (osim kvasca Uvaferm CEG) od ranijeg termina berbe, gdje se istaknulo jedino vino
dobiveno pomocu kvasca Siha 9. Najveci ukupan broj bodova 87/100 dobio je uzorak vina
broj 5 (kasniji termin berbe, kvasac Siha 9), a slijede ga uzorci 1 (raniji termin berbe, kvasac
Siha 9) i 7 (kasniji termin berbe, kvasac Anchor vin 13) s 85 bodova. Kvasac Siha 9 pokazao
se kao vrlo uspjesan u razvoju optimalnih aromatskih karakteristika vina GraSevina.

121




international conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTF & Euchems
M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurcpean Cherical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

Upotreba autohtonih kvasaca rezultirala je sporijom fermentacijom, i poluslatkim vinom koje
se nije pokazalo kao poZeljan tip vina pri organoleptickom ocjenjivanju.

Tablica 4. Rezultati organolepti¢kog ocjenjivanja uzoraka vina
Table 4. Results of the organoleptic evaluation of wine samples

Uzorak Kvasac Termin  Intenzitet Kvaliteta Opéi Ukupno

berbe mirisa okusa dojam
1 Siha 9 5.9.2019. 7 19 10 85
2 Uvaferm  5.9.2019. 6 16 9 81
CEG
3 Anchor  5.9.20109. 6 16 9 78
VIN 13
4 Autohtoni  5.9.2019. 5 16 9 75
5 Siha9  1.10.20109. 7 19 10 87
6 Uvaferm 1.10.2019. 6 16 9 76
CEG
7 Anchor  1.10.2019. 6 19 10 85
VIN 13
8 Autohtoni  1.10.2019. 6 16 10 81
Zakljucci

Autohtoni kvasci, za razliku od komercijalnih kultura, nisu uspjesSno fermentirali sav Secer u
oba termina berbe, te su dobivena vina s nesSto nizim sadrzajem alkohola i ve¢im udjelom
reduciraju¢ih Secera. Premda je uzorak dobiven pomocu autohtonih kvasaca u kasnijem
terminu berbe imao ve¢i udio ekstrakta bez Secera, te polifenola, to nije prepoznato kao
pozeljno tijekom organoleptickog ocjenjivanja vina. Najbolje organolepti¢ki ocijenjeno vino
je vino iz kasnijeg termina berbe, uz upotrebu kvasca Siha 9 (Saccharomyces bayanus), a isti
kvasac je i u prvom terminu berbe pokazao bolji rezultat senzorskog ocjenjivanja od ostalih.
Termin berbe, kao ni tip kvasca nisu imali utjecaj na antioksdativnu aktivnost uzoraka.
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Influence of harvest date and yeast strains on physical, chemical and
organoleptic properties of GraSevina wine
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GraSevina is the most important wine variety in the Republic of Croatia, and the Kutjevo
vineyards are among the most famous vineyards in continental Croatia, ideal for the
development of maximum varietal potential. The aim of this paper is to determine the
influence of different types of yeasts and harvest dates on the physico-chemical and sensory
properties of GraSevina wine. The grapes were grown in Vinogorje Kutjevo, at the position of
Podgorje in 2019. Three types of commercial yeasts (Siha 9, Uvaferm CEG, Anchor vin 13)
and autochthonous yeast were used for the fermentation process, and the harvest was carried
out in two terms, in early September and early October 2019. The content of alcohol, total
acid, total extract and sugar - free extract, reducing sugars, pH, tartaric and malic acid,
antioxidant activity by DPPH method, and color density were determined in the samples.
Sensory evaluation of wine was conducted by a panel of professional evaluators using the
100-point method. Indigenous yeasts have not successfully completed fermentation for the
purpose of obtaining dry wine, especially at a later harvest date, and this style of semi-sweet
wine is also less sensory evaluated. The best rated wine is the wine from the later harvest
period, with the use of yeast Siha 9, and the same yeast showed a better result of sensory
evaluation in the first harvest period than the others. The later harvest term resulted in a
higher sugar content in the grapes and consequently a higher alcohol content in dry wines,
lower values of total acidity and malic acid, while there was no significant difference in
antioxidant activity. On the other hand, wines obtained by fermentation using indigenous
yeasts showed slightly higher antioxidant activity than wines obtained using commercial
yeasts.

Keywords: GraSevina, Kutjevo, yeasts, harvest date
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Influence of conventional and innovative extraction techniques on bioactive
properties of ground ivy (Glechoma hederacea L.)
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Summary

Ground ivy (Glechoma hederacea L.) is a perennial plant commonly grown in Europe, Asia
and America and used for generations in folk medicine. The aim of this study was to
investigate the bioactive potential of Glechoma hederacea L. extracts prepared by
conventional (infusion, decoction and maceration) and innovative (high hydrostatic pressure
extraction, ultrasound assisted extraction and subcritical water extraction) techniques of
extraction. The obtained water extracts were evaluated spectrophotometrically for total
phenols and hydroxycinnamic acid derivatives, as well as antioxidant capacity (DPPH and
ABTS assays). Individual phenolic compounds were determined using HPLC-DAD. The
extract prepared by decoction (100 °C, 20 min) resulted in the highest total phenolic content
(37.39 mg GAE/g dmb), antioxidant capacity (162.53 and 177.24 mmol Trolox/g dmb) and
content of hydroxycinnamic acid derivatives (15.90 mg caffeic acid/g dmb), with rosmarinic
acid as predominant (2.00 mg/g dmb). Generally, conventional techniques of extraction
resulted in a higher extraction efficiency than innovative ones.

Keywords: Glechoma hederacea L., ground ivy, innovative extraction techniques, phenolic
acids

Introduction

People looked for medicines in nature since ancient times and evidence of the use of
medicinal herbs dates back even 5000 years ago (Petrovska, 2012). Even today it is estimated
that approximately 80 % of the global population still relies on the use of herbal medicine as
primary health care (WHO, 2019). Therefore, natural products and/or structures still have a
significant role in the discovery of different drugs (Newman et al., 2012).

Ground ivy (Glechoma hederacea L.) is a perennial herb common to temperate Asia, Europe
and America where it can be found in shady places, dry ditches, waste grounds and on the
sides of moist meadows. Although ground ivy has been used for generations in folk medicine
for its cardiotonic, astringent, diuretic, pectoral, stimulant and tonic properties (Kumarasamy
et al., 2002), its chemical and bioactive content is still not well investigated. The beneficial
effect of medicinal herbs arises from their bioactive composition. Nowadays, many innovative
extraction techniques, such as enzyme-, ultrasound- and microwave-assisted extraction,
pulsed electric field extraction, subcritical water extraction, etc., have been implemented in
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order to eliminate the degradative effect of conventional techniques, namely the high
temperature, on polyphenols’ stability during extraction (Azmir et al., 2013). Ultrasound-
assisted extraction has been investigated for many years and has found industrial application
in the form of ultrasonic reactors for the extraction and preparation of tinctures from different
herbs (Vinatoru et al., 2017). Subcritical water extraction is based on improving the physical
and chemical properties of water as a solvent by combining high pressures and temperatures
above the boiling point to maintaining water in liquid state (Zakaria and Kamal, 2016). High
hydrostatic pressure extraction utilizes high fluid pressure at room temperature, between 100
and 1000 MPa, which leads to the disruption of the sample at the cellular level resulting in the
fast permeation of solvent into cells and efficient mass transfers and dissolution (Huang et al.,
2013).

The aim of this study was to evaluate the impact of conventional (infusion, decoction and
maceration) and innovative (subcritical water extraction, ultrasound assisted extraction and
high hydrostatic pressure extraction) extraction techniques on the bioactive content of ground
ivy. The obtained extracts were characterised for total phenolic and hydroxycinnamic acid
derivatives contents, as well as antioxidant capacity (DPPH and ABTS assay) using
spectrophotometric methods. Individual phenolic acids were determined using HPLC-DAD.

Materials and Methods
Materials

Ground ivy was bought from a local supplier. Hydrochloric acid and Folin—Ciocalteu’s
reagent were supplied from Kemika (Zagreb, Croatia). HPLC standards of rosmarinic acid,
caffeic acid, chlorogenic acid and p-coumaric acid, (S)-6-Methoxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
2,20-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) and gallic
acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Sodium hydroxide, sodium nitrite
and sodium molybdate were purchased from Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Croatia). Methanol
was supplied from Panreac (Barcelona, Spain). Ethanol, acetonitrile and formic acid were
bought from Carlo Erba (Val de Reuil, France). All chemicals used for experimental
procedures were of analytical or HPLC grade.

Methods

Conventional extraction techniques

Infusion (INF), decoction (DEC) and maceration (MAC) were performed using distilled water
as solvent and sample to solvent ratio of 1:25, w/v. The parameters for infusion, decoction
and maceration were as follows: 80 °C for 30 min, 100 °C for 20 min and room temperature

for 48 h, respectively. The extracts were separated by centrifugation (9500 rpm, 20 min) and
filtration (Whatman® filter papers 4) and stored at +4 °C until further analyses.
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Innovative extraction techniques

All innovative techniques of extraction were performed using distilled water as solvent and
sample to solvent ratio of 1:25, w/v. Subcritical water extraction (SWE) was performed in
specially designed equipment, as previously described by Joki¢ et al. (2018). SWE was
performed for 5 min at temperature of 150 °C with pressure of 30 bar. Ultrasound-assisted
extraction was performed in an ultrasound bath (Elmasonic 2 120, Elma, Singen, Germany)
operating at nominal power of 200 W and frequency of 37 kHz. The extraction was carried
out for 30 (U30) and 60 (U60) min. High hydrostatic pressure extraction (HHPE) was
performed in specialized apparatus (Stansted Fluid Power, Harlow, Great Britain) by varying
pressure (200 and 400 MPa) and pressure holding time (10 and 20 min). The obtained extracts
from all extractions were separated by centrifugation (9500 rpm, 20 min) and filtration
(Whatman® filter papers 4) and stored at +4 °C until further analyses.

Determination of total phenolic content (TPC), antioxidant capacity and hydroxycinnamic
acid derivatives

TPC was determined spectrophotometrically (Genesys 10S UV-VIS Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according to the method of Singleton and
Rossi (1965). The calibration curve was constructed on gallic acid standard and the results
were expressed as gallic acid equivalents on dry matter basis (mg GAE/g dmb). Antioxidant
capacity was determined using DPPH and ABTS radical cation decolourization assays by
Brand-Williams et al. (1965) and Re et al. (1999), respectively. Trolox was used for the
external standard calibration curve, and the results were expressed as Trolox equivalent per
dry matter basis of the sample (mg Trolox/g dmb). Content of hydroxycinnamic acid
derivatives was performed following method described by Matkowski et al. (2008) and the
results were expressed as mg caffeic acid/g dmb. All measurements were performed in
triplicate.

HPLC determination of individual phenolic acids

The HPLC analysis was performed on an Agilent Series 1200 chromatographic system
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using a Zorbax Extend C18 (4.6 x 250 mm, 5
um i.d.) chromatographic column (Agilent Technologies, USA) and coupled with a
Photodiode Array Detector (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The elution was
performed in a gradient with a two-component mobile phase consisting of (A) 1 % (v/v)
formic acid solution in water and (B) 1 % (v/v) formic acid solution in acetonitrile, according
to the following regimen: 0 min—-93 % A, 7 % B; 5min - 93 % A, 7 % B; 45 min — 60 % A,
40 % B; 47 min — 30 % A, 70 % B; 52 min — 30 % A, 70 % B. The flow was 1 mL/min, the
injection volume 5 pL and the column temperature 25 °C. The chromatograms were recorded
at 320 nm. Identification of phenolic acids was conducted comparing the retention times and
characteristic absorption spectrums (190-400 nm) with commercially available standards.
Quantification was enabled by establishing calibration curves (20-100 ug/mL). The analysis
was performed in a triplicate. All samples were filtered through a 0.45 um membrane filter
(Nylon Membranes, Supelco, Bellefonte, PA, USA) prior to the analysis.

127




|nternat|o nal conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTE  &Euchems e

TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY S Eurspean Chemical Society
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

Results and Discussion
Total phenolic content (TPC) and content of hydroxycinnamic acid derivatives

TPC and content of hydroxycinnamic acid derivatives of differently prepared ground ivy
extracts are presented on Figs. 1 and 2, respectively.
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Figure 1. Total phenolic content of differently prepared extracts of ground ivy
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Figure 2. Content of hydroxycinnamic acid derivatives of differently prepared
extracts of ground ivy

Conventional technique of extraction DEC resulted with the highest TPC (37.39 mg GAE/g
dmb) and hydroxycinnamic acid derivatives content (15.9 mg caffeic acid/g dmb). Among the
applied innovative techniques of extraction, HHPE 200/20 was the most successful in the
extraction of total phenolics (26.20 mg GAE/g dmb), while SWE in the extraction of
hydroxycinnamic acid derivatives (15.34 mg caffeic acid/g dmb).
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Content of individual phenolic acids

Content of individual phenolic acids (rosmarinic acid, caffeic acid, chlorogenic acid and p-
coumaric acid) is shown in Table 1.

Table 1. Content (ug/g dmb) of individual phenolic acids of differently prepared extracts of
ground ivy

Rosmarinic Caffeic Chlorogenic p-coumaric

SAMPLE acid acid acid acid
INF 1200.9 189.8 411.7 /

DEC 2001.0 198.6 512.1 /

MAC 20.1 15.8 27.4 46.9
SWE 144.6 299.5 183.5 46.5
U30 483.7 374.0 59.3 103.6
ue60 499.5 393.7 58.8 97.6
HPPE 200/10 687.7 404.9 79.4 112.1
HPPE 200/20 652.9 479.8 99.3 106.3
HPPE 400/10 507.1 377.8 62.4 86.8
HPPE 400/20 506.8 381.7 57.4 77.5

The highest content of rosmarinic (2001.0 pg/g dmb) and chlorogenic (512.1 pg/g dmb) acid
was determined in DEC extract, characterized also with the highest TPC and
hydroxycinnamic acids derivatives content. However, it is interesting to point out that p-
coumaric acid was not identified in the DEC extract, either in INF. HHPE yielded extracts the
richest in p-coumaric acid (200 MPa, 10 min) and caffeic acid (200 MPa, 20 min).

High content of rosmarinic acid is characteristic for species within Lamiaceae family and the
obtained results are in accordance with previous studies (Belscak-Cvitanovi¢ et al., 2014).
The content of rosmarinic, caffeic and chlorogenic acids in different parts of ground ivy was
investigated by Doring and Petersen (2014). They reported the highest content of rosmarinic
acid in flowers (12.53 %), then in roots (1.31 %), while significantly lower contents were
quantified in leaves and stems - 0.88 and 0.64 %, respectively. Further, the results of the
present study are in accordance with the study by Chou et al. (2019) who also reported the
presence of chlorogenic, caffeic and ferulic acids in water extract of ground ivy, with
rosmarinic acid as predominant (1397.90 mg/100 g). The same authors also reported the
presence of other phenolic compounds in ground ivy water extract, such as daidzin, rutin,
genistin and genistein.

Antioxidant capacity

Antioxidant capacity of obtained extracts, determined by ABTS and DPPH assays, are
presented on Fig. 3.
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Figure 3. Antioxidant capacity of differently prepared extracts of ground ivy
determined by ABTS and DPPH assays

Conventional technique of extraction DEC resulted in the extract with the highest antioxidant
capacity (162.53 and 177.24 mmol Trolox/g dmb). High correlations between TPC and
antioxidant capacity were observed, as well as with the content of hydroxycinnamic acids
derivatives and individual phenolic acids. Among conventional extraction techniques it is
evident that temperature was the main parameter to impact the extraction efficiency and
antioxidant capacity. Higher extraction temperatures were in favour of higher contents of
hydroxycinnamic acids in the extracts and their resulting antioxidant capacity.

Conclusions

Conventional extraction techniques, especially decoction, yielded extracts richer in total
phenolic and hydroxycinnamic acid derivatives content, as well as in rosmarinic and
chlorogenic acid, while high hydrostatic pressure was the most sufficient in the extraction of
caffeic and p-coumaric acid.

Ground ivy (Glechoma hederacea L.) proved to be a valuable source of natural bioactive
compounds, especially phenolic acids.
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Summary

Banana (Musaceae) is the second most consumed fruit in the world, after tomato.
Approximately 30 % of banana fruit is comprised of peel, resulting in a substantial amount of
waste from banana processing. The peel is abundant in bioactive compounds, especially in
dopamine. The aim of this study was to develop liposomes containing dopamine extracted
from banana peel. Aqueous extract (80 °C, 30 min) of freeze-dried banana peel was
characterized spectrophotometrically for total phenolic content (25.50 mg GAE/g dmb) and
antioxidant capacity using DPPH and ABTS assays (0.156 and 0.160 mmol Trolox/g dmb),
while dopamine content (9.94 mg/g dmb) was determined by HPLC-DAD. Formulated
liposomes were characterized by encapsulation efficiency, as well as by size and surface
charge evaluated by light scattering and zeta potential, respectively. Antioxidant capacity of
encapsulated extract was investigated in terms of inhibitory action on liposome peroxidation
using TBARS assays. The encapsulation efficiency of dopamine into liposomes was 41.12 %
and measured values of size, polydispersity index and zeta potential indicate relative
homogeneity and uniformity of the formulated liposomes.

Keywords: agro-industrial waste, banana peel, dopamine, liposomes

Introduction

The bioactive content of agro-industrial waste, especially the presence of polyphenolic
compounds, is gaining attention in the food industry. The outer layers of plant fruits used in
human nutrition, like husks, peels and shells, usually discarded as waste, contain a higher
content of polyphenolic compounds than the inner edible parts (Manach et al., 2004). Banana,
tropical fruit from Musaceae family, is the second most consumed fruit in the world, after
tomato. Banana production is growing every year. In 2018 it was estimated to 115 million
tons, with India as the biggest producer (FAO, 2019). Since 30 % of banana fruit is comprised
of peel, it is obvious that a lot of peel waste is generated annually on a global scale in an
industrial banana processing and in households. Similar as with other secondary plant
materials, banana peel has been recognized as a valuable source of various bioactive
compounds. Banana peel contains a high content of dopamine, a strong water-soluble
antioxidant from the group of catecholamines (Kanazawa and Sakakibara, 2000).
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Polyphenols are bioactive compounds with positive effects on human health and are of great
interest to many scientists, nutritionists, food engineers, etc. However, the retention of their
biological activity is closely related to their stability upon in extraction and further
formulation conditions (Fangand Bhandari, 2010). In addition, polyphenols can negatively
affect the sensory perception of a food product, especially its taste. Encapsulation technology
is one mechanism to overcome these problems. Encapsulation can be defined as a process to
entrap one substance within another substance, thereby producing particles with diameters of
a few nanometres to a few millimetres (Pordevi¢ et al., 2015). Many encapsulation techniques
have been developed and many of them are already implemented on an industrial scale.
Liposomes are a form of encapsulated systems in which spherical-shell capsules consist of
one or more phospholipid layers enclosing a liquid core. Due to the amphipathic character,
they can be used for encapsulation both hydrophobic and hydrophilic compounds (Emami et
al., 2016). Liposomes have been initially developed for pharmaceutical applications, such as
for the delivery of vaccines, enzymes, hormones and vitamins into the body (Gibbs et al.,
1999) and recently they started to gaining attention in the field of food technology.

The aim of this study was to develop liposomes loaded with banana peel extract rich in
dopamine and other water-soluble polyphenols. Different combinations of blanching and
drying were explored in order to preserve the polyphenolic compounds at a maximum scale.
Obtained extracts were characterised with the determination of total phenolic content,
antioxidant capacity and dopamine content. Extract with the best bioactive properties was
encapsulated into liposomes. The encapsulation efficiency and physico-chemical parameters
(size, zeta potential and polydispersity index) of formulated liposomes were determined.
Additionally, the antioxidant capacity of the encapsulated extract was investigated in terms of
its inhibitory action on liposome peroxidation.

Materials and Methods
Materials

Banana (var. Cavendish, produced by Costanza Organic Bananas, Ecuador) was purchased at
a local store. Folin—Ciocalteu’s reagent was supplied from Kemika (Zagreb, Croatia).
Dopamine hydrochloride, (S)-6-Methoxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(Trolox), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,20-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), gallic acid, 2-thiobarbituric acid, perchloric acid and
trichloroacetic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Methanol was
supplied from Panreac (Barcelona, Spain) while ethanol (96 %) and acetonitrile from Carlo
Erba (Val de Reuil, France). Chloroform was supplied from Gram-mol d.o.0. (Zagreb,
Croatia). Phospholipon 90G (P90G) was supplied by Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Germany). All chemicals used for experimental procedures were of analytical or HPLC grade.

Methods
Preparation of banana peel samples

The maturity stage of bananas was determined following the standard colour chart of Tapre
and Jain (2012), by which they exhibited a value of 6 (full yellow).
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Different preparation techniques of banana peel were explored, drying in the oven (D)
(Instrumentaria ST-06, Zagreb, Croatia) and freeze-drying (Christ, Alpha 1-2 LD plus,
Germany) (F) with (B) or without (NB) previous blanching in water (100 °C, 7 min) to
inactivate endogenous enzymes. Dried banana peels were pulverized in a domestic coffee mill
to obtain a representative sample. Water extracts were prepared by mixing powdered banana
peel with water in ratio 1:20 (w/v), followed by heating to 80 °C for 30 min and the
separation of the extract by centrifugation (Thermo Scientific SL8R, Fisher Scientific,
Goteborg, Sweden). The extracts were prepared in duplicate. The extract selected to prepare
liposomes was further concentrated in a vacuum evaporator (IKA RV8, Staufen, Germany)
and freeze-dried (Christ, Alpha 1-2 LD plus, Germany). The obtained extracts were
characterized spectrophotometrically by the determination of total phenolic content,
antioxidant capacity by DPPH and ABTS assays and dopamine content by HPLC-DAD, as
described in the following sections.

Determination of total phenolic content (TPC) and antioxidant capacity

TPC was determined spectrophotometrically (Genesys 10S UV-VIS Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according to the method of Singleton and
Rossi (1965). The calibration curve was constructed on gallic acid standard and the results
were expressed as gallic acid equivalents on dry matter basis (mg GAE/g dmb). Antioxidant
capacity was determined using DPPH and ABTS radical cation decolourization assays by
Brand-Williams et al. (1965) and Re et al. (1999), respectively. Trolox was used for the
external standard calibration curve, and the results were expressed as Trolox equivalent per
dry matter basis of the sample (mg Trolox/g dmb). All measurements were performed in
triplicate.

HPLC-PAD determination of dopamine

HPLC analysis was performed on Agilent Series 1200 chromatographic system (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) coupled with a Photodiode Array Detector (PAD,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and Zorbax Extend C18 (4.6 x 250 mm, 5 pum
I.d.) chromatographic column (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA ). The elution
was performed in a gradient with three-component mobile phase consisting of (A) 100 %
acetonitrile, (B) 2 % (v/v) formic acid solution in methanol and (C) 2 % (v/v) formic acid
solution in water, as follows: 0 min-0% A, 3% B, 97 % C;5min-0% A, 3% B, 97 % C;
10min-0% A, 5% B, 95 % C; 30 min —30 % A, 30 % B, 40 % C; 35 min — 30 % A, 30 %
B,40%C;45min-0%A,3%B, 97 % C; 60 min-0% A, 3% B, 97 % C. The flow was 1
mL/min, the injection volume 20 pL and the column temperature 25 °C. The chromatograms
were recorded at 280 nm. Dopamine identification was performed by comparing the retention
time of pure external standard and its characteristic absorption spectrum (190-400 nm).
Quantification was enabled by establishing calibration curve for dopamine (20-100 pg/mL).
All samples were filtered through a 0.45 um syringe filter (Nylon Membranes, Supelco,
Bellefonte, PA, USA) prior to the analysis.
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Encapsulation of banana peel powdered extract into liposomes

Liposomes were prepared following the proliposome method as described by Perrett et al.
(1991). Briefly, 1 g of P90G was dissolved in 1.25 mL of ethanol (96 %) and heated to 60 °C
for 2 min in water bath with constant stirring. Freeze-dried banana peel extract was dissolved
in 2 mL water in different concentrations: 25 mg/mL, 50 mg/ml and 100 mg/mL, and each
mixed with the prepared P90G. The mixture was again heated at 60 °C for 2 min and left to
cool down to room temperature. Finally, 48 mL of distilled water was added drop-wise
(Perfusor Compact Plus, B. Braun, Germany) through a metal needle (G 23) into P90G-
extract mixture while stirring to allow the formation of liposomes (L20, L10 and L5 liposome
samples for the concentrations of the extract 25, 50 and 100 mg/mL, respectively).

Physico-chemical characterisation of liposomes

Size, polydispersity index (PDI) and zeta potential of liposomes were measured using
Malvern Nano-ZS Zetasizer (Malvern, UK).

Determination of encapsulation efficiency

The suspensions of liposomes were centrifuged (6000 rpm, 1 h) and the supernatants
separated, while the liposomes concentrated in the residue were washed once with water,
centrifuged (6000 rpm, 30 min, supernatant discarded) and then suspended in 1 mL of
distilled water and dissolved in chloroform-methanol (1:1, v/v) mixture. The mixture was
vortexed for 1 min and left until the phases separated. The upper water-methanol phase was
collected and subjected to analyses. In order to measure the encapsulation efficiency,
determination of TPC, antioxidant capacity and dopamine content, as described in previous
chapters, were performed both in collected supernatants and water-methanol phases.

Thiobarbituric acid reacting substances assay (TBARS)

The peroxidation of the liposomes was determined spectrophotometrically (Genesys 10S UV-
VIS Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, US) using the TBARS assay. Plain
liposomes and liposomes with encapsulated powdered extract were placed into UV-pulsed
device with radiant energy per pulse 1.27 Jicm® (Polytec, Germany). Small aliquots of
samples were taken after 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 110 and 130 UV pulses for the TBARS
assay. Briefly, 0.2 mL of liposome sample was mixed with 3 mL of 20 % (w/v)
trichloroacetic acid and 1 mL of solution containing 2 % (w/v) thiobarbituric acid and 20 %
(v/v) perchloric acid in ratio (1:1, v/v). The mixture was well mixed and placed into water
bath (100 °C) for 25 min. The reaction was stopped by placing the tubes into cold water for 5
min. To remove the resulting precipitate, the tubes were centrifuged (9500 rpm, 10 min). The
absorbance of the supernatant was measured at 532 nm.
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Results and Discussion
Preparation of banana peel samples

In order to efficiently preserve polyphenolic compounds in banana peel, otherwise susceptible
to enzymatic degradation by endogenous polyphenol oxidase, banana peel was prepared in 4
different ways by combining oven- and freeze-drying with or without blanching. The results
of the TPC, antioxidant capacity and dopamine content in water extracts of differently
prepared banana peels are shown in Table 1.

Table 1. Bioactive evaluation parameters of water extracts of differently prepared banana peel
extracts

Sample TPC Antioxidant capacity Dopamine
(mgrS@)E/ g DPPH ABTS (mg/g dmb)
(mmol Trolox/g  (mmol Trolox/g
dmb) dmb)

B&F banana peel  25.59 +0.38 0.156 + 0.000 0.160 + 0.000 9.94 +0.08
NB&F banana peel  15.55+0.19 0.116 + 0.010 0.110 + 0.000 7.05+0.15
B&D banana peel  17.73+0.88 0.113+0.010 0.134 +0.000 8.87 £0.09
NB&D banana peel  3.44 +0.04 0.025 + 0.010 0.018 + 0.000 0.23 +0.04

B&L= blanched and freeze-dried; NB&L=non-blanched and freeze dried; B&D= blanched and oven-dried;
NB&D=non-blanched and oven-dried; *dmb = dry matter basis of the sample

The highest TPC (25.59 mg GAE/g dmb), antioxidant capacity (DPPH: 0.156 mmol Trolox/g
dmb; ABTS: 0.160 mmol Trolox/g dmb) and dopamine content (9.94 mg/g dmb) were
determined for banana peel prepared by combining blanching and freeze-drying, while the
lowest values of the measured bioactive evaluation parameters were determined for oven-
dried banana peel without previous blanching (TPC: 3.44 mg GAE/g dmb; DPPH: 0.025
mmol Trolox/g dmb; ABTS: 0.018 mmol Trolox/g dmb; 0.23 mg dopamine/g dmb). The
results indicate that the blanching process (100 °C; 7 min) was sufficient to inactivate the
enzyme polyphenol oxidase, while freeze-drying proved to be a better option than oven-
drying. Similar results were obtained by Hsu et al. (2003) who reported that freeze-drying
preserved more antioxidant capacity of the yam flours than hot air-drying and drum-drying.
Blanched and freeze-dried banana peels were used further in the experimental work.

Physico-chemical characterization of liposomes

Size, zeta potential and PDI of formulated liposomes, prepared by varying the concentration
of banana peel extract, are presented in Table 2. The size of plain liposomes was 316.1 nm,
while the size of dopamine-loaded liposomes ranged between 317.6 nm (liposomes L5) to
350.8 nm (liposomes L20). Lin et al. (2018) stated that when the zeta potential is <-30 mV or
>30 mV, as in the case of plain liposomes, then it can provide sufficient repulsive force to
maintain a stable system. However, from the presented results, it is obvious that the addition
of the banana peel extract into liposomes negatively affected their stability. Regarding the
particle size distribution and system homogeneity, presented as PDI values, all formulated
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liposomes were found to be monodisperse and homogenous since PDI values were below 0.5
(Balanc et al., 2016).

Table 2. Physico-chemical properties of liposomes

Sample Size Zeta potential PDI
(nm) (mV)
Plain liposomes 316.1+6.4 -31.2+05 0.369 + 0.043
Liposomes L5 3176 +5.8 -29.4+05 0.338 £ 0.007
Liposomes L10 319.1+1.7 -27.3+£1.6 0.333 £ 0.045
Liposomes L20 350.8+7.2 -22.3+ 1.7 0.303 £ 0.010

L20-liposomes prepared with 1 g of P90G and 50 mg of extract; L10-liposomes prepared with 1 g
of P90G and 100 mg of extract; L5-liposomes prepared with 1 g of P90G and 200 mg of extract

Encapsulation efficiency (EE) of bioactive parameters of formulated liposomes

EE in terms of TPC, antioxidant capacity determined by DPPH and ABTS assays and
dopamine content is presented in Table 3.

Table 3. Encapsulation efficiency evaluated by total phenolic content (TPC), antioxidant
capacity (DPPH and ABTS) and dopamine content

Sample Encapsulation efficiency (%)
TPC Antioxidant capacity Dopamine
DPPH ABTS
Liposomes L5 33.71 36.54 35.24 35.10
Liposomes L10 45.93 36.19 33.58 38.42
Liposomes L20 35.39 37.23 33.67 41.12

L20-liposomes prepared with 1 g of P90G and 50 mg of extract; L10-liposomes prepared with 1 g of
P90G and 100 mg of extract; L5-liposomes prepared with 1 g of P90G and 200 mg of extract

It is evident that liposomes L20, prepared with the lowest ratio of P90G to extract dry matter,
resulted in the highest EE with respect to dopamine content (41.12 %) and antioxidant
capacity determined by DPPH assay (37.23 %), while liposomes L10 were characterised with
the highest EE with respect to TPC (45.93 %). In the available literature, liposomes proved to
be highly efficient in the encapsulation of different bioactive compounds, such as curcumin
(Li et al., 2017) and resveratrol (Feng et al., 2019). Relatively low EE for dopamine can be
attributed to the extremely hydrophilic character of dopamine. Further research on the
development of dopamine-loaded liposomes is required.

Thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) assay

TBARS assay was used for the determination of lipid peroxidation induced by UV light
exposure. The principle of the assay is the reaction between thiobarbituric acid and
malondialdehyde, a carbonyl product of lipid hydroperoxide decomposition (Janero, 1990),
that results in pink-coloured reaction mixtures. The results of TBARS assay are presented in
Fig. 1.
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Figure 1. Results of the TBARS assays for plain and dopamine-loaded liposomes
(L20-liposomes prepared with 1 g of P90G and 50 mg of extract; L10
liposomes prepared with 1 g of P90G and 100 mg of extract; L5-liposomes
prepared with 1 g of P90G and 200 mg of extract)

It is obvious that plain liposomes showed much higher absorbance at the same amount of UV
radiation than the loaded liposomes. The results indicate on the protective effect of
encapsulated extracts on the overall peroxidation stability of liposomes, coming presumably
from polyphenols and dopamine which both exert antioxidant activity (Scalbert et al., 2005;
Kanazawa and Sakakibara, 2000). Plain liposomes were probably more susceptible to
peroxidation reactions because they did not contain encapsulated polyphenols. Encapsulated
banana peel extracts were efficient in preventing lipid peroxidation in all evaluated extract
concentrations and for all examined UV exposure density.

Conclusions

Combination of blanching and freeze-drying enabled sufficient inactivation of endogenous
polyphenol oxidase which resulted in the highest content of banana peel’s bioactive
compounds preserved. Banana peel presents a valuable source of dopamine (9.94 mg/g dmb).
Liposomes prepared with the lowest ratio of banana peel extract to P90G were characterised
with the highest encapsulation efficiency in terms of dopamine content (41.12 %) and the
smallest PDI value (0.303), indicating a high homogeneity of the prepared liposome
suspension. Liposomes prepared with the highest ratio of banana peel extract to P90G were
the smallest in size (317.6 nm) and most stable according to determined zeta potential (-29.4
mV). Banana peel extract in the prepared liposomes inhibited malondialdehyde formation and
thus showed lipid peroxidation-protecting efficiency acting as a high-level scavenger of
radicals.
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Summary

This study aimed to investigate the influence of two commercially available oenological
yeasts (Uvaferm BDX and Cross Evolution) on fermentation kinetics, physicochemical
properties, and total polyphenols content of organic pear juice with and without the addition
of industrial pectolytic enzyme (Lallzym OE) and their respective wines. The alcoholic
fermentation (AF) kinetics was monitored on a laboratory-scale (microfermentations), while
the controlled fermentation (CF), as well as induced malolactic fermentation (MLF) of pear
wine, was carried out on a pilot-scale custom made fermentation system. The pure culture of
lactic acid bacteria (LAB) Oenococcus oeni was used for pear wine fermentation with the
establishment of temperature optimum for selected LAB type. The results of the study showed
that selected yeasts Uvaferm BDX and Cross Evolution could successfully ferment pear juice.
The higher specific fermentation rate was achieved using Uvaferm BDX. In samples produced
with the addition of the pectolytic enzyme Lallzym OE, a higher specific fermentation rate, as
well as a higher total polyphenols content, were observed compared to other pear wine
samples. The stimulated MLF led to decreased malic acid concentration, which usually leads
to harmonisation of taste.

Keywords: fruit wine, pear wine, controlled fermentation, malolactic fermentation, total
polyphenols

Introduction

Wines made from fruits other than grapes have recently been gaining wider acceptance at the
market (Rivard, 2009), which may be connected to the enhanced consumers’ interest in foods
that are rich in bioactive compounds, i.e. have a beneficial effect on human health (Veli¢ et
al., 2018a). European regulations define fruit wines as beverages obtained by the fermentation
of the juices of fruits other than grapes and with the permitted alcoholic strength between 1.2
% and 14 % by volume (Kosseva et al., 2017). Fruit varieties of different shape, colour,
nutritive value have proven to be good raw materials for quality fruit wines production
(Jagtap and Bapat, 2015; Veli¢ et al., 2018b), e.g. apples, pears, berries, cherries, wild
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apricots, plums, peaches, strawberries, currants, bananas, pineapples, kiwifruit, cashew nuts,
pomegranates, oranges, lemons, tangerines, dates, and figs (Joshi et al., 2017). Various fruit
wines have proved to be a good dietary source of phytonutrients (e.g. phenolic compounds),
antioxidants and minerals (Rupasinghe et al. 2017). Pear wine is a fruit wine obtained by the
alcoholic fermentation of juice or mash from fresh and technological suitable pears. In order
to produce fruit wine of satisfactory quality, varieties containing more tannins such as Bartlett
pear are used (Kosseva et al., 2017). Since alcoholic pear beverages, other than perry and
brandy, are not widely present, pear wine production is both adding a value to pears and
providing consumers with more choices when it comes to fruit wines (Yang et al., 2020). In a
technological manner, perry is a drink similar to cider, but instead of apples, pears are used as
the raw material. The difference between perry and pear (fruit) wine is that perry contains
CO,, and no selected yeasts are added during perry production (Kosseva et al., 2017). Pear
wine has lower acidity and lower polyphenol content compared to other fruit wines. Lower
acidity can reduce the overall taste, while lower polyphenol content is desirable because of the
lower bitterness (associated with polyphenols). On the other hand, if polyphenols content is
too low, the specific fruit taste of wine is lost. Therefore, it is necessary to achieve an
appropriate balance between these compounds, so pear wine is often mixed with cider.
Compared to other fruit wines, a lower antioxidant effect of pear fruit wine was found due to
the lower content of polyphenolic compounds (Veli¢ et al., 2018a). One of the main problems
associated with the production and processing of pear wine is browning because it can cause
irreversible defects in the quality (Yang et al., 2020). The fruit variety mostly determines the
aroma and flavour of different fruit wines. However, wine yeast and fermentation conditions
can also define the wine aroma and flavour, as well as the overall wine quality. Yeast strains
with desirable (fermentative and other) properties are of utmost importance for quality fruit
wine production. Apart from yeast, lactic acid bacteria also play a very significant role in
carrying out a secondary process, known as malolactic fermentation (conversion of L-malic
acid to L-lactic acid) that takes place during or at the end of primary alcoholic fermentation.
Lactic acid has a softer, more mellow flavour that can create a beverage with a more desirable
flavour profile (Herrero et al., 2005). Until now, the evaluation of yeast strains for pear fruit
wine production was not conducted in Croatia. Therefore, the aim of this study was to
investigate the influence of two commercially available oenological yeasts (Uvaferm BDX
and Cross Evolution) on the fermentation kinetics, physico-chemical properties, and the total
polyphenols content of organic pear juice and the respective wines produced with and without
the addition of industrial pectolytic enzyme (Lallzym OE).

Materials and Methods

Commercially available organic pear juice (variety: Abata Fetel) was obtained from an
organic producer in eastern Slavonia region and used as a fermentation medium.

The pear juice was supplemented by 108 g/L of sucrose and sulphited by 35 mg/L of
potassium metabisulphite (K,S,0s). Before fermentation, the pear juice contained 200 g/L of
total sugars, 4.4 g/L of malic acid, 0.51 g/L of lactic acid and the pH was 3.68.
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Microfermentations experiment

The alcoholic fermentation (AF) kinetics was monitored on a laboratory-scale
(microfermentations) using Erlenmeyer flasks (2 L). A volume of 1.75 L of prepared pear
juice was transferred to each flask. Flasks were then inoculated with 0.53 g (30 g/hL) of
commercial dry yeasts (4 flasks by Uvaferm BDX and 4 by Cross Evolution). To investigate
the influence of the pectolytic enzymes addition to the quality of the final product, enzyme
Lallzyme POE was added (1.5 g/hL) to 2 flasks inoculated with each yeast (in total 4 flasks).
Flasks were closed with fermentation airlocks and left to ferment at average fermentation
temperature of 21°C. All fermentations were carried out in duplicate. Additional Erlenmeyer
flask, containing water, served as a control to correct evaporation loss, which was included in
mass balance. The fermentation progress was evaluated by the weight loss caused by CO,
production, and flasks were weighed at 24 hour-intervals using a digital scale (572, Kern,
Germany). Fermentation activity was monitored by measuring CO; evolution and CO,
production rate during microfermentation of organic pear juice.

Controlled fermentation (CF) — malolactic fermentation (MLF)

The controlled fermentation (CF), as well as induced malolactic fermentation (MLF) of pear
juice, was carried out on a pilot-scale custom-made fermentation system. Identically prepared
pear juice with enzyme Lallzyme POE addition was subjected to controlled fermentation in a
fermentation system consisting of three double-wall fermenters (15 L x 3 pcs; AISI 304),
compressor and cooling/heating medium preparation tank. The vertical fermenters with the
conical bottom are equipped with valves, sight gauge glass, and fermentation airlock. The
control panel enables the individual temperature control and regulation of each fermenter. The
volume of pear juice per fermenter (2 fermenters) was 11 L, and each fermenter was
inoculated with different investigated yeast. Upon completion of the alcoholic fermentation at
18 °C, a pure culture of lactic acid bacteria (LAB) Oenococcus oeni (LALVIN VP 41 MBR)
was inoculated in both fermenters, with the establishment of the optimal temperature for the
selected type of LAB (at 22 °C). After malolactic fermentation (MLF), the young wine was
removed from the lees and poured into bottles for further ageing and maturation.

Numerical calculation
CO; evolution was calculated according to equation 1:

m= m; —m; 1)
where:
m = mass of CO, released [g];
m; = mass difference between two weighing of fermentation flasks [qg];
m, = mass difference between two weighing of control flask (containing water) [g].

The CO, production rate was calculated according to equation 2:

dco, _ Am

@ v (2)

143




international conference

18 F\UZICKA DAYS H'Xi PTF & Euchems
M\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurcpean Cherical Saciety
September 16-18, 2020 | Vukovar Croatia

PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA | FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

where:
dCO,/dt = CO, production rate [g/L day];
Am = mass of CO, released during time interval At [g];
At = time interval between two measuring [day];
V = volume of medium [L].

Analytical methods

Standard AOAC INTERNATIONAL and OIV (Organisation Internationale de la vigne et du
vin) methods of analysis were used for pear wines analysis, namely total dry extract, ethanol,
free SO, total SO, volatile acids, total acids, residual sugar, total sugar and pH. The total
polyphenol concentration (TPC) of pear juice and pear wine were estimated by Folin-
Ciocalteu colorimetric assay based on the procedure described by Waterhouse (2019).
Reflectometric determination (RQflex plus 10) after enzymatic reaction with malate
dehydrogenase was used for malic acid. Lactic acid (lactate) is oxidized by nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD) under the catalytic effect of lactate dehydrogenase to a pyruvate.
In the presence of diaphorase, the NADH formed in the process reduces a tetrazolium salt to a
blue formazan that is determined reflectometrically on the RQflex.

Results and Discussion

The monitoring of fermentation by released CO, is based on the fact that CO, is
stoichiometrically related to both consumed sugar and produced ethanol (Bely et al., 1990).
Fermentation profiles in this study were monitored by measuring CO, gravimetrically, as
described in our previous study dealing with microfermentation on blackberry must (Petravi¢
Tominac et al., 2013). Figs. 1 and 2 show the fermentation characteristics comparison of both
yeast strains. It can be seen that the fermentation has started during the first day regardless of
the used yeast or the addition of enzymes. However, yeast K1 started fermentation slightly
faster than yeast K2 (Fig. 1). In samples produced with the addition of the pectolytic enzyme
Lallzym OE, a higher specific fermentation rate was observed than pear wine samples without
the enzyme addition. The maximum fermentation rate was achieved during the second day for
yeast K1 and the third day for yeast K2. The tumultuous phase of fermentation ended around
the 17th day from the beginning of fermentation (as observed from Fig. 1 and Fig. 2), while
silent fermentation lasted for the next 12 days. The total mass of CO, released at the end of
fermentation by yeast K1 was 95.81 g, whereas, with yeast K2, it was slightly lower and
amounted to 95.42 g (Fig. 1). This is in accordance with the previous study of Petravié¢
Tominac et al. (2013) that reported a similar trend in fermentation Kkinetics during
microfermentation of blackberry must containing the same initial sugar level as well as a very
similar total mass of CO, released at the end of fermentation by the yeasts investigated.
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Figure 1. Fermentation activities of two commercial yeast strains during the production of
pear wine at 21 °C (with and without the addition of industrial pectolytic enzyme); K1 -
Uvaferm BDX, K2 - Cross Evolution, E - enzyme
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Figure 2. CO, production rate of two commercial yeast strains during the production of pear
wine at 21 °C (with and without the addition of industrial pectolytic enzyme), K1 - Uvaferm
BDX, K2 - Cross Evolution, E — enzyme

The total polyphenol concentration (TPC) determined by Folin-Ciocalteu method and
expressed as mg/L gallic acid is presented in Table 1. It can be observed that a somewhat
higher concentration of polyphenols is present in young pear wine obtained by yeast K1 (with
and without enzyme) than by yeast K2 for the microfermentation experiments. The same
trend can be observed in wine produced using the controlled fermentation system (CF). In
samples produced with the addition of the pectolytic enzyme Lallzym OE a higher total
polyphenols contents were observed compared to pear wine samples without the enzyme
addition. The TPC is in accordance with the TPC of apple wine (451 mg GAE/L) and plum
wine (555 mg GAE/L) reported by Rupasinghe and Clegg, (2007). However, TPC
concentration is significantly lower than that of cherry wine (991 mg GAE/L) and almost four
times lower than TPC of blueberry wines (676 mg GAE/L) reported by the same authors.
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The higher polyphenol content of any fruit usually leads to oxidative browning which
products strongly contribute to wine’s final bouquet.

Table 1. The total polyphenol concentration (TPC) in samples expressed as mg/L gallic acid

Sample TPC [mggar/L]
Pear juice 514
Pear juice, sweetened 567
K1 551
K2 516
K1E 563
K2E 523
KI1E - CF 563
K2E - CF 538

K1 —wine yeast (Uvaferm BDX), K2 - wine yeast (Cross Evolution),
E— enzyme, CF — controlled fermentation, TPC - total polyphenols
concentration

The results of the physico-chemical analysis of pear wine at the end of microfermentations are
given in Table 2. The results indicate that the obtained pear wines meet the physico-chemical
quality parameters prescribed by the Fruit Wine Ordinance (OG 73/06, 24/11,120/12, 59/13).

Table 2. Analyses of pear wines at the end of microfermentation

Samples K1 K2 KI1E K2E

Total dry extract (g/L) 78.4 78.4 77.6 77.5
Ethanol (vol %) 11.59 11.53 11.58 11.55
Free SO, (mg/L) 6.4 20.48 7.04 8.96
Total SO, (mg/L) 32.00 99.20 41.6 53.12
Volatile acids (g/L) 0.53 0.65 0.57 0.58
Total acids (g/L) 5.74 6.15 5.89 6.41
pH 3.69 3.68 3.67 3.67
Residual sugar (g/L) 51.77 51.20 53.18 53.10
Total sugar (g/L) 52.44 51.43 54.67 53.26

The concentrations of malic and lactic acid of pear wine samples during malolactic
fermentation are shown in Table 3. The addition of a pure culture of lactic acid bacteria
(LAB) Oenococcus oeni (LALVIN VP 41 MBR) in both samples resulted in a significant
reduction in malic acid content. Most of the degraded malic acid was observed after the first
week of MLF implementation (between 72 and 80 %). Sun et al. (2017) studied the
implementation of MLF on cherry fruit wine and reported the reduction of malic acid content
from 2.66 g/L to 0.44 g/L at initial pH of 3.55, which is in accordance with the data obtained
in this study for pear fruit wine.
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Table 3. The concentration of malic and lactic acid in the pear fruit wine samples (CF)

At the beginning  After one week After one month

of MLF of MLF of MLF
Samples KiE - K>E - KiE - K>E - KiE - K>E -
CF CF CF CF CF CF

Malic acid (g/L) 435  4.45 1205 088 0715  0.68
Lactic acid (g/L)  0.85 0.97 2.65 2.75 3.24 2.98

K1 - wine yeast (Uvaferm BDX), K2 - wine yeast (Cross Evolution), E — enzyme , CF — controlled
fermentation, MLF —malolactic fermentation

Conclusions

The results of the study showed that selected yeasts Uvaferm BDX and Cross Evolution could
successfully ferment pear juice. The higher specific fermentation rate was achieved using
Uvaferm BDX. In samples produced with the addition of the pectolytic enzyme Lallzym OE,
a higher specific fermentation rate, as well as a higher total polyphenols content, were
observed compared to pear wine samples without the enzyme addition. The stimulated MLF
led to a decrease of malic acid concentration, which usually results in improved sensory
properties of pear wine.
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Sazetak

Poznato je da prilikom odlezavanja vina u drvenim ba¢vama dolazi do ekstrakcije razlicitih
kemijskih spojeva koji bitno doprinose kvaliteti vina, $to su potvrdila dosadasnja istrazivanja.
Na kvalitetu vina prilikom odlezavanja utjeCe i porijeklo drveta, jaCina paljenja kao i vrijeme
odlezavanja. Pored klasi¢nih drvenih bacava, danas se koriste i1 razliCiti drveni pripravci,
popularno nazvani chips.

U ovom radu koriSteno je osam vrsta razli¢itih drvenih pripravaka u formi chipsa i blokova od
americkog i francuskog hrasta. Usporedena su vina s dodacima i vino bez dodataka, te je
mjerena antioksidativna aktivnost vina DPPH metodom, udio antocijana i ukupnih polifenola,
I provedena je deskriptivna analiza svih uzoraka. Kod vina Merlot pripravci od francuskog
hrasta jakog paljenja su najbolje ocijenjeni, te su isti imali i najvise udjele polifenola i
antocijana, kao i antioksidativhu aktivnost. U vinima Cabernet Sauvignon su najbolje
ocijenjeni uzorci s dodacima Americkog bloka koji su imali 1 viSe vrijednosti za ukupne
polifenole od ostalih uzoraka. Vina bez dodataka su znatno slabije ocijenjena.

Kljucne rijeci: vino, drveni dodaci, finalizacija
Uvod

Crna vina, a osobito najbolja po zavrsetku fermentacije ponekad sve do punjenja u boce, na
odlezavanje idu u drvene bacve. Odlezavanje u drvenim ba¢vama ima pozitivno djelovanje na
razvoj vina u pogledu boje, bistrine, a osobito okusa vina, Sto usvojim radovima prezentira niz
autora (Chiara, 2013; Eder, 1997). Odmah treba naglasiti, da takav postupak nije jednostavan
1 jeftin, te iziskuje puno prostora, vremena, i pove€anja financijskih sredstava. Porijeklu i vrsti
drveta posvecuje se posebna paznja, tako da se danas u svijetu posebno isti¢u americki i
francuski hrast iz posebnih regija, no isto tako nastoje i ostale zemlje stvoriti nacionalne
brandove, poput Austrije i Hrvatske (Herjavec, 2007; Jeromel, 2017).

Odlezavanjem vina u drvenim ba¢vama dolazi do ekstrakcije razlicitih kemijskih spojeva koji
bitno doprinose kvaliteti vina. Na kvalitetu vina prilikom odleZavanja pored podrijetla i vrste
drveta utjecCe i jaCina paljenja kao i vrijeme odlezavanja (Ortega-Heras, 2007). Pored klasi¢nih
drvenih bacava, zbog jednostavnosti postupka, a 0sobito niske cijene, danas se koriste i
razli¢iti komercijalni enoloski drveni pripravci popularno nazvani €ips (Robinson, 1995). U
nekim zemljama su takvi pripravci zabranjeni, neki ith nazivaju ,,nuzno zlo“, medutim
prvenstveno zbog velike razlike u cijeni, njihova primjena biva sve veca.

Cilj rada je istraziti trenutnu situaciju s komercijalnim drvenim dodacim na trzistu i ispitati na
vinima moze li se utvrditi ocekivani pozitivan doprinos na ispitivanih vina u tijeku
odlezavanja, koliki je on i koje su razlike u odnosu na vina odlezavana u inox posudama.
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Materijal i metode
Priprema uzoraka

U radu su koristena slijedeca vina: Cabernet Sauvignon, berba 2018., udio alkohola 14,3 %
vol. i 5,18 g/L, te Merlot takoder berba 2018., udio alkohola 14,6 % vol. i reducirajuéi Seceri
4,2 g/L. U oba vina su dodani hrastovi dodaci prikazani u Tablici 1, te je takoder za usporedbu
koristeno i vino bez dodataka.

Tablica 1. Hrastovi dodaci koriSteni u istrazivanju
Table 1. Oak supplements used in the study

Vrsta dodatka Intenzitet paljenja Doziranje
,,0dyse**Amer CHIPS MT srednje paljenje
,,Odyse** Amer BLOCK MT srednje paljenje
,,Odyse** French Chips HT jako paljenje
,,0dyse** French BLOCK HT jako paljenje
,»Ambrosia“ Amer CHIPS sweet srednje paljenje 2 /L
»~<Ambrosia“ Amer BLOCK srednje paljenje
complex
,»-Ambrosia‘“ French CHIPS sweet jako paljenje
,»Ambrosia‘“ French BLOCK jako paljenje
sweet

Odredivanje ukupnih polifenola i antocijana
Ukupni polifenoli i1 antocijani u uzorcima odredeni su na multiparamatarskom analizatoru
Wineflow tvrtke Gibertini kolorimetrijskim enzimatskim reakcijama prema sluzbenoj metodi
proizvodaca.
Odredivanje antioksidativne aktiv DPP( 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)metodom
Za pripremu DPPH otopine potrebno je otopiti 4 mg DPPH u 100 mL etanola. U Kivetu se
odpipetira 2 mL DPPH otopine te se izmjeri pocetna apsorbancija otopine radikala (Ao). U
kivetu se potom doda 50 pL vina, smjesa se dobro promijeSa i prati se promjena apsorbancija
otopine tijekom pola sata pri valnoj duljini od 517 nm.
Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunati prema jednadzbi (1):

% inhibicije = [(Ao - AY) / Ao] X 100 Q)
A, - apsorbancija otopine DPPH radikala kod vremenat = 0 min

A: - apsorbancija reakcije smjese kod vremena T = X min
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Organolepticko ocjenjivanje vina
Nakon tri mjeseca odleZzavanja, u vinima je pomocu deskriptivne analize ocijenjeno Sest

razli¢itih tonova vina: hrast, kava, vanilija, cokolada, voce, i ukupni dojam, usporedujuéi vina
s dodacima sa vinima bez dodataka.

Rezultati i rasprava

U tablici 2. prikazana je vrijednost ukupnih polifenola i antocijana sa prosje¢nom ocjenom
ukupnog dojma u vinu Merlot.

Tablica 2. Ukupni polifenoli i antocijani u vinu Merlot s ukupnim dojmom
Table 2. Total polyphenols and anthocyanins in Merlot wine with overall impression

Naziv dodatka u vinu Ukupni Ukupni Ukupni
polifenoli antocijani dojam
(mg/L) (mg/L) (prosjecna

ocjena)
Amer CHIPS MT (O) 2672 683.8 4
Amer BLOCK MT (O) 2660 707,0 4
French CHIPS HT (O) 2683 703,5 5
French BLOCK HT (O) 2684 702,2 4
Amer CHIPS Sweet (A) 2679 690,9 5
Amer BLOCK Complex (A) 2668 688,7 4
French CHIPS Sweet (A) 2663 697,6 3
French BLOCK Sweet (A) 2656 695,4 3
INOX 2633 675,5 2

Najvise ukupnih polifenola izmjereno je u uzorku vina Merlot sa dodatkom French oak
Viniblock HT (Odyse), 2684 mg/L, a najvise ukupnih antocijana izmjereno je u uzorku sa
dodatkom American oak Viniblock MT (Odyse), 707,0 mg/L. Najve¢u ocjenu za ukupni
dojam dobili su uzorci sa dodacima French oak Chips HT (Odyse) i American oak Chips
Sweet boose (Ambrosia), a to je ocjena 5. Najmanje ukupnih polifenola izmjereno je u uzorku
vina bez dodataka, inox vinu, 2633 mg/L. Najmanje ukupnih antocijana izmjereno je takoder
u uzorku vina bez dodataka, inox vinu, 675,5 mg/L. Vino iz inox posude, bez drvenih
dodataka, za ukupni dojam, ocjenjeno je najmanjom prosje¢nom ocjenom 2. U Tablici 3.
Prikazana je vrijednost ukupnih polifenola i antocijana sa prosjenom ocjenom ukupnog
dojma u vinu Cabernet Sauvignon. Najvise ukupnih polifenola izmjereno je u uzorku vina
Cabernet Sauvignon sa dodatkom American oak Viniblock Complex boose (Ambrosia, 2703
mg/L. Najvise ukupnih antocijana izmjereno je u uzorku sa dodatkom American oak
Viniblock MT (Odyse), 418,9 mg/L. Najvecu prosje€nu ocjenu za ukupni dojam su dobili
uzorci American oak Viniblock MT (Odyse), American oak Viniblock Complex boose
(Ambrosia) 1 French oak Chips special sweet plus (Ambrosia), ocjenu 5. Najmanje ukupnih
polifenola izmjereno je u uzorku vina bez dodataka, inox vinu, 2594 mg/L, a najmanje
ukupnih antocijana izmjereno je takoder u inox vinu bez dodataka, 373,7 mg/L. Vino iz inox
posude bez drvenih dodataka za ukupni dojam je ocjenjeno najmanjom ocjenom 2.
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Tablica 3. Ukupni polifenoli i antocijani u vinu Cabernet-sauvignon s ukupnim dojmom
Table 3. Total polyphenols and anthocyanins in Cabernet-sauvignon wine with overall

impression

Naziv dodatka u vinu UKkupni Ukupni UKkupni
polifenoli antocijani dojam
(mg/L) (mg/L) (prosjecna
ocjena)
Amer CHIPS MT (O) 2624 407,0 4
Amer BLOCK MT (O) 2638 418,9 5
French CHIPS HT (O) 2615 399,7 4
French BLOCK HT (O) 2608 408,4 4,5
Amer CHIPS Sweet (A) 2619 407,9 4
Amer BLOCK Complex (A) 2703 399,3 5
French CHIPS Sweet (A) 2610 406,5 3,5
French BLOCK Sweet (A) 2601 405,0 5
INOX 2594 373,7 2

Slika 1 prikazuje postotke inhibicije za uzorke vina Merlot. Najvecu vrijednost ima uzorak
Amer Chips MT (Odyse), iznosi 26,43 %. Najmanju vrijednost ima uzorak Amer Chips Sweet
boose (Ambrosia), iznosi 19,57 %.
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Slika 1. Postotak inhibicije DPPH radikala u uzorcima vina Merlot
Figure 1. Percentage of DPPH radical inhibition in Merlot wine samples

Slika 2 prikazuje postotak inhibicije za uzorke vina Cabernet Sauvignon. Najvecu vrijednost

ima uzorak French Block MT (Odyse), iznosi 25,30 %. Najmanju vrijednost ima uzorak
French Chips sweet plus (dmbrosia), iznosi 16,81 %.
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Slika 2. Postotak inhibicije DPPH radikala u vinu Cabernet Sauvignon
Figure 2. Percentage of DPPH radical inhibition in Cabernet Sauvignon wine samples

Na slikama 3 1 4 prikazane su prosjecne ocjene uzoraka za mirise u vinu Merlot sa ukupnim
dojmom. Najvisu ocjenu, 5 je dobio uzorak American oak Viniblock Complex boose
(Ambrosia) za aromu kave, slika 5. Najvisu ocjenu 5 za ukupni dojam su dobili uzorci French
oak Viniblock MT (Odyse) i American oak Chips Sweet boose (Ambrosia), slika 3b i 4a.
Najmanju prosjecnu ocjenu 2 za ukupni dojam dobilo je vino iz inox posude bez drvenih
dodataka, slike 3 i 4. Medutim potrebno je istaknuti vo¢nost, koja je kod vina iz inox posude
ocjenjena ocjenom 3,5, viSe nego kod vina s dodacima.

o AMEF CHIPS MT e AMEr BLOK MT e [N o FrENCH CHIPS HT e French BLOK HT e [N DX

Hrast

Kava

Cokolada Cokolada

Vanilija Vanilija

Slika 3. Rezultati deskriptivnog ocjenjivanja vina Merlot s dodacima (a) Odyse, Amer CHIPS
MT i BLOCK MT i (b) Odyse French CHIPS HT i BLOCK HT u usporedbi s
vinom bez dodataka
Figure 3. Results of the descriptive evaluation of Merlot wines with additives (a) Odyse,
Amer CHIPS MT and BLOCK MT and (b) Odyse French CHIPS HT and BLOCK HT in
comparison with wine without additives
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Slika 4. Rezultati deskriptivnog ocjenjivanja vina Merlot s dodacima (a) Ambrosia Amer
CHIPS Sweet i BLOCK Complex i (b) Ambrosia French CHIPS Sweet i BLOCK Sweet u
usporedbi s vinom bez dodataka
Figure 4. Results of the descriptive evaluation of Merlot wines with additives (a) Ambrosia
Amer CHIPS Sweet i BLOCK Complex and (b) Ambrosia French CHIPS Sweet i BLOCK
Sweet in comparison with wine without additives

Na slikama 5 i1 6 prikazane su prosje¢ne ocjene uzoraka za mirise u vinu Cabernet Sauvignon
sa ukupnim dojmom. NajviSu ocjenu za ukupni dojam, ocjenu 5 dobila su tri uzorka,
American oak Viniblock MT (Odyse), American oak Viniblock Complex boose (Ambrosia),
French oak Viniblock sweet plus (Ambrosia), Sto se vidi na slikama 5a, 6a i 6b. Nijedan
uzorak sa aromama nije dobio ocjenu 5. Najmanju prosjec¢nu ocjenu za ukupni dojam dobilo
je vino iz inox posude bez drvenih dodataka.

s AMET CHIPS MT oo AMEr BLOK MT oo | N 01X s FFENCH CHIPS HT o French BLOK HT o [N OX.
Hrast Hrast
5
4 4 |
Ukupni dojam Kava Ukupni dojam ;. Kava
2 ‘
[ 1
oce J Cokolada Vole Cokolada
@ . (b)
Vanilija Vanilija

Slika 5. Rezultati deskriptivnog ocjenjivanja vina Cabernet-Sauvignon s dodacima (a) Odyse,
Amer CHIPS MT i BLOCK MT i (b) Odyse French CHIPS HT i BLOCK HT u usporedbi s
vinom bez dodataka
Figure 5. Results of the descriptive evaluation of Cabernet-Sauvignon wines with additives
(@) Odyse, Amer CHIPS MT and BLOCK MT and (b) Odyse French CHIPS HT and BLOCK
HT in comparison with wine without additives
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Slika 6. Rezultati deskriptivnog ocjenjivanja vina Cabernet-Suvignon s dodacima (a)
Ambrosia Amer CHIPS Sweet i BLOCK Complex i (b) Ambrosia French CHIPS Sweet i
BLOCK Sweet u usporedbi s vinom bez dodataka
Figure 6. Results of the descriptive evaluation of Cabernet-Suvignon wines with additives (a)
Ambrosia Amer CHIPS Sweet i BLOCK Complex and (b) Ambrosia French CHIPS Sweet i
BLOCK Sweet in comparison with wine without additives

Zakljucci

Degustacijom i organoleptickom analizom uzoraka vina utvrdeno je kako hrastovi dodaci
razli¢itih oblika i granulacija poboljSavaju organolepticka svojstva vina. Vina s hrastovim
dodacima su dobila viSe ocjene za ukupni dojam, izmjerena je veca ukupna koli¢ina
polifenola i antocijana, visi su postotci inhibicije od vina iz inox posude te se moze zakljuciti
da hrastovi dodaci poboljSavaju organolepticka svojstva. Najbolje ocjene dobila su vina s
dodacima French oak CHIPS (Ambrosia) i American oak CHIPS (Ambrosia), vina sa
dodacima ¢ipsa imala izraZenije arome hrasta i kave. Sorta Cabernet Sauvignon je dobila vise
ocjene od sorte Merlot, §to znaci da su kod sorte Cabernet Sauvignon prisutne vece promjene
aroma. Sorta Merlot je dobila zadovoljavajuce ocjene i viSe se osjetila aroma voca nego kod
Caberneta Sauvignona.
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Finalization wine Merlot and Cabernet Sauvignon with
different enological wooden material
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Summary

It is known that during the aging of wine in wooden barrels, various chemical compounds are
extracted that significantly contribute to the quality of wine, which has been established by a
number of authors. The quality of wine during aging is also affected by the origin of the
wood, the intensity of burning and the time of aging. In addition to the classic wooden barrels,
various wooden preparations, popularly called chips, are also used today. Eight types of
different wood preparations in the form of chips and blocks, from American and French oak,
were used in this work. Antioxidant activity of wine samplese was measured by the DPPH
method, the content of anthocyanins and total polyphenols were determined and a descriptive
analysis of all samples was performed. In the case of Merlot wine, wines containing high
toasted French oak were rated the best, and they also had the highest proportions of
polyphenols and anthocyanins, as well as antioxidant activity. The best rated Cabernet
Sauvignon wines were samples containing American Block wooden additives. The same
samples also had higher values for total polyphenols than other samples. Wines without
additives were rated significantly lower.

Keywords: wine, wooden additives, finalization
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Razine nastalih produkata oksidacijskih proteina kao biljeg
oksidacijskog stresa kod miSeva s hiperglikemijom
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Sazetak

U ovom radu Zeljelo se utvrditi da li razina nastalih oksidacijskih proteina (AOPP) moze
posluziti kao biljeg oksidacijskog stresa kod miSeva sa hiperglikemijom. Cilj ove studije bio
je utvrditi oksidacijski stres u miSa C57BL/6 nakon subkroni¢nog (10 dana) davanja
polifenola u dozi od 25 mg/kg tjelesne mase. Hiperglikemija kod miSeva inducirana je sa 150
mg/kg aloksana. Eksperiment je trajao 10 dana na C57BL/6 miSevima koji su bili podijeljenih
u Cetiri grupe: grupa 1 kontrola (C), grupa 2 ekstrakt cvijeta Prunus spinosa L. (ECT), grupa
3 aloksan (AL) i grupa 4 AL+ECT. Razine AOPP u homogenatu tkiva (jetra i bubrezi)
izmjerene su spektrofotometrijskom metodom. Razine AOPP u homogenatu tkiva (jetra,
bubreg) bile su znacajno vece u skupini s aloksanom (jetra: 52,18+3,2 ng/mL; bubreg:
36,12+2,29 ng/mL) nego u kontrolnoj skupini (jetra: 31,4+1,91 ng/mL; bubreg: 23,73+1,78
ng/mL. Pored toga, koncentracija AOPP u homogenatu tkiva u aloksanskoj skupini bila je
znacajno viSa od koncentracije AOPP u homogenatu tkiva u AL + ECT skupini (jetra:
36,15+4,96 ng/mL; bubreg: 27,69+1,75 ng/mL). AOPP mogu predstavljati novu klasu
proupalnih molekula koje su ukljucene u oksidacijski stres u hiperglikemiji, te se AOPP moze
koristiti kao biljeg oksidacijskog stresa u bolesnika s hiperglikemijom.

Kljucne rijeci: produkti oksidacijskih proteina (AOPP), hiperglikemija, oksidacijski stres,
Prunus spinosa L., C57BL/6 mi$

Uvod

Polifenolni spojevi imaju antioksidacijsku aktivnost i smanjuju oksidacijski stres u organizmu
I upalne procese uzrokovane slobodnim radikalima. Kao hvataéi slobodnih radikala, kelatori
prijelaznih metala, inhibitori proupalnih enzima, modifikatori signalnih stani¢nih puteva,
polifenoli imaju zastitnu ulogu za stanice. Upravo zbog toga polifenoli koji se nalaze u trnini
u velikim koli¢inama, imaju vazoprotektivno, antiaterogensko, antitromboti¢ko i
antiapoptoticko djelovanje (Marchelak i sur., 2017). Zbog izrazenog antioksidacijskog
djelovanja polifenola, trnina (Prunus spinosa L.) bi potencijalno mogla imati
kemoprotektivan ucinak. Smanjenjem koncentracije slobodnih radikala, kroni¢nih upala,
lipidne peroksidacije, oSteCenja proteina i signalnih puteva izmedu stanica, smanjuje se
vjerojatnost nastanka nezeljenih mutacija i nastanak kancerogenih stanica (Guimaraes i sur.,
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2013). Hiperglikemija je stanje u kojem je razina glukoze u krvi ve¢a od 125 mg/dL tijekom
posta 1 ve¢a od 180 mg/dL 2h nakon obroka. Pacijenti s predijabeticnim stanjem, tijekom
posta imaju razinu glukoze u krvi izmedu 100 mg/dL i 125 mg/dL. Pacijentu se dijagnosticira
dijabetes kad na taSte ima vecu koncentraciju glukoze u krvi od 125 mg/dL. Ukoliko se
hiperglikemija ne lijeci, moze dovesti do brojnih komplikacija koje ukljucuju osteéenje ociju,
bubrega, Zivaca, srca i perifernog krvozilnog sustava (Hammer i sur., 2019). Stanju
hiperglikemije pridonose faktori kao Sto su smanjena sekrecija inzulina, smanjena upotreba
glukoze 1 povecana proizvodnja i oslobadanje glukoze. Koncentracija glukoze u krvi varira
ovisno o oralnom unosu glukoze, proizvodnji glukoze u jetri i iskoriStavanju glukoze kao
izvoru energije. U metabolizmu glukoze i njenoj koncentraciji u krvi, najveéu ulogu ima
hormon inzulin (Yari i sur., 2019; Simon i Witmann, 2019). Hiperglikemija je primijecena i
kod kriti¢no bolesnih pacijenata kod kojih je organizam u stanju izrazitog stresa. U proupalnoj
fazi kriticnih bolesnika, metabolicki stres vodi do raspada glikogena, kateholamina, sinteze
adenokortikotrofnih hormona, sinteze glukagona i inzulinske rezistencije ¢ime se poveéava
vjerojatnost razvijanja sepse, sindroma sustavnog upalnog odgovora i traumatske ozljede
mozga (Bar-Or i sur., 2019). Nelijecena i ne tretirana hiperglikemija kroz odredeni period
vremena uzrokuje mikrovaskularne komplikacije (Seino i sur., 2010). Kroni¢na
hiperglikemija kod dijabetesa inducira oksidaciju i glikozilaciju mnogih bioloski vaznih
molekula. Glikozilacija i oksidacija su procesi poznatiji pod nazivom glikooksidacija.
Glikooksidacijski proteinski produkti uzrokuju oStecenja lipida, DNA, membrana i endotela
(Piwowar i sur., 2008). Sve te strukturalne promjene uzrokuju abnormalnosti u funkcijama
makromolekula, te dolazi do njihovog nakupljanja. Pretpostavka je da su produkti
glikooksidacije glavni uzrok nastanka vaskularnih komplikacija kod dijabetesa (Abou-Seif i
Youssef, 2004). AOPP sadrzi velike koli¢ine ditirozina, koji omoguéuje mrezno povezivanje
sa disulfidnim mostovima i karbonilnim skupinama. AOPP-ovi primarno nastaju od radikala
koji sadrze klor, ukljucuju¢i hipokloritnu kiselinu i kloramine koji su rezultat
mijeloperoksidazne aktivnosti (Krokmaz i sur., 2013). PoviSene razine AOPP-a su
identificirane kod pacijenata s koronarnom arterijskom bolesti, nedonosc¢adi, hipoksi¢ne
dojencadi, pacijenata s dijabetesom 1 sistemskom sklerozom, reumatskom bolesti,
kolorektalnim rakom i akutnom mijeloi¢nom leukemijom (Selmeci, 2011). Descamps-Latscha
1 suradnici (2005) su zamijetili statisticki znacajnu korelaciju izmedu AOPP u plazmi i
koncentracije fibrinogena kod pacijenata s kroni¢nim zatajenjem bubrega. Strugala i suradnici
(2019) su ispitali kako polifenoli iz plavog krumpira (blue congo) utjecu na oksidacijski stres
I razinu AOPP-a. Zakljucili su da je koriStenjem polifenola iz plavog krumpira doslo do
povecanja koncentracije GSH i aktivnosti antioksidacijskih enzima (SOD, CAT, GPx) u
leukocitima. Takoder je zamijeceno da se smanjila koncentracija AOPP-a kao i modificiranih
oksidacijskih proteina u krvnoj plazmi Stakora nakon administracije ekstrakta plavog
krumpira. Ove aktivnosti su bile povezane s antidijabeti¢nim ucincima, Sto se dokazalo i
smanjenom koncentracijom glukoze u krvi i koncentracijom glikiranog hemoglobina kod
dijabeti¢nih Stakora, nakon primjene ekstrakta.

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti na in vivo modelu normalnog i hiperglikemijskog
C57BL/6 misa antioksidacijski uc¢inak polifenola izoliranih iz cvijeta trnine (Prunus spinosa
L.) na biljeg oksidacijskog stresa, nastalih produkata oksidacije proteina (AOPP), kao
pokazatelja oSteCenja proteina u stanju hiperglikemije. U dosadasnjim istrazivanjima nema
dostupnih i relevantnih znanstvenih radova o utjecaju polifenola iz ekstrakta cvijeta trnine na
osidacijski stres i hiperglikemiju.
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Materijali i metode

Izvor biljnog materijala, priprema vodenog ekstrakta cvijeta trnine, proces mikrovalne

detekcije, mjerenje ukupnih i pojedinacnih koncentracija polifenola detaljno su opisani u radu
Lovri¢ i sur. (2017).

Pokusne Zivotinje

Pokusi su provedeni na Zivotinjama iz jedinice za wuzgoj laboratorijskih Zivotinja
Prirodoslovno-matematickog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Pokusne zivotinje bile su
C57BL/6 miSevi u dobi od tri mjeseca. Zivotinje su hranjene tijekom 10 dana. Po osam
zivotinja je bilo smjeSteno u kavezu, na temperaturi od 22 °C, uz neogranicen pristup hrani i
vodi. Zivotinje su hranjene komercijalno dostupnom hranom koja je Zivotinjama bila
dostupna ad libitum. Zivotinje su drzane u slijedeéim uvjetima: 12 sati svijetla i 12 sati tame
pri 60 % vlaznosti. Odrzavanje i njega svih pokusnih Zivotinja provedena je u skladu sa
smjernicama koje su na snazi u Republici Hrvatskoj (Zakon o dobrobiti zivotinja, NN #135,
2006 i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u pokusima ili druge znanstvene svrhe,
NN #47, 2011), a provodi se u skladu s Uputama za njegu i koriStenja laboratorijskih
Zivotinja, DHHS Publ. #(NIH) 86-123.

Indukcija (izazivanje) hiperglikemije u C57BL/6 misa

Aloksan-monohidrat injektiran je intraperitonealno u dozi od 150 mg/kg tjelesne mase.
Indukcija dijabetesa izazvana aloksanom potvrdena je mjerenjem razine glukoze u krvi.
MiSevi s razinom glukoze iznad 140 mg/dL odabrani su za daljnje istraZivanje.

Eksperimentalne grupe zivotinja

Eksperimentalne grupe su Cinile Cetiri grupe zivotinja (n = 8 Zivotinja po grupi) i to: C —
Kontrolna grupa (0,3 mL fizioloSke otopine); ECT — ekstrakt cvijeta trnine — Prunus spinosa
L. (25 mg/kg/dan); AL — aloksan (Aloksan-monohidrat 150 mg/kg tjelesne mase); ECT + AL
— ekstrakt cvijeta trnine + aloksan. Unos ekstrakta cvijeta trnine je Zivotinjama apliciran
intraperitonalno (ip). Zivotinje su Zrtvovane 10.-ti dan pokusa te su uzeti organi jetre i
bubrega za daljnju analizu. Zivotinje su anestezirane eterom te su iskrvarene punkcijom iz
srca bez antikoagulansa. Bubrezi i jetre su izolirani iz zivotinja odmah nakon skupljanja
uzorka krvi, izvagani te pohranjeni na -80 °C za daljnju analizu.

Priprema tkiva (jetra, bubreg) za odredivanje AOPP-a

Tkivo organa homogenizirano je u 50 mM fosfatnom puferu pH 7 u omjeru 1:10 (wA).
Organi su potom homogenizirani ultrazvuénim homogenizatorom u 3 ciklusa od po 30
sekundi uz stanku od 10 sekundi izmedu ciklusa. Uzorci su tijekom homogenizacije cijelo
vrijeme drzani na ledu. Homogenati bubrega i jetre su potom centrifugirati pri 20 000 x g
tijekom 15 min na 4 °C. Homogenizacija tkiva je provedena unutar dva dana od Zrtvovanja
zivotinja.
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Odredivanje produkta oksidacijskih proteina (AOPP) u homogenatu tkiva jetre i bubrega

Odredivanje produkata oksidacijskih proteina u ovom radu je napravljeno pomocu Elisa kit-a
(Elisa, cat.no: MBS263319, MyBioSource, San Diego, SAD) koji se bazira na tehnici
dvostrukih protutijela.

Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka napravljena je pomocu SPSS Statistics verzija 17 (SPSS Inc,
Chicago, IL). Dobiveni podaci izrazeni su kao srednja vrijednost *+ standardna devijacija
srednje vrijednosti. ViSestruka usporedba netretiranih i tretiranih skupina miSeva napravljena
je ANOVA analizom varijance. Interval pouzdanosti podesen je na p<0,05. Post-hoc analize
su napravljene koriste¢i Kruskal-Wallis ANOVA test kako bi ustanovili razlike izmedu
pokusnih grupa.

Rezultati i rasprava

Sve je viSe dokaza da su komplikacije dijabetesa povezane s oksidacijskim stresom izazvanim
stvaranjem slobodnih radikala. Slobodni radikali mogu dovesti do poremecaja stani¢nih
funkcija i1 oksidacijskog oStecenja membrane. Kod hiperglikemije je utvrdeno da je
oksidacijski stres uglavnom posljedica povecane proizvodnje radikala bez kisika 1 velikog
smanjenja antioksidacijske obrane. Dakle, spojevi s hipoglikemijskim i antioksidacijskim
svojstvima mogu biti korisni antiglikemijski agensi. Dijabetes melitus (DM) karakterizira
oStecenje stanica uzrokovano upalnim i metabolickim mehanizmima induciranim izmjenom
redukcijsko-oksidacijskog statusa. Karbonilni derivati (aldehidi i ketoni) nastaju izravhom
oksidacijom aminokiselinskih ostataka ROS-om ili neoksidacijskim reakcijama s oksidiranim
lipidima koje sadrze karbonile (Gyurdszova i sur., 2017). Razine karbonila najceSée su
koriSteni biljeg oksidacijskog oSte¢enja proteina zbog relativno rane tvorbe i stabilnosti
(Weber i sur., 2015). Produkti oksidacijskih proteina (AOPP) su proteini koji sadrze ditrozin i
umrezeni su proteini koji se nalaze u aterosklerotskim lezijama 1 poticu krvozilnu
akumulaciju, aktivaciju monocita i endotelnu disfunkciju prekomjernom ekspresijom
adhezijskih molekula (Guo i sur., 2008). Produkti oksidacijskih proteina u serumu (AOPP)
novi su biljezi ostec¢enja proteina induciranih oksidacijskim stresom. Na slici 1. prikazani su
rezultati mjerenja AOPP u homogenatu tkiva jetre C57BL/6 miSa nakon 10-og dana tretmana.
Statisti¢ki je znacajna razlika izmedu kontrolne (C) (31,401,909 ng/mL) 1 aloksanske (AL)
(52,18+3,292 ng/mL) skupine, ali i izmedu AL i AL+ECT (36,15+4,964 ng/mL) skupine.
Takoder je statisticki znacajna razlika izmedu ECT (31,33+1,553 ng/mL) i AL skupine. Nema
znacajne razlike izmedu kontrolne skupine (K) i skupine koja je primala ekstrakt cvijeta trnine
(ECT). Iz slike 1. se vidi da su razine AOPP najvise u aloksanskoj skupini, $to je i logicno
obzirom da stanje hiperglikemije uzrokuje oste¢enja na proteinskoj strukturi. Hiperglikemija
uzrokuje nastajanje upalnih markera i oSte¢enje organizma, odnosno oksidaciju proteina i
lipidnu peroksidaciju. Usporedujuci aloksansku skupinu s aloksanskom skupinom tretiranom
ekstraktom cvijeta trnine (ECT) doslo je do statisticki znaCajnog smanjenja koncentracije
AOPP-a u tkivu jetre.
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Slika 1. Koncentracija AOPP u tkivu jetre, 10. dan, (ng/mL). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost+SD (*-C vs. AL; *-AL+ECT vs. AL; *-ECT vs. AL
e _ Srednje vrijednosti su znacajno razlicite; p<0,05 (ANOVA).
C — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine (Prunus spinosa L.); AL — aloksan; AL+ECT
aloksan+ekstrakt cvijeta trnine)
Figure 1. AOPP concentration in the liver tissues, 10. days (ng/mL). Results are expressed as
mean valuexSD (*-C vs. AL; *-AL+ECT vs. AL; $.ECT vs. AL.
“#3% _ The mean values are significantly different; p<0.05 (ANOVA).
C - control group; ECT - Trnina flower extract; AL - aloxan; AL+ECT — Aloxn + Trnina
flower extract)

Time je potvrden utjecaj polifenolnih spojeva na markere oSteCenja proteina induciranih
oksidacijskim stresom. Prehrana obogaéena polifenolnim spojevima ima pozitivno djelovanje
na hiperglikemiju i smanjenje nastanka markera oStecenja proteina. Podaci istraZivanja su
pokazali da jetra i slezena imaju veliku ulogu u eliminaciji AOPP-a (lwao i sur., 2006). Na
slici 2. prikazani su rezultati mjerenja AOPP u homogenatu tkiva bubrega C57BL/6 miSa
nakon 10-og dana tretmana. Statisticki je znacajna razlika izmedu kontrolne (C) (23,73+1,786
ng/mL) 1 aloksanske (AL) (36,1242,296 ng/mL) skupine, ali 1 izmedu AL i AL+ECT
(27,69£1,752 ng/mL) skupine. Takoder je statisticki znacajna razlika izmedu ECT
(24,20+4,373 ng/L) i AL skupine. Nema znacajne razlike izmedu kontrolne skupine i skupine
koja je primala ekstrakt cvijeta trnine. Bolest bubrega predstavlja ozbiljan globalni
zdravstveni problem. Jedna od glavnih briga je kasna dijagnoza, izvediva samo u
napredovalom bolesnom stanju. Nedostatak klinicke manifestacije u ranim fazama i ¢injenica
da su obi¢no izmjereni parametri bubrezne funkcije znacajno smanjeni samo tijekom
uznapredovalih stadija bolesti glavni su uzrok. Promjene na molekularnoj razini bubreznog
tkiva dogadaju se i prije nego Sto se duSic¢ne tvari, poput kreatinina 1 uree, po¢nu nakupljati u
krvi. Bubrezni proksimalni tubuli sadrze veliki broj mitohondrija i kriti¢ni su za energetski
zahtjevan proces reapsorpcije vode 1 otopina. Mitohondriji su najveci proizvodaci kisikovih
radikala koji povecavaju osjetljivost bubrega na oksidacijsko oStecenje uzrokovano stresom.
Slobodni radikali 1 prooksidansi proizvedeni tijekom akutne ili kroni¢ne ozljede bubrega
mogu dodatno pogorsati tijek bolesti i igrati ulogu u patogenezi naknadnih komplikacija
(Gyuraszova i sur., 2020).
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Slika 2. Koncentracija AOPP u tkivu bubrega, 10. dan, (ng/mL). Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost+SD (*-C vs. AL; *~AL+ECT vs. AL; *-ECT vs. AL
“#% _ Srednje vrijednosti su znacajno razlicite; p<0,05 (ANOVA)
C — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine (Prunus spinosa L.); AL — aloksan; AL+ECT
aloksan+ekstrakt cvijeta trnine)
Figure 2. AOPP concentration in the kidney tissues, 10. days (ng/mL). Results are expressed
as mean value£SD (*-C vs. AL; *-AL+ECT vs. AL; >-ECT vs. AL.
“#3% _ The mean values are significantly different; p<0.05 (ANOVA)
C - control group; ECT - Trnina flower extract; AL - aloxan; AL+ECT — Aloxn + Trnina
flower extract)

Hiperglikemija uzrokuje pojacano stvaranje ROS-a u organizmu S§to rezultira s povecanom
razinom AOPP kod bolesnika. To dovodi do sistemske upale u organizmu Sto moze rezultirati
razvijanjem dodatnih bolesti uz prethodno razvijeni dijabetes. Brahmi i sur. (2018) promatrali
su utjecaj polifenola modrozelene alge Chaetomorpha gracilis (AECG) na razlidite
biokemijske 1 hematoloske parametre kod miseva, medu kojima je bio i AOPP.
Najzastupljeniji polifenoli u algi su galna kiselina, kumarinska kiselina, apigenin i katehin.
MisSevi su bili podijeljeni u Cetiri skupine (kontrolna skupine, HFD-dijeta s visokim udjelom
masti, HFD+AECG-dijeta s visokim udjelom masti uz dodatak ekstrakta alge, AECG-
normalna dijeta tretirana s ekstraktom algi). U istrazivanju je doslo do statisticki znacajnog
smanjenja produkata oksidacijskih proteina (AOPP) u eritrocitima i trombocitima u skupini
miSeva HFD+AECG u odnosi na HFD skupinu. Takoder je dosSlo do statisticki znacajnog
smanjenja koncentracije AOPP-a u AECG skupini u odnosu na kontrolnu i ostale dvije
skupine. Mohammed Yusof i sur. (2018) proveli su istrazivanje u kojem su promatrali utjecaj
polifenola ekstrakta Hibiscus sabderiffa (HPE) na tkivo srca kod dijabeti¢nih $takora (DM).
Stakori su bili podijeljeni u 4 skupine (NDM- nedijabeti¢ni §takori, DM- dijabeti¢ni §takori,
DM+HPE-dijabeti¢ni Stakori tretirani ekstraktom, DM+MET-dijabeti¢ni Stakori tretirani
metforminom. Dijabetes uzrokuje povecanje markera oksidacijskog stresa u tkivu srca kod
DM, DM+HPE i DM+MET skupina (p<0,05), medutim, koncentracija AOPP u tkivu srca je
bila statisticki znac¢ajno smanjena u DM+HPE skupini u odnosu na DM i DM+MET skupinu.
Smanjenje upalnih markera, medu kojima je i AOPP, moZe smanjiti vjerojatnost nastanka
kardiovaskularnih bolesti 1 oStecenja krvozilnog sustava kod dijabeti¢ara. Svjezi listovi Caja
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bogati su derivatima flavan-3-ola, ponajvise katehinima, epikatehinima i epigalokatehinima,
epikatehin galatom i epigalokatehin galatom koji je najzastupljeniji. 3T3-L1 preadipociti su u
istrazivanju Ramlagan i sur. (2017) tretirani crnim i zelenim ¢ajem te se promatrao njihov
utjecaj na razinu AOPP. Razina AOPP-a u glukozom i ribozom glikiranom albuminu iz
govedeg seruma (BSA) je statisticki znacajno porastao u odnosu na neglikirani BSA. Crni 1
zeleni ¢aj su smanjili (P<0,01) AOPP razine u ribozom glikiranom BSA, dok je sam crni ¢aj
statistiCki znaCajno smanjio razinu AOPP-a kod BSA glikiranog glukozom. Povecana
produkcija ROS-a izaziva oksidaciju proteina Sto uzrokuje modifikaciju proteina kao Sto su
karbonilirani proteini i AOPP. Polifenoli inhibiraju nastanak karboniliranih proteina i AOPP u
BSA u prisutnosti oksidacijskog stresa. Polifenolni spojevi poput galne kiseline, kamferola i
rutina statisticki zna¢ajno inhibiraju formiranje AOPP u BSA glikiranom ribozom. Fu i sur.
(2018) nastojali su dokuciti utjecaj resveratrola na Stakorima kod kojih je izazvana
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda ledne mozdine. Istrazivanje je provedeno na 5 skupina
Stakora: 1. kontrolna skupina bez operacije (Con), 2. Stakori tretirani resveratrolom (10 mg/kg
tjelesne mase) (Res), 3. Stakori podvrgnuti laparotomiji i infrarenalnoj disekciji abdominalne
aorte bez stezanja aorte (Sham), 4. Stakori s ishemijskom-reperfuzijskom ozljedom ledne
mozdine (IRI), 5. Stakori koji su tretirani resveratrolom (10 mg/kg tjelesne mase) i kod kojih
je izazvan IRI (IRI+Resv). Primijeceno je da je u IRI skupini povecana koncentracija AOPP.
Primjenom resveratrola kod Stakora sa IRI doslo je do statisticki znacajnog smanjenja AOPP
u serumu u odnosu na IRI skupinu koja nije bila tretirana resveratrolom. Sham skupina je
imala manju koncentraciju AOPP u serumu nego IRI skupina. IRl skupina tretirana
resveratrolom imala je manju koncentraciju AOPP u krvi u odnosu na Sham skupinu. AOPP
je marker proteinske oksidacije te je statisticki znacajno povecan u IRI skupini u odnosu na
kontrolu skupinu. Diabetes mellitus (DM) se danas smatra heterogenom skupinom bolesti
koju karakterizira stanje kroni¢ne hiperglikemije, Sto uzrokuje niz sekundarnih komplikacija
poput kardiovaskularnih, bubreznih i neuroloskih. Regulacija DM ukljucuje vjezbanje,
prehranu 1 farmakoterapiju. Medutim, lijekovi razvijeni za lijeCenje dijabetesa iako mogu
sprije¢iti dugotrajne komplikacije dijabetesa mogu imati brojne nuspojave. Novi terapijski
modaliteti koji omogucavaju bolje upravljanje dijabetesom i bolju toleranciju pacijenata bili
bi vazno poboljSanje. Trenutno se navodi da viSe od 400 biljaka ima potencijal snizavanja
razine glukoze u krvi. Poznato je da su ove ljekovite biljke ucinkovite u lijecenju dijabetesa i
oc¢ekuje se da postizu visoku razinu antihiperglikemijskog u¢inka bez nuspojava, za razliku od
uobicajenih antidijabetickih lijekova. Biljni ekstrakti ostvaruju antidijabeticka djelovanja
pomocu farmakoloSkih mehanizama, ukljucujuci inzulinu sli¢nu aktivnost (Broadhurst i sur.,
2000), kao 1 povecanje osjetljivosti na inzulin (Miura 1 sur., 2006), izlu¢ivanje inzulina (Mai i
Chuyen, 2007), antioksidacijsku aktivnost (Chen i Yen, 2007) i smanjenja aktivnosti crijevne
glikozidaze (Kimura i sur., 2007). Prekomjerna produkcija slobodnih radikala korelacijski je
povezana s produkcijom produkata oksidacijskih proteina u serumu (AOPP). Nastavno na to,
AOPP je medijator oksidacijskog stresa, a njegove povecane koncentracije su takoder
povezane s razinom citokina (molekule koje izazivaju upalu) u organizmu.

Zakljudci

Koncentracije AOPP u ispitivanim uzorcima jetre i bubrega statisticki su znac¢ajno smanjene U
(AL+ECT) grupama miSeva u odnosu na aloksansku grupu, Sto kazuje na antioksidacijski
ucinak ECT i1 smanjenje oksidacijskog stresa, posto stanje hiperglikemije uzrokuje oSte¢enja
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na proteinskoj strukturi. Dakle, ovo istrazivanje ukazuje na to da bioaktivne molekule iz
ekstrakta cvijeta Prunus spinosa L., kao suportivna terapija, mogu imati pozitivan ucinak na
oksidacijski stres i hiperglikemiju u misSa C57BL/6.
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Summary

We aimed to determine whether advanced oxidation protein product (AOPP) levels can serve
as a marker of oxidative stress in mice with hyperglycemia. The aim of this study was to
establish the oxidation stress of Prunus spinosa L. flower extract (PSE) polyphenol
glycosides in C57/BL6 mice organs after repeated subchronic (10 days) administration of
entry dose of 25 mg/kg/bw of total polyphenols by gavage. Hyperglycemia in mice induced
with 150 mg/kg bw of alloxan. The experiment lasted 10 days using C57BL/6 mice divided in
four groups: group 1 as control (C), group 2 as Prunus spinosa L. flower extract (PSE), group
3 as aloxan (AL) and group 4 as AL with PSE. AOPP levels in the tissue homogenate (liver
and kidney) were measured by the spectrophotometric method (microplate reader). Tissue
homogenate (liver, kidney) AOPP levels were significantly higher in the aloxan group (liver:
52.18+3.29 ng/mL; kidney: 36.12+2.29 ng/mL) than in the control group (liver: 31.4+1.91
ng/mL; kidney: 23.73+£1.78 ng/mL). In addition, the mean AOPP level in the homogenate
tissue in the aloxan group was significantly higher than the mean homogenate tissue AOPP
levels in the AL+ECT group (liver: 36.15+4.96 ng/mL; kidney: 27.69+1.75 ng/mL). AOPPs
may represent a novel class of pro-inflammatory molecules that are involved in oxidative
stress in hyperglycemia. AOPPs may be used as a marker of oxidative stress in patients with
hyperglycemia.

Keywords: Advanced oxidation protein products (AOPPs), Hyperglycemia, Oxidative stress,
Prunus spinosa L., C57BL/6 mice
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Hepatoprotektivni u¢inak Aronia melanocarpa u C57BL/6 miSa
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Sazetak

Aronia melanocarpa je voce bogato fenolnim spojevima — uglavnom flavonoidima iz
podrazreda antocijana. Antocijani su u vodi topljivi biljni pigmenti s antioksidacijskim,
protuupalnim, antimikrobnim, hepatoprotektivnim i gastroprotektivnim  svojstvima.
Prouc¢avan je ucinak praha A. melanocarpa (PAM) u miSa sa 2 %-tnim kolesterolom
izazvanom hiperkolesterolemijom. PAM (1 g/kg/dan) je primjenjen oralno. Malondialdehid
(MDA), superoksid dismutaza (SOD) i glutation (GSH) odredeni su u jetri misa i koriSteni
kao biokemijski markeri oksidacijskog stresa. Primjena kolesterola izazvala je lipidnu
peroksidaciju u jetri za 46,68 % u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja (izmjereno preko
malondialdehida - MDA). U usporedbi s kontrolom, SOD (12,3 %) i GSH (58,8 %) znatno su
povecani (p<0,05) u grupi miSeva koji su tretirani sa prahom aronije.

Kljucne rijeci: hepatoprotektivni u¢inak, Aronia melanocarpa, MDA, SOD, GSH

Uvod

Poznata je Cinjenica da reaktivne kisikove vrste (ROS) i druge prooksidacijske vrste nastaju
kao sporedni proizvodi vaznih biokemijskih procesa aerobnih organizama. Tijekom evolucije
razvijeni su zaStitni mehanizmi koji sprjeCavaju nastanak ili razlazu ve¢ nastale
prooksidacijske vrste, popravljaju i mijenjaju oStecene molekule. Pod normalnim uvjetima
produkcija prooksidacijskih vrsta je u ravnotezZi sa antioksidacijskom zaStitom organizma.
Medutim, pod utjecajem razli¢itih endogenih i/ili egzogenih faktora koji djeluju stresno, ova
ravnoteza se moze narusiti, odnosno moze dovesti do povecane produkcije prooksidansa i/ili
smanjenja antioksidacijske zastite organizma. Ovakvo stanje naziva se oksidacijski stres, i
uzrok je ili prate¢i faktor u patologiji mnogih bolesti (Ferrari, 2001).

S obzirom da na$S endogeni antioksidacijski sustav obrane nije adekvatan da u potpunosti
sprijeCi prekomjernu produkciju slobodnih radikala i oksidacijski stres, neophodno je
unosenje dodatnih koli¢ina antioksidansa. Antioksidansi su tvari koje sprjecavaju oksidacijske
procese i smanjuju ili onemogucavaju oksidaciju supstrata ¢ak i ako su prisutni u znacajno
nizim koncentracijama od oksidiranog supstrata (Gutteridge i Halliwell, 2010). U novije
vrijeme, zbog dokazanih toksi¢nih efekata, upotreba sintetickih antioksidansa se napusta, a
interes za primjenu prirodnih stalno raste. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO)
preporucuje dnevni unos od najmanje 400 g voca i povrca u cilju smanjenja kancerogenih
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bolesti i bolesti izazvanih starenjem (Hoffmann i sur., 2003.). Aronija je biljka koja pripada
porodici ruza (Rosacea), porijeklom je s istoka Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava i grani¢nih
pogotovo antocijani i procijanidini, te su isti zasluzni za antioksidacijska svojstva biljke.
Ukupan sadrzaj fenola varira izmedu 2000-8000 mg/100g osuSene mase (Benvenuti i sur.,
2004.). Pozitivni ucinci aronije postoje upravo zbog bogatog izvora antioksidansa koji svojim
djelovanjem vezu slobodne radikale i na taj nacin sprecavaju njihovo Stetno djelovanje na
organizam (Oszmianski i Wojdylo, 2005). Znanstvena istraZzivanja su pokazala da se medu
bobicastim vocem, po antioksidacijskoj aktivnosti odnosno sadrZzaju polifenola, izdvajaju
plodovi aronije. Sok dobiven od plodova aronije ispoljava ¢ak 1 do 4 puta vecu
antioksidacijsku aktivnost u odnosu na ostale polifenolima bogate napitke, kao Sto su sok od
borovnice, sok od ribizle i crveno vino (Seeram i sur., 2008).Slobodni radikali nastali u krvi i
tkivima mogu izazvati oksidaciju na viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama koje sadrze
visoko reaktivne dvostruke veze. Time zapocinje proces lipdne peroksidacije (LPO). Zasi¢ene
masne Kiseline su kemijski stabilne dok kod nezasi¢enih masnih kiselina brzina oksidacije
raste s povecanjem stupnja nezasi¢enosti. Lipidi u bioloSkim sustavima sadrze viSestruko
nezasicene masne Kiseline u obliku fosfolipida, estera, triacilglicerola, kolesterola, slobodnih
masnih kiselina tako da se LPO potaknuta slobodnim radikalima nesmetano odvija i u
fizioloSkim uvjetima (Catala, 2009). Aronija se moze koristiti kao u¢inkoviti antioksidans koji
Stiti a-tokoferole 1 nezasi¢ene lipide u prehrambenim proizvodima. Antioksidacijski potencijal
aronije je dokazan brojnim in vitro i in vivo studijama. Takoder, pozitivno djelovanje na
oksidacijski stres, mjereno brojnim biokemijskim markerima navodi se od strane mnogih
autora. Kardioprotektivna aktivnost crnoplodne aronije se moze pripisati sposobnosti njenih
ekstrakta bogatih antocijanima pri snizavanju koncentracije lipida u krvi, antiagregacijskom i
vazoaktivnom ucinku. Takoder, aronija sadrzi i znacajnu koli¢inu niacina koji blagotovorno
djeluje na snizavanje koncentracije lipida u krvi (Ganji i sur., 2003). MjeSavina antocijana,
procijanidina i fenolnih kiselina u aroniji, predstavlja jedan od najpotentnijih prirodnih
antioksidansa. Zahvaljuju¢i ovome, plodovi aronije i od njih dobiveni proizvodi smatraju se
efikasnim u ocuvanju zdravlja. Ovo se prije svega odnosi na povoljne efekte na
kardiovaskularno zdravlje, odrzavanje normalnih funkcija urinarnog trakta, zastitu od virusa i
bakterija te poboljSanje memorije. Takoder proizvodi od aronije pokazali su inhibicijsko
djelovanje na proliferaciju kancerogenih stanica, kao i hepatoprotektivno i antidijabeticko
djelovanje kroz smanjenje hiperglikemije i hiperlipidemije (Chrubasik i Chrubasik, 2010).
Cilj ovog rada bio je ispitivanje konzumacije praha aronije na markere oksidacijskog stresa i
mogucnosti koriStenja iste u terapeutske svrhe.

Materijali i metode
Pokusne zZivotinje

Pokusi su provedeni na zivotinjama iz jedinice za uzgoj laboratorijskih Zivotinja
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Pokusne Zzivotinje bile su
C57BL/6 miSevi u dobi od tri mjeseca. Zivotinje su hranjene tijekom 30 dana. Mi3evi su bili
na temperaturi od 22 °C, uz neograni¢en pristup hrani i vodi. OdrZavanje i njega svih
pokusnih zivotinja provedena je u skladu sa smjernicama koje su na snazi u Republici
Hrvatskoj (Zakon o dobrobiti Zivotinja, NN #135, 2006 i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje
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se koriste u pokusima ili druge znanstvene svrhe, NN #47, 2011), a provodi se u skladu s
Uputama za njegu i koriStenja laboratorijskih zivotinja, DHHS Publ. #(NIH) 86-123.

Eksperimentalne grupe Zivotinja

Eksperimentalne grupe su ¢inile Cetiri grupe Zzivotinja (n = 8 Zivotinja po grupi): KO -
kontrolna grupa; CH — 2 % kolesterol; PAM - prah aronije (1 g/kg/dnevno); CH + PAM -2 %
kolesterol + prah aronije. Zivotinje su Zrtvovane 30.-ti dan pokusa te su uzeti organi jetre za
daljnju analizu. Zivotinje su anestezirane eterom te su iskrvarene punkcijom iz srca bez
antikoagulansa. Organi su izolirani iz zivotinja odmah nakon skupljanja uzorka krvi, izvagani
te pohranjeni na -80 °C za daljnju analizu.

Priprema tkiva za odredivanje antioksidacijskih enzima

Svjeze tkivo homogenizirno je u 50 mM fosfatnom puferu pH 7 u omjeru 1:10 (w/v). Organi
su potom homogenizirani ultrazvu¢nim homogenizatorom u 3 ciklusa od po 30 sekundi uz
stanku od 10 sekundi izmedu ciklusa. Uzorci su cijelo vrijeme drzani na ledu. Homogenati
jetre potom su centrifugirati pri 20 000 x g tijekom 15 min na 4 °C.

Mjerenje lipidne peroksidacije

Prisutnost lipidne peroksidacije odredivana je modificiranom metodom koju su opisali
Jayakumar 1 sur. (2008). Ova metoda se temelji na mjerenju koncentracije malondialdehida
(MDA) koji je jedan od glavnih produkata lipidne peroksidacije. Malondialdehid reagira sa
tiobarbiturnom kiselinom i stvara kromogen koji je moguée mjeriti spektrofotometrijski.
Uzorcima jetre mase 100 mg dodano je 1 mL 50 mM fosfatnog pufera (pH 7.0) i potom su
uzorci homogenizirani ultrazvuénim homogenizatorom Bandelin Sonoplus HD2070
(Bandelin, Njemacka) upotrebom sonde MS73 (Bandelin, Njemacka), snagom od 10 %.
Homogenati su centrifugirani centrifugom Mikro 200R (Hettich, Njemacka) 15 minuta pri
brzini od 10 000 rpm. 200 pL supernatanta pomijesano je sa 200 puL 8,1 %-tne vodene otopine
SDS-a, 1,5 mL 20 %-tne vodene otopine octene kiseline (pH 3.5) 1 1,5 mL 0.81 %-tne vodene
otopine tiobarbiturne kiseline. Smjesa je zagrijavana 60 minuta pri temperaturi od 95 °C.
Ohladenim uzorcima izmjerena je apsorbancija pri 532 nm i 600 nm spektrofotometrom Libro
S22 (Biochrom, Ujedinjeno Kraljevstvo).

Koncentracija je izraCunata prema formuli (jed. 1):
c (MDA) :A X Vuzorka (mL) / &X Vreakcijske smjese (mL) X Cproteina (mg/ mL) (1)

gdje: ¢ = 1,56x105 1/M cm. Koncentracija lipidnih peroksida izrazena je kao nmol MDA/mg
proteina.
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Aktivnost reduciranog glutationa

Postupak odredivanja koncentracije GSH se temelji na reakciji GSH i DNTB-a (5,5’-ditiobis-
2-nitrobenzojeva kiselina). DNTB je poznat i kao Ellmanov reagens, a koristi se pri
kolorimetrijskom odredivanju tiolnih skupina u bioloskim uzorcima. Ellmanov reagens
uzrokuje oksidaciju GSH pri ¢emu dolazi do stvaranja vece koli¢ine 2-nitro-5-tiobenzoatne
kiseline (NTB) i male koli¢ine glutation disulfida (GSSG). NTB je zuto obojeni produkt koji
se mjeri na Plate Reader-u pri 412 nm, a na temelju ¢ega indirektno dobivamo podatak o
koncentraciji GSH (Eyer i sur. 2003). Koncentraciju smo izracunali prema formuli (jed. 2):

C (GSH) = AA X Vyzorka (mL) / £ X Vreakcijske smjese (m L) X Cproteina (mg/m I—) (2)

gdje ¢ (DTNB) = 8,22 1/mM cm. Aktivnost enzima reduciranog glutationa (GSH) izrazena je
kao mU/mg proteina.

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (O,*) u vodikov peroksid
(H20,), pri cemu se jedna molekula H,O, oksidira u O,, a druga reducira u H,O,. Aktivnost
SOD-a odredena je u supernatantima homogenata jetre inhibicijom redukcije citokroma C u
sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema modificiranoj metodi Flohé i sur. (1971). U staklenu
kivetu s 1,45 mL otopine A dodano je 25 ul uzorka (po potrebi razrijedenog fosfatnim
puferom pH=7,8 bez EDTA-e) i reakcija je zapoceta dodatkom 25 ul otopine B. Vrijeme
reakcije mjereno je 3 minute na valnoj duljini 550 nm. Svaki uzorak termostatiran je na 25 °C.
Kako aktivnost ksantin-oksidaze moze varirati od pokusa do pokusa, nuzno je uskladiti
koncentraciju tog enzima tako da brzina redukcije citokroma C bude analogna porastu
apsorbancije od 0,025 po minuti u kontrolnoj reakciji bez superoksid dismutaze. Jedinica
SOD-a definirana je kao koli¢ina enzima potrebnog za 50-postotnu inhibiciju redukcije
citokroma C u bazdarnom pravcu s poznatim koncentracijama SOD-a. Aktivnost SOD-a
izrazena je kao U/mg proteina.

Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka napravljena je pomocu SPSS Statistics verzija 17 (SPSS Inc,
Chicago, IL). Dobiveni podaci izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna devijacija
srednje vrijednosti. ViSestruka usporedba netretiranih i tretiranih skupina miSeva napravljena
je ANOVA analizom varijance. Interval pouzdanosti podeSen je na p<0,05. Post-hoc analize
su napravljene koriste¢i Kruskal-Wallis ANOVA test kako bi ustanovili razlike izmedu
pokusnih grupa.

Rezultati i rasprava
Uloga namirnica biljnog porijekla u prevenciji kardiovaskularnih bolesti pripisuje se ne samo
njihovim nutritivnim sastojcima, vec i bioloski aktivnim sekundarnim metabolitima biljaka,

polifenolima. Polifenoli predstavljaju najznacajnije dijetetske antioksidanse s obzirom da su
visoko zastupljeni u namirnicama biljnog porijekla i da imaju visok antioksidacijski kapacitet
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(Scalbert i sur., 2005). Faktori rizika za nastanak KVB c¢esto su praceni poremecajima
oksidacijskog statusa. lako se veca efikasnost dijetetskih antioksidansa oc¢ekuje kod ljudi s
prisutnim faktorima rizika ili ve¢ razvijenim bolestima, njihova dugotrajna konzumacija moze
ispoljiti povoljne efekte na pojedine markere oksidacijskog stresa i u slucaju zdravih
ispitanika (Zamora-Ros i sur., 2013). Zreli plodovi aronije sadrze veliku kolicinu bioloski
aktivnih spojeva poznatih pod imenom polifenolni spojevi. U aroniji najzastupljeniji su
proantocijanini, antocijanini te flavonoli. Udio polifenolnih spojeva u aroniji je mnogo veci u
usporedbi s ostalim bobicastim voéem kao $to su borovnica, kupina i malina (Jakobek i sur.,
2012). Antioksidacijska aktivnost polifenola ocituje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih
kisikovih i duSikovih vrsta, ali i inhibiciji enzima koji povecavaju oksidacijski stres odnosno
indukciju “antioksidacijskih” enzima. Ujedno polifenoli imaju sposobnost keliranja metala te
vezanja ugljikohidrata i proteina s pomocu hidroksilnih skupina. U posljednjih nekoliko
godina mnogo se govori 0 ucinku aronije na zdravlje ljudi. Nedavne studije su ukazale na
njeno antioksidacijsko, antimutageno, hepatoprotektivno, kardioprotektivno, antidijabetsko,
kao i antiupalno djelovanje (Jurgonski i sur. 2008; Kulling i Rawel, 2008; Soriano Sancho i
Pastore, 2012).

U cilju eventualnog razjasnjenja potencijalnog antioksidacijskog djelovanja praha aronije,
ispitan je utjecaj na aktivnost antioksidacijskih enzima. Tri najznacajnija unutarstanic¢na,
enzimatska antioksidacijska obrambena sustava su: superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(CAT) i glutation peroksidaza (GPx). Ovi enzimi su prisutni u plazmi i djeluju pretvarajuci
reaktivne vrste kisika i reaktivne duSikove vrste u stabilne forme. Superoksid dismutaza
sudjeluje u dismutaciji superoksida u vodikov peroksid, a do njegova uniStavanja moze doci
katalazom ili glutation peroksidazom. U tablici 1. prikazani su rezultati utjecaja praha aronije
na aktivnost GSH i SOD u jetri zivotinja. Statisticki znacajno smanjenje (ANOVA, p<0,05)
aktivnosti GSH u jetri zabiljezeno je kod grupe Zivotinja koja je uz komercijalno dostupnu
hranu tretirana sa CH (40,87+0,51 mU/mg proteina) u odnosu na KO (54,78+0,42 mU/ mg
proteina), Sto dovodi stanice jetre u opasnost od oksidacijskih oSte¢enja te razvoja bolesti.
Takoder, doslo je i do povecanja (ANOVA, p<0,05) aktivnosti GSH kod grupe koja je
tretirana sa PAM (85,35+0,44 mU/mg proteina) i grupe koja je uz komercijalno dostupnu
hranu tretirana sa CH+PAM (76,06+£0,48 mU/mg proteina) u odnosu na kontrolnu vrijednost.
Statisticki znacajno povecanje (ANOVA, p<0,05) aktivnosti SOD u jetri zabiljezeno je kod
grupa koje su uz komercijalno dostupnu hranu tretirane sa PAM (53,05+3,4 U/mg proteina) i
CH+PAM (47,38+3,2 U/mg proteina) u odnosu na KO (47,23+3,2 U/mg proteina) tretiranih
zivotinja. Kod grupe koja je tretirana sa CH doslo je do statisticki znacajnog smanjenja
(ANOVA, p<0,05) aktivnosti SOD (29,81+3,0 U/mg proteina) u odnosu na KO (47,23£3,2
U/mg proteina). Dakle, aktivnost SOD je za 12,32 % poviSena u jetri miSeva tretiranih
prahom aronije u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja $to znaci da prah aronije ima
povoljan ucinak na razinu SOD zdrave populacije, a time i hepatoprotektivan ucinak. S
obzirom na to da je doSlo do smanjenja razine SOD u jetri kolesterolom tretiranih miSeva za
36,88 % u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja, moze se zakljuciti da je doSlo do pojave
oksidacijskog stresa u jetri te skupine Zivotinja, odnosno do pojave hiperkolesterolemije. Ovi
rezultati su u skladu sa literaturnim podacima. Broncel i sur. (2010) pokazali su porast
aktivnosti SOD i GPx poslije 2 mjeseca suplementacije ekstraktom aronije kod ispitanika sa
metabolickim sindromom. Porast aktivnosti GPx pokazan je i kod ispitanika sa
hiperholesterolemijom koji su konzumirali ekstrakt izoliranih antocijana aronije u trajanju od
mjesec dana (Kowalczyk i sur. 2005).
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Tablica 1. Koncentracija SOD i GSH u homogenatima tkiva jetre kod kontrolne i tretiranih
skupina Zivotinja u odnosu na kontrolu. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost+SD. (‘KO
vs. PAM; “CH vs. CH+PAM. ** — Srednje vrijednosti su znacajno razlicite; p<0,05 (ANOVA).
KO - kontrolna grupa; PAM - prah aronije; CH — kolesterol; CT+PAM - kolesterol+prah
aronije)

Table 1. SOD and GSH concentration in the tissues of the liver of the control animals and the
treated groups compared to the control. Results are expressed as mean valuexSD. (KO vs.
PAM i CH+PAM; *CH vs. CT+PAM. “* — The mean values are significantly different; p<0,05
(ANOVA). KO - control group; PAM - Aronia melanocarpa powder; CH — cholesterol;
CT+PAM - cholesterol+ Aronia melanocarpa powder)

Grupe KO PAM CH CH+PAM
SOD (U/mg)  47,23+#3,2° 53,05%3,4  29,81+3,0° 47,38+3,2"
GSH 54,78+0,42° 85,35+0,44 40,87+0,51% 76,06+0,48%
(mU/mgq)

Takoder, sok od aronije pokazao je smanjenje oksidacijskog stresa induciranog fizickom
aktivnos¢u veslaca, kroz stimulaciju antioksidacijskih enzima eritrocita nakon jednog mjeseca
redovite konzumacije (Pilaczynska-Szczesniak i sur., 2005). U animalnim eksperimentalnim
modelima, sok od aronije pokazao je povoljan efekt na hiperlipidemiju, sniZavanjem
poviSenih nivoa triglicerida, ukupnog i LDL kolesterola (Valcheva-Kuzmanova i sur., 2007).
Smatra se da je ovakav efekt posljedica antioksidacijskog djelovanja, Sto je takoder potvrdeno
I U in vitro uvjetima. Tako je u plazmi tretiranoj ekstraktom aronije uocen porast u ukupnom
antioksidacijskom kapacitetu, dok je smanjenje stvaranja superoksid-anion radikala pokazano
u trombocitima zdravih osoba i pacijenata oboljelih od karcinoma dojke (Kedzierska i sur.,
2012; Malinowska i sur., 2012). Mali broj studija u kojima je ispitivan utjecaj kronicne
konzumacije proizvoda od aronije na oksidacijski status kod ljudi pokazao je porast u
aktivnosti antioksidacijskih enzima kao i smanjenje nivoa produkata lipidne peroksidacije
(Pilaczynska-Szczesniak i sur., 2005). Hepatoprotektivna aktivnost soka aronije je utvrdena u
eksperimentu sa Stakorima s induciranim oSte¢enjima jetre primjenom CCly, gdje je dodatak
soka znacajno reducirao histopatoloske promjene u jetri poput nekroze, degeneracije
hepatocita te upalni infiltrat limfocita, $to se pripisuje antioksidacijskim svojstvima aronije, te
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala (Valcheva-Kuzmanova i sur., 2004). Na slici 1.
prikazani su rezultati hepatoprotektivnog uc¢inka praha aronije na koncentraciju MDA u jetri
zivotinja. Statisticki znac¢ajno smanjenje (ANOVA, p<0,05) koncentracije MDA zabiljezeno
je kod 2 suplementa u jetri: PAM (4,23+0,16 nmol/mg proteina) i CH+PAM (3,96+0,22
nmol/mg proteina) u odnosu na KO (5,27+0,22 nmol/mg proteina). Kod tretmana sa 2 %
kolesterolom doslo je do statisticki znacajnog povecanja (ANOVA, p<0,05) koncentracije
MDA u CH grupi (8,73+0,24 nmol/mg proteina) u odnosu na KO (5,27£0,22 nmol/mg
proteina).
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Slika 1. Koncentracija MDA u homogenatima tkiva jetre kod kontrolne i tretiranih skupina
Zivotinja u odnosu na kontrolu. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost+SD (* * - razlike
izmedu tretmana; p<0,05 (ANOVA). KO - kontrolna grupa; PAM — prah aronije; CH -
kolesterol; CH+PAM - kolesterol+prah aronije)

Figure 1. MDA concentration in the tissues of the liver of the control animals and the treated
groups compared to the control. Values are expressed as means+SD (* * — differences between
treatments; p<0.05 (ANOVA). KO - control group; PAM - Chokeberry powder; CH -
cholesterol; CH+PAM - cholesterol+ Chokeberry powder)

Pozitivni efekti aronije i njenih proizvoda na markere oksidacijskog stresa ispitivani su u
malom broju dijetetskih interventnih studija kod ljudi. Rezultati tih studija potencijalno
antioksidacijsko djelovanje baziraju upravo na smanjenju koncentracije MDA. Znacajno
smanjenje koncentracije MDA u serumu pokazano je nakon osam tjedana konzumacije
ekstrakta aronije kod ispitanika sa metabolickim sindromom (Broncel i sur., 2010), kao i kod
veslaca koji su konzumirali sok od aronije prije izvodenja ergonometrijskog testa
(Pilaczynska-Szczesniak i sur., 2005). Lipidi, odnosno masne Kiseline sa vec¢im brojem
dvostrukih veza smatraju se bioloskim komponentama koje su najpodloZnije oksidacijskom
oSte¢enju. U slucaju naruSene ravnoteze izmedu stvaranja ROS i antioksidacijske zastite
dolazi do oksidacije PUFA u stanicnoj membrani, $to mijenja njene fizicko-kemijske
karakteristike i naruSava uobicajenu funkciju (Ozbay i Dulger, 2002). Ovo se zasniva na
¢injenici da je stanicna membrana prva linija odbrane stanice od slobodnih radikala kao i da
ima visok sadrzaj lipida, odnosno PUFA. Medu brojnim indeksima koji se uz primjenu
odgovaraju¢ih metoda koriste za ocjenu oksidacijskog statusa najceSc¢e su KkoriSteni
pokazatelji nivoa lipidne peroksidacije. Polifenoli se smatraju bioaktivnim sastojcima plodova
aronije i njihovih proizvoda, zasluznim za povoljne efekte na ocuvanje zdravlja ljudi. Medu
prisutnim klasama polifenola, najviSe paznje posvecuje se antocijanima, koji ¢ine oko 25 %
ukupnih polifenola u plodovima aronije. Smatra se da njihov doprinos antioksidacijskoj
aktivnosti soka od aronije iznosi i do 40 % (Zheng i Wang, 2003). Antocijani su u plodovima
aronije prisutni u formi cijanidin-3-glikozida, i to kao arabinozid, glukozid, galaktozid i
ksilozid. Da bi polifenoli, kao i druge komponente hrane, djelovali u organizmu, moraju
putem Kkrvi do¢i do tkiva, odnosno stanica ciljnih organa. Zbog toga je neophodno
identificiranje formi i metabolita u kojima su polifenoli prisutni u organizmu.
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Za vecinu polifenolnih spojeva pokazano je da se intenzivno metaboliziraju, te se molekularne
forme u kojima su prisutni u cirkulaciji razlikuju od oblika u kojima su prisutni u hrani. Kao
rezultat metabolickih transformacija, polifenoli su u organizmu naj¢eSée prisutni u formi
metabolita, konjugata, odnosno glukuronida i sulfata, koji mogu biti dodatno metilirani
(Kroon i sur., 2004). lako je zabiljezen znacajan pomak u identifikaciji formi u kojima su
polifenoli prisutni in vivo, podaci koji se ticu bioraspoloZivosti i metabolizma antocijana nisu
u potpunosti uniformirani. U literaturi se antocijani c¢esto navode kao klasa polifenola sa
slabom apsorpcijom i brzom eliminacijom, te veoma niskom bioraspolozZivos¢u. U skladu sa
tim, kompromitirani su zaklju¢ci o njihovom djelovanju in vivo (Manach i sur., 2005). Ipak,
novije istrazivanje identificiralo je cijanidin-glikozide u neizmjenjenoj formi i u formi
metabolita u organizmu, nakon konzumacije soka od aronije koji je sadrZao antocijane u
relevantnim dnevnim dozama. Prisustvo neizmjenjenih formi antocijana, njihovih glukuronida
i metiliranih derivata, pokazano je u plazmi i urinu u toku 24 h po unoSenju soka
(Wiczkowski i sur., 2010). Suprotno pojedinim literaturnim navodima da se antocijani u
cirkulaciji nalaze isklju¢ivo u formi nemetaboliziranih glikozida, Kay i sur. su nakon
administracije cijanidin-3- glikozida odraslim muskarcima, kao najzastupljenije forme u
serumu detektirali konjugirane metabolite (Kay i sur., 2005). Studije provedene na Stakorima
pokazale su da se antocijani brzo apsorbiraju u Zelucu i tankom crijevu, kao i da imaju Siroku
distribuciju u organizmu (Felgines i sur., 2009; Talavéra i sur., 2004). Njihovo prisustvo u
razlicitim organima, ukljucujuéi srce i masno tkivo svjedoci o potencijalnim povoljnim
efektima koje bi antocijani mogli ispoljiti na ocuvanje zdravlja ljudi i prevenciju KVB i
drugih kroni¢nih bolesti.

Zakljucci

U provedenom istrazivanju hepatoprotektivnog ucinka praha aronije na jetri C57BL/6 misa
doslo je do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije MDA kod grupe zZivotinja koja je
tretirana prahom aronije (PAM) za 19,73 %, dok je kod grupe koja je tretirana sa 2 %
kolesterola (CH) radi izazivanja hiperkolesterolemije doSlo je do statisticki znacajnog
povecanja koncentracije MDA za 46,68 % u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (KO).
Takoder je doslo do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti GSH kod grupe tretirane sa CH
za 25,39 %, no takoder je doslo i do povec¢anja aktivnosti GSH kod grupa koje su tretirane sa
PAM za 55,8 % i CH+PAM za 38,85 % u odnosu na kontrolnu vrijednost. Statisticki znac¢ajno
povecanje aktivnosti SOD zabiljeZeno je i kod grupe koja je tretirana sa PAM za 12,32 %,
dok je kod grupe koja je tretirana sa CH doslo do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja aktivnosti
SOD za 36,88 % u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Povecanje koncentracije GSH i SOD
u jetri kod ispitivanog dodataka praha aronije ukazuje na protektivnu antioksidacijsku
aktivnost praha aronije. U istom dodatku doslo je do znac¢ajnog smanjenja koncentracije MDA
te prema tome mozemo zakljuciti kako prah aronije snizava rizik od pojave oksidacijskog
stresa, kao i lipidne peroksidacije.
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Hepatoprotective effect of Aronia melanocarpa in C57BL/6 mice

Irena Landeka Jurdevié¢'*, Valentina Vuéini¢!, Mandica-Tamara Toli¢!,
Petar Dragiéeviéz, Domagoj Piki¢®

Faculty of Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb,
Pierottijeva 6, 10 000 Zagreb, Croatia
2School of Medicine University of Zagreb, Salata 3, 10 000 Zagreb, Croatia
3Faculty of Science, University of Zagreb, Rooseveltov trg 6, 10 000 Zagreb, Croatia
*Corresponding author: ilandeka@pbf.hr

Summary

Aronia melanocarpa fruits are rich in phenolic substances—mainly flavonoids from the
anthocyanin subclass. The anthocyanins are water-soluble plant pigments with antioxidant,
anti-inflammatory, antimicrobial, hepatoprotective, gastroprotective and other activities. We
studied the effect of A. melanocarpa powder (PAM) on 2 % cholesterol induced
hypercholesterolemia in mice. PAM (1 g/kg/day) was applied orally. Malondialdehyde
(MDA), superoxide dismutase and also glutathione (GSH) in mouse liver were determined
and used as biochemical markers of the oxidative status. The administration of cholesterol
increased liver lipid peroxidation in liver of 46.68 % compared to the control group (as
measured by malondialdehyde - MDA). Compared with the control, SOD (12,3 %) and GSH
(58,8 %) were significantly increased (p <0.05) in the group of mice treated with powder
chokeberry.

Keywords: Hepatoprotective effect, Aronia melanocarpa, MDA, SOD, GSH
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Peptide Derivatives as Inhibitors of SARS-CoV-2-S Protein:
Molecular docking study
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Summary

Molecular docking study was performed to identify new lead inhibitor of SARS-CoV-2 spike
glycoprotein (S protein) from the set of 62 peptide derivatives and evaluate their interactions
with the receptor. Peptide-type compounds are previously proven peptide-type SARS-CoV
3CL protease inhibitors. However, highest binding affinity towards S protein has compound
21 (E = -127.2 kcal/mol), which showed the very low inhibitory activity against SARS-CoV
3CL protease. Compound 21 is in conformation that tightly fits along only the subunit S1,
making the interactions with RBD and SD2 residues. Formation of a cluster of H-atom
acceptor (O and N atoms), allows stronger binding to S1 subdomain. Antiviral drug
Remdesivir demonstrated low binding affinity toward the S protein. Compounds that interact
with receptor binding domain of SARS-CoV-2 spike glycoprotein may be potential
therapeutic targets for drug design against COVID-19.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2 spike glycoprotein, peptide-type compounds, molecular
docking

Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causes COVID-19, disease
which confirmed cases of continues to rise worldwide during the 2020. Till the 25 October
2020, over 42 million cases and 1.1 million deaths have been reported globally (WHO,
COVID-19 Weekly Epidemiological Update, 2020). Coronaviruses contain at least four
structural proteins: spike (S) protein, envelope (E) protein, membrane glycoprotein (M)
protein, and envelope protein (E). Spike surface glycoprotein (S protein) is a component of
coronavirus virion particle, which it is responsible for viral recognition of Angiotensin
Converting Enzyme 2 (ACE2). S protein is a homotrimer composed of three monomers
(chains A, B, and C). Each monomeric protein contains an N-terminal ACE2 binding domain
(receptor binding domain; RBD), a central helix/heptad repeat, and a C-terminal region that
interacts with the plasma membrane (Fig. 1). Binding to the human ACE2, uses it as an entry
receptor to invade target cells (Vankadari and Wilce, 2020). S protein is cleaved at the
boundary between two subunits, S1 and S2, which remain non-covalently bound in the
prefusion conformation (Walls et al, 2020). S1 subunit is responsible for the binding to the
host cell receptor, while the S2 subunit for the fusion of the viral and cellular membranes. S1
subunit contains the receptor binding domain (RBD), which consists of two subdomain: the
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core and external subdomains (Yuan et al, 2017). Although a novel coronavirus, named
SARS-CoV-2, and SARS-CoV S protein share about 96% nucleotide sequence identities and
the same functional host cell receptor, ACE2 (Walls et al, 2020), recent study demonstrated
that the SARS-CoV-2 S protein binds to ACE2 with higher affinity (Wrapp et al, 2020).
Based on that, we assume that SARS-CoV infection could be blocked by inhibitors that bind
to the RBD and induce conformational changes in S glycoprotein, preventing the binding to
the ACEZ2.

Figure 1. The architecture of SARS-CoV-2 S glycoprotein single protomer (prefusion
conformation) (NTD: N-terminal domain; RBD: receptor-binding domain; SD: subdomain;
CR: connecting region; HR: heptad repeat; CH: central helix)

In order to research abilities for binding to the SARS-CoV-2 spike glycoprotein (S protein) of
previously proven peptide-type SARS-CoV 3CL protease inhibitors, predict the preferred
binding orientation, and evaluate interactions of the ligand with amino acid residuals of
protein, we performed the molecular docking study. Beside of recently recommended
combination of remdesivir, hydroxychloroquine, and azithromycin, specific anti-viral
treatment against COVID-19 still not exists. SARS-CoV infection could be blocked by
inhibitors that bind to the RBD and induce conformational changes in S glycoprotein,
preventing the binding to the ACE2. Molecular docking is useful technique for the
identification of new lead drug candidates and evaluation of interactions with the receptor
with which the drug interacts. Recently, an anti-asthmatic drug Zafirlukast was found by
virtual screening to be high affinity binders that may have a potential to inhibit RBD —
receptor interaction (Senathilake et al, 2020). Peptide-type compounds have received the
attention of researchers because of their confirmed activity against SAR-CoV 3
chymotrypsin-like protease (3CL"™) (Thanigaimalai et al, 2013a; Thanigaimalai et al, 2013b;
Konno et al, 2013). In our recently QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships)
analysis of a series of peptide-type SARS-CoV main protease (MPro) inhibitors, structural
features that govern the MPro inhibitory have been identified (Masand et al, 2020a; Masand et
al, 2020b).
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Methods

The three dimensional prefusion structure of the SARS-CoV-2 spike glycoprotein in complex
with N-acetyl-D-glucosamine as ligand (NAG) (pdb: 6VSB) was downloaded from the
Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/). Water molecules were removed from
protein structure using BIOVIA Discovery Studio 4.5 (Dassault Systems, USA). Set of
ligands, 62 peptide-type compounds (1-62) have been selected from literature (Thanigaimalai
et al, 2013a; Thanigaimalai et al, 2013b; Konno et al, 2013). The general structure of peptide-
type compounds is presented in Fig. 2. The structures of ligands and antiviral drug
Remdesivir were optimized by the force field MMFF94 available in TINKER (Rackers et al,
2018). Molecular docking on 62 optimized structures of peptide-type compounds (1-62), and
antiviral drug Remdesivir on S protein was performed using iIGEMDOCK (BioXGEM,
Taiwan). Genetic parameters for molecular docking were set on: population size 200;
generations 70; number of solution or poses: 3).

NH

Iz

Rl
Figure 2. General chemical structure of peptide-type compounds

Binding site of radius 8 A was defined according the NAG ligand. After the docking
procedure, protein-compound interaction profiles of electrostatic (Elec), hydrogen-bonding
(Hbond), and van der Waals (vdW) interactions were generated. Docking poses were ranked
by combining the pharmacological interactions and energy-based scoring function is: E =
vdW + Hbond + Elec. Results were viewed and analysed with BIOVIA Discovery Studio 4.5.

Results and Discussion

Ranking of some screened compounds by scoring function are presented in Table 1.
According to the results of drug screening, the highest binding affinity towards S protein has
compound 21 in docked pose 2 (E = -127.2 kcal/mol), but it showed the very low inhibitory
activity against SARS-CoV 3CL protease (pK; = 6.076) (Thanigaimalai et al, 2013%) (Table
1). The compound 47, which exhibited highest inhibitory activity (pK; = 8.523) against
protease (Konno et al, 2013) showed the lower binding affinity to the S protein (E = -114
kcal/mol), even of the compound 33 (E = -117.1 kcal/mol) (pK; = 6.796) (Konno et al, 2013).
The structures of compounds 47, 33, and 21 were presented in the Fig. 3. Antiviral drug
Remdesivir demonstrated low binding affinity to the S protein. It is obvious that potent
SARS-CoV 3CL protease inhibitors have the adverse effect on the S protein. A possible
explanation for this opposite effect lies in the binding mode of the observed compounds.
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Fig. 4 presents a hydrogen bonds surface of SARS-CoV-2 spike glycoprotein in complex with
compounds 47, 33, 21.

Table 1. Some docking scores of the docked poses of dipeptide-type inhibitors and standard
antiviral drug Remdesivir in complex with SARS-CoV-2 spike glycoprotein

Total energy /

Compound (pose) VDW interactions Hbond

kcal/mol
21 (2) -127.23 -99.86 -27.37
62 (2) -124.44 -101.61 -22.83
58 (0) -119.40 -96.30 -23.10
33(0) -117.12 -92.41 -24.71
26 (2) -116.40 -90.70 -25.70
55 (1) -114.38 -90.02 -24.36
47 (0) -114.00 -101.327 -12.66
Remdesivir -110.65 -80.69 -29.95

In Table 2 are given the energies of interactions for these three compounds. Fig. 5 shows two-
dimensional diagrams of the main interactions in the binding site of S protein of these three
compounds. As can be observed from Figs. 4 and 5, compounds 47 and 33 made poses in a
way that they create interactions between the both subunit, S1 and S2. On contrary,
compound 21, which has shown the highest binding affinity, tightly fits along only the subunit
S1, making the interactions with RBD and SD2 residues. All three compounds generate H
bonds with residuals of RBD of S1 subunit (residues 318-513) through the benzothiazoyl and
oxopyrrolidin-3-yl structural moiety. While the compound 47 generates only one H bond with
Lys 310, compounds 21 and 33 form additional H bonds with Thr 307 and Glu 309. S1
subunit contains receptor binding domain (RBD), which directly binds to the peptidase
domain (PD) of the ACE-2, mediated mainly through polar interactions, and use it to enter the
target cell (Yan et al, 2020).

47 3

Figure 3. The structures of compounds 47, 33, and 21
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Therefore, compounds that bind within the RBD domain may have the potential to inhibit
RBD - receptor interaction. Moreover, compound 21 generates one strong H bond with Thr
604 that is the part of the S1 subunit. Compound 21 is in conformation that forms a cluster of
H-atom acceptor (O and N atoms) (Fig. 5¢), which allows stronger biding to S1 subdomain

(Fig. 4).

<X 2 v

Figure 4. Surface of SARS-CoV-2 spike glycoprotein colored by hydrogen bond type, with
receptor donors colored in green and receptor acceptors in cyan in complex with compounds
47 (red), 33 (blue), 21 (yellow). They are visible two subunits of S protein: S1 subunit with
the receptor binding domain (RBD) and subdomain 2 (SD2); S2 subunit with heptad repeat 1
region (HR)

Figure 5. Two-dimensional diagrams of main interactions in the binding site of SARS-CoV-2
spike glycoprotein and compounds: a) 47; b) 33; c) 21. (Green = conventional hydrogen bond;
very light green = carbon hydrogen bond; light green = van der Waals interactions; purple =
n-6 interactions, light purple = m-alkyl interactions; light blue = n-donor hydrogen bond;
brown = m-anion interaction)
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Table 2. Energies of the main interactions between SARS-CoV-2 spike glycoprotein and
molecules 47, 33, 21 (M = main chain; S = side chain)

Compound H bonds vdW interactions
Residual Energy Residual Energy
47 M-Lys 310 -5.87 M-Thr 307 -2.10
M-Pro 600 -6.50 S-Glu 309 -10.30
S-Thr 604 -2.50 S-Lys 310 -12.05
M-Pro 600 -6.66
M-Gly 601 -3.23
S-Thr 604 -5.57
S-Lys 825 -4.91
M-Ser 940 -2.48
M-Ala 942 -5.32
M-Ser 943 -2.87
33 S-Thr 307 -3.42 M-Thr 307 -3.52
M-Lys 310 -3.50 M-Val 308 -4.87
M-Pro 600 -2.75 S-Glu 309 -6.98
M-Thr 602 -3.50 S-Lys 310 -10.83
S-Asn 603 -3.50 M-Pro 600 -5.45
S-Thr 604 -3.01 M-Gly 601 -6.57
S-Thr 941 -2.43 S-Thr 604 -5.27
M-Ser 940 -3.19
M-Thr 941 -6.40
M-Ala 942 -9.64
21 S-Glu 309 -1.46 M-Thr 307 -2.20
M-Lys 310 -3.50 M-Val 308 -4.44
M-Pro 600 -3.50 S-Glu 309 -9.08
S-Asn 603 -6.93 S-Lys 310 -11.79
S-Thr 604 -11.97 M-Pro 600 -6.77
M-Gly 601 -4.68
S-Asn 603 -11.30
M-Thr 604 -11.00
S-Thr 604 -11.20
M-Ser 605 -1.15
S-Ser 605 -1.41
S-Val 687 -2.18

Also, compounds 47 and 33 form interaction with residues of S2 subunit: connecting region
(Lys 825) and heptad repeat (Ser 940, Thr 941, Ala 942, Ser 943). S2 subunit is responsible
for viral and host cell membrane fusion process. When S1 binds to the host receptor ACE-2,
cleavage site on S2 is exposed and S protein is proteolytically cleaved at the S1-S2 boundary
by host proteases (Belouzard et al, 2009). Molecular docking study of binding human
immunoregulatory factor for hijacking and virulence, CD26 to S1 domain of COVID-19 spike
glycoprotein, also highlighted interactions with residues of S1 domain that interact with the
ACE-2 (Walls et al, 2020). Consider that compound 21 binds only with the residues of S1, it
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can strongly inhibit the host cell receptor recognition. Therefore, compound 21 and other
compounds that interact with receptor binding domain of SARS-CoV-2 spike glycoprotein
may be potential therapeutic targets for drug design against COVID-19.

Conclusions

Molecular docking study has predicted that some of the tested compounds have ability to bind
on receptor binding domain of spike surface glycoprotein of SARS-CoV-2 virus and thus may
inhibit the binding to the host cell membrane. Structure-based rational design of ligands with
enhanced affinities to the S protein may help in the development of inhibitor SARSCoV viral
infection.
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Ekstrakcija metala i metaloida iz uzoraka tla razrijedenim kiselinama
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Sazetak

U znanstvenoj literaturi prikazane su brojne analiticke metode za odredivanje metala i
metaloida u tlima, a u svrhu procjene njihove mobilnosti, odnosno ekoloskog rizika uslijed
prisutnosti toksi¢nih elemenata u tragovima ('teSkih metala') u tlima. Klju¢ni analiticki korak
pri procjeni bioraspoloZivosti takvih kemijskih elemenata u tlima jest njihova ekstrakcija iz
uzorka tla, preciznije izbor ekstrakcijskog sredstva i ostalih ekstrakcijskih uvjeta. Kontekst
pojedinog istrazivanja Cesto zahtjeva primjenu nekog blagog, odnosno ekstrakcijskog sredstva
koje je blaze od, primjerice, ponajcesce primjenjivane zlatotopke.

U ovom radu provedene su analize odabranih kemijskih elemenata u uzorcima tla koja se
sastojala od ekstrakcije pomocu razrijedenih kiselina (klorovodi¢ne odnosno octene kiseline,
0,1 mol/L) u jednom koraku te kvantifikacije analitd tehnikom atomske emisijske
spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES). Kao modelni uzorak koristen je
certificirani referentni materijal za tlo Metranal-33. Za analizu je odabrano 25 kemijskih
elemenata: Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sh, Se,
Sr, Ti, Tl, Zn. Opisanim metodama moguce je kvantificirati 21 od odabranih 25 elemenata.
Prezentirani rezultati mo¢i ¢e posluziti u budu¢im upotrebama Metranala-33 u slicnim
istraZzivanjima.

Kljucne rijeci: ekstrakcija, elementi u tragovima, ICP-OES, razrijedene kiseline, tlo

Uvod

Tlo je dio ekosustava te je ujedno vrlo slozen sustav. Izlozeno je unosu razli¢itih, pa i
potencijalno toksiénih, tvari. Stovise, tlo moZe biti shva¢eno i kao moéan rezervoar takvih
tvari stoga Sto, zahvaljujuéi fizi¢ko-kemijskim karakteristikama, ima moguénost vezivanja
razli¢itih tvari na povrSini svojih Cestica (Dube i sur., 2001). Medu takvim, nepozeljnim,
tvarima koje mogu dospjeti i biti vezane na povrsSinu Cestica tla su metali 1 metaloidi. Analiza
prisutnosti metala i metaloida u tlu, moze i¢i u dva glavna pravca: 1) odredivanje prirodno,
geogeno, prisutnih elemenata i 2) odredivanje antropogeno unesenih metala i metaloida.
Nadalje, dvije su moguce svrhe analiziranja antropogeno unesenih toksic¢nih elemenata u tlo:
2a) procjena bioraspolozivosti, odnosno moguénosti njihova ulaska u hranidbeni lanac
(Chojnacka i sur., 2005) i 2b) procjena prisutnosti metala u zraku, tj. zagadenosti u urbanim i
industrijskim podru¢jima (Kingston i sur., 1997). Procjena bioraspolozivosti, koja
podrazumijeva i procjenu mobilnosti elemenata u tragovima u tlu, zahtjeva primjenu
odgovaraju¢ih metodologija laboratorijskog dijela istrazivanja koje se sastoje od: (i)
prevodenja analitd (dakle, metald i metaloidd) u vodenu otopinu, i (ii) kvantificiranja
(‘odredivanja') odabranih elemenata u priredenim otopinama nekom pogodnom mjernom
tehnikom.
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Analiticke tehnike koje se uobicajeno koriste u takvim suvremenim istrazivanjima su atomske
spektrometrijske tehnike, najces¢e one s induktivno spregnutom plazmom u kojoj se odvija
atomizacija i pobudivanje atoma analita: ICP-AES, odnosno joS osjetljivija ICP-MS.
Medutim, prilikom planiranja analize potrebno je posebnu pozornost posvetiti izboru metode
(reagensa i reakcijskih uvjeta) za prevodenje analitd u vodenu otopinu. U analitici kemijskih
elemenata u tlu, za prevodenje u otopinu uobicajeno se ekstrakcija provodi u drasticnim
uvjetima, najcesce zlatotopkom (Kingston i sur., 1997), a s ciljem potpunije geokemijske
karakterizacije primjenjuju se i kiselinske smjese koje sadrze fluorovodi¢nu i/ili perklornu
kiselinu (Chandrasekaran i sur., 2015). Nedvojbeno je da su to preagresivni uvjeti
raS¢injavanja za procjenu bioraspolozivosti metald i metaloida, zato Sto se Cestice tla
ras¢injavaju na nacin da se u vodenu otopinu otpusta veca koli¢ina teSkih metala nego Sto se
to dogada u uobicajenim prirodnim uvjetima koji vladaju u tlu. Zbog toga, radena su mnoga
istrazivanja prevodenja — dakle, ekstrakcije — razli¢itih metala i metaloida iz uzoraka tla
blagim sredstvima, pri sobnoj temperaturi. Slijedom toga, u znanstvenoj su literaturi opisane
brojne metode ekstrakcije u jednom koraku, kao i metode sekvencijske ekstrakcije, koje
podrazumijevaju primjenu nepuferiranih otopina pojedinih soli (npr. Ca(NOg3),, (Mg(NO3),,
CaCl,, MgCl,, CH3COONH4y, itd.), razrijedenih kiselina (npr. CH3COOH, HCI, HNO3),
kompleksiraju¢ih reagensa (EDTA, DTPA), ali i same deionizirane vode (Lebourg i sur.,
1996; Sahuquillo i sur., 2003; Meers i sur., 2007; Rao i sur., 2008; Groenenberg i sur., 2017).
Ovaj rad nastao je u Sirem kontekstu nasSih istrazivanja metala i metaloida u tlima uz primjenu
blagih sredstava za ekstrakciju (Roje i sur., 2015; Roje i Galinec, 2019). U tekstu su opisane
metode za analizu 24 odabrana kemijska elementa u uzorcima tla, a sastoje se od: (i)
ekstrakcije razrijedenom — octenom ili klorovodi¢nom — Kkiselinom mnozZinske koncentracije
¢ = 0,1 mol/L, te (ii) kvantifikacije analita atomskom emisijskom spektrometrijom uz
induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES). Kao modelni uzorak tla upotrijebljen je certificirani
referentni materijal Metranal-33. Rezultati prikazani u ovom radu pruzaju uvid u razlicite
ekstrakcijske moci koriStenih reagensa te ¢e ujedno moéi posluziti kao orijentacijske
vrijednosti u budu¢im primjenama ovog certificiranog referentnog materijala u slicnim
istraZzivanjima, poglavito zbog toga Sto su podaci o udjelima elemenata u referentnim
materijalima za tla dobiveni nakon ekstrakcije u blagim uvjetima malobrojni.

Materijali i metode
Kemikalije i pribor

U ovom istrazivanju koristen je certificirani referentni materijal za tlo Metranal-33

(Analytika, Prague, Czech Republic). Otopine za ekstrakciju pripravljene su razrjedivanjem

octene kiseline (CH3COOH, min. 99,5 %, p.a., T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska) odnosno

klorovodié¢ne kiseline (HCI, 36 %, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Za pripravu otopina za kalibraciju ICP-spektrometra koristeni su multielementni standardi:

— Multi-element Standard Solution (Al, Ag, As, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li,
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, V, Zn; 5 % HNO3), 100 mg/L, Carl Roth,
Njemacka

— Multielement standard solution 111 for ICP (Ca, Mg, K, Na; 5 % HNO3), Fluka, Svicarska.

Provedena je matrici prilagodena eksterna kalibracija; u priredene otopine standarada dodane

su klorovodi¢na odnosno octena kiselina do kona¢ne koncentracije od ¢ = 0,1 mol/dm.
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Sve otopine priredivane su ultra¢istom vodom (0.055 uS/cm, Siemens Ultra clear). Ultracista
dusicna kiselina (HNOs3, 65 %, Suprapur®, Fluka) dodavana je u otopine do kona¢nog v/v =1
%, radi sprjeCavanja hidrolize. Ista kemikalija koriStena je i u otopini za ispiranje
spektrometra. Sve posude koristeno u radu je od polipropilenske (PP) plastike. Prije upotrebe,
posude je bilo namoceno u dusi¢noj kiselini 10 % (v/v), HNOs;, 65 %, p.a., Carlo Erba
Reagenti, Italija te potom isprano ultracistom vodom.

Ekstrakcija

Uzorci tla (~ 1,0000 g) izvagani su u polipropilenske scintilacijske posudice volumena 20 mL.
Radeno je po pet paralelnih replika (N = 5). Kao ekstraktanti koristene su razrijedene kiseline:
octena odnosno klorovodi¢na, svaka koncentracije ¢ = 0,1 mol/L. Omjer (m/V) uzorka i
ekstrakcijske otopine bio je 1 g/10 mL. Priredene smjese muckane su na tresilici 24 h, 200
okr/min. Za muckanje je koristena tresilica Tehtnica Vibromix 403 EVT.

Odvajanje ekstrakata od krutih ostataka uzoraka provedeno je filtriranjem (Sartorius, 0,45
um) pomocu injekcijskih Sprica. Priredene otopine zakiseljene su ultracistom dusSicnom
kiselinom (v/v 1 %).

Paralelno s uzorcima tla, na isti nacin tretirane su i slijepe probe (N = 5). Detekcijske granice
metode (MDL) izra¢unate su kao trostruka standardna devijacija mjerenja proceduralnih
slijepih proba, uvazavajuci faktor razrjedenja.

Multielementna analiza tehnikom ICP-AES

Odredivanje analita u ekstraktima obavljeno je atomskim emisijskim spektrometrom uz
induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) Thermo Fisher iCAP6300 Duo. Parametri rada
instrumenta bili su namjeSteni u skladu s prethodnom praksom i iskustvima (Roje i Galinec,
2019). ViSe podataka o spektrometru dano je u tablici 1.

Rezultati i rasprava

Rezultati kvantitativne analize odabranih metala i metaloida u certificiranom referentnom
materijalu za tlo Metranal-33, nakon ekstrakcije octenom, odnosno klorovodi¢nom kiselinom
prikazani su u tablicama 2 i 3.

Ekstrakcija octenom kiselinom

Iz podataka prikazanih u tablici 2, vidljivo je da je, od 25 elemenata odabranih za analizu,
uspjesno kvantificirano njih 22. Iznimke su Mo i Sbh za koje je ustanovljeno da su se u
octenokiselim ekstraktima ispitivanog certificiranog referentnog materijala za tlo nalazili u
koli¢inama koje su niZze od njihovih detekcijskih granica za ovu metodu te Ca cija kolicina je
bila previsoka za kvantifikaciju. Vrijednosti relativnih standardnih devijacija koje su
navedene u posljednjem stupcu upucuju na zaklju¢ak da su rezultati dobiveni analizom
paralelnih uzoraka (‘replika') medusobno zadovoljavaju¢e podudarni. Takav zakljucak
proizlazi iz €injenice da su vrijednosti RSD za gotovo sve odredivane elemente nize od 5 %, a
za veliku vecinu nize od 10 %.
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Iznimke od posljednjeg predstavljaju As, Be i Se S$to se moze protumaciti niskim
koncentracijama tih elemenata u ekstraktima, odnosno c¢injenicom da su kvantificirane
vrijednosti razmjerno bliske vrijednostima detekcijskih granica.

Tablica 1. Glavni radni parametri ICP-spektrometra
Table 1. Main operating parameters of the ICP-spectrometer

Parametar Vrijednost
Instrument Thermo Fisher iCAP6300 Duo
Snaga RF-generatora 1150 W
Protok rashladnog plina 12 L/min
Protok plina za uzorak 0,65 L/min
Protok pomoc¢nog plina 0,5 L/min

— automatski uzorkivac CETAC ASX-260
— koncentri¢ni rasprsivac s vrtloznom
komorom za rasprSivanje
45 okr/min
— uzorak: narancasto-bijela
— ispiranje: bijelo-bijela
45s
60 s
Automatska (Auto View)

Sustav za uvodenje uzorka

Brzina peristalticke pumpe
Cijev¢ice peristalticke
pumpe
Vrijeme uvodenja uzorka
Vrijeme ispiranja
Analiza plazme
(Plasma view)
Maksimalno vrijeme
mjerenja

— niske valne duljine (160-230 nm): 15 s
— visoke valne duljine (230-847 nm): 5 s

Al-167,079 Cu-224,700 Ni-231,604
As—189,042 Fe-—238,204 Pb-220,353
Ba—455,403 K-766,490 Sb-217,581
Be -234,861 Li—-670,784 Se— 196,090
Mjerene linije (nm) Ca—-393,366 Mg-279,553 Sr-407,771
Cd—-214,438 Mn—-257,610 Ti—334,941
Co—-228,616 Mo—-202,030 TI-190,856
Cr—205,552 Na-—-589,592 Zn-213,856

—0;1; 10; 100 pg/L
— 1000 pg/L Na, 200 pg/L K, 400 ng/L Mg,
2000 pg/L Ca
— priredene u otopinama za ekstrakciju
(matri¢no prilagodena kalibracija)
Dusi¢na kiselina, HNO3, Suprapur”, 1 % (v/v)

Kalibracijske otopine

Otopina za ispiranje sustava

Za octenu kiselinu se op¢enito smatra da ekstrahira elemente iz karbonatne frakcije Cestica tla
(Ure, 1996; Rao i sur., 2008). Stovise, slabe kiseline simuliraju uéinak unosa kiselina (npr.
prilikom kiselih kisa) u tlo (Sahuquillo i sur., 2003). Metranal-33, koji je bio koriSten u ovom
istrazivanju, predstavlja glineno-ilovasto tlo s normalnim, prirodnim, razinama teSkih metala
pa stoga niski postoci iscrpaka Sto su navedeni u predzadnjem stupcu tablice 2 nisu
neocekivani.
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Uocava se da su najveci iscrpei pronadeni za K (17,3 %), Mn (23,8 %) te Co (9,3 %) i Cd
(11,5 %). Za vecinu ostalih analiziranih elemenata, za koje ih je bilo moguce izracunati,
vrijednosti iscrpaka su manje od 1 %.

Tablica 2. Rezultati analize odabranih elemenata u octenom Kiselinom priredenim
ekstraktima certificiranog referentnog materijala za tla Metranal-33,
c(CH3COOH) =0,1 mol/L,N =5
Table 2. Results of the analyses of the selected elements in the extracts of the soil certified
reference material Metranal-33, that were prepared by acetic acid as an extractant,
c(CH3COOH) =0.1 mol/L, N =5

Certificirane Odredeno
X;S .e;]it?jtdajlglli MDL*  srvrij. +std.dev. iscrpak RSD
mg/kg % %
Al 65095 0,008 24,3+0,8 0,04 3,2
As 16,7 0,013 0,033 + 0,004 0,2 114
B - 0,006 2,42 +£ 0,09 n.d. 3,8
Ba 495 0,003 7,55+0,22 15 2,9
Be 2,18 +0,16 0,008 0,025 £ 0,003 11 13,7
Ca 9860 1,20 n.d. n.d. n.d.
Cd 0,32+ 0,04 0,0004 0,037 £ 0,001 11,5 3,6
Co 11,5+0,7 0,010 1,07 £ 0,03 9,3 2,8
Cr 79,8 £ 6,7 0,001 0,102 £ 0,003 0,12 3,2
Cu 29,1+0,8 0,007 0,165 + 0,005 0,6 3,2
Fe 29030 0,049 2,34 +0,20 0,008 8,7
K 18350 0,966 238 £ 8 17,3 3,8
Li - 0,031 0,526 + 0,026 n.d. 49
Mg 6150 0,032 211 +£8 3,4 3,8
Mn 600 = 37 0,021 143 +5 23,8 3,5
Mo - 0,003 < 0,002 n.d. n.d.
Na 5490 0,222 443+18 0,8 4,0
Ni 31,3+15 0,003 0,857 £ 0,023 2,73 2,6
Pb 33524 0,010 0,099 £+ 0,008 0,3 7,8
Sb - 0,022 < 0,022 n.d. n.d.
Se - 0,023 0,073 £ 0,007 n.d. 10,1
Sr - 0,006 9,86 + 0,39 n.d. 3,9
Ti 4080 0,032 0,193 +0,014 0,005 7,1
TI - 0,018 0,226 + 0,008 n.d. 3,7
Zn 810x7,6 0,063 1,07 £ 0,05 4.4 51

* Detekcijska granica (od engl. Method detection limit)

Ekstrakcija klorovodicnom kiselinom

Rezultati prikazani u tablici

sugeriraju da su analize,

zadovoljavajué¢im stupnjem medusobne podudarnosti.
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Tablica 3. Rezultati analize odabranih elemenata u klorovodi¢énom kiselinom priredenim
ekstraktima certificiranog referentnog materijala za tla Metranal-33, ¢(HCI) = 0,1 mol/L,
N=5

Table 3 Results of the analyses of the selected elements in the extracts of the soil certified
reference material Metranal-33, that were prepared by hydrochloric acid as an extractant,
c(HCl)=0.1 mol/L,N=5

Certificirane Odredeno
malljs .e;faﬁjlglli MDL*  srvrij. +std.dev. iscrpak RSD
mg/kg % %

Al 65095 0,108 1337 0,2 51
As 16,7 0,011 0,298 + 0,019 18 6,5
B - 0,009 1,64 £0,05 n.d. 3,2
Ba 495 11,1 78,4+£2,0 15,8 2,5
Be 2,18 + 0,16 0,017 <0,017 n.d. n.d.
Ca 9860 0,751 n.d. n.d. n.d.
Cd 0,32 +0,04 0,0001 0,185 £+ 0,002 59,3 1,2
Co 11,5+0,7 0,015 3,63 +£0,04 31,6 11
Cr 79,8 £ 6,7 0,004 1,89 +£0,08 2,4 4,3
Cu 29,1+0,8 0,001 4,34 £0,20 14,9 4,6
Fe 29030 0,076 407 £ 27 1,40 6,6
K 18350 1,21 667 £ 12 48,6 1,8
Li - 0,046 1,52 +0,05 n.d. 3,0
Mg 6150 0,042 437 £ 12 7,1 2,8
Mn 600 + 37 0,014 3204 53,3 1,3
Mo - 0,002 <0,002 n.d. n.d.
Na 5490 0,360 59,5+0,8 11 1,3
Ni 31,3+15 0,017 541+0,10 17,3 1,9
Pb 335+24 0,005 531+0,24 15,8 4,5
Sb - 0,022 <0,022 n.d. n.d.
Se - 0,003 0,141 £ 0,007 n.d. 4,7
Sr - 0,010 18,3+ 0,2 n.d. 1,1
Ti 4080 0,029 0,373 £ 0,020 0,009 8,4
Tl - 0,024 0,430 = 0,008 n.d. 1,9
Zn 81,0+7,6 0,022 11,4+0,2 14,1 1,8

* Detekcijska granica (od engl. Method detection limit)

Vrijednosti relativnih standardnih devijacija (RSD), navedene u posljednjem stupcu ove
tablice, gotovo sve su nize od 5 %, a sve redom su nize od 10 %. Nadalje, moze se uociti da je
od 25 elemenata odabranih za analizu uspjeSno kvantificirano njih 21. Elementi koje ovom
metodom nije bilo moguce kvantificirati u ispitivanim uzorcima su Be, Mo 1 Sb, zato $to su u
ekstraktima bili prisutni u koncentracijama nizim od njihovih detekcijskih granica
ustanovljenih za ovu metodu. Osim ovih triju elemenata, nije bilo moguce odrediti Ca, zato
Sto se u ekstraktima nalazio u koncentracijama koje su bile previsoke za kvantifikaciju. Za
kvantifikaciju kalcija ovakvom metodom ekstrakte bi bilo potrebno podvréi odgovaraju¢em
razrjedivanju, no to bi izaSlo izvan svrhe ovog istrazivanja. Za klorovodi¢nu kiselinu kao
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ekstrakcijsko sredstvo u literaturi se moze naci da iz uzoraka tla ekstrahira kiselinsko
ekstraktabilnu (engl. ‘acid-extractable’) frakciju metala i metaloida (Rao i sur., 2008).
Takoder, serijom razli¢itih eksperimenata, istrazivai su pronaSli visoku korelaciju
ekstraktabilnosti nekih metala iz uzoraka tla s prisutnos¢u tih elemenata u nekim biljnim
vrstama koje rastu na tim istim tlima (Lindsay i Cox, 1985). Uvidom u vrijednosti iscrpaka
danih u tablici 3 uocava se da je odredeni broj analiziranih elemenata bio ekstrahiran u
razmjerno visokim postocima (Ba — 15,8 %; K — 48,6 %; Mn — 53,3 %; te elementi u
tragovima Cd - 59,3 %; Co — 31,6 %; Cu — 18,1 %; Ni — 17,3 %; Pb — 15,8 % te Zn — 14,1
%), dok su ostali elementi za koje je iscrpak bilo moguce izracunati ekstrahirani u mnogo (pa
1 nekoliko redova veli¢ina) nizim postocima (npr. Al, As, Fe, Ti) §to je, osim s kemijskim
svojstvima ekstrakcijskog sredstva, prije svega u vezi sa svojstvima ispitivanog tla. lako u
literaturi nije moguce pronaci rezultate ekstrakcije metala ili metaloida blagim sredstvima u
jednom koraku iz uzoraka certificiranih referentnih materijala za tlo, ve¢ se objavljeni
rezultati odnose na analizu realnih uzoraka tla, a ekstraktabilnost pojedinih elemenata uvelike
ovisi o fizikalno-kemijskim karakteristikama analiziranog tla, moguce je uociti da su ovdje
prezentirani rezultati iscrpaka Cu, Mn te donekle Pb u suglasju s rezultatima koje su
Grgnflaten i Steinnes (2005) dobili analizom uzoraka Sumskog tla.

Usporedba ekstrakcijskih moci

Budu¢i da je ovo istrazivanje provedeno na (alikvotnim) uzorcima istog certificiranog
referentnog materijala, a uz primjenu dvaju kiselinskih ekstraktanata jednakih koncentracija i
jednakih trajanja ekstrahiranja, dobiveni rezultati omogucuju i usporedbu ekstrakcijskih moci
upotrijebljenih sredstava za ekstrakciju. Osim toga, budu¢i da je na istom certificiranom
materijalu za tlo ve¢ obavljeno ispitivanje ekstrakcije odabranih metala 1 metaloida
deioniziranom vodom (Roje i Galinec, 2019), moguca je usporedba rezultata analize
dobivenih primjenom tih triju (H,O, CH3COOH, HCI) ekstrakcijskih sredstava. Slika 1.
usporedno prikazuje srednje vrijednosti masenih udjela odabranih elemenata u referentnom
materijalu Metranal-33, a koji su kvantificirani primjenom triju spomenutih ekstrakcijskih
sredstava. Prikaz rezultata dobivenih ekstrakcijom vodom nacinjen je na osnovi prethodno
objavljenih rezultata (Roje i Galinec, 2019).

Usporedbom rezultata prikazanih na slici 1, lako je uociti da je redoslijed triju promatranih
ekstrakcijskih sredstava, prema rastucoj ekstrakcijskoj moci za gotovo sve odabrane elemente
sljede¢i: HoO < CH3COOH < HCI. Pritom je vidljivo da razrijedena klorovodi¢na kiselina
ekstrahira viSestruko u usporedbi s octenom Kkiselinom, dok octena kiselina jednake
koncentracije izvla¢i mnogo viSe pojedinog elementa nego Sto se to dogada prilikom
ekstrakcije pomoc¢u deionizirane vode. Jedinu iznimku od posljednjeg, prema ovim
rezultatima, predstavlja Cu, koji je nesto viSe ekstrahiran vodom nego octenom kiselinom Sto
moze biti tumaceno slabijom topljivosc¢u acetata bakra(Il) (Wakeshima i sur., 1992). Imajuéi u
vidu da octena Kiselina razara karbonatni sloj ekstrahirajuci time tzv. karbonatnu frakciju
metala 1 polumetala s Cestice tla, ali 1 slabije vezane tzv. izmjenjive katione kao i1 one koji
predstavljaju frakciju topljivu u vodi (Ure, 1996; Rao i sur., 2008), razvidno je da
Klorovodi¢na kiselina ¢ak i razrijedena, uslijed vece jakosti, ima sposobnost oslobadanja
elemenata koji su ¢vr§ée vezani za Cestice tla, tj. teZe se oslobadaju s Cestice tla. Voda, pak,
ekstrahira one elemente koji su slabim interakcijama vezani na Cestice tla (Rao i sur., 2008).
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Slika 1. Usporedba masenih udjela (mg/kg) odabranih metala i metaloida odredenih u
certificiranom referentnom materijalu za tlo Metranal-33, nakon ekstrakcija provedenih trima
razli¢itim ekstrakcijskim sredstvima (deionizirana H,O; CH3COOH, 0,1 mol/L;

HCI, 0,1 mol/L)

Figure 1. Comparison of the mass fraction values (mg/kg) of the selected metals and
metalloids in soil certified reference material Metranal-33, that were measured after extraction
procedures performed by using the three different extractants (deionised H,O; CH3COOH,
0.1 mol/L; HCI, 0.1 mol/L)

Zakljucci

U ovom radu istrazene su metode multielemente kvantitativne analize tla, koje se sastoje od
ekstrakcije razrijedenom kiselinom (octenom, odnosno klorovodi¢nom kiselinom) u jednom
koraku te susljedne kvantifikacije odabranih kemijskih elemenata u priredenim otopinama
pomocu tehnike ICP-AES. IstraZivanje je provedeno na certificiranom referentnom materijalu
za tlo Metranal-33, koji predstavlja ¢isto, nezagadeno glineno-ilovasto tlo. Analizirano je 25

193



international conference

1 8 RUZICKA DAYS HKI PTR. gacens o
L TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Eurnpean Chemical Society . | o
September 16-18, 2020 | Vukovar. Croatia

KEMIUA U POLJOPRIVREDI | SUMARSTVU | CHEMISTRY IN AGRICULTURE AND FORESTRY

odabranih elemenata, Sto elemenata u tragovima Sto tzv. glavnih elemenata: Al, As, B, Ba, Be,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sh, Se, Sr, Ti, Tl, Zn. IstraZzivanim
metodama moguce je kvantificirati 21 element. U ekstraktima priredenim klorovodi¢nom
kiselinom nije bilo mogucée odrediti Be, Mo 1 Sb, dok u octeno kiselim ekstraktima nisu
kvantificirani Mo i1 Sb, zato §to su ondje bili prisutni u koli¢inama nizima od detekcijskih
granica. Takoder, ovako predvidenim postupcima multielementnog odredivanja nije moguce
kvantificirati Ca, uslijed njegovih previsokih koncentracija u ekstraktima. Rezultati, u
okvirima ocekivanog, pokazuju da se klorovodicnom kiselinom iz tla ekstrahiraju vece
koli¢ine analitd, negoli je to mogucée octenom kiselinom, a obje kiseline iz tla mobiliziraju
vece koli¢ine elemenata nego Sto se to postize deioniziranom vodom. Buduéi da su na
certifikatima referentnih materijala za tlo rijetko prikazane vrijednosti masenih udjela metala i
metaloida koje se kvantificiraju blazim ekstrakcijskim sredstvima (tj. ondje su najceSce
navedene tzv. 'totalne koncentracije'), rezultati prezentirani u ovom radu moci ¢e posluziti kao
informativne vrijednosti u buduc¢im upotrebama Metranala-33 u sli¢nim istrazivanjima.
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Extraction of metals and metalloids from soil samples by using diluted acids
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Summary

In the scientific literature, there are presented various analytical methods for analysis of
metals and metalloids in soil. The aim of such analyses is to assess their mobility, i.e. the
ecological risk that can be posed by presence of toxic elements (so-called ‘heavy metals’) in
the soil. The most important analytical step in the context of an assessment of their
bioavailability in soil is extraction of the analytes from soil samples, namely the selection of
the extraction medium and other extraction conditions. A context of a research often requires
the application of a mild extractant, namely the extractant that is milder than aqua regia
which is one of the most often used in soil testings.

Two analytical procedures of selected chemical elements in samples of soil certified reference
material were performed and are described herein. The analyses consisted of the single-step
extraction procedure by using diluted acid (hydrochloric acid or acetic acid, 0.1 mol dm™)
and subsequent quantification of the analytes by inductively coupled plasma — atomic
emission spectrometry (ICP-AES). Soil certified reference material
Metranal-33 was used as a model sample. 25 chemical elements were subject to measurement:
Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, TlI,
Zn. With the described procedures it was possible to quantify 21 out of 25 selected elements.
The results presented in this paper are useful for future uses of Metranal-33 in similar testings.

Keywords: diluted acids, extraction, ICP-OES, soil, trace elements
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Uc¢inkovitost uklanjanja P u anoksi¢cnom uvjetu uz
NOs-N kao akceptor elektrona
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Sazetak

Uklanjanje fosfata (PO4-P) istrazeno je uz nitrat (NOs-N) kao akceptor elektrona u
anoksi¢nim uvjetima, uz natrijev acetat kao izvor ugljika. Pokusi su provedeni pri omjeru
NO3-N/POy4-P 3 i C/N 3 za pocetnih 20 mg NO3-N/L i 60 mg NO3-N/L, kao i pri NO3-N/POy-
P 8,5 za pocetnih 60 mg NOs3-N/L, pri C/N 2. Postignuto je uklanjanje 74-75 % PQO,4-P,
potpuna denitrifikacija u pokusima pri C/N 3, te denitrifikacija od 66 % pri C/N 2.

Kljucne rijeci: DPAOS, nitrat
Uvod

Napredno biolosko uklanjanje fosfora (EBPR, engl. Enhanced Biological Phosphorus
Removal) je proces uklanjanja fosfora iz otpadne vode pomocu fosfat akumuliraju¢ih
organizama (PAOs, engl. Phosphate Accumulating Organisms). lako se vecina uklanjanja
fosfora iz EBPR procesa postize anaerobno/aerobnim cirkuliranjem aktivnog mulja,
anaerobno/anoksi¢ni rezim takoder omogucuje uklanjanje fosfora zahvaljuju¢i sposobnosti
skupine PAOs, denitrificiraju¢i PAOs ili DPAOs, koji koriste nitrat (NO3-N) i/ili nitrit (NO,-
N) umjesto kisika kao elektron akceptor i provode istovremeno unos fosfora i denitrifikaciju.
Dentitrificiraju¢a defosfatacija se temelji na metabolizmu, brojnosti 1 aktivnosti DPAOs, koji
anaerobno unose hlapljive mase kiseline (VFA, engl., Volatile Fatty Acids) i pohranjuju ih
kao polihidroksi alkanoate (PHA), a potrebnu energiju za taj proces dobivaju iz hidrolize
polifosfata (poliP), ¢ime se fosfati ispuStaju iz mikrobnih stanica u mijeSanu tekucinu.
Takoder, u anaerobnoj fazi se trose zalihe glikogena. Zatim, u anoksi¢noj fazi DPAOs koriste
nitrate i/ili nitrite kao akceptore elektrone za unos fosfata u stanice. U ovoj fazi se
nadopunjavaju zalihe glikogena, troSe rezerve PHA, te se odvija rast stanica. U anoksi¢noj
fazi DPAOs asimiliraju viSe fosfora nego Sto ga ispuste iz stanica tijekom anaerobne faze, a
konac¢no uklanjanje fosfora iz otpadne vode se postize uklanjanjem viska aktivnog mulja iz
bioreaktora, koji je bogat s polifosfatima. Budu¢i da se u anaerobno/anoksi¢noj konfiguraciji
procesa tijekom anoksi¢ne faze istovremeno uklanjanju dusik i fosfor, postize se usteda 50 %
na kemijskoj potrosnji kisika (KPK), 30 % potrosnji energije te 50 % manja proizvodnja
mulja, denitrificiraju¢a defosfatacija ima prednost pred konvencionalnim procesom aktivnog
mulja, posebno pri obradi otpadnih voda koje karakterizira nizak omjer C/N (ugljik prema
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dusiku) jer je KPK ¢esto limitiraju¢i ¢cimbenik za denitrifikaciju i uklanjanje fosfora (Kuba i
sur., 1993; Kuba i sur., 1996a; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993; Flowers i sur., 2009; Li i sur.,
2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018;Wang i sur., 2019;Gnida i sur., 2020).

Iako je vedina istrazivanja denitrificiraju¢e defosfatacije usmjerena na anaerobno/anoksi¢nu
konfiguraciju u kojoj su elektron donor — ugljik i elektron akceptor — nitrat i/ili nitrit fizicki
odijeljeni jer upravo sposobnost DPAOs da unose i pohranjuju organske sastojke u
anaerobnim uvjetima im omogucava selektivhu prednost nad obi¢nim heterotrofnim
organizmima (OHOs, engl., Ordinary Heterotrophic Organisms) (Kuba i sur., 1993; Kuba i
sur., 1996a; Kuba i sur., 1996b; Smolders i sur., 1994; Flowers i sur., 2009; Oehmen i sur.,
2007; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida i sur.,
2020), provedena su istrazivanja denitrificiraju¢e defosfatacije kada su elektron donor i
elektron akceptor istovremeno prisutni u bioreaktoru (Jena i sur., 2016; Casey i sur., 1994).
Jena i sur. (2016) smatraju da prisutnost elektron akceptora u obje faze dovodi do eliminacije
faze feasting/starvation (engl., feasting/starvation, hrv., obilje/gladovanje) (anaerobna faza),
unosa fosfata u prisutnosti nitrata u anoksi¢no/aerobnoj konfiguraciji. Kuba i sur. (1996b) u
kinetickom modelu neizravno podupiru unos fosfata u prisutnosti nitrata izvjeStavajuci o tome
da iscrpljenje nitrata u anoksi¢nom uvjetima inhibira rast stanica, unos polifosfata i sintezu
glikogena. Jena 1 sur. (2016) su proveli dugotrajne pokuse (180 dana) u anoksi¢no/aerobnoj
konfiguraciji u kojoj su obradivali sintetsku otpadnu vodu s acetatom kao izvorom ugljika,
4000 mg KPK/L, 1000 mg nitrata/L 1 omjerom KPK/fosfat 137. Postigli su tijekom anoksi¢ne
faze istovremeno uklanjanje KPK (72 %), nitrata (98 %) i fosfata (86 %), u narednoj aerobnoj
fazi uklanjanje joS 26 % od preostalog KPK ali uz otpustanje P §to je rezultiralo u kona¢nici
uklanjanjem P od 76 %.

Cilj ovog rada bio je istraziti uklanjanje fosfora u anoksi¢nim uvjetima, izostavljanjem
anaerobne faze procesa, uz NO3-N kao akceptor elektrona.

Materijali i metode
Otpadna voda i aktivni mulj

U pokusima je koriStena sintetska otpadna voda priredena otapanjem soli u destiliranoj vodi
sastava: 2 g/L (NH4),SO., 1 g/L KH,POy,, 0,4/L g FeSQy, 0,5 g/L MgSQO,, 0,4 g/L NaCl, 1
g/L MgCOs, 1 g/L CaCOs. Sinteskoj otpadnoj vodi je dodano 0,3 mL/L otopine elemenata u
tragovima sastava: 1,5 g/LFeCl3-6H,0, 0,15 g/L H3BO3, 0,03 g/L CuSQO,4-5H,0, 0,18 ¢g/LKI,
0,12 g/L MnCl;-4H,0, 0,06 g¢/L Na;Mo0O4-2H,0, 0,12 ¢/LZnSO4:7H,O, 0,15 g/L
CoCl,-6H,0, 10 g/L EDTA (Smolders i sur., 1994). Kao izvor ugljika je koriSten natrijev
acetat, te je dodan u odgovarajucoj kolicini za zeljene pocetne C/N omjere. Pocetna koli¢ina
nitrata i fosfataje postignuta dodavanjem odgovarajuce koli¢ine otopine 1 g/L KNOs i 1 g/L
KH,PO,.

Aktivni mulj je dobiven iz lokalnog postrojenja za biolosku obradu otpadne vode grada
Zagreba, Hrvatska. Aktivni mulj je prije provedbe pokusa radio 3 mjeseca u ustaljenom stanju
u roditeljskom SBR (engl., Sequencing Batch Reactor, hrv., Sarzni reaktor koji radi po
fazama).
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Dizajn pokusa

Pokusi su vodeni kao Sarzni pokusi u laboratorijskim ¢aSama volumena 0,6 L, radnog
volumena 0,5 L, postavljenim na magnetsku mijeSalicu pri 100 o/min. Aktivnhom mulju, 2 g
MLSS/L (engl., Mixed Liquor Suspended Solids, hrv., suspendirane cCestice mijeSane
tekucine), je dodana sintetska otpadna voda, natrijev acetat za postizanje C/N omjera 2 i 3, te
otopine nitrata i fosfata. Vodeni su pokusi uz omjer NO3-N/POy4-P 3 i C/N 3, uz pocetnih 60
mg NO3-N/L i 20 mg NO3-N/L, kao i pokus pri omjeru NO3-N/PO4-P 8,5 i C/N 2 uz pocetnih
60 mg NOs-N/L. Koncentracija otopljenog kisika tijekom svih pokusa je bila niza od 0,2
mg/L. Pokusi su vodeni pri 22+1 °C. Vrijednost pH je motrena bez korekcije. Pokusi su
provedeni u 3 ponavljanja, a rezultati predstavljaju srednju vrijednost.

Analitika

U odgovaraju¢im vremenskim razmacima uzimani su uzorci mijeSane tekucine, filtritani kroz
0,45 pm filter papir i analizirani. Odredivane su vrijednosti KPK, NO3-N, NO,-N, PO4-P i
MLSS prema Standardnim metodama (APHA, 2005), te su motrene vrijednosti otopljenog
kiska, pH vrijednosti i temperature pomo¢u WTW Multi 3420 SET KS1, Njemacka.

Rezultati i rasprava

Rezultati uklanjanja C, N i P pri omjeru C/N 3 prikazani su slikama 1 i 2. Postignuto je
potpuno uklanjanje N, uz uklanjanje KPK od 87 % u pokusu sa poc¢etnih 60 mg NO3-N/L i 75
% uklanjanje KPK u pokusu sa pocetnih 20 mg NOs-N/L. U tim pokusima, pri omjeru NOs-
N/PO,4-P 3, ostvareno je uklanjanje P od 74-75 %. U pokusu pri C/N 2 i omjeru NO3-N/PQO,4-P
8,5 KPK je limitiraju¢i ¢imbenik denitrifikacije koja je iznosila 66 %, a uklanjanje P iznosilo
je 74 %. U vecini sustava za obradu otpadne vode biolosko uklanjanje dusika i fosfata su
najéeScée integrirani u jedan sustav s aktivnim muljem. Kombinacija EBPR i konvencionalnih
bioloskih metoda uklanjanja dusika (nitrifikacija i denitrifikacija) moze nai¢i na probleme jer
je KPK cesto ogranicavajuci faktor za uklanjanje fosfata i denitrifikaciju. To ogranicenje se
moze nadvladati kada su u sustavu za obradu otpadne vode prisutni organizmi sposobni
provoditi simultanu denitrifikaciju 1 asimilaciju fosfora pri anoksi¢nim uvjetima (DPAOs)
(van Loosdrechti sur., 1998; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur.,
2019; Gnida i sur., 2020).

Uklanjanje C, N i P u pokusima pri omjeru C/N 3 (slike 1 i 2) se zbivalo istovremeno, uz
denitrifikaciju i prevodenje NO3-N u NO,-N te daljnju redukciju do N, smanjenje KPK do
vrijednosti za ispust u okolis, kao i istovremeni unos PO,4-P u stanice uz ostvareno smanjenje
od 74-75 % PO4-P (Slike 1 i 2). U pokusu pri C/N 2 uklanjanje NO3-N zbivalo se dok je bilo
raspolozivog KPK koji je bio dostatan za 66 % uklanjanje N. Takoder je postignuto
uklanjanje PO4-P od 74 %.
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Slika 1. C, N i P uklanjanje pri anoksi¢nim uvjetima, pri NO3-N/POy4-P 3 i C/N 3,
uz pocetnih 60 mg NOs-N/L
Figure 1. C, N and P removal at anoxic condition, at ratio NO3-N/PO4-P 3 and C/N 3,
with initial 60 mg NO3-N/L

Izvor organskog ugljika je neophodan za postizanje denitrifikacije i EBPR (Oehmen i sur.,
2007; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida i sur.,
2020). Oehmen i sur. (2007) isticu omjer KPK/P 10-20 povoljan za dominaciju PAOs u
EBPR sustavu, a pri omjeru KPK/P >50 GAQOs (GAOs, Glikogen Akumulirajuéi Organizmi)
dominiraju u EBPR sustavu (Mino i sur., 1998).

U ovom radu pokusi su provedeni pri omjeru KPK/P 34,9 odnosno 36, uz pocetnih 60 mg
NO3-N/L odnosno 20 mg NOs-N/L (slike 1 i 2), i nisu imali negativan uc¢inak na uklanjanje
PO,-P, Sto je u suglasju sa Mino i sur. (1998). DPAOSs koriste acetat i pohranjuju ga kao PHA
u anaerobnim uvjetima, te ga koriste kao elektron donore u anoksi¢nim uvjetima (Kuba i sur.,
1993; Kuba i sur., 1996a; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993; Flowers i sur., 2009; Li i sur., 2017,
Zeng i sur., 2017; Bunce i sur., 2018; Wang i sur., 2019; Gnida i sur., 2020). U pokusima u
ovom radu, elektron donor i elektron akceptor su bili istovremeno prisutni i odvijalo se
istovremeno uklanjanje KPK, N i P (slike 1 i 2), a sli¢no ponaSanje su zabiljezili Jena i sur.
(2016) i Grgas i sur. (2019).
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Slika 2. C, N i P uklanjanje pri anoksi¢nim uvjetima, pri NO3-N/POy4-P 3 i C/N 3,
uz pocetnih 20 mg NO3-N/L
Figure 2. C, N and P removal at anoxic condition, at ratio NO3-N/PO4-P 3 and C/N 3,
with initial 20 mg NO3-N/L

Prisutnost nitrata u anaerobnoj fazi EBPR sustava je poguban za uklanjanje fosfora zbog
kompeticije za VFA izmedu PAOs i obi¢nih denitrifikanata (Barker i Dold, 1996). Ipak, kada
su istovremeno prisutni nitrati i mulj bogat sa PHA, primjerice kada nakon anaerobne faze
slijedi anoksi¢na faza, postizu se istovremena denitrifikacija 1 uklanjanje fosfora.
Denitrifiraju¢e uklanjanje fosfora se javlja zbog sposobnosti barem jedne frakcije PAOs da
koriste nitrat i/ili nitrit kao elektron akceptor za uklanjanje fosfora umjesto kisika (Kerrn-
Jespersen i Henze, 1993; Kuba i sur., 1993).

Denitrifikacija je proces redukcije NO3-N do plinovitog dusika, kroz slijed reakcija NO3-N ->
NO2-N -> NO -> N,O -> N,. U pokusima sa pocetnih 60 mg NO3-N/L tijekom denitrifikacije
zabiljezeno je prevodenje NO3z-N do maksimalne koncentracije od 18,5 mg NO,-N/L (Slika
1), te potpuna denitrifikacija do kraja pokusa. Biokemijski put denitrifikacije ukljucuje
stupnjevitu pretvorbu NO3-N do plinovitog Ny, preko intermedijera NO,-N, NO i N,O (della
Rocca i sur., 2007). Vecina istrazivanja na metabolizmu DPAOs je provedena koriste¢i nitrat
kao elektron akceptor. Istrazivanja sa nitritom su se uglavnom usmjeravala na njegovo
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inhibitorno djelovanje te su pokazala da moze biti jako toksican ve¢ pri niskim
koncentracijama (Bortone i sur., 1996; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Wang i sur., 2019).
Nitrit djeluje inhibirajuce i na aerobni i na anoksi¢ni unos fosfora (Kuba i van Loosdrecht,
1996; Saito i sur., 2004; Li i sur., 2017; Zeng i sur., 2017; Wang i sur., 2019). Saito i sur.
(2004) su istaknuli da je i brzina rasta PAOs takoder inhibirana tijekom perioda kada je bio
prisutan nitrit. Kuba i sur. (1996a) su otkrili smanjenje u unosu fosfora zbog akumulacije
nitrita. Meinhold i sur. (1999) su pokazali da nitrit pri niskim koncentracijama (4-5 mg NO,-
N/L) ne utjeCe negativno na asimilaciju fosfora pri anoksi¢nim uvjetima i moze se koristiti
kao elektron akceptor, dok>8 mg NO,-N/L moZe potpuno inhibirati asimilaciju fosfora.

Ahn i sur. (2001) su ispitali koriStenje kisika, nitrata i nitrita kao elektron akceptore u EBPR
procesu i rezultati su pokazali da se svo troje moZe uspjeSno koristiti. Lee i sur. (2001) su
pokazali da se nitrit (do 10 mg NO,-N/L) moze koristiti kao elektron akceptor te da je brzina
asimilacije fosfora ¢ak i1 brza nego kada se kao elektron akceptor koristi nitrat. KoriStenje
nitrita kao elektron akceptora je moguce ukoliko se on dodaje polukontinuirano u malim
obrocima te koncentracija odrZava ispod 15 mg/L (Ma i sur., 2013). U ovom istraZivanju
(Slika 1) NO-N nije imao inhibicijski u¢inak na unos P. Rezultati ovih pokusa (Slike 1 i 2)
sugeriraju da uklanjanje P nije limitirano raspolozivom koli¢inom elektron akceptora pri
istrazenim N/P omjerima 3 i 8,5. Grgas i sur. (2019) su istrazivali denitrificirajucu
defosfataciju preko nitrita pri N/P omjeru 2,1, pri pocetnih 24,5+1,3 mg NO,-N/L, pri C/N
omjerima 1, 2, 3, 4 1 7. Potpunu denitrifikaciju su postigli pri C/N 4, pri ¢emu je zabiljezeno
72,1% uklanjanje P. Povecanje omjera C/N 7 je smanjilo ucinkovitost uklanjanja P, nije
narusilo uklanjanje N, te je KPK preostao u obradenoj vodi. Istaknuli su da pri omjerima C/N
4 1 7 DPAOs nisu bili limitirani s raspolozivom koli¢inom ugljika, medutim, autori sugeriraju
mogucu limitaciju s raspolozivom koli¢inom elektron akceptora. Oehmen 1 sur. (2007)
sugeriraju da je moguce da Accumulibacter skupina sadrZi brojne podskupine razli¢itih
fenotipskih karakteristika (Carvalho i sur., 2006; He i sur., 2006), poput sposobnosti za
denitrifikaciju. Malo je poznato o raznolikosti organizama koji asimiliraju fosfor, no studije
pokazuju da je Candidatus Accumulibacter phosphatis, organizam koji pripada redu
Rhodocyclales, jedan od glavnih PAOs povezanih s ukanjanjem fosfora (Oehmen i sur.,
2007). Denitrificiraju¢a sposobnost Accumulibacter organizma nije jo$ potpuno razjasnjena.
Pokazano je da PAOs kulture mogu potpuno denitrificirati koristeéi nitrat (Zeng i sur., 2003),
dok su drugi autori predlozili postojanje dvije razli¢ite populacije, jedna koja ima
denitrificiraju¢e sposobnosti te druge koja nema sposobnost denitrifikacije (Freitas i1 sur.,
2005; Ahn i sur., 2002; Meinhold i sur., 1999; Kerrn-Jespersen i Henze, 1993). Na temelju
diferencijacije polifosfat kinaza gena (ppkl) pokazano je da postoje dva tipa Accumulibacter
organizma. Tip I ima sposobnost denitrifikacije koristeci nitrat, dok tip II nema (He 1 sur.,
2007). Ta ¢injenica pokazuje da postoje dvije razli¢ite populacije Accumulibacter organizma s
razli¢itim afinitetima za nitrat ovisno o morfotipovima i afinitetima za ugljik 1 dusik. Tip I
Accumulibacter ima sposobnost denitrifikacije koriste¢i nitrat, dok tip Il nema. To je u
korelaciji s prijasnjim studijama koje su pokazale da neke zajednice Accumulibacter mogu
koristiti nitrat za uklanjanje fosfora dok druge mogu samo nitrit (Carvalho i sur., 2007). Wang
I sur. (2007) su ispitali utjecaj temperature na asimilaciju fosfora denitrificirajucih fosfor
akumulirajué¢ih organizama. Ispitana je brzina asimilacije pri 8-10 °C te 25-26 °C i pokazano
je da brzina asimilacije raste s temperaturom, no ne znacajno s obzirom na ukupnu koli¢inu
asimiliranog fosfora. Pokusi u ovom radu su vodeni pri 22+1 °C, temperaturi koja je povoljna
za asimilaciju fosfora, te temperatura nije bila ograni¢avaju¢i ¢imbenik u uklanjanju fosfora.
U ovom radu pokusi su vodeni bez korekcije pH. Tijekom denitrifikacije vrijednost pH je
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rasla. S utroSkom KPK, vrijednost pH je postala konstantna. U svim pokusima je pH
vrijednost porasla s pocetnih pH 7,7+0,5 na maksimalnih pH 9,5+0,2 (Slike 1 1 2).

Profili pH su bili tipi¢ni za denitrifikaciju i uklanjane fosfora. Kuba i sur. (1997) su pokazali
da denitrificirajuci fosfor akumulirajuci organizmi otpustaju fosfor s porastom pH. Inicijalni
pH izmedu 7,0 i 8,0 je pogodan za akumulaciju DPAOs u sustavu koji koristi acetat kao izvor
ugljika. Filipe i sur. (2001) isticu vrijednost pH 7,5-8,5 pogodnu za denitrificirajuc¢u
defosfataciju, a pri pH ve¢em od 8 dolazi do kemijskog talozenja P (Wang i sur., 2007;
Vargas i sur., 2009). U naSim pokusima nije zabiljezeno kemijsko taloZenje P jer je tijekom
trajanja cijelog pokusa prisutan P (slike 1 i 2), tako da se u ovom slucaju uklanjanje P moze
pripisati aktivnosti DPAOs.

Zakljucci

Uklanjanje PO4-P od 74-75 % i potpuna denitrifikacija postignuto je pri anoksi¢nim uvjetima
uz NOs-N kao akceptor elektrona uz pocetnu koncentraciju 20 mg NO3-N/L i 60 mg NOs-
N/L, i omjer NO3-N/PQOy4-P 3, pri omjeru C/N 3. Pri omjeru NO3-N/PO4-P 8,5 uz pocetnih 60
mg NOs-N/L i C/N 2 postignuto je uklanjanje NO3-N od 66 % i 74 % uklanjanje PO4-P.
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P removal efficiency under anoxic condition with NO3-N
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Dijana Grgas', Fran Andrasec’, Sanja Radman®, Mira Habuda-Stani¢’,
Tea Stefanac!, Tibela Landeka Dragicevic'*

Faculty of Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb,
Pierottijeva ulica 6, 10 000 Zagreb, Croatia
Faculty of Chemistry and Technology, University of Split,
Rudera Boskovica 35, 21 000 Split, Croatia
%Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Food Technology Osijek,
Franje Kuhaca 18, 31 000 Osijek, Croatia
*Corresponding author: tlandekadragicevic@pbf.hr

Summary

Phosphate removal (PO4-P) was investigated with nitrate (NO3-N) as an electron acceptor
under anoxic conditions, with sodium acetate as a carbon source. The experiments were
performed at a ratio of NO3-N/PO4-P 3 and C/N 3 for the initial 20 mg NO3-N/L and 60 mg
NOs-N/L, as well as at NO3-N/PO,4-P 8.5 for the initial 60 mg NO3-N/L, at C/N 2. Removal of
74-75 % PQO,4-P, complete denitrification in experiments at C/N 3, and denitrification of 66 %
at C/N 2 were achieved.

Keywords: DPAQOSs, nitrate
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Influence of graphene oxide on photocatalytic properties of titan (1V) oxide
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Summary

Pollution of the environment, especially on water causes increasing pressure on mankind. The
use of pharmaceuticals, cleaning agents and pesticides appears to have caused the emergence
of new types of pollution in the environment, called micropollutant. Micropollutant cause
major changes in plants and animals living in the aquatic environment. One of the processes
that cause the total degradation of this type of pollution is photocatalysis. For the process of
photocatalysis photocatalyst such as titanium (1V) dioxide (TiO,) is required. The efficiency
of using TiO; on a daily sun light is limited due to the high energy banned zone (3-3.2 eV).
One of the methods showing the potential is the use of graphene oxide (GO).

In this paper a TiO, / GO composites with various concentrations of GO were prepared. The
concentrations of GO ranged from 5, 10 and 25 wt. % GO relative to the mass of TiO,. It was
observed that the concentration of GO affects the photocatalytic activity of the obtained
composite. Photocatalytic activity was followed by a degradation of salicylic acid in prepared
modal solution, in a pilot reactor followed by UV-VIiS spectrometry. The prepared catalysts
were characterized by scanning electron microscopy (SEM) equipped with an energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDX).

Keywords: photocatalysis, titanium (IV) dioxide, graphene oxide
Introduction

Water is one of the essential requirements for life on Earth which means that it is needed by:
humans, plants, animals, and even microorganisms for normal functioning and maintenance
of life functions. Water is an irreplaceable resource because it is used in the household for
drinking, washing and food preparation, in agriculture for irrigation, while in industry it is
used for almost all processes of washing, cooling, dilution, transportation, etc. The quantities
of drinking water are not, as previously thought, unlimited (Yu, 2014). This is why it is
imperative to actively contribute to water conservation. With the rapid growth of humanity
and the advancement of industry, the consumption of clean water is increasing, henceforth
increasing amounts of polluted water by various organic and inorganic substances. It does not
include pollution, and it should, thermal pollution caused by the discharge of undercooled
industrial water directly into the rivers. Much of the water used, either in households or
industry, is not treated before it is released into waterways, thus polluting the water, causing a
reduction in drinking water resources (Thomas, 2005). Drains and sewage are also one of the
potential sources of drinking water pollution. Water pollutants can be at the micro or macro
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level, which determines the purification methods. Microscopic contaminants represent the
greatest danger arising from their potential properties that cause adverse chemical reactions in
the environment that affect human health, and because of their small quantities and size, are
very difficult to remove by standard mechanical filtration (Vréek, 2017). The most common
water treatment methods are based on the use of activated carbon, ozone, flotation and
ozonation. Those methods require higher financial cost, so it is necessary to find and / or use
cost-effective methods such as advanced oxidation processes - photocatalysis, the process of
complete degradation of a pollutant (Gogate, 2004). Photocatalytic reactions are triggered by
photocatalysts - a substance that uses light to accelerate chemical processes that lead to the
degradation of a pollutant into harmless compounds (Altmann, 2014). The most commonly
photoreactors use suspended or immobilized photocatalysts in which the photocatalyst comes
in the form of a thin film. The suspension has a strong oxidizing power and a large surface
area available for reactions. The downside of the suspension is the need to subsequently
remove the fine dispersed catalyst from the sludge, which is a costly and time consuming
process that can be solved by immobilizing the catalyst onto supports such as glass meshes
(Plavac, 2017). Photocatalysis is performed with semiconductors such as: TiO,, Fe,03, CdS
and ZnO. TiO, is one of the most commonly used substance in photocatalytic reactions.
Photocatalytic reactors using TiO; are very effective in removing the organic and inorganic
contaminants present in water with the help of UV light. The end products of the reactions are
CO; and H,0O (Martinsa, 2018). TiO, is characterized by strong oxidizing power, low toxicity,
high photocatalytic activity, chemical and photochemical stability and is therefore used in
wastewater treatment technologies (Hu, 2017). In this paper, we examined the efficiency of
removing pharmaceuticals using glass meshes coated with a layer of a mixture of TiO, and
graphene oxide in various concentrations.

Materials and Methods

Graphene oxide (GO) and TiO2, Aeroxide® P25, Evonik, Germany, tetraethoxysilane
(TEOS), VWR Cemical, USA, acetic acid from VWR Chemicals, France, salicylic acid (SA),
Kemika Croatia and ethanol, GramMol, Croatia used as received. As a carrier the glass mesh
from Keltex, Croatia (CM 300/300, p = 610 g/ m®) was purchased.

Photocatalyst preparation

For the preparation of the immobilized layer TiO2 and GO were applied to the glass mesh
using sol-gel method. Glass meshes are cut into the rector's dimension and weighed. The
suspension from which TiO2and GO were applied to the glass mesh was prepared by mixing
TiO2and MWCNT with distilled water and ethanol (water : ethanol = 1 : 1) on a magnetic
stirrer. Three different solutions with different concentrations of GO were prepared. The
concentrations of GO ranged from 5, 10 and 25 wt. % GO relative to the mass of TiO2. The
pH of the suspension was adjusted by adding acetic acid with stirring to pH 1.5-2. After
achieving the desired pH, the suspension was mixed for 15 minutes, after which the
homogenization was performed with ultrasound for 6 minutes (ultrasonic bath 120W,
frequency 40 kHz). After homogenization, TEOS was added and further stirred over a period
of 60 minutes at a temperature of 50 °C. Glass mesh is immersed in the prepared suspension
and dried. Drying was carried out in a 70 °C drier for 20 minutes. The immersion and drying
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procedure was repeated 4 times. The prepared glass meshes were left in air for 7 days, after
which they were washed with distilled water, dried and weighed to determine the mass of the
applied layer. Clean meshes and meshes with TiO2/ GO obtained by the described procedure
were recorded by scanning electron microscope (SEM, FEG QUANTA 250) operated at
20kV. The presence of TiO2and/or GO on fiber glass mesh was determined by using energy
dispersion spectroscopy (EDX) mapping analysis. For mapping analysis SEM microscope
was operating at 20 kV while working distance was set at 20 mm. Mesh for SEM / EDX
analysis were previously fixed to the carrier using double-sided self-adhesive carbon-guided
stripes and then then coated with gold-palladium layer. The photocatalytic properties of the
catalyst were investigated through the degradation of salicylic acid in the prepared
0.2 mmol / L model solution. The UV-VIS spectrophotometer (Perkin EImer LAMBDA 35,
200-700 nm with a recording speed of 480 nm / min) was used to monitor the photocatalytic
degradation reaction.

Conducting an experiment

Tests for photocatalytic properties were carried out in a batch pilot photoreactor of rectangular
geometry (size 4.5 x 17.5 cm) with recirculation by peristaltic pumps with a flow rate of 48
mL/min. The source of the simulated solar radiation (UV-B 2 % / 26 W) is placed 7 cm above
the surface of the reaction solution and is covered with a shadow / reflective surface of Al-
sheet in order to evenly illuminate the reactor space. The immobilized photocatalyst meshes
was placed at the bottom of the reactor and a model solution of SA 100 mL was added. At the
beginning of the procedure, a sample of SA 2 mL was taken, after which the reactor was left
in the dark for 30 minutes and the sampling was repeated. At the end of the phase in the dark,
the source of the simulated solar radiation was included, and the samples were taken
periodically 15, 30, 60, 90, 120 minutes.

Results and Discussion

The sol-gel method was use to immobilize the TiO, and TiO, / GO layers. Fig. 1a shows a
clean glass mesh before immobilizing the photocatalyst obtained by SEM. Fig. 1b and 1c
shows the glass mesh with the immobilized TiO, layer (1b) and the immobilized TiO, / GO
layer (1c) obtained by SEM.

Comparison of the particle size of the photocatalysts in Fig. 1b and 1c shows that larger
particles was formed by immobilization of the TiO, / GO (1c) photocatalysts, which
negatively affects the active surface of the photocatalyst. EDX analysis determined the
chemical composition of the immobilized layer shown in Fig. 1c. The results of EDX analysis
was shown in Fig. 2.

EDX analysis showed that TiO, and GO immobilized to the glass fibers, and the composition
of the analyzed area was shown as evidence of the presence of Ti and C. Other elements
present such as silicon (Si) originate from the glass mesh, while gold (Au) and palladium (Pd)
as a result of coated Au Pd layer. The immobilized success of the TiO, and TiO, / GO layers
is evident in Fig. 3. Fig. 3 clearly shows the color difference of the meshes without and with
the photocatalyst. Binding quality tests of immobilized photocatalysts showed that good
bonding occurred because no loss of photocatalyst mass occurred during the analysis.
Photocatalytic decomposition of salicylic acid in modal solution was performed as an
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example of micropollutant in the environment. Photocatalytic degradation was performed in
the rector as explained in the previous section. The results of photocatalytic degradation are
shown in Fig. 4.

Figure 1. a) Clean glass mesh, b) mesh with immobilized TiO,
c¢) mesh with immobilized TiO, / GO

c)
Figure 3. a) Clean glass mesh, b) mesh with TiO; layer, c) mesh with TiO, / GO layer
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Figure 4. Degradation results of salicylic acid with different concentrations
of GO in the TiO, / GO photocatalyst

Fig. 4 shows that, after 120 minutes, the best degradation of salycilic acid occurs with the use
photocatalyst of a 10 wt.% GO. Increasing or decreasing the GO content leads to a decrease in
the photocatalytic activity of the prepared photocatalyst (Tayel et al., 2018).

The photocatalytic degradation results shown in Fig. 5. pointing that the use of pure TiO,
immobilized on a glass mesh has better photocatalytic properties than immobilized TiO,/GO.
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Figure 5. Comparison of salicylic acid degradation with photocatalyst TiO, and TiO, / GO
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Using TiO, resulted in a 7 % better degradation than using 10 wt.% GO / TiO,. Low
photocatalytic degradation is also possible due to the size of the photocatalyst particles (Fig.
1), thereby reducing the active surface of the photocatalyst.

GO inhibits electrical conductivity thus negatively affecting the photocatalytic properties of
TiO, / GO photocatalysts (Morimoto et al., 2016).

Conclusions

In this paper two types of photocatalysts were prepared by sol-gel method, glass meshes with
immobilized TiO, and TiO, / GO with various concentrations of GO. The concentrations of
GO ranged from 5, 10 and 25 wt. % GO relative to the mass of TiO,. After preparation,
photocatalytic property was investigated through the degradation of salicylic acid in pilot
reactor. Comparing the results of the photocatalysis it was concluded that the best result is
achieved using the clean TiO,. After photocatalysis, SEM and EDX analysis of prepared
photocatalysts demonstrated the presence of TiO, and GO on glass meshes that confirm the
stability of immobilized TiO; and TiO, / GO.
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Sazetak

Stalno povecanje proizvodnje plastike 1 loSe gospodarenje plasticnim otpadom doveli su do
ogromnog porasta odlaganja otpada u okoliS. Razgradnjom makroplastike ili ciljanom
proizvodnjom cestica mikro veli¢ina nastaju Cestice mikroplastike (< 5 mm). Mikroplastika
(MP) predstavlja potencijalno Stetni u¢inak na organizme u okoliSu te ju je potrebno ukloniti.
U ovom radu ispitala se u¢inkovitost biorazgradnje dviju vrsta mikroplastike, polistirena (PS)
i polietilena niske gustoc¢e (LDPE), primjenom mjeSovite bakterijske kulture Bacillus sp. i
Pseudomonas alcaligenes. Istrazivanja su se provodila 22 dana pri 160 o/min, T = £ 25 °C,
veli¢ini ¢estica PS i LDPE 300 um — 500 pm i koncentraciji od 100 mg/L.

Ispitana mjeSovita kultura ucinkovito je razgradila LDPE i PS tijekom 22 dana, §to je
dokazano smanjenjem koncentracije otopljenog kisika u uzorcima s MP, pove¢anjem CFU te
nastajanjem anorganskog ugljika. Nadalje, spektri dobiveni FTIR-ATR analizom prije i nakon
biorazgradnje ukazuju na nastajanje novih skupina, smanjenje intenziteta pikova te pomicanja
pikova prema manjim valnim duljinama.

Kljucne rijeci: mikroplastika, biorazgradnja, Bacillus sp., Pseudomonas alcaligenes

Uvod

S razvojem znanosti i tehnologije te porastom globalnog stanovnistva, potraznja za plastikom
sve je veca. Plasticni materijali koriste se u svim aspektima ljudskog Zivota i industrije.
Globalna proizvodnja plastike iznosi oko 322 milijuna tona godisnje (Ho, 2018). Procjenjuje se
da plastika €ini otprilike 20 % - 30 % ¢vrstog komunalnog otpada na odlagalistima u SAD-u,
Njemackoj i Australiji (Ho, 2018). Proizvodnja plastike povecala se tijekom posljednjih 50
godina s 15 milijuna tona 1964. godine na gotovo 350 milijuna tona u 2017. godini. O¢ekuje se
da ¢e se tijekom sljede¢ih 20 godina udvostruéiti (Jenkins, 2019). Zbog svojih izvrsnih
mehanickih svojstava, niske cijene, male tezine, stabilnosti, izdrzljivosti te kemijske inertnosti
plastika se koristi za izradu ambalaze, namjeStaja, kucanskih potrepStina te u gradevini,
poljoprivredi i transportu (Raddadi, 2019).
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Pet najcesce proizvedenih sintetickih polimera (plastike) u EU su polietilen (PE), polivinil
klorid (PVC), polipropilen (PP), polistiren (PS) i polietilen tereftalat (PET) (Raddadi, 2019). PE
se najcesce koristi za proizvodnju jednokratnih plasti¢nih vrecica, ambalaze i cijevi, dok se PS
koristi u gradevinskim materijalima, transportu i jednokratnom priboru za jelo (Ho, 2018.;
Restrepo-Florez, 2014). Primjena PET je najveca u proizvodnji jednokratne ambalaze za pica;
PP se koristi za proizvodnju laboratorijskog posuda, posuda za hranu i tekstila, a PVC u stolariji
i izradi cijevi (Gong, 2018; Theanacho, 2020; Peacock, 2006). MP se definira kao plasti¢ne
Cestice veli¢ine < 5 mm. One mogu nastati ciljanom proizvodnjom (primarna mikroplastika) ili
razgradnjom vecih plasticnih potrosackih proizvoda (sekundarna mikroplastika). S obzirom na
puno izvora (proizvodi za osobnu higijenu, otpadne vode, kanalizacija, tekstil itd.)
mikroplastika je pronadena u gotovo svim kopnenim i vodenim stanistima (Auta, 2017; Gong,
2018). Zbog relativno male veli¢ine, vodeni organizmi lako gutaju mikroplastiku, a potvrdeno je
da se ona zatim akumuliraju u tkivima, krvoZilnom sustavu i mozgu (Auta, 2017). Brojna
istrazivanja ukazuju na niz problema koje MP moze uzrokovati, primjerice: smanjenje brzine
rasta 1 kretanja, smanjenje mogucnosti obavljanja fotosinteze, fizicke deformacije, unos
toksicnih elemenata, smanjenje plodnosti i promjene u metabolickim ciklusima. 1z tog razloga
MP predstavlja opasnost za cijeli ekosustav (Auta, 2017). Jedna od glavnih karakteristika
plastike, a time i MP, je njezina izdrzljivost. Upravo zbog toga je proces razgradnje
mikroplastike dugotrajan. Kombinacija fizikalno-kemijskih (abiotickih) i bioloskih (biotickih)
procesa pokazala se najuspjesnijim nacinom uklanjanja MP iz okolisa (Gewert, 2015).
Procesima abioticke razgradnje smatraju se toplinska, mehanicka, foto- i kemijska razgradnja
(Gewert, 2015). Biorazgradnja je ekoloski i ekonomski prihvatljiv nacin uklanjanja MP-a iz
okolisa, a dosadasnja istrazivanja su pokazala da mikroorganizmi poput Bacillus subtilis (Li,
2018), Rhodococcus sp. (Stevenson, 2008), Pseudomonas aeruginosa (Das, 2012),
Pseudomonas citronellolis (Giacomucci, 2019), Zalerion maritimum (Paco, 2017), Penicillium
variabile (Tia, 2017), i Aspergillus niger (Esmaeili, 2013) ucinkovito ju razgraduju.

U ovom radu ispitala se biorazgradnja MP-a PS i LDPE u vodenom mediju primjenom
mjeSovite bakterijske kulture Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes. Dobiveni rezultati
ukazuju da je proces biorazgradnje PS-a i LDPE-a zapoceo, odnosno da je za potpunu
biorazgradnju potrebno duze kontaktno vrijeme.

Materijali i metode
Mikroplastika i bakterijske kulture

Prilikom provedbe pokusa biorazgradnje koriStene su dvije vrste MP-a, PS i LDPE, veli¢ine
Cestica 300 um — 500 pm. Bakterijske kulture Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes
pohranjene su u zbirci mikroorganizama u Zavodu za industrijsku ekologiju Fakulteta
kemijskog inzenjerstva i tehnologije SveuciliSta u Zagrebu. Navedene kulture, Bacillus sp. i
Pseudomonas alcaligenes (slika 1) izolirane su iz aktivnog mulja s uredaja za obradu
komunalnih otpadnih voda grada Vrgorca te iz sedimenta rijeke Kupe.
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Slika 1. Bakterijske kulture, Bacillus sp. (G (+)) (@) i
Pseudomonas alcaligenes (G (-)) (b), obojane po Gramu
Figure 1. Gram stained bacterial cultures, Bacillus sp. (G (+)) (a) and
Pseudomonas alcaligenes (G (-)) (b)

Hranjive podloge i mineralni medij

Za uzgoj bakterijske kulture, odnosno odredivanje Colony Forming Unit (CFU) (Durakovi¢,
2002) pripremljen je hranjivi agar prema uputama proizvodaca (Biolife Manual, Ingraf, Italija
1991). Podloga je homogenizirana, zagrijana do vrenja i sterilizirana 15 minuta u autoklavu pri
121 °C i 1,1 atm. Biorazgradnja MP-a provodila se u mineralnom mediju poéetne pH —
vrijednosti 7,2. Mineralni medij pripremljen je prema literaturi (Kyaw, 2012).

Instrumenti i aparatura

Za vaganje MP-a i kemikalija koristila se analiticka vaga Kern ALJ 220-4NM, a pokusi su se
provodili na rotacijskoj tresilici Heindolph Unimax 1010. Za pracenje koncentracije kisika, pH-
vrijednosti 1 temperature koristen je prijenosni uredaj WTW Multimetar 3430, a opticka gustoca
se odredivala pomocu spektrofotometra HACH, DR2400, SAD (4 = 600 nm) (Yu, 2017). loni
(anioni i kationi) su se detektirali na ionskom kromatografu, DIONEX ICS SERIES, AS-DV.
Materijali, LDPE 1 PS karakterizirani su pomocu Infracrvene spektroskopije s Fourierovim
transformacijama tj. FTIR-ATR spektrometra, PerkinEImer, Spectrum One. Ukupni organski
(TOC), anorganski ugljik (IC) te ukupni ugljik (TC) odredivali su se na uredaju TOC-VCSH,
Shimadzu. Svi uzorci prije nogo Sto su podvrgnuti analizi kationa i aniona kao i TOC-a, su
filtrirani kroz 0,45 pum filtar papir.

Provedba pokusa biorazgradnje

Prilikom provedbe ovog pokusa koriSteni su plasti¢ni proizvodi koji se nalaze u svakodnevnoj
upotrebi, LDPE vrecice i PS jednokratni pribor za jelo. Proizvodi su bili prvo usitnjeni na manje
komade a potom su LDPE vrecice usitnjene u blenderu sa suhim ledom (slika 2), a PS Zlice u
blenderu s ledom. Nakon $to su se dobivene Cestice osusile, uslijedilo je prosijavanje na veli¢ine
300 um — 500 um u mehani¢kom situ. Nakon usitnjavanja i prosijavanja MP-a (PS i LDPE),
Cestice MP-a su sterilizirane u etanolu (w = 70 %) na rotacijskoj tresilici 15 minuta na 160
o/min. Zatim su Cestice filtrirane kroz membranski filtar, veli¢ine pora 0,45 pm.
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Slika 2. Postupak pripreme LDPE mikroplastike
Figure 2. Procedure for preparation of LDPE microplastics

Dan prije provedbe pokusa bakterijske kulture Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes
precijepile su se na hranjivi agar te inkubirane na temperaturi od 37 “C. Na dan postavljanja
pokusa priredila se suspenzija mjeSovite bakterijske kulture s optickom gusto¢om, OG = 3,21,
koja je u sustavu bila razrijedena 10x. Pokus se provodio u Erlenmeyer tikvicama od 250 mL,
radnog volumena 100 mL, tijekom 22 dana (y = 100,0 mg/L ) pri 160 o/min na rotacijskoj
tresilici. U tocno odredenim vremenskim intervalima izuzimao se odredeni volumen uzorka te
su se provodile analize odredivanja CFU-a, koncentracije otopljenog kisika, TC-a, TOC-a, IC-a
te analiza kationa i aniona. Pocetni radni uvjeti dani su u Tablici 1.

Tablica 1. Pocetni radni uvjeti za provedbu procesa biorazgradnje
Table 1. Initial working conditions for biodegradation experiment

Bakterijska MP) / 0y /
Jska MR s Toree 79 cru
kultura mg/L mg/L
Pseudomonas
alcaligenes + 100 7,148 25,210 8,330 7,204
Bacillus sp.

Rezultati i rasprava

U posljednjih nekoliko godina sve je vise paznje posveceno MP i i njezinom potencijalnom
Stetnom djelovanju na ljude i okolis. MP u okoli$ najceS¢e dospijeva razgradnjom nepravilno
odlozenog plasti¢nog otpada ili iz proizvoda za osobnu njegu. Cilj ovog rada bio je ispitati
biorazgradnju PS i LDPE mikroplastike s mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i
Pseudomonas alcaligenes. Promjena CFU tijekom biorazgradnje PS i LDPE mikroplastike s
mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes prikazana je u slici
3. S obzirom na pocetni broj, broj kolonija mjesovite kulture se tijekom 22 dana povecao i u
prisutnosti PS i LDPE, dok u slijepoj probi (SP) (bez MP-a) se smanjivao, Sto ukazuje da je
mjeSovita kultura koristila PS i LDP kao izvor ugljika.
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U prvih pet dana CFU u SP je rastao jer je mjeSovita bakterijska kultura koristila mineralni
medij kao izvor nutrijenata, Sto i potvrduje smanjenje koncentracije kisika (slika 4). Nakon
petog dana CFU se u SP smanjivala, a koncentracija kisika povecavala. Za razliku od SP, u
uzorcima s MP-om tijekom 22 dana koncentracija kisika se smanjivala, odnosno nakon 10 dana
se nije znacajno mijenjala u oba uzorka kao 1 CFU S$to ukazuje na uspostavljanje stacionarne
faze (Durakovi¢, 2002). Prema dosadaSnjim istrazivanjima (Auta, 2017; Suresh, 2011)
stacionarna faza moze trajati i viSe od 3 mjeseca. Nadalje prema slici 3 i 4. moZe se primijetiti
da je rast mjeSovite bakterijske kulture kao i pad kisika bio ve¢i u uzorku PS nego u uzorku
LDPE, Sto ukazuje da je PS bio dostupniji mikroorganizmima od LDPE $to i potvrduje
literatura (Auta, 2017). Prema navedenom istrazivanju unutar 40 dana masa PS smanjila se za
7,4 %, dok je masa LDPE zabiljeZila pad od samo 1,6 %. Dosadasnja istraZivanja (Gewert,
2015; Suresh, 2011) ukazuju da bi mjeSovita kultura trebala brze razgraditi MP jer imaju Siri
spektar enzima i sposobne su razgraditi veci broj spojeva. Medutim, u mjesovitoj kulturi moze
do¢i do kompeticije za supstratom. lako se Pseudomonas alcaligenes na pocetku pokazao kao
jaci kompetitor u ovoj ispitivanoj mjesovitoj bakterijskoj kulturi, u 14. danu bilo je vidljivo da
je Bacillus sp. prevladao. Razlog tome moze biti Sto je Bacillus sp. G (+) bakterija koja stvara
endospore tj. mozZe preZivjeti ekstremne uvjete, poput visoke ili niske temperature, pH-
vrijednosti ili nedostatak hrane (Durakovi¢, 2002).

8.00
. Slyjepa proba PS & LDPE
7,50
A
5 i A A i A
O 700 %
= T - A .
6,50
6,00 T T T T
0 3 10 13 20
e/ d

Slika 3. Vrijednosti CFU tijekom biorazgradnje LDPE i PS s
mijeSanom bakterijskom kulturom Bacillus sp . i Pseudomonas alcaligenes
Figure 3. CFU values during biodegradation of LDPE and PS with
mixed bacterial culture of Bacillus sp . and Pseudomonas alcaligenes

Na slici 5. (a) — (c) prikazana je promjena koncentracije TC, TOC i IC tijekom 22 dana
biorazgradnje PS-a i LDPE-a s mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i Pseudomonas
alcaligenes. Koncentracija TC-a (slika 5a) je rasla u uzorcima PS-a i LDPE-a tijekom cijelog
procesa. Koncentracija TOC-a (slika 5b) u uzorcima PS i LDPE je isto rasla tijekom cijelog
procesa Sto moZe ukazivati na otpustanje aditiva s povrSine MP-a kao i organskih produkta
nastalih uslijed naruSavanja strukture PS-a i LDPE-a, $to nije bio slucaj kod uzorka slijepe
probe (SP).
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Koncentracija IC-a (slika 5¢) se u SP-u neznatno mijenjala, dok je koncentracija fosfata (slika
6a) 1 kalija (slika 7a) naglo pocela rasti u 10 danu, a CFU se smanjivao $to ukazuje da je doslo
do liziranja bakterijskih stanica, odnosno raspadanja stani¢ne membrane (Durakovi¢, 2002).
Naime, bakterijska stanica se poput svih ostalih stanica sastoji od ugljika, vodika, Kisika, duSika,
fosfora i drugih elemenata (Durakovié¢, 2020). Koncentracija IC-a u uzorcima PS-a i LDPE-a je
rasla od 10 dana do kraja procesa kao i CFU-a i TOC-a Sto ukazuje da je doslo do razgradnje
PS-a i LDPE-aftj. razvijanja CO, kao jednog od produkata biorazgradnje.

Tijekom biorazgradnje uzoraka PS i LDPE koncentracija fosfata (slika 6 (b) — (c)) se u isto
vrijeme smanjivala za razliku od uzorka slijepe probe (slika 6 (a)) gdje je uocen konstantni
porast koncentracije PO,> aniona. Ovaj rezultat ukazuje da u periodu najintenzivnije razgradnje
nije doSlo do odumiranja stanica, nego da su bakterije koristile slobodni anorganski fosfat iz
okoline kao energiju u procesima biorazgradnje (Auta, 2017; Durakovi¢, 2002). Od 14 dana
biorazgradnje uzoraka PS 1 LDPE koncentracija fosfata je lagano pocela rasti jer je nastupila
stacionarna faza u kojoj je broj umrlih i novonastalih stanica bio podjednak. Koncentracije
ostalih aniona (CI, SO, i NOs) tijekom 22 dana biorazgradnje svih uzorka nisu se znacajno
mijenjale. Koncentracije ostalih kationa (Na*, K*, Mg?* i Ca®") (slika 7 (a) — (c)) se tijekom
procesa biorazgradnje nisu znacajno mijenjale. Prema dobivenim rezultatima, moze se zakljuciti
kako PS uzorak podlijeze najintenzivnijoj biorazgradnji na §to ukazuje veca koncentracija IC-a
(slika 6(c)), TOC-a (slika 6(b)), ali smanjena koncentracija fosfata (slika 7(c)).
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Slika 4. Koncentracija otopljenog kisika tijekom biorazgradnje LDPE i PS s mijeSanom
bakterijskom kulturom Bacillus sp . i Pseudomonas alcaligenes
Figure 4. Disssolved oxygen concentration during biodegradation of LDPE and PS with mixed
bacterial culture of Bacillus sp. and Pseudomonas alcaligenes
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Slika 5. Vrijednosti ukupnog ugljika (a), organskog ugljika (b) i anorganskog ugljika (c)
tijekom biorazgradnje LDPE i PS s mijeSanom bakterijskom kulturom
Bacillus sp . i Pseudomonas alcaligenes
Figure 5. Total carbon (a), total organic carbon (b) and inorganic carbon (c) during
biodegradation of LDPE and PS with mixed bacterial culture of
Bacillus sp . and Pseudomonas alcaligenes
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Slika 6. Koncentracije aniona (CI', SO%, PO,¥i NO3) u uzorku SP (a), PS (b) i LDPE (c)
tijekom biorazgradnje s mijeSanom bakterijskom kulturom

Bacillus sp . i Pseudomonas alcaligenes

Figure 6. Concenration of anions (CI', SO,*, PO,>and NO3) in SP (a), PS (b) and LDPE (c)
during biodegradation with mixed bacterial culture of

Bacillus sp . and Pseudomonas alcaligenes
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Figure 7. Concenration of cations (Na*, K*, Mg** and Ca®*) in SP (a), PS (b) and LDPE (c)
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Slika 7. Koncentracije kationa (Na*, K*, Mg i Ca?") u uzorku SP (a), PS (b) i LDPE (c)

o |"‘.’



international conference

HKE PIR. cocnms o 1 8RUZICKA DAYS
European Chemical Society | TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
) September 16-18, 2020 | Vukavar. Croatia

ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

Kako bi se potvrdila biorazgradnja MP-a nacinjena je FTIR-ATR analiza na uzorcima PS-a i
LDPE-a prije i nakon procesa biorazgradnje (slike 8 (ai b) i 9 (a i b)). PS spektar karakterizira
pik oko 3000 cm™ koji pripadaju C-H istezanju aromatske skupine. Zatim pik na ~2850 cm™
koji predstavlja C-H istezanje te pikovi oko 1500 — 1550 cm™ karakteristi¢ni za istezanje
aromatskog prstena. Pikovi na ~1450 cm™ i ~1050 cm™ predstavljaju CH, savijanje, odnosno
savijanje C-H veza u aromatskom prstenu. Savijanje aromatskih skupina vidljivo je iz pikova na
~670, ~780 i ~850 cm™. Spektar je analiziran u skladu s literaturnim podacima (Jung, 2018).
Nakon procesa biorazgradnje PS-a s mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i
Pseudomonas alcaligenes dobiven je FTIR spektar na slici 8 (b). Intenzitet pikova nije previse
smanjen, medutim doglo je do stvaranja novih pikova i pomicanja postoje¢ih. Na ~3500 cm™ i
3300 cm* primije¢eni su pikovi malih intenziteta koji su karakteristicni za istezanje O-H
skupine kod alkohola. Pretpostavka je da je taj pik potjece od ispiranja MP-a etanolom (w = 70
%) prije same analize. Na ~2450 cm™ i ~1680 cm™ dolazi do stvaranja novih pikova. Prvi
spomenuti pik upucuje na C-H istezanje kod aldehida dok drugi govori o istezanju veza C=0
skupine koja potjece od ketona. Naime, stvaranje karbonilnih skupina, koje najcesce pripadaju
ketonima, najces¢i je pokazatelj da je doSlo do biorazgradnje MP-a (Rajandas, 2012;
Subramani, 2016). Takoder, stvaranjem novih skupina kao $to, uz navedene, pokazuje i pik na
valnoj duljini ~1380 cm™ (C-H istezanje) sugerira da je zaista doslo do biorazgradnje, odnosno
cijepanja polimernog lanca stirena na manje dijelove. Do vidljive promijene doslo je i na valnoj
duljini od ~1050 cm™. Prije pokusa biorazgradnje na toj valnoj duljini zabiljeZen je jedan pik
manjeg intenziteta. Nakon biorazgradnje primijeCen je dvostruki pik, veéeg intenziteta. JoS$
jedan dvostruki pik, pojavio se na 850 cm™ kao i prilikom biorazgradnje s &istim kulturama.
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Slika 8. FTIR spektar PS snimljen prije pocetka biorazgradnje (a) te nakon biorazgradnje s
mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes (b)
Figure 8. FTIR spectrum of PS before the biodegradation process (a) and after biodegradation
with a mixed bacterial culture of Bacillus sp. and Pseudomonas alcaligenes (b)

Prilikom karakterizacije LDPE vrlo je bitno uociti male razlike pomoc¢u kojih se odreduje o
kojoj vrsti PE radi. HDPE i LDPE imaju istu glavnu strukturnu jedinicu, funkcionalne skupine i
kemijske veze. Medutim, razliito grananje bocnih skupina rezultira malim, ali vaznim
razlikama u spektralnom podrucju od 1400 em™ do 1330 cm?, pri ¢emu LDPE ima veci
intenzitet na 1377 cm™ zbog deformacije metilnog savijanja krajeva razgranatog lanca.

223




international conference

18 F?\UZICKA DAYS H'Xi PTE  &Euchems
| TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Ewropean Chemical Society
September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

elenc
ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

Na slici 9 (a) prikazan je FTIR — ATR spektar uzorka LDPE $to je vidljivo iz karakteristi¢nih
pikova koji se pojavljuju na ~2900 cm™, ~2800 cm™, ~1500 cm™, ~1450 cm™ te ~750 cm™.
Vrijednosti dobivenih pikova slazu se s literaturnim podacima (Rajandas, 2012; Subramani,
2016). Prilikom biorazgradnje LDPE s mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i
Pseudomonas alcaligenes doslo je do stvaranja novih pikova te smanjenja intenziteta postojecih
na FTIR spektru. Kao i u prethodnom analiziranom spektru kod uzorka PS-a i ovdje se pojavio
pik na ~3300 cm™ koji karakterizira savijanje O-H veze u alkoholima. Zatim slijede pikovi na
~1680 cm™ i ~1580 cm™ koji karakteriziraju C=0 skupinu kod aldehida ili ketona tj. C=C kod
cikli¢nih alkena. Jo§ dva novonastala pika nalaze se na valnoj duljini od ~1300 em™ i ~1100 cm’
! koji karakteriziraju istezanje C-O veza kod etera, estera ili karboksilnih kiselina. Na kraju
procesa biorazgradnje intenzitet navedenih pikova je bio manji u odnosu na 0 dan. Upravo to
smanjenje intenziteta sugerira da je bakterijska kultura razgradila polimer na manje
intermedijare i koristila ga kao izvor ugljika.
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Slika 9. FTIR spektar LDPE snimljen prije pocetka biorazgradnje (a) te nakon biorazgradnje s
mjeSovitom bakterijskom kulturom Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes (b)
Figure 9. FTIR spectrum of LDP before the biodegradation process (a) and after biodegradation
with a mixed bacterial culture of Bacillus sp. and Pseudomonas alcaligenes (b)

Zakljucci

Napretkom industrije i masovnijim koristenjem plastike u svakodnevnom Zivotu, drasti¢no se
povecava koli¢ina MP-a koja zavrSi u okoliSu. Neadekvatno zbrinjavanje, skupa, dugotrajna i
niska moguénost razgradnje razlozi su pojave MP-a u okoliSu koju je danas moguce pronaci u
morima, jezerima, rijekama, zraku, tlu i otpadnim vodama.

U ovom radu se ispitala ucinkovitost biorazgradnje PS i LDPE mikroplastike s mjeSovitom
bakterijskom kulturom Bacillus sp. i Pseudomonas alcaligenes. Dobiveni rezultati, povecanje
CFU-a, smanjenje koncentracije kisika i fosfata, kao i povecanje koncentracije TOC-a i IC,
ukazuju da je biorazgradnja PS-a i LDP-a nastupila tijekom 22 dana procesa. FTIR analizom
dobiveni su spektri koji su potvrdili da je tijekom 22 dana proces biorazgradnje mikroplastike
zapoC¢eo. Medutim, kako bi postigli bolju ucinkovitost procesa biorazgradnje MP, potrebno je
produZiti trajanje procesa te optimirati uvjete.
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Biodegradation of LDPE i PS microplastics with mixed bacterial culture
Bacillus sp. and Pseudomonas alcaligenes
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Summary

The constant increase in plastic production and poor management of plastic waste has led to a
huge increase in waste disposal in the environment. Degradation of macroplastics or targeted
production of micro-sized particles results in microplastic particles (<5 mm). Microplastics
(MP) represent a potentially harmful effect on organisms in the environment and need to be
removed. In this paper, the biodegradation efficiency of two types of microplastics,
polystyrene (PS) and low density polyethylene (LDPE), was examined using a mixed
bacterial culture of Bacillus sp. and Pseudomonas alcaligenes. The studies were performed
for 22 days at 160 rpm, T = + 25 ° C, particle size PS and LDPE 300 pm - 500 um and a
concentration of 100 mg / L. The tested mixed culture effectively degraded LDPE and PS
over 22 days, as evidenced by a decrease in dissolved oxygen concentration in the samples
with MP, an increase in CFU, and the formation of inorganic carbon. Furthermore, the spectra
obtained by FTIR-ATR analysis before and after biodegradation indicate the formation of
new groups, a decrease in peak intensity, and a shift of the peaks toward smaller wavelengths.

Keywords: microplastics, biodegradation, Bacillus sp., Pseudomonas alcaligenes
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Stati¢ko/anoksi¢na konfiguracija procesa denitrificirajuce defosfatacije
uz NO,-N i NOs-N kao akceptore elektrona
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Sazetak

Dentitrificiraju¢a defosfatacija u konfiguraciji procesa staticki/anoksicni uvijeti istrazena je uz
nitrit (NO,-N) i nitrat (NO3-N) kao akceptore elektrona i natrijev acetat kao donor elektrona.
Pokusi uz NO2-N kao akceptor elektrona provedeni su uz poc¢etnu koncentraciju 15 mg POy4-P
/L 1 pri omjeru C/N 3, 51 7, dok je pocetna koncentracija od 10 mg PO4-P/L i omjere C/N 5 i
7 odabrana za pokuse s NO3-N kao akceptorom elektrona. Pokusi su provedeni pri omjeru
N/P 2, a pH vrijednost nije kontrolirana. Vece brzine uklanjanja N i P postignute su u
pokusima uz NO,-N kao akceptor elektrona u odnosu na NO3z-N. Najveca brzina uklanjanja
NO2-N od 26,2 mg NO,-N/Lh postignuta je pri C/N 3 i pri tome je uklonjeno 75,8 % PQO,4-P.

Kljucne rijeci: DPAOs, NO2-N, NOs-N, staticki/anoksicni uvjeti
Uvod

Biolosko uklanjanje nutrijenata N i P Siroko je rasprostranjena metoda obrade otpadnih voda
kojom se sprjecava eutrofikacija, onecis¢enje podzemnih voda ili negativan utjecaj na ljudsko
zdravlje. Biolosko uklanjanje provodi se pomoc¢u mjeSovite zajednice mikroorganizama pri
razli¢itim uvjetima (Henze 1 sur., 2008).

Denitrificiraju¢i fosfor akumuliraju¢i organizmi (DPAOs, engl. Denitrifying phosphorus
accumulating organisms) imaju Sposobnost anoksi¢nog unosa P u stanicu, uz istovremenu
denitrifikaciju. DPAQOs u anaerobnim uvjetima asimilira vanjske izvore ugljika (acetat) u
stanicu 1 prevodi u unutarstaniéno pohranjene polihidroksialkanoate (PHA, engl.
Polyhydroxyalkanoates) - polihidroksibutirat (PHB, engl. Polyhydroxybutyrate) i
polihidroksivalerat (PHV, engl. Polyhyroxyvalerate). Otpustanje orto-fosfata (O-PQO,) iz
unutarstani¢no pohranjenog poliP oslobada energiju koja se koristi za unos acetata u stanicu i
produkciju PHB. Zatim, u anoksi¢nim uvjetima DPAOs koriste NO,-N i/ili NOs-N kao
akceptore elektrona za unos O-PQO, u stanicu oksidacijom PHA. Odvodenjem viska mikrobne
biomase iz sustava se uklanja P (Hu i sur., 2003). Brojni su ¢imbenici procesa denitrificirajuce
defosfatacije poput: koncentracija mikrobne biomase (MLSS, engl. Mixed liquor suspended
solids), koncentracija otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved oxygen), pH vrijednost,
temperatura i omjer C/P (Jena i sur., 2016; Wong i sur., 2013; Oehmen i sur., 2006).
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Brojni autori istaknuli su inhibiraju¢i u¢inak NO,-N u rasponu koncentracije 3-93,7 mg NO,-
N/L na proces denitrificiraju¢e defosfatacije (Peng i sur., 2011; Zhou i sur., 2007; Saito i sur.,
2004; Meinhold i sur., 1999). Ma i sur. (2013) su istaknuli da se stupnjevitim dodavanjem
NO,-N izbjegava inhibicijskiucinak. Istaknuli su daje za wuspjeSnu denitrificirajucu
defosfataciju potrebno odrzavanje koncentracije NO,-N<15 mg/L.

Cilj ovog rada bio je istraziti u¢inak odabranog akceptora elektrona (NO,-N ili NO3-N) na
ucinkovitost uklanjanja P u anoksi¢nim uvjetima, te u¢inak omjera C/N, uz natrijev acetat kao
izvor C na ucinkovitost denitrifikacije i unos P u stanice, pri omjeru N/P 2. Proces
denitrificirajuc¢e defosfatacije, voden u konfiguraciji staticki/anoksicni uvjet proveden je uz
dodatak izvora C u statiCkom periodu procesa i uz dodatak akceptora elektrona (NO,-N ili
NO3-N) i izvora PO4-P u anoksi¢nom periodu procesa.

Materijali i metode
Dizajn pokusa

Mulj koristen u diskontinuiranim pokusima denitrificiraju¢e defosfatacije uzet je iz SBR
(engl. Sequencing batch reactor) na kraju aerobne faze procesa, te tri puta opran vodovodnom
vodom. Staticki uvjeti vodeni su 4 sata uz mijesanje sadrzaja 5 s svakih 15 minuta. Za
postizanje anoksi¢nih uvjeta laboratorijske case radnog volumena 500 mL postavljene su na
magnetske mijeSalice pri 100 o/min. pH nije korigiran. Natrijev acetat (NaC,H30,), izvor
ugljika, odvagan je u odgovarajucoj koli¢ini za odabrani C/N omjer i dodan na pocetku
statickog perioda procesa. Kao izvor fosfata koriStena je vodena otopina kalijeva dihidrogen
fosfata (KH2PO,), dodana u odgovarajucoj koli¢ini na pocetku anoksi¢nog perioda procesa.
Vodene otopine NaNO, i KNOs sluZile su kao izvor NO,-N i NO3-N, a dodane su u ciljani
pokus u odgovarajuc¢oj koli¢ini na pocetku anoksi¢nog perioda procesa. U statickom periodu
procesa odredivan je KPK (kemijska potrosnja kisika) i PO4-P, a u anoksi¢nom periodu
procesa KPK, PO4-P, NO,-N, NOs-N, te pH, DO 1 temperatura. Pokusi su vodeni uz pocetnu
koncentraciju 15 mg PO4-P/L uz NO2-N i pri C/N 3, 5, i 7, odnosno uz 10 mg POy4-P/L uz
NOs-N i pri C/N 5 7. Koncentracija mikrobne biomase iznosila je 3,8+0,2 gMLSS/L.

Sve kemikalije koriStene u provedbi pokusa su p.a. Cisto¢e. Pokusi su vodeni u 3 paralele, a
rezultati predstavljaju srednju vrijednost + standardna devijacija.

Analiticke i mikrobioloske metode

PO,4-P u obliku orto-fosfata, NO3-N i NO,-N odredivani su fotometrijski, pomoc¢u kivetnog
testa Merck Spectroquant 1.14842, Merck Spectroquant 1.14773 i Merck Spectroquant
1.14776.KPK 1 MLSS su odredivani prema Standardnim metodama (APHA, 2005). pH
vrijednost motrena je pomoc¢u pH-metra WTW 330i i pH elektrode SenTix41. Koncentracija
otopljenog kisika odredivana je pomocu kisikove elektrode DurOx i mjeraca otopljenog
kisika WTW Oxi3210. Temperatura je oCitavana pomocu temperaturnog senzora s kisikove i
pH elektrode.
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Rezultati i rasprava

Pokusima denitrificiraju¢e defosfatacije pri staticko-anoksic¢noj konfiguraciji procesa istrazen
je ucinak akceptora elektrona, NO2-N i NO3-N, na ucinkovitost uklanjanja P i ucinak
odabranog omjera C/N na ucinkovitost procesa i brzinu denitrificiraju¢e defosfatacije. Brojni
su ¢imbenici koji utjecu na proces denitrificiraju¢e defosfatacije, poput vrste i koncentracije
izvora C, koncentracije NO,-N i NO3s-N, pH vrijednosti, DO, anaerobne faze procesa i drugo
(Liisur., 2017; Jena i sur., 2016; Taya i sur., 2013; Pan i sur., 2013).

Denitrificirajuca defosfatacija uz NO,-N kao akceptor elektrona u staticko/anoksicno
vodenom procesu

U statickom periodu procesa, u provedbi pokusa denitrificirajuée defosfatacije uz NO,-N,
odredeno je smanjenje KPK od 16,5+1,5 % pri C/N 3, 5 7, bez otpusStanja orto-fosfata u ML
(engl. Mixed liquor). Daljnjim tijekom procesa, u anoksi¢nim uvjetima uz NO,-N kao
akceptor elektrona, zbivalo se istovremeno uklanjanje P i N kao i smanjenje KPK. Unos P
neovisan je o omjeru C/N 1 iznosio je 75,2+0,6 pri ¢emu je utroSen sav NO,-N. U tim
pokusima pri omjeru C/N 51 7 izvor C je dodan u suvisku te preostaje u obradenoj otpadnoj
vodi na kraju pokusa. Promjene KPK, PO4-P, NO,-N i pH vrijednosti pri C/N 3 u procesu
denitrificirajuce defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona u staticko/anoksi¢no vodenom
procesu prikazani su na slici 1. Raspolozivi KPK utrosen je tijekom 5 sati procesa uz
istovremenu denitritaciju 30 mg NO,-N/L pri ¢emu je postignuto uklanjanje PO4-P od 75,8 %.
CIN.

Ldopez-Vézquez i sur. (2008) navode da unos fosfata u stanicu ovisi 0 uvjetima u kojima se
mikroorganizmi nalaze. U aerobnim uvjetima postigli su prosje¢an unos fosfata od 10+4 mg
PO4-P/gVSSh a pri anoksi¢nim uvjetima unos je iznosio 3+2 mg PO4-P/gVSSh. Prosjecan
unos fosfata u anoksi¢nim/aerobnim uvjetima iznosio je 24+16 %. Jena i sur. (2016) provodili
su pokus tijekom 180 dana u anoksi¢no-aerobnoj konfiguraciji procesa i postigli 86,7 % unos
PO4-P i 98 % uklanjanje NO3-N tijekom anoksi¢ne faze. Rezultati denitrificirajuce
defosfatacije uz NO,-N u staticko/anoksi¢no vodenom procesu (slika 1) su u suglasju sa
rezultatima Jena i sur. (2016) koji su istaknuli najintenzivniji unos P u stanice u prvoj treéini
anoksicne faze. Za odabrani omjer C/N 3 brzina denitritacije iznosila je 26,2 mg NO,-N/Lh, a
brzina defosfatacija 11,9 mg P/Lh (slika 1). Profil pH pokazuje rast vrijednosti.

U odabranom nacéinu vodenja procesa — stati¢ki/anoksi¢ni uvjeti, NO,-N kao akceptor
elektrona, omjer N/P 2, omjere C/N 3, 5 i 7, unos POy-P u stanice DPAOSs nije bio limitiran
koli¢inom elektron donora ni pocetnom koli¢inom elektron akceptora. U literaturi je navedeno
da NO,-N moze imati inhibicijski u¢inak na aktivnost DPAOs u koncentraciji 3-93,7 mg/L
(Peng i sur., 2011; Zhou i sur., 2007; Saito i sur., 2004; Meinhold i sur., 1999), a da je
moguce rjeSenje tog problema impulsno dodavanje NO,-N niske koncentracije (Ma i sur.,
2013; Vargas i sur., 2011).
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Slika 1. KPK (stati¢ki i anoksi¢ni period procesa), NO,-N, PO4-P i pH (anoksi¢ni period
procesa) tijekom denitrificirajuce defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona u
staticko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 1 C/N 3
Figure 1. COD (static and anoxic process), NO,-N, PO,4-P and pH (anoxic process) during
denitrifying dephosphatation via NO,-N as electron acceptor at static/anoxic configuration, at
N/P 2 and C/N 3

Denitrificirajuca defosfatacija uz NOs-N kao akceptor elektrona u staticko/anoksicno
vodenom procesu

Pokusi denitrificiraju¢e defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona provedeni su takoder
pri omjeru N/P 2, uz pocetnu koncentraciju 10 mg PO4-P /L, pri C/N 3 i 5. Tijekom statickog
perioda ostvareno je smanjenje KPK od 19£1 %, $to je sli¢no vrijednostima postignutim u
pokusima uz NO,-N kao akceptor elektrona. Omjer C/N 3 ne osigurava dovoljno organskih
sastojaka za potpunu denitrifikaciju — u procesu preostaje NOs-N, a u takvim uvjetima
limitiranim izvorom C unos P je iznosio 50,9 %. Denitrifikacija i unos P bili su limitirani
nedovoljnom koli¢inom elektron donora.

Promjene KPK, NOs3-N, NO,;-N, PO4-P i pH pri C/N 5 u procesu denitrificirajuce
defosfatacije uz NO3-N kao akceptor elektrona u statiCko/anoksi¢no vodenom procesu
prikazani su na slici 2. U anoksi¢nom periodu procesa istovremeno se unosi P u stanice, zbiva
se denitrifikacija uz prevodenje NO3-N u NO,-N, te smanjenje koncentracije NO,-N i KPK.
Organski sastojci pri C/N 5 dodani su u suvisku, te je na kraju anoksi¢ne faze preostalo 122,9
mg KPK/L. Provedena je potpuna denitrifikacija, a unos P iznosio je 43 %. Profil pH pokazao
je rast pH vrijednosti tijekom procesa. Postignuta je brzina denitrifikacije od 18 mg NOs-
N/Lh i brzina uklanjanja P od 4,8 mg P/Lh pri C/N 5 (slika 2). Iz rezultata proizlazi da je
minimalna potreba na organskim sastojcima za denitrificiraju¢u defosfataciju s NO3-N kao
akceptorom elektrona 3<C/N<5 uz omjer N/P 2. Rezultati pokusa denitrificirajuce
defosfatacije u staticko-anoksi¢nom rezimu sa NO,-N i NO3-N kao akceptorima elektrona
(slike 1 i 2) pokazuju da je manja potreba na organskim sastojcima sa NO,-N kao akceptorom
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elektrona u odnosu na NOgs-N, Sto je u suglasju sa literaturom (Pan i sur., 2017; Rubio-Rincén
I sur., 2017; Zeng i sur., 2016; Zhou i sur., 2010). Rezultati ovih istrazivanja (Slike 1 i 2)
ukazuju da je NO,-N povoljniji akceptor elektrona u procesu denitrificirajuce defosfatacije u
staticko/anoksi¢noj konfiguraciji procesa od NOs-N, dok su Zhou i sur. (2010) postigli veée
uklanjanje P s NO3-N kao akceptorom elektrona, u odnosu na NO,-N.
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Slika 2. KPK (staticki i anoksi¢ni period procesa), NO3-N, NO,-N, PO4-P i pH (anoksi¢ni
period procesa) tijekom procesa denitrificirajuc¢e defosfatacije uz NO3z-N kao akceptor
elektrona u staticko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 1 C/N 5
Figure 2. COD (static and anoxic process), NOs-N, NO,-N, PO4-P and pH (anoxic process)
during denitrifying dephosphatation via NO3-N as electron acceptor at static/anoxic
configuration, at N/P 2 and C/N 5

Zakljudci

U staticko/anoksicnoj konfiguraciji procesa DPAOs provode denitrificirajucu defosfataciju uz
natrijev acetat kao donor elektrona i NO,-N i NO3-N kao akceptore. U statickom periodu
procesa postignuto je smanjenje KPK bez otpustanja PO4-P. Anoksi¢ni period procesa
karakteriziran je intenzivnim unosom PO4-P tijekom prvih 15-30 minuta procesa uz NO,-N i
NOs-N, a daljnjom provedbom pokusa u anoksi¢nim uvjetima uklanjanje P odvija se manjim
intenzitetom. Uklanjanje P od 75,8 % pri C/N 3 postignuto je uz NO,-N kao akceptor
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elektrona, i uklanjanje P od 43,2 % uz NOs-N pri C/N 5. Vece brzine uklanjanja N i P
postignute su u pokusima uz NO,-N kao akceptor elektrona.
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Static/anoxic configuration of denitrifying dephosphatation process with
NO,-N and NOs-N as electron acceptors
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Summary

Denitrifying dephosphatation at static/anoxic configuration of process was investigated.
Sodium acetate was electron donor, and nitrite and nitrate electron acceptors. At ratios C/N 3,
5, 7 with NO,-N as electron acceptors initial concentration of PO4-P was 15 mg/L, and at
ratios C/N 3 and 5 with NO3-N as electron acceptors initial concentration was 10 mg PO4-P/L.
The experiments were carried out at ratio N/P 2 and pH was not controlled. Higher removal
rates of both N and P, in experiments with NO,-N as electron acceptors relative to NO3-N as
electron acceptor, were observed. The highest removal rate of 26.2 mg NO,-N/Lh and PO,4-P
uptake of 75.8 %was achieved at C/N 3 and NO,-N as electron acceptor.

Keywords: DPAQOs, NO,-N, NO3-N, static/anoxic condition
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Interfacial phenomena in material
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Summary

Low density polyethylene (LDPE) is a worldwide leading material with excellent mechanical
properties and unattainable low cost. Due to its non-degradability, it poses a risk to the
ecosystems and exposed organism. In order to reduce the dependence on the depleting
petrochemical resources and highlighted biodegradability of the material, the innovative
approach is blending LDPE with biopolymers such as thermoplastic starch (TPS). Since
LDPE and TPS are immiscible polymers, the usage of a compatibilizer is inevitable. The
properties of polymer blend, besides depending on the properties, composition and structure
of individual components in the blends; greatly depend on the interfacial interactions between
the polymers at which the usage of a compatibilizer has an important role.

The focus of this investigation was exploring the effect of incorporation of a block copolymer
styrene—ethylene/butylene—styrene, grafted with 2 wt % maleic anhydride (MA-g-SEBS), as a
compatibilizer on the miscibility of the LDPE/TPS blends for improving the application
properties. Blends were produce by melt blending using Brabender plasticorder. The
miscibility of components in blend was predicted by surface free energy calculations using
various models and theories. The adhesion between compatibilizer and phases in the polymer
blends was predicted on the basis of the calculated adhesion parameters (interfacial surface
free energy, coefficient of wetting and thermodynamic work of adhesion) obtained from the
surface free energy of the components.

According to the values of adhesion parameters, significant interactions can be expect
between the TPS and the compatibilizer, which are expected due to the formation of an ester
bond confirmed by FTIR analysis. The optimal phase interactions are necessary because they
are responsible for the miscibility of the components in the blend and thus to the final
application properties.

Keywords: LDPE, thermoplastic starch, compatibilizer, FTIR, interfacial properties
Introduction

Plastic packaging as a waste contributes to the environmental pollution (Thomas et al., 2013).
Disposal of plastic packaging waste into the environment presents serious problems affecting
the ecosystems balance and is a major hazard to living organisms. Furthermore, plastics waste
contaminates water resources, and thereby endangering marine organisms that ingest plastic
waste unconsciously. Due to the non-degradability of plastic waste for many years, land
closure is also a threat for the indigenous animals. On the other hand, the possibility of
burning plastic wastes causes serious health issues and contributing to the air pollution and

235




international conference

18 RUZ ICKA DAYS H'Xi PTF  €Euchems
| TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Ewropean Chemical Society
September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

consequently the environmental pollution (Thomas et al., 2013). Therefore, reducing the
application of plastic packaging is a strong motivation for replacing commonly used plastics
with biodegradable materials. Moreover, the packaging industry, in order to sustain itself in
the demanding market, prefers simple, easily applicable and economical processing
technologies such as melt blending approaches (Armentano et al., 2015, Arrieta et al., 2014).
Blending of polymers is an effective way and economically profitable because it provides an
easy route for obtaining materials with improved property/cost performances without the
necessity for synthetization of new polymers. Therefore, in order to obtain a cost-effective
biodegradable polymer of the desired properties, a novelty approach is blending a natural
biopolymer with synthetic commercial polymers. The obtained biodegradable polymer can be
decomposable and/or compostable when there is a sufficient amount of natural biopolymer in
the blend, which becomes adequate substrate for microorganisms in a waste disposal
environment (Yamak, 2016, Shah et al., 2008). In the packaging industry, low density
polyethylene (LDPE) is the leading material due to excellent mechanical properties and
unattainable low cost. Due to its non-degradability, hydrophobicity, the high molecular
weight, and absence of functional groups susceptible to microorganisms, thus, the growing
LDPE waste is a major global environmental risk. The inability of LDPE to degrade in the
landfill presents a great challenge for reducing his amount in the environment.
Polysaccharides such as starches offer a lot of advantages for the blending with synthetic
commercial polymers in plastics packaging industries due to their low cost, non-toxicity,
biodegradability and large availability (Babu et al., 2013, Imre et al., 2013). Native starch has
a stiff, granular structure incapable of flow and cannot be melting processed like a plastic. In
order to process the starch by standard polymer processing procedures, it needs to be
plasticized. The plasticization process is the conversion of native starch to thermoplastic
starch, i. e. the crystalline structure of native starch is destroyed by the use of a plasticizer. In
the plasticization process, the hydrogen bond between adjacent glucose molecules is broken,
and the granular structure of native starch is broke down. Despite the swelling of the starch
after absorbing plasticizers through hydrogen bonding with its free hydroxyl groups, they still
retain their order and crystallinity (Oduola et al., 2015).

In order to completely decomposing of the semicrystalline structure of starch and changing it
to a homogeneous one, heat and shear is required, which promotes hydrogen bonding between
the plasticizer and starch. Then the plasticization process is complete and such thermoplastic
starch (TPS) can be blending with other synthetic commercial polymers and easily processed.
Incorporating starch into the polyolefin matrix TPS/polyolefin blends are obtained. This kind
of blends keeps production costs low and emphasize biodegradability. But, TPS / polyolefin
blends are not often represented in the literature because the general bias is that they are two
completely different materials that are immiscible and their blends form two separate phases
and it is almost impossible to obtain a controlled, homogeneous blend (Vrsaljko et al., 2008).
to overcome problems caused by incompatibility of LDPE and starch, the focus of this
investigation was to produce the low density polyethylene (LDPE) based biodegradable films
blended with starch biopolymer with the usage of a compatibilizer, which have reactive
groups such as maleic anhydride, with the aim to obtain maximum synergy between
components.

The purpose of this study was to predict the miscibility of components in a LDPE/TPS blends
by surface energy calculations using different models and theories.

Furthermore, the processability through the melt flow index and detailed chemical
characterization of the investigated samples was also performed.
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Materials and Methods

Low density polyethylene (LDPE), Dow 150 E, was supplied from Dow Chemical Company.
The native wheat starch “*Srpanjka” was purchased from the Agricultural Institute, Osijek,
Croatia. The glycerol with 99.5 % purity was used as a plasticizer for native wheat starch and
was obtained from Gram Mol, Zagreb, Croatia. As a compatibilizer was used maleic
anhydride grafted styrene—ethylene/butylene—styrene block copolymer, grafted with 2 wt %
maleic anhydride (MA-g-SEBS), Kraton FG 1901X, fabricated by the Shell Chemicals
Company, USA.

Thermoplastic starch (TPS) was prepared by blending native wheat starch with glycerol added
as a plasticizer with ratio of 60 (native wheat starch)/40 (glycerol). The TPS was extruded in a
laboratory single-screw extruder (Model 19/20DN; Brabender GmbH, Germany).

The temperature profile was ranged from 100 °C to 130 °C with the screw speed 40 rpm and
dosing speed of 15 rpm. The extruded TPS sample was cut and granulated in pellet form and
then stored in sealed plastic bags at room temperature overnight. Varying amount of TPS (10,
20, 30, 40, 50 wt %) was then blended together with LDPE pellets within a Brabender
plasticorder for 9 min at 160 °C with a rotor speed of 60 rpm. Finally, the blends were
moulded in laboratory hydraulic press Fontune, Holland, at a temperature of 150 °C, the
pressure of 25 kPa during 5 min, with a preheating of 1 min to obtain the test samples for
further analysis. First, TPS and LDPE were initially mixed, and after their preparation and
homogenization the compatibilizer was added. The amount of MA-g-SEBS as compatibilizers
were 3 wt % for all ratios of LDPE/TPS blends. Fig. 1 shows the prepared LDPE_TPS blends
without and with the compatibilizer.

LDPE LDPE 10TPS LDPE_20TPS LDPE_30TPS LDPE_40TPS LDPE_50TPS

without compatibilizer MA-g-SEBS

with compatibilizer MA-g-SEBS

Figure 1. Prepared LDPE_TPS blends without and with the compatibilizer

Processability

The melt flow index, MFI, of the blends were determined using an apparatus (Zwick 4100,
Germany), with a capillary die of 8-mm length and 2-mm diameter. Seven grams of each
sample was loaded into the barrel of the apparatus, which has been heated to 190 °C. A
driving weight of 5 kg for the material was applied to the plunger and the molten sample was
forced through a die. The extrudates were collected and weighed. The MFI values were
calculated in g (10 min)™.
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Chemical structure characterization

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyses in attenuated total reflection (ATR)
mode with Diamant Durascope ATR accessory were performed using a Perkin Elmer FT-IR
Spectrum One spectrometer (Perkin Elmer, USA) at room temperature with a resolution of 4
cm™ in the frequency range from 650 to 4000 cm™.

Interfacial properties

Surface free energies, as well as the corresponding dispersive and polar component of the
materials, were determined by measuring the contact angles. The contact angles of the blends
without and with compatibilizer were measured on a contact angle goniometer, DataPhysics
OCA 20 Instrument GmbH, at a temperature of 23 °C + 0.5 °C. As a polar test liquids
distilled water, H,O, (twice distilled 4=1.33 pL/cm) and formamide, CH3NO, (p.a. 99.5 %,
Fluka) were used while di-iodomethane, CHl,, (p.a. 99.0 %, Aldrich) was used as non-polar
liquid respectively. The volume of the test liquid drop was 2 ul. According to the literature
(Strom et al., 1987, Wu, 1973) the surface tensions of the test liquids are presented in Table 1.

Table 1. Surface free energy (y1), dispersion (y1%), and polar component (" ) of test liquids

Test liquids i (MJ/m?) v (MJ/m?) P (MJ/m?)
Water 72.8 21.8 51.0
Formamide 58.0 39.0 19.0
Di-iodomethane 50.8 50.8 0.0

Results and Discussion

Processability

The results of MFI value for LDPE, LDPE_TPS and LDPE_TPS_MA-g-SEBS blends are
presented on Fig. 2. The importance of MFI measurement is due to connections to the
molecular weight and viscosity of the materials, and also is critical to anticipating and
controlling processing ability of polymers. The higher MFI value, the lower is viscosity of the
material. Also, the MFI of the blends is useful because it provides indirect information on the
dispersion and interaction between the polymers, since the flowability of polymer blends is
influenced by the interfacial characteristics and their structure (Agboola et al., 2011).
However, it should be noted that MFI only provides with a very crude and approximate
assessment. Hence, MFI testing is mainly utilized for industrial application where it is used as
a quality control for determination of polymer quality and attributes before it is processed
(Oduola et al. 2015, Ahamed et al., 2016). It was not possible to determine the MFI value of
thermoplastic starch with a load of 2.16 kg due to high viscosity of the TPS, in which case the
machine would be blocked. According to that, the load of 5 kg was used to obtain a certain
MFI value for thermoplastic starch. In spite of the excessively long period of TPS exit
through the die, it was possible to define the MFI value of TPS which is extremely low with
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value of 0.31 g/10 min. The LDPE shows MFI value of 2.2 g/10 min. The MFI values for
LDPE_TPS blends decreased with increasing thermoplastic starch content. Since the MFI is
an indirect measurement of viscosity, it follows that the thermoplastic starch must act as a
rigid component in the blends, since the main effect of rigid component is to increase the
elastic modulus of a blend or the viscosity of a fluid suspension (Beg et al., 2016). The
reduction of MFI is also due to the fact that thermoplastic starch is more viscous than LDPE.
Further, the MFI values are improved when a compatibilizer is added into the LDPE_TPS
blends. The use of MA-g-SEBS as a compatibilizer in the blends causes better interactions
between the TPS and MA-g-SEBS due to the chemical reactions between hydroxyl groups in
the thermoplastic starch and anhydride in MA-g-SEBS as confirmed by FTIR-ATR analysis.
TPS and the compatibilizer molecules may favor the desired LDPE_TPS interactions thus
improving the compatibility between LDPE and thermoplastic starch (Beg et al., 2016). The
improved interactions between the blend components and additionally possible inter diffusion
of starch molecules in the LDPE can cause the increase in viscosity and MFI values. So, the
MFI value was improved with addition of the MA-g-SEBS as a compatibilizer.
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Figure 2. MFI of the investigated samples
Chemical structure characterization

Chemical characterization of the native wheat starch, pure polymers (LDPE and TPS) without
and with the addition of MA-g-SEBS as a compatibilizer, and also for blend
LDPE_50TPS_MA-g-SEBS, were recorded using the ATR technique with a Perkin Elmer
One FT-IR system between 4000 and 400 cm * (Fig. 3 to Fig. 6). The FTIR spectrum (Fig. 3)
of LDPE shows the characteristic absorption bands at 2915 cm™, 2848 cm %, 1463 cm* and
1377 cm* ascribed to -CH, asymmetric, -CH, symmetric, bending deformation and -CHs
symmetric deformation vibrations, respectively. The characteristic bands noticed at 729 and
719 cm* are due to stretching of methylene and they are specific for LDPE (Guzmén et al.,
2017). Also, the bands for —OH groups were seen as a broad band at 3332 cm . The vibration
peak at 1377 cm™ related to -CH; symmetric deformation vibration is one of the most

239




international conference

18 F?\UZICKA DAYS H'Xi PTF  &Euchems
| TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY Ewropean Chemical Society
September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

‘ehenc
ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

important indicators to distinguish poly(olefin), specifically for LDPE (Dogana et al., 2018,
Labo et al., 2003). The FTIR spectrum of LDPE_MA-g-SEBS (Fig. 3), not only contains all
the above characteristic absorption peak related to LDPE and SEBS (Sangeetha et al., 2016),
but also contains a new characteristic absorption band at 1720 cm™ that belongs to C=0
stretching of cyclic anhydride, which indicates maleic anhydride (MA) in the MA-g-SEBS
compatibilizer. The absorption band is at the same location without any shifting, as the band
of the pure compatibilizer (Bulatovic et al., 2018). Except this new band at 1720 cm™ that was
observed, other new bands or perhaps an increase in peaks intensity that would indicate an
interaction between the LDPE and the compatibilizer are not observed.

B

LDPE

LDPE_MA-g-SEBS

% T
1744

LDPE_S0TPS_MA-g-SEBS

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650
1
cm

Figure 3. FTIR spectrum of LDPE, LDPE_MA-g-SEBS and
LDPE_50TPS_MA-g-SEBS blend

The FTIR spectrum of natural wheat starch shows (Fig. 4) the characteristic bands for
polysaccharides as a glucopyranose rings. The broad characteristic band at 3282 cm™ belongs
to stretching and vibrations of intramolecular O-H-groups from the absorbed water, a band at
2928 cm™ corresponds to —C-H asymmetrical stretching vibrations of aliphatic groups, signals
at 1640 cm™ belongs to H-O bending vibration due to adsorbed water, and C-O-C
asymmetrical stretching and vibration at 1150 cm™ (Musa et al., 2013). The vibration at 1080
cm™ corresponds to glucopyranose and hydroxyl linked C-O stretching and vibration. The
characteristic bands observed at 1150-980 cm * are the typical region of the polysaccharides,
where band at 925 cm™ belongs to glucosidic bond vibration. These bands show the most
intensive absorbance in the FTIR spectrum. The FTIR spectrum of TPS (Fig. 4) is quite
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similar to the FTIR spectrum of native wheat starch but with appearance of two new
characteristic absorption bands at 2854 cm™ and 1102 cm™ due to the formation of inter and
intramolecular bonding between hydroxyl group of natural wheat starch and glycerol used as
plasticizer (Glavcheva-Laleva et al., 2015). Also, from FTIR spectrum of TPS (Fig. 4) it is
observed that the plasticizer caused a slight shift of the characteristic bands such as O — H and
C - H stretching. These shifts indicate a hydrogen bonding between plasticizer and starch
during the plasticization process due to heat and shear while bonds that hold the starch
molecules together are break down; i.e the action of hydroxyl groups of starch molecules is
interrupted by process of plasticization. Therefore, the addition of the plasticizer causes that
plasticizers occupy spaces between the starches chains and therefore the bending vibrations
are alleviate and the wave number of the C—H bend are increased. These results proved the
plasticization effect of glycerol, due to the hydrophilic nature of glycerol and starch (Musa et
al., 2013, Xiao et al., 2004). Addition of MA-g-SEBS to pure TPS results in the formation of
a new characteristic absorption band at approximately at 1743 cm™ which correspond to the
carbonyl group of maleic anhydride (C=O stretching vibration), suggesting the maleic
anhydride ring is fully open.

%T

TPS MA-g-SEBS

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650
a
cm

Figure 4. FTIR spectrum of wheat starch, TPS and TPS_MA-g-SEBS samples

The intensity of characteristic bands at 1240 cm™ which correspond to C-O-O stretching, is
increased due to more C-O groups. Additionally, band at 820 cm™ belongs to the butyl group
which is formed in the starch by ring opening and esterification of maleic anhydride.
Examination of the FTIR spectrum of the TPS_MA-g-SEBS indicates the existence of C-O-O
and C=0 groups from ester bonds which confirms the esterification of starch. The formation
of ester groups is caused by the reaction between a hydroxyl group of starch and anhydride
groups from a compatibilizer (MA-g-SEBS). The anhydride ring grafted onto MA-g-SEBS is
opened and the ester link with O-H group from TPS is formed (Fig. 5).
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The FTIR spectrum of TPS_MA-g-SEBS also shows the appearance of a new characteristic
absorption band at 698 cm™, which is characteristic of the styrene benzene rings from the
MA-g-SEBS (Tang et al., 2018). To confirm the existence of ester bond by adding a
compatibilizer to the LDPE_TPS blend, the FTIR spectrum of the LDPE_50TPS_MA-g-
SEBS blend is also shown at Fig. 3. The absorption band at 1744 cm™ confirms that, the
formation of an ester bond in the blend LDPE_50TPS_MA-g-SEBS, and it is important to
note again that the formation of ester groups is caused by the reaction between a hydroxyl
group of starch and anhydride groups from a compatibilizer (MA-g-SEBS), which was also
reflected in the blend.

CHj CH,

I I
CH, CH,OH

| |
KCHZ—CHEHCHE—? + OH —_— CHZ,_CHZHCHE_(I:
X I
o) {0} o= c=0
o) c

OH

MA-g-SEBS + TPS —> MA-g-SEBS-TPS
Figure 5. Simplified schematic representation of an ester bond formation
Interfacial properties

Knowledge of the surface characteristic is important in the assessment of the interactions at
the interface in blends and composites. The surface free energy and its component were
obtained via contact angle measurements with different test liquids (water and formamide as
polar liquids and di-iodomethane as nonpolar liquids). Fig. 6 shows drops of test liquids on
the LDPE, TPS and MA-g-SEBS surfaces. The contact angle with water is related to the
hydrophobic or hydrophilic nature of polymer surface. High value of contact angle with water
and LDPE surface (99.3°) indicates poor wetting, low interactions with polar liquids and
confirming its hydrophobic character. On the other hand, the TPS showed a water contact
angle value of 55.6° suggesting a better wetting of surface and high interaction between TPS
and water molecules, indicated a hydrophilic character of the TSP sample. Block copolymer,
MA-g-SEBS, used as a compatibilizer for LDPE/TPS blends, consists of hard (polystyrene),
soft (ethylene-butylene) blocks and highly polar units of maleic anhydride grafted on
nonpolar ethylene-butylene block., MA-g-SEBS copolymer has contact angle values with
water 87.0°. This value suggesting a possible positive impact of MA-g-SEBS as a
compatibilizer due to nonpolar domain and on the other side grafted maleic anhydride group
as polar hydrophilic domain.
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Table 2. Contact angle for LDPE, TPS and MA-g-SEBS polymers

Contact angle (°)
Polymer  Water Formamide Di-iodomethane

LDPE 99.3 104.4 67.2
TPS 55.6 55.4 63.8
MA-g-SEBS  87.0 79.8 53.2

o o

W . W - -

with water with formamide with di-iodomethane

Figure 6. Test droplets on the surface of LDPE, TPS, and MA-g-SEBS polymers

Based on the obtained values of contact angle with different liquids, the surface free energy of
the polymers were calculated using two theoretical models; Wu's and Owens-Wendt's.
Obtained values are shown in Table 3. It is obvious that the values obtained with the Owens-
Wendt model are lower than the values obtained by Wu's model because of the use of the
geometric mean equation of the surface free energy components. The value of a dispersion
component of LDPE is much higher than the polar component whose value is close to zero
(1.27 mJ/m?) calculated by Owens-Wendt model, while the polar component calculated by
Wu model is equal to zero. It can be seen that the disperse component made the major
contribution to the total surface free energy for all investigates polymers. The thermoplastic
starch has high polar component (21.68 mJ/m?), which confirms its hydrophilic character.
According to calculated surface free energy of MA-g-SEBS it has more similarity with LDPE.
It has more expressed dispersion component while its polar component is extremely low.
Degree of polarity of MA-g-SEBS is 12.58 %, due to grafted maleic anhydride as a polar
domain. Based on the obtained values of contact angle with water, it is assumed that the non-
polar, hydrophobic groups or blocks of the ethylene-butylene elastomer are predominantly
housed on the surface of the compressed samples of the MA-g-SEBS copolymer.
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Table 3. Surface free energies, dispersive and polar components and polarity of LDPE, TPS
and MA-g-SEBS polymers

Surface free energy (mJ/m?)

Polarity*
Polymers Owens I\)/Vendt Wl:) (%)
ye Ye Ys ys Ys Ys
LDPE 17.26 1.27 18.53 24.10 0.00 24.10 0.00
TPS 22.55 21.68 44.23 24.71 22.70 4741 47.88

MA-g-SEBS  27.07 2.85 29.92 29.82 4.29 34.11 12.58
*Polarity—y? Iy, 100 (percentage of polar component in overall surface free energy)

Adhesion parameters in blends

From the surface free energy of neat polymers adhesion parameters are calculated in order to
estimate the interaction between the components in polymer blends. Properties of the polymer
blend depend upon the degree of miscibility of the two polymers, structure and composition
of the blend. Properties of the polymer blend depend upon the properties of the polymer, one
of which is matrix while the other is dispersed phase of the blend. In order to improve the
compatibility or interaction between two immiscible or partially miscible polymers, the third
component that serves as a compatibilizer, is added to the blends. To achieve the best
properties of the blends, the object is to achieve optimal adhesion parameters.
Thermodynamic work of adhesion and adhesion parameters, that are important for predicting
the strength of interactions in the blends, are interfacial surface free energy, y, thermodynamic
work of adhesion, W, and coefficient of wetting, S, represented in Egs. 1-3:

Wi,=v1+7v2— V12 (1)

Si2=V1—V2— Vlzd . b (2
4xy{ * 4xys xY.

YVi2=V1+tV2— V;FV? - ‘yf:-yzp? (3)

In order to achieve optimal adhesion at the interface, it is necessary to meet the conditions of
maximum thermodynamic work of adhesion (W = max), positive coefficient of wetting that
tend to zero (S = 0) and minimal interfacial surface free energy (y= min) (Mittal, 1976). If the
conditions of the adhesion parameters are satisfied, then interaction between components in
polymer blends will be established resulting in effective adhesion at the interface (Siroci¢ et
al., 2013). Adhesion in immiscible blends such LDPE/TPS is very poor and requires surface
modification, i.e. addition of a compatibilizer as the third component in the blend. The main
role of the compatibilizer addition is to decrease the surface free energy at the interface in
order to improve compatibility between immiscible components in the blend. The
thermodynamic parameters of the adhesion are calculated from the surface free energy data
and it’s dispersive and polar components, using the harmonic mean equation (Wu model),
which is more commonly used to calculated the surface characteristics of nonpolar solids. The
values of calculated adhesion parameters of LDPE_TPS, LDPE_ MA-g-SEBS and TPS_ MA-
g-SEBS polymer pairs are given in Table 4. The analysis of interface surface free energy was
performed to validate the ‘minimum interfacial energy hypothesis’ in blends when graft
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copolymers (MA-g-SEBS) containing polar side chains (MA) and nonpolar main chains were
applied (SEBS). The surface of blends will restructure itself to reduce interfacial surface free
energy, which tends to be zero or negative. If this criterion is satisfied, the compatibilizer will
be located at the interface and adhesion of two components in polymer blend will be increased
(Siroci¢ et al., 2013). In other words, the interactions of the compatibilizer with both polymers
in blends are approximately the same; otherwise, a compatibilizer will migrate into one phase
(Siroci¢ et al., 2013). The lower values of the interfacial surface free energy indicate stronger
interactions between polymer pairs. From Table 4 is visible that the highest value of the
interfacial surface free energy is between LDPE and TPS samples. This indicates low
interactions between LDPE and TPS in the blend. The value of the interfacial surface free
energy of the LDPE_ MA-g-SEBS and TPS_ MA-g-SEBS polymer pairs is lower relative to a
polymer pair of LDPE_TPS indicating stronger adhesion on the interface. Minimal interfacial
surface free energy and positive but minimal wetting coefficient is required in order to
enhance good adhesion between two phases in the polymer blend, which is achieved in the
TPS_ MA-g-SEBS blend.

Table 4. Calculated adhesion parameters of polymer pairs: LDPE_TPS, TPS_MA-g-SEBS
and LDPE_MA-g-SEBS

Adhesion parameters, mJ/m?

Surface free Work of Wetting
Polymer pairs energy of adhesion, coefficient,
interphase, y1, Wiy, S1p
LDPE_TPS 22.71 48.80 -46.02
TPS_MA-g-SEBS 13.04 68.48 0.26
LDPE_MA-g-SEBS 4.90 53.31 -14.91

The work of adhesion for TPS_ MA-g-SEBS blend is 68.48 m J m? indicates the good
interaction between TPS and MA-g-SEBS as a compatibilizer. Positive values of the wetting
coefficient indicate on good wetting of compatibilizer surface by polymer matrix. Based on
the obtained adhesion parameters, it can be concluded that the most expressed interactions are
for a pair of TPS_ MA-g-SEBS due to the formation of the ester bond as confirmed by the
FTIR analysis. It is apparent that the optimal adhesion conditions best meet the TPS_ MA-g-
SEBS system and stronger or optimum phase interaction is expected, which will contribute to
the improvement of application properties such as mechanical, thermal, barrier properties and
etc. that are planned for further research on these blends.

Conclusions

This study is motivated to create a biodegradable polymer blends by simple blending the low
density polyethylene with thermoplastic starch. The compatibilizer based on maleic anhydride
was used to improve the compatibility of the LDPE_TPS blends. The MFI values are
improved when a compatibilizer is added into the LDPE_TPS blends which pointing out the
better processability of the blends. The absorption band at 1744 cm™ confirms the formation
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of an ester bond in the blend LDPE_TPS MA-g-SEBS between hydroxyl group in the
thermoplastic starch and anhydride in MA-g-SEBS suggesting the better interactions between
LDPE and TPS by the addition of a compatibilizer.Minimal interfacial surface free energy
and positive but minimal wetting coefficient is achieved in the TPS_ MA-g-SEBS blend. The
work of adhesion for TPS_ MA-g-SEBS blend indicates the good interaction between TPS
and MA-g-SEBS as a compatibilizer. Based on the obtained results, it can be concluded that
the optimal adhesion conditions best meet the TPS_ MA-g-SEBS system and stronger or
optimum phase interaction is expected, which will contribute to the improvement of
application properties LDPE_TPS blends such as mechanical, thermal, barrier properties and
etc. that are planned for further research on these blends.
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Sazetak

Kvaliteta Zivota i antropogene aktivnosti utje€u na sloZenost sastava komunalnih otpadnih
voda. ProciS¢avanje komunalnih otpadnih voda predstavlja jedan od osnovnih uvjeta odrzivog
upravljanja vodenim resursima te unaprjedenje zastite okolisa. Proces s aktivnim muljem je
najces¢i izbor za uklanjanje organskog opterec¢enja iz otpadnih voda. Mikroorganizmi i
odrzavanje aktivne populacije su klju¢ni dio procesa. Na aktivnost mikroorganizama utjecu
mnogi procesni parametri ¢ime se izravno utjee na ucinkovitost postupka procis¢avanja, a u
konacnici rezultira odredenom kvalitetom procisé¢ene vode.

U ovom radu praéena je promjena organskog optere¢enja u komunalnim otpadnim vodama iz
Centralnog uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda grada Zagreba. Tijekom procesa su
pracene vrijednosti kemijske potroSnje kisika i petodnevne biokemijske potrosnje kisika,
talozive krute tvari, ukupne suspendirane tvari te koncentracije ukupnog dusSika i ukupnog
fosfora. Mikroskopskom analizom je dobiven uvid u uéinkovitost procis¢avanja otpadnih
voda. Ucinkovitosti uklanjanja talozive krute tvari i ukupne suspendirane tvari te smanjenja
KPK i BPKs iznosile su vise od 90 % u prosjeku, a koncentracija ukupnog dusika i ukupnog
fosfora smanjena je za 44 %, odnosno 45 %. Mikroskopskom analizom omogucen je brzi uvid
u proces s aktivnim muljem kako bi se na vrijeme mogli osigurati optimalni uvjeti za bioloSku
obradu komunalne otpadne vode.

Kljucne rijeci: organsko optereenje, komunalna otpadna voda, proces s aktivnim muljem

Uvod

Porast stanovniStva, ubrzana urbanizacija i gospodarski razvoj globalno utjecu na povecanu
razinu oneciS¢enja i nastanak sve vecih koli¢ina otpadnih voda. Pravilno upravljanje otpadnim
vodama, od izvora nastanka, skupljanja, prociS¢avanja te vracanja u okolis, od izuzetne je
vaznosti (Oliveira i1 sur., 2020). Otpadne vode predstavljaju potencijalno pristupacan i
obnovljiv izvor vode, energije i hranjivih tvari (Silvestre i sur., 2015). Mnoge svjetske i
europske organizacije u svojim strategijama uklju¢uju poboljSanja koja obuhvacéaju
gospodarenje otpadnim vodama. Jedan od ciljeva Svjetske zdravstvene organizacije je do
2030. godine poboljsati kakvocu voda smanjenjem onecis$¢ujucih tvari u njihovom sastavu te
povecanjem udjela obradenih otpadnih voda i njihovu sigurnu upotrebu na globalnoj razini
(WHO, 2018). Kako bi se osigurala zastita voda donose se zakonski propisi kojima se
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zabranjuje ispustanje onecis¢ujucih tvari u vode, provode se nadzori nad stanjem kakvoce
voda, izvorima oneciS¢enja, grade se gradevine za odvodnju i prociS¢avanje otpadnih voda,
sve u svrhu ocuvanja i poboljSavanja kakvoce te namjenske korisnosti voda (Zakon o vodama,
NN 66/2019). Unapredenje kvalitete Zivota utjeCe na nastanak slozenijeg sastava komunalnih
otpadnih voda §to predstavlja izazov u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda.
Ucinkovitijom obradom osigurava se zaStita okoliSa te spreCava negativan utjecaj otpadnih
voda na zdravlje covjeka. Za prociS€avanje otpadnih voda dostupne su razne tehnologije, a
nove su konstantno u razvoju (Salgot i Folch, 2018). Procis¢avanje komunalnih otpadnih voda
obuhvac¢a mehanicke, fizikalno-kemijske i/ili bioloSke postupke, a odvija se na uredajima za
procis¢avanje otpadnih voda koji su dizajnirani za ispunjavanje zahtjeva za propisanom
kvalitetom otpadnih voda koje reguliraju vladina i meduvladina tijela. Fizikalna obrada
obuhvaca reSetanje i1 talozenje. Kemijska obrada ukljucuje koagulaciju, flokulaciju i
elektrokemijske procese, a bioloSka obrada aerobne i/ili anaerobne procese. Uredaji za
prociséavanje razlikuju se po stupnju prociSéavanja s obzirom na postupak obrade te
ucinkovitost prociS¢avanja, odnosno ispunjavanje zahtjeva propisanih zakonom. Ovisno o
tome razlikuju se prethodni i prvi stupanj te drugi i treci stupanj proc¢iS¢avanja otpadnih voda
(Muralikrishna i sur., 2017). Drugi stupanj proci§¢avanja obuhvaca biolo§ku obradu otpadne
vode. Najéesée se primjenjuje postupak s aktivnim muljem, koji se pokazao ekonomic¢nim i
ucinkovitim (Oliveira i sur., 2020). Otopljene organske tvari u otpadnoj vodi izvor su
hranjivih tvari aerobnim heterotrofnim mikroorganizmima aktivnog mulja (Gerba i Pepper.,
2019). Sastav i raznolikost mikrobne zajednice utjeCu na rad uredaja i ucinkovitost
procis¢avanja. Poznavanje zajednice mikroorganizama aktivnog mulja olakSava optimizaciju
procesa 1 poboljSava rad uredaja (Yang i sur., 2020). MikrobioloSkom analizom aktivnog
mulja i mikroskopskim prac¢enjem pojavljivanja odredenih vrsta protozoa u sustavu dobiva se
uvid u u¢inkovitost prociS¢avanja otpadnih voda (Foissner, 2016).

U ovom radu praceni su fizikalno-kemijski pokazatelji komunalne otpadne vode te uloga
mikrobne zajednice aktivnog mulja pri u¢inkovitom pro¢is¢avanju komunalnih otpadnih voda
u Centralnom uredaju za proci$¢avanje otpadnih voda grada Zagreba (CUPOVZ) u periodu od
sijecnja do prosinca 2019. godine.

Materijali i metode

Za pracenje fizikalno-kemijskih pokazatelja komunalne otpadne vode na Centralnom uredaju
za prociS¢avanje otpadnih voda grada Zagreba koristeni su kompozitni uzorci (24 h) ulazne i
izlazne otpadne vode na dnevnoj i tjednoj dinamici. Kompozitni uzorak ulazne otpadne vode
uzorkovan je nakon prethodne obrade s grubim i finim reSetkama, a prije pjeskolova i
mastolova. Kompozitni uzorak izlazne otpadne vode uzorkovan je nakon naknadnih taloznika,
a prije glavnog odvodnog kanala koji utjece u rijeku Savu. Uzorci aktivnog mulja uzorkovani
su iz aeracijskih bioreaktora na Centralnom uredaju za procis¢avanje otpadnih voda grada
Zagreba. KoriSteni su za pracenje pokazatelja uc¢inkovitosti obrade komunalne otpadne vode
te mikroskopsku analizu mulja. Tijekom 2019. godine na Centralnom uredaju za
proc¢iS¢avanje otpadnih voda Zagreba praceni su propisani pokazatelji komunalne otpadne
vode. Provedene su analize ulazne i izlazne otpadne vode za kemijsku potrosnju kisika
(KPK), petodnevnu biokemijsku potrosnju kisika (BPKs), talozZive krute tvari (TT), ukupne
suspendirane tvari (UST) te koncentracije ukupnog dusSika (UN) i ukupnog fosfora (UP)
prema standardnim metodama (APHA, 2012). Uzorak suspenzije aktivnog mulja i otpadne
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vode je pregledavan pomocu svjetlosnog mikroskopa (Primo Star, Carl Zeiss, Njemacka)
opremljenog kamerom za snimanje mikrofotografija (Power Shot A640, Canon).

Rezultati i rasprava

Obrada otpadnih voda vazna je zbog o¢uvanja zdravlja ljudi i okolisa (WHO, 2018). MozZe se
provoditi mehanickim i/ili bioloSkim postupcima, a omogucava ispunjavanje zahtjeva za
propisanom izlaznom kakvo¢om (Zakon o vodama, NN 66/2019). Bioloski postupci su
Konvencionalni proces s aktivnim muljem temelji se na sposobnosti mikroorganizama da
svojim metabolizmom 1 enzimatskim procesima razgraduju biorazgradiva oneciS¢enja
prisutna u otpadnim vodama (Gerba i Pepper, 2019; Sabié i sur., 2015). Mikrobna zajednica
ovisi o sastavu otpadne vode te svaki uredaj za procis¢avanje ima karakteristicnu zajednicu
mikroorganizama, na Sto mogu utjecati fizikalno-kemijski parametri (Foissner, 2016; Xu i
sur., 2018). Na slici 1 prikazane su prosjecne vrijednosti ucinkovitosti uklanjanja ukupne
suspendirane tvari i taloZive krute tvari u komunalnoj otpadnoj vodi CUPOVZ tijekom svih
mjeseci 2019. godine. Prosje¢na vrijednost ucinkovitosti uklanjanja ukupne suspendirane
tvari tijekom godine dana iznosila je 94 %, dok je najviSa vrijednost iznosila 96 %. Najmanja
prosjecna ucinkovitost uklanjanja ukupne suspendirane tvari ostvarena je tijekom prosinca i
iznosila je 92 %, dok najmanja vrijednost uklanjanja propisana Pravilnikom o grani¢nim
vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 26/2020) iznosi 90 %. Na drugim uredajima za
prociS¢avanje otpadnih voda, u€inkovitost uklanjanja suspendirane tvari krece se od 80 % do
95 % (Yang i sur., 2020). Prosje¢na ucinkovitost uklanjanja talozive krute tvari tijekom 20109.
godine iznosila je 98 %. Vazno je napomenuti da se taloZive tvari CUPOVZ-a uklanjaju
fizikalnim putem, kao i dio suspendiranih tvari (TuSar i sur., 2009).

Prosje¢ne vrijednosti KPK i BPKs za ulaznu i izlaznu komunalnu otpadnu vodu tijekom 2019.
godine prikazane su slikom 2. Vrijednost KPK u ulaznoj otpadnoj vodi u prosjeku je iznosila
376 mg O,/L. Minimalna zabiljezena vrijednost iznosila je 250 mg O,/L, a maksimalna
vrijednost 571 mg O,/L. Maksimalno odstupanje od prosjeka za 52 % zabiljezeno je tijekom
ozujka. U izlaznoj otpadnoj vodi prosje¢na vrijednost je iznosila 28 mg O,/L, a maksimalno
odstupanje od prosjeka zabiljezeno je tijekom veljace kada je vrijednost za 46 % bila visa od
prosjecne vrijednosti. Najniza vrijednost KPK u izlaznoj otpadnoj vodi zabiljeZzena je u
studenom, koja je za 6 mg O,/L niza od prosjeka. Minimalne i maksimalne vrijednosti KPK
prate trend vrijednosti talozivih i suspendiranih tvari. Minimalne vrijednosti objasSnjavaju se
duzim kiSnim razdobljem, a maksimalne, prvim snaznijim oborinama (nakon nekog
vremenskog razdoblja bez oborina) koje ispiru urbane povrSine i kanalizacijske cijevi.
Vrijednosti KPK izmjerene tijekom istrazivanja na drugim uredajima za prociS¢avanje
komunalnih otpadnih voda u svijetu kre¢u se od 571 do 1046 mg O,/L za ulaznu otpadnu
vodu, odnosno od 32 do 52 mg O,/L za izlaznu otpadnu vodu. Karakteristike ulazne otpadne
vode znatno se razlikuju od uredaja do uredaja. Vrijednosti dobivene ovim istrazivanjem slazu
se s literaturnim podacima (Silvestre i sur., 2015; Salgot i Folch, 2018; Latrach i sur., 2018;
Odjadjare i sur. 2010). Prosje¢na vrijednost BPKs u ulaznoj otpadnoj vodi iznosila je 178 mg
O./L. Najvece odstupanje od prosjeka je izmjereno tijekom studenog kada je vrijednost bila
niza za 48 %.

250



international conference

HKi PTF. &euchems (oo 18 RUZléKA DAYS

- European Chemical Society

TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukavar. Croatia

ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

U izlaznoj otpadnoj vodi prosjecna vrijednost je iznosila 5 mg O-/L, a maksimalno odstupanje
od prosjeka zabiljeZeno je tijekom ozujka i lipnja kada je vrijednost BPKs iznosila 7 mg O,/L
odnosno 3 mg O,/L, S§to je odstupanje od 40 %. Vrijednosti BPKs prate vrijednosti KPK.
Slabija u¢inkovitost pro¢i§¢avanja uzrokuje povisenu koncentracija BPKs na izlazu (Latrach i
sur., 2018; Trygar, 2009). Na uc¢inkovitost procis¢avanja utjece i vrijeme zadrzavanja otpadne
vode u aeracijskom bioreaktoru koje moZze biti prekratko za potpunu razgradnju biorazgradive
organske tvari, gdje se krac¢e vrijeme zadrzavanja otpadne vode javlja pri viSim protocima
(Gerardi, 2002). Omjer vrijednosti BPKs/KPK u ulaznoj otpadnoj vodi u prosjeku je iznosio
0,5 Sto ukazuje na biorazgradivost sadrzanih organskih tvari u otpadnoj vodi. Za 60 % niza
vrijednost omjera u izlaznoj otpadnoj vodi ukazuje da je veéi dio biorazgradive organske tvari
razgraden (Santos 1 sur., 2012). Na temelju vrijednosti KPK moze se pretpostaviti vrijednost
BPKs. Poznavanje omjera omogucuje predvidanje BPKs vrijednosti (Trygar, 2009).
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Slika 1. Ucinkovitost uklanjanja UST i TT u komunalnoj otpadnoj vodi na CUPOVZ tijekom
2019. godine
Figure 1. Removal efficiency of UST and TT from municipal wastewater from CUPOVZ
during the year 2019
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Slika 2. Promjene vrijednosti KPK i BPKs u ulaznoj i izlaznoj komunalnoj
otpadnoj vodi na CUPOVZ tijekom 2019. godine
Figure 2. Changes in COD and BODs values in influent and effluent of
municipal wastewater from CUPOVZ during the year 2019

Na slici 3 prikazane su vrijednosti u¢inkovitosti uklanjanja KPK i BPKs u komunalnoj
otpadnoj vodi CUPOVZ tijekom 2019. godine. Prosjecna ucinkovitost uklanjanja organskog
opterecenja izrazenog preko KPK iznosila je 92 %, dok je najveca ucinkovitost uklanjanja
iznosila 94 %, a najmanja 90 %. Prosjecna uc¢inkovitost uklanjanja biorazgradivog organskog
opterecenja izrazenog preko BPKs iznosila je 97 %, uz najmanju postignutu vrijednost od 95
%. Prosje¢na ucinkovitost uklanjanja KPK i BPKs znatno je visa od propisanih vrijednosti
prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 26/2020). Prema
Yang i suradnicama (2020) ucinkovitost uklanjanja vrijednosti KPK i BPKs na uredajima s
aktivnim muljem krece se od 80 do 98 %. Karakteristike ulazne otpadne vode znac¢ajno ovise
o geografskom poloZzaju, prikljucenosti i navikama stanovnistva, kao o i prikljucku i vrstama
industrijskih i drugih djelatnosti. Vrijednosti izlazne otpadne vode ovise o izvedbi uredaja,
vodenju procesa 1 operativnim parametrima, koje bi trebalo uzeti u obzir pri usporedbi
vrijednosti (Salgot i Folch, 2018; Odjadjare i sur., 2010).

Slika 4 prikazuje vrijednosti omjera KPK, UN i UP ulazne komunalne otpadne vode tijekom
2019. godine. Preko ovih vrijednosti se izrazava omjer ugljika, duSika i fosfora, odnosno
C/N/P omjer. U prosjeku je tijekom 2019. godine navedena vrijednost omjera iznosila je
95/10/1. Tijekom ozujka vrijednost omjera bila je visa za 19,8 %, zbog povec¢ane KPK
vrijednosti ulazne otpadne vode (slika 2). Takoder, iz slike 4 moZe se primijetiti da tijekom
ljetnih mjeseci dolazi do pada vrijednosti omjera. Ako je omjer C/N u ulaznoj otpadnoj vodi
izrazito visok, $to je slucaj kod naglih optereenja, heterotrofni organizmi troSe vise
raspolozivog amonijaka i duSika od nitrificiraju¢ih organizama (Gerba i Pepper, 2019). Omjer
C/N/P utjeCe na brojnost mikroorganizama, koji omogucuju uklanjanje razliCitih vrsta
molekula te u¢inkovito proc¢iséavanje otpadne vode (Xu i sur., 2018).
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Slika 3. U¢inkovitost uklanjanja KPK i BPKs u komunalnoj otpadnoj vodi
CUPOVZ tijekom 2019. godine
Figure 3. COD and BODs removal efficiency from municipal wastewater from
CUPOVZ during the year 2019
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Slika 4. Promjene vrijednosti omjera KPK, UN i UP u ulaznoj komunalnoj
otpadnoj vodi na CUPOVZ tijekom 2019. godine

Figure 4. Changes values of COD, TN and TP ratio in influent of municipal
wastewater from CUPOVZ during the year 2019
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Slika 5. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja u obradi komunalne otpadne vode na
CUPOVZ tijekom 2019. godine, pri povecanjima P =40x (a)i P = 100x (b)
Figure 5. Microphotographs of activated sludge flocs during municipal wastewater treatment
from CUPOVZ during the year 2019, at magnification M = 40x (a) and M = 100x (b)

Mikroskopskom analizom odredene su karakteristika pahuljica aktivnog mulja i1 prisutnosti
indikatora kakvoce aktivnog mulja. Mikrofotografija pahuljica aktivnog mulja pri povecanju
razli¢itim povecanjima prikazane su slikom 5. Mogu se uociti veée potpuno formirane
pahuljice aktivnog mulja te manje pahuljice koje su u procesu formiranja (slika 5a). Prisutnost
nove biomase ukazuje na dobar rast i razmnoZavanje mikroorganizama prisutnih u aktivnom
mulju (Xu 1 sur., 2018). Radi boljeg uoCavanja morfologije pahuljica aktivnog mulja te
pobliZe identifikacije indikatora kakvo¢e mulja, slikom 5b prikazane su pahuljice aktivnog
mulja pri veCem povecanju. Iz navedene slike mogu se uociti kompaktne pahuljice, uz
prisustvo manjih pahuljica koje medusobnim povezivanjem pocinju stvarati vecu pahuljicu.
Tamnija boja pahuljica ukazuje na kompaktnost i starost mulja. Prisutni mikroorganizmi u
sustavu utjecu na stvaranje i kakvocu pahuljica, koje se ovisno o svojoj morfologiji lakse ili
teze taloZze u naknadnim taloznicima (Xu i sur., 2018). Takoder, iz navedene slike 5b, moze se
uociti 1 prisutnost protozoa. Prisutnost indikatora kakvoce mulja, kao Sto su amebe, bicasi,
trepetljikaSi i metazoe, u bioloSkom sustavu pokazatelji su njegova zdravlja i starosti
(Foissner, 2016).

Zakljudci

Na Centralnom uredaju za proc¢i$¢avanje otpadnih voda grada Zagreb tijekom 2019. godine
postignuta je ucinkovitost uklanjanja talozive krute tvari i ukupne suspendirane tvari u
prosjeku od 98 % te 94 %. Prosjecne vrijednosti KPK i BPKs u ulaznoj otpadnoj vodi iznosile
su 375,4 mg O,/L i 178,2 mg O,/L, dok su uéinkovitosti uklanjanja istih parametaraiznosile
su viSe od 90 %. Prosjecne vrijednosti koncentracija ukupnog dusika i ukupnog fosfora u
ulaznoj otpadnoj vodi iznosile su 35,8 mg/L i 4,0 mg/L, a tijekom procesa su smanjene za
44 %, odnosno 45 %. Brojnost prisutnih protozoa u aktivnom mulju ukazuje na dobru
kakvocu aktivnog mulja te da su zadovoljeni uvjeti u kojima se aktivni mulj moze odrzavati.
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Anthropogenic impact on the organic load dynamics of municipal
wastewater
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*Corresponding author: msabic@fkit.hr

Summary

Quality of life and anthropogenic activities affect the composition complexity of municipal
wastewater. Municipal wastewater treatment is one of the basic requirements for sustainable
management of water resources and environmental protection improvement. Activated sludge
process is one of the most commonly used biological processes for organic load removal from
wastewater, where active microorganisms play key part in the process. Activity of
microorganisms is under the influence of many process parameters, which directly affect
wastewater treatment efficiency and ultimately results in a certain quality of treated
wastewater.

In this paper, the change of organic load in municipal wastewater of Central wastewater
treatment plant Zagreb was monitored. During the process, the values of chemical oxygen
demand and five day biochemical oxygen demand, settleable solids, total suspended solids as
also concentrations of total nitrogen and phosphorus were monitored. Microscopic analysis
gives an insight into the wastewater treatment efficiency. Removal efficiency of settleable
solids and total suspended solids, as the reduction in COD and BODs was in average more
than 90 %, while concentrations of total nitrogen and phosphorus were decreased by 44 % and
45 %. Microscopic analysis provides a quick insight into the system with activated sludge, in
order to ensure optimal conditions for the biological treatment of municipal wastewater.

Keywords: organic load, municipal wastewater, activated sludge process
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Comparative study of mercury(ll) removal onto natural
and iron-modified zeolite

Marin Ugrina'’, Teja Ceru?, Ivona Nui¢!, Marina Trgo', Petra Prnjak’,
Martin Gabersek?, Milo Miler®, Mateja Gosar?

YFaculty of Chemistry and Technology, University of Split,
Rudera Boskovica 35, 21 000 Split, Croatia
2Geological Survey of Slovenia, Dimiceva ulica 14, 1 000 Ljubljana, Slovenia
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This paper compares the sorption abilities of natural (Nz) and iron-modified zeolite (Fez) for
removal of mercury(ll) ions from aqueous solutions. The influence of pH, initial
concentration, solid/liquid ratio and contact time on the sorption efficiency of both sorbent
materials was investigated. At the optimal pH=2, the maximum amount of sorbed mercury(Il)
on the Nz was 0.28 mmol/g and 0.54 mmol/g on the Fez. It has been observed that a minimum
contact time of 600 minutes is required to achieve the maximum sorption capacity for both
sorbents. The results showed that the Fez has a better sorption ability compared to the Nz. The
leaching of mercury from saturated sorbents was examined according to the standard leaching
method DIN 38414. In a wide pH range, 4.01<pH<11.08, the leaching of mercury(Il) was
observed in the amount of only 0.28 %-0.78 % from Nz and 0.07 %-0.51 % from Fez. At
extreme pH conditions, pH<3.02 and pH>12.05, leaching of mercury(Il) in an amount of 4-7
% occurs on both sorbents. In conclusion, both sorbent materials could be used for
remediation purposes but modification significantly improves the sorption properties of
zeolite.

Keywords: natural zeolite, iron-modified zeolite, mercury(ll), sorption, leaching

Introduction

Environmental mercury pollution comes from the natural, anthropogenic and reemitted
resources where the most significant are the anthropogenic ones (Xu et al., 2015). The toxicity
of mercury in all its forms is well known, due to its non-biodegradable properties and
tendency to bioaccumulate and biomagnificy through the food chain (Davis et al., 1997). In
order to prevent the migration of mercury into the environment, it is necessary to carry out the
remediation of contaminated sites in an appropriate manner. Various remediation techniques
have been developed, among which in situ techniques are the most applicable due to ease of
performance (Mayas et al. 2018; Xu et al., 2015; Wang et al., 2020). This involves removing
contaminants on the site, by setting up a barrier that is filled with active material or by
sprinkling the contaminated area with active material. Therefore, the choice of appropriate
material is very challenging because it should be very efficient in keeping mercury within the
structure, as well as be compatible with the environment without causing additional
environmental pollution (Thiruvenkatachari et al., 2008). For this purpose, low-cost and
easily available materials such as natural zeolites could be used. Natural zeolites are already
recognized as efficient materials in environment remediation (Wang et al., 2010; Shi et al.,
2009; Misealidis, 2011). They are compatible with nature since they do not cause additional
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contaminations of the environment. The structure of zeolites consists of three-dimensional
frameworks of SiO, and AlO, tetrahedra. The negative charge of the zeolite structure is a
consequence of isomorphous replacement of Si** with AI** which is balanced by the presence
of exchangeable cations, mostly Na*, K*, Ca?* and Mg”*. These cations have the ability to
participate in the ion exchange process with heavy metal cations in the solutions. In order to
enhance zeolite sorption capacity, the modifications with acids, bases, surfactants and
inorganic salts are performed (Wang et al., 2010). Inorganic compounds such as Fe- or Mn-
oxide and oxyhydroxide have shown strong affinity for heavy metal ions. Many researchers
have confirmed a significant increase in the sorption capacity of zeolite modified with Fe(l1)
salts for Cu(Il), Mn(l1l), Zn(11), Pb(1l) and Cd(Il) (Doula, 2006; Dimirkou, 2007; Doula, 2007;
Han et al., 2009; Kragovi¢ et al. 2012; Ugrina et al., 2015).

The paper compares sorption properties of natural (NZ) and iron-modified zeolite (FeZ) for
Hg(ll) from aqueous solutions. The investigations of different parameters that affect the
sorption processes, as well as leaching of sorbed mercury from the saturated zeolites by using
the standard leaching test have been performed.

Materials and Methods
Sample preparation

The starting sample, natural zeolite (NZ) was collected from the Vranjska Banja deposit in
Serbia. The sample was milled, sieved, and a particle size fraction of 0.6-0.8 mm was
separated. Thereafter, sample was washed in ultrapure water and dried at 60 °C.

Iron-modified zeolite (FeZ) was prepared by treatment of NZ according to the procedure
published previously (Ugrina et al., 2015). Briefly, the procedure consisted of three separated
stages: firstly, sample was mixed with 1 mol/L Fe(NOs)3;-9H,0 freshly prepared solution by
dissolving iron salts in acetate buffer at pH=3.6, followed by 1 mol/L NaOH and 4 % NaNO;
solutions. The prepared sample was dried at 40 °C and kept in a desiccator until use. Detailed
physico-chemical characterization of the both, NZ and FeZ (chemical composition,
SEM/EDS, XRD, FTIR, BET, TG/DTG) has been performed and explained in detail in a
previously published paper (Ugrina et al., 2015).

Sorption experiments

The salt, Hg(NO3),-H,0, was used for the preparation of the stock solution, from which the
solutions of lower concentrations were prepared by dilution in ultrapure water. The pH of
solutions was adjusted by adding a few drops of 0.1 or 1 mol/L HNOs. All experiments were
performed in the batch mode by using an incubator shaker, within 24 hours, at 230 rpm and at
25 °C. The concentration of Hg(ll) before and after the performed experiments was
determined by using a Flame Atomic Absorption Spectrophotometer (PinAAcle 900F) and
the equilibrium pH, was measured.

The effect of the pH was studied at pH=2.09 and 2.30. The 1.000 g of NZ or FeZ was mixed
with 100 mL of the 4.006 mmol Hg/L solution.

The effect of the solid/liquid ratio, S/L, was performed at pH=1.98. Different mass of the NZ
in the range of 0.2-3.6 g (S/L=2, 6, 10, 14, 18, 26, 30, 36 g/L) and FeZ in the range of 0.2-1.8
g (S/L=2, 6, 10, 14, 18 g/L) was mixed with 100 mL of the 4.056 mmol Hg/L solution.

258



international conference

HKE PIR. cocnms o 1 8RUZICKA DAYS
European Chemical Society | TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
) September 16-18, 2020 | Vukavar. Croatia

ZASTITA OKOLISA | ENVIRONMENTAL PROTECTION

The effect of the initial concentration, 0.461-12.258 mmol Hg/L and initial pHs
1.99<pH<2.01., was examined by mixing 1.0000 g of NZ or FeZ with 100 mL of Hg(ll).

The effect of the contact time was performed by mixing 20.0000 g of NZ with 2 L of 7.917
mmol Hg/L with pH,=1.98 i.e. 20.000 g of FeZ with 2 L of 9.933 mmol Hg/L with pH,=1.99.
In desired time intervals, samples were collected, and the total sampling volume was less than
5-6 % of the total solution volume.

The amount of Hg(Il) sorbed onto zeolite in time t, g; (mmol/g) as well as removal efficiency
in time t expressed in percentage, a; (%), were calculated by Egs. (1) and (2):

v
q,=(c, —Ct)-a 1)
o, =M-1oo (2)

0

where ¢, and c; are the concentrations of Hg(ll) at t=0 and time t (mmol/L), V is the volume of
the solution (L) and m is the mass of zeolite (g).

Leaching experiments

The saturated samples (marked as NZHg and FeZHg) were collected, washed in ultrapure
water and dried in order to examine their leaching properties and. The leaching of Hg(Il) from
saturated samples was examined according to the standard leaching method (DIN 38414 S4,
1984) in ultrapure water in the wide pH range 2.00-12.05. The mass of 1.0000 g of NZHg or
FeZHg was mixed with 10 mL of ultrapure water with different initial pHs for 24 h at 25 rpm
and 25 °C. After 24 hours suspensions were filtered and the concentration of leached Hg(ll)
was determined in filtrates by using AAS.

The amount of Hg(Il) leached from saturated zeolite, Qieacn (MMoI/g) and the percentage of
Hg(Il) leached from saturated zeolite, oeach (%) Were calculated by Egs. (3) and (4):

Vv
Oieach = Cireacn E (3)
Qa _ qleach 100 (4)
leach — q

where Cieacn 1S the concentration of the Hg(ll) leached from zeolite (mmol/L).
Results and Discussion
Sorption properties of the natural and iron-modified zeolite
Fig. 1 shows the distribution of mercury species in relation with pH based on the hydrolysis
constants represented by Egs. (5)—(7) (Nazarenko et al., 1979).
Hg* +H,0 =2 HgOH" + H* pK1=3.40 (5)
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ng+ +2H,0 2 Hg(OH), + 2H" pK>=5.98 (6)
ng+ +3H,0 2 Hg(OH), +3H" pK3=21.1 @)

1.0 —~
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Hg2*
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Figure 1. Distribution of Hg(Il) species as a function of pH

From Fig. 1 it is clear that mercury precipitation occurs at pH=2.4, therefore sorption
experiments were performed in a very narrow pH range, at pH=2.09 and at pH=2.30 in order
to avoid precipitation effect. For this reason, pH value at which precipitation starts to occur
(PHppt) Is calculated according to the Eq. (8) (Nazarenko et al., 1979; Minceva et al., 2008):

_14- ¢, (Hg™")
pprt =14 Iog\/Ksp[Hg(OH)z] (8)

The measured pHe and calculated pHp values for given initial Hg(11) concentration as well as
removal efficiency, a as a function of pH, are shown in Fig. 2 a and b.

40 fc—iNz ) 100 Tonz b)
35 -E—FeZ 80 | mFeZ
30 {7 P
Ok o 60 1
I 25 + .
S ® 40
20 +
15 _E 20 .
1,0 & 0
209 2.30 209 2.30
pH, pH,

Figure 2. a) pH. vs. pH, after sorption of Hg(ll) onto NZ and FeZ; b) The effect of pH, on
removal efficiency, a of Hg(Il) onto NZ and FeZ
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At pH,=2.30 in Fig. 2 a, the pHe values for both NZ and FeZ are above the calculated pHppt
which confirms that the precipitation of mercury in the form of hydroxide occurs in solution,
while at pH,=2.09 precipitation is excluded. Therefore, pH,=2.09 is selected as the optimal
pH for Hg(Il) sorption onto NZ and FeZ, at which the obtained removal efficiency was 57 %
for NZ and 81 % for FeZ (Fig. 2 b).

Dependence of the removal efficiency of Hg(Il) onto NZ and FeZ for different S/L ratios is
shown in Fig. 3.

100
80 -
60 -
XX
3 40 -
20 ——NZ
—B—FezZ
0 : : : : : : :
0 10 20 30 40

S/L, g/L
Figure 3. Effect of S/L ratio on the removal efficiency, a of Hg(IT) onto NZ and FeZ

A rapid and then gradual increase in the o value for NZ was observed, and at S/L>26 g/L
plateau is reached, while the increase in o for FeZ was rapid and plateau was not achieved. At
S/L=18 g/L for FeZ and S/L=36 g/L for NZ, mercury precipitation was observed since the
measured equilibrium pHe of the suspensions was higher than calculated pHp: (results are not
shown here). This indicates that determining the optimal S/L ratio is one of the key
parameters in order to avoid precipitation with achieving maximum efficiency by using a
minimum dose of zeolite. Maximum removal efficiency of 74 % for NZ is achieved at S/L=30
g/L while for FeZ this value was 87 % at S/L=14 g/L. This indicates that with a double S/L
ratio using NZ the lower efficiency is achieved, which justifies the modification of the natural
zeolite. The effect of the contact time on the amount of Hg(ll) sorbed onto NZ and FeZ as
well as removal efficiency is presented in Fig. 4. The results show that sorption of Hg(Il) onto
both NZ and FeZ takes place in two stages, the initial stage within 240 minutes accompanied
by rapid increases in q; and a;, followed by a second stage with a gradual increase in g; and o
until equilibrium is reached. The observed two sorption stages suggest that initially sorption is
rapid due to the readily available active sorption sites, and becomes slower as a consequence
of sorption of Hg(Il) at less available sites. A minimum contact time of 600 minutes is
required to achieve a maximum removal efficiency of 35 % or 0.28 mmol Hg/g for NZ and 54
% or 0.53 mmol Hg/g for FeZ for the given experimental conditions. Under the used
experimental conditions, precipitation of Hg(ll) was not possible since the measured pH, was
lower than the calculated pHpy (results are not shown here).
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Figure 4. The amount of Hg(l1) sorbed onto NZ and FeZ as well as removal efficiency in
relation to contact time

The influence of initial Hg(ll) concentration on the amount of Hg(ll) sorbed per gram of NZ
and FeZ, as well as on removal efficiency is presented in Fig. 5a and 5b.

0,6 100
b)

0,5 - i
o 80
2 0,4
E 60 A
£ 03 - 8
e 3 40 A
20,2

0,1 20 T —B—Fez

A ——NZ | —=—NZz
0 T T T T T T 0 T T T T T T
O 2 4 6 8 10 12 14 0O 2 4 6 8 10 12 14
C,, mmol Hg/L C,, mmol Hg/L

Figure 5. a) The amount of Hg(I1) sorbed per gram of NZ and FeZ vs. ¢,; b) Removal
efficiency of Hg(Il) vs. ¢,

An almost linear increase in ge was observed with an increase in initial concentration up to 6
mmol/L for FeZ, while an increase in ge was gradual for NZ. It was also noted that initial
concentration of Hg(Il) >8 mmol Hg/L for NZ and >10 mmol Hg/L for FeZ do not increase (e
since all available sorption sites are saturated. This indicates that NZ is effective for Hg(ll)
concentrations up to 8 mmol/L and FeZ for concentrations up to 10 mmol/L. The maximum
amount of sorbed Hg(Il) was reached at the specified concentration conditions, when the
plateau was reached and equals to 0.28 mmol Hg/g for NZ and 0.54 mmol Hg/g for FeZ.
From Fig. 5b, the decreasing trend in removal efficiency can be noticed with increasing in
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initial Hg(11) concentration, i.e. the highest removal efficiencies of 76 % for NZ and 92 % for
FeZ where obtained for the lowest initial concentration of 0.47 mmol Hg/L. Significant
efficacy observed for FeZ, especially for lower Hg(ll) concentrations, makes it a very
promising sorbent for remediation of the mercury contaminated environment.

Leaching properties of the mercury saturated zeolites

Leaching properties of saturated NZHg and FeZHg were investigated in order to determine
possible application of NZ and FeZ to in situ remediation of mercury contaminated sites. The
leaching test is performed in ultrapure water in the pH range of 2.00-12.05 according to the
standard leaching method (DIN 38414 S4, 1984). The results of the amount of leached Hg(ll)
from saturated zeolites are shown in Fig. 6.

Results presented in Fig. 6 show that in a wide pH range, 4.01<pH<11.08, the amounts of
leached mercury were small, only 0.28-0.78 % from NZHg and 0.07-0.51 % from FeZHg.
This indicates that mercury is firmly bound to both zeolites. At extreme pH conditions,
pH<3.02 and pH>12.05, leaching of mercury in an amount of 4-7 % occurred from both
zeolites. At pH<3.02, leaching occurs due to high quantity of hydrogen ions which displace
the mercury from the zeolite structure. The reason for leaching at extremely high pH>12.05 is
due to the rupture of Si-O bonds (desilication) and degradation of the zeolite structure
resulting in an increase in leached mercury.

8

ONZHg
m FeZHg

0,
Olleacheds %0

O P, N W b~ O OO N
!

2.00 3.02 4.01 5.03 6.02 7.04 8.09 9.09 10.09 11.08 12.05
PH,

Figure 6. Amount of leached Hg(Il) from saturated NZHg and FeZHg as a function of pH,

Comparing the percentage of leached mercury at all observed pH values, it can be noticed that
the percentage of leached mercury is higher from NZHg than from FeZHg, which suggests a
higher affinity of Hg(Il) towards FeZ. Furthermore, the amount of leached mercury in relation
to the amount of mercury bound to NZ and FeZ is not significant at 4.01<pH<11.08 which
suggests that NZ and especially FeZ have the ability to bind and retain mercury in its structure
in a wide pH range. This indicates that both NZ and FeZ could be applied to in situ
remediation of mercury contaminated environment.
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Conclusions

This study has provided valuable information of Hg(ll) sorption onto NZ and FeZ. It has been
noted that the sorption of Hg(Il) is highly sensitive to the effect of pH and S/L ratio,
especially onto FeZ, where pH=2 and S/L=10 are found to be optimal for both zeolites. The
quantity of Hg(ll) removed onto FeZ was found to be two times higher than onto NZ (0.28
mmol Hg/g compared to 0.54 mmol Hg/g, respectively). The leaching test confirmed that the
Hg(IT) was leached under extreme pH conditions, pH<3.02 and pH>12.05, while in wide pH
range, 4.01<pH<11.08, the amount of leached Hg(Il) is not significant indicating that both
zeolites are effective materials for binding and retaining Hg(Il) in their structure. In
conclusion, both zeolites could be used in remediation purposes while the results suggest that
modification significantly improves the sorption properties of zeolite.
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Utjecaj otpadne vode na oneciS¢enje Dunava

Andrea Biluskovi¢, Purdevka Pecikozi¢*

Tehnicka skola Nikole Tesle Vukovar, Blage Zadre 4, HR - 32 010 Vukovar
*Dopisni autor: djurdjevka.pecikozic@yahoo.com

Sazetak

Opstanak svake vrste ovisi 0 vodi - bez nje zivot u postoje¢em obliku ne bi bio mogué. Svi
bioloski procesi odvijaju se u vodenoj sredini. MozZe se re¢i da voda nije samo oko nas nego i
u nama, budu¢i da je ona sastavni dio svake zive stanice te da ¢ini 60-70 % tjelesne mase
odraslog Covjeka. Iz tog razloga oneciS¢enje voda predstavlja ozbiljan problem. Onecis¢ivaci
voda su: otpadne vode, industrija, promet, odlagaliSta otpada i kemikalije koje se koriste u
poljoprivredi. Cilj ovog rada je bio pratiti i usporediti pH-vrijednost, elektri¢nu provodnost,
koncentraciju otopljenoga kisika, temperaturu uzvodno i nizvodno od ispusta otpadne vode u
Dunav kod Vukovara. Uoceno je da koncentracija otopljenog kisika ovisi o tlaku i
temperaturi. Sto je tlak veéi, a temperatura manja, koncentracija otopljenog kisika je veca.
Opskrbljenost Dunava kisikom je bila zadovoljavaju¢a. Koncentracija otopljenog kisika
kretala se od 9,55 mg/L do 12,46 mg/L. Razlike u izmjerenim vrijednostima provodnosti i
pH-vrijednosti uzvodno i1 nizvodno od ispusta su neznatne Sto potvrduje da je otpadna voda
bila prethodno obradena.

Kljucne rijeci: koncentracija otopljenog kisika, elektricna provodnost, pH-vrijednost,
oneciscenje, rijeka Dunav

Uvod

Voda je najvazniji kemijski spoj na Zemlji bez kojega Zivot u postojecem obliku nije mogu¢.
Bitan je sastojak zivih organizama. Voda je medij kojim se u vecine viSestani¢nih Zivih
organizama odvija transport hranjivih tvari, plinova i metala. Ona je sastavni dio svake zive
stanice 1 ¢ini viSe od polovice tvari koja tvori zive organizme. Voda nije samo oko nas, nego i
u nama. Stanica je ustvari vodena otopina organskih i anorganskih tvari odijeljena stanicnom
membranom od okolisa (Safarek, 2020). Membrana odjeljuje i koncentrira najvaznije spojeve.
U tome malenom prostoru stanice, u citoplazmi, dogadaju se sve najvaznije reakcije vezane za
Zivot — enzimi preraduju tvari u sve moguce oblike koji nam trebaju. Mitohondriji proizvode
energiju, ribosomi pomo¢u DNK i RNK stvaraju proteine, u jezgri se ¢uva i dijeli DNK i jo$
mnogi procesi (Safarek, 2020). Sve se to odvija u vodenome mediju. Takoder, ima i kljuénu
ulogu u metabolizmu. Molekula vode odvaja se od ve¢ih molekula kad nastaju proteini ili
Skrob za skladiStenje zaliha energije. S druge strane, u katabolizmu ona se dodaje kada se oni
razgraduju. U fotosintezi biljke se koriste energijom Sunca, fotoni razdvajaju molekulu vode
— vodik se koristi za nastanak glukoze dok biljke ispustaju kisik kao ,viSak* koji je
zivotinjama (kao uostalom i samim biljkama) potreban za disanje. sluzi za transport,
prenoseci kisik i hranjive tvari, a odnoseci Stetne proizvode, bilo da je rije¢ o prijenosu unutar
odnosno izvan stanica, kao i preko krvi i limfe na sve dijelove tijela. Njezina uloga u nasem
zivotu je mnogoznacna. Upotrebljavamo ju za kuhanje, ¢iS¢enje, tusiranje 1 ispiranje. Voda se

266



international conference

H'Ki PTE  &Euchems 1.8 RUZICKA DAYS
Ewopean Chemical Socety . e | TODAY SCIENMCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukovar. Croatia

7. SUSRET MLADIH KEMICARA | 7 MEETING OF YOUNG CHEMISTS

upotrebljava u proizvodnji hrane, odje¢e, mobilnih telefona, automobila i knjiga.
Upotrebljavamo ju za izgradnju domova, Skola 1 cesta, te za grijanje zgrada i hladenje
elektrana. S pomocu elektricne energije koja nastaje njezinim kretanjem, osvjetljavamo
gradove i domove. Voda je i sredstvo za povezivanje i kretanje ljudi i robe (Bryninckx, 2018).
Ona sluzi kao prirodna prometna mreza po cijelom svijetu koja povezuje obalne gradove i
gradove u unutraS$njosti duz plovidbenih rijeka te tako omogucavajuci globalnu trgovinu.
Drugim rije¢ima, voda je prisutna u svakom aspektu naSeg zivota. Voda na Zemlji neprestano
prelazi iz jedne faze u drugu i kruzi u prirodi. Citav se proces naziva hidroloski ciklus ili
kruzenje vode u prirodi. Taj je proces vrlo spor, ali omogucava mijeSanje dubinske i
povrsinske vode (Crnek, 2018). Voda prilikom kruZenja u prirodi mijenja svoju kvalitetu i
time dolazi do oneci$¢enja vode. Onecis¢enje voda opcenito je priliéno $irok pojam, a pod
njime se obi¢no podrazumijeva smanjivanje kvalitete vode zbog naknadno primljenih
primjesa (Bryninckx, 2018). Promjena kakvoce vodnih ekosustava ili kopnenih ekosustava
izravno ovisnih o vodnim ekosustavima, Sto dovodi do Stete po materijalnu imovinu, remeti
znaCajke okoliSa, zaSticene prirodne vrijednosti te utjeCe na druge pravovaljane oblike
koriStenja okolisa. Onecis¢enje vode je veliki problem danasnjice jer zbog velikog porasta
broja stanovnistva i globalnog razvoja povecava se i1 koli¢ina onecis¢ene vode. Otpadne vode
utjecu na kvalitetu povrSinskih i podzemnih voda (Vojvodi¢, 2018). Otpadne vode su tekucine
koje se sastoje od tekuceg otpada otopljenog ili emulgiranog u vodi, odnosno disperzije
krutog otpada u vodi. Otpadne vode potjecu iz kucanstava naselja i gradova (ukljucuju i
organski, fekalni otpad), tvornica i industrijskih pogona ili poljoprivrednih djelatnosti.
Njihovim ispustanjem, bilo putem kanalizacije (tockasti ispusti) bilo izravnim ispiranjem tla
(oborinske otpadne vode), u povrSinske kopnene vode (rijeke, jezera ili mora), mozZe se
onecistiti, odnosno smanjiti uporabna vrijednost vodenoga sustava u koji dospijevaju. S
obzirom na mjesto nastanka komunalne otpadne vode mogu se podijeliti na: sanitarne,
industrijske 1 oborinske (Hrvatska enciklopedija, 2020). OneciS¢enje vode utjeCe na sve
aspekte okolisa te na sva ziva bi¢a. Pove¢anjem koncentracije Stetnih tvari u vodi ona postaje
oneciS¢ena te uzrokuje oneciS¢enje drugih sastavnica okoliSa Sto dovodi do smanjenja
kolicine ukupne pitke vode na Zemlji, mnogih bolesti i u najgorem slucaju smrti. OneciSéenje
vode mozemo podijeliti na fizikalno, biolosko, kemijsko (organsko i1 anorgansko) te
radiolosko onecis¢enje. Fizikalno oneciS¢enje vode je negativna promjena fizikalnih svojstava
vode, manifestira se kao povecanje temperature vode, pojava mutnoce vode te pojava boje,
okusa 1 mirisa. Povecanje temperature vode najceSce je posljedica ispuStanja rashladne vode
iz industrije i energetskih postrojenja bez prethodnog hladenja, a uzrokuje smanjenje
koncentracije otopljenog kisika u vodi Sto uzrokuje smanjenu razgradnju organskih tvari
(Havidi¢, 2015). Pojava mutnoce posljedica je prisutnosti suspendiranih Cestica u vodi koje s
vodom cine suspenzije ili koloidne otopine. Promjena boje, okusa 1 mirisa samo su posljedica
neke druge vrste oneciS¢enja (Markovi¢ i sur. 2007). BioloSko oneciS¢enje ocituje se u
prisutnosti patogenih bakterija i virusa te ostalih mikroorganizama koji mogu Stetno utjecati
na ljudsko zdravlje. Mikroorganizmi naj¢esée dospijevaju u povrsinske vode iz otpadnih voda
ili protjecanja voda iz poljoprivrede, dok u podzemne vode mikroorganizmi dolaze iz
propusne kanalizacije ili loSe izvedenih sabirnih (septi¢kih) jama. Neadekvatnim postupcima
obrade vode za pi¢e mikroorganizmi mogu uzrokovati razne bolesti, pa se biolosko
onecis¢enje smatra jednim od najopasnijih oneciS¢enja vode (Havidi¢, 2015). Kemijsko
onecis¢enje manifestira se kao prisutnost nekih iona, atoma ili molekula kojih u prirodnim
vodama nema ili su prisutni u manjim koncentracijama, a njihovo postojanje uzrokuje
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negativne posljedice na okoli§ i ljude (Havidi¢, 2015). U vodi mogu biti prisutni brojni
anorganski spojevi poput luzina, kiselina, soli, metala, pijesak. Organski spojevi prisutni u
vodi najceSc¢e su otpaci iz domacinstva, klaonica, Se€erana, tvornica papira i raznih drugih
industrija. To su najceS$¢e razni ugljikohidrati, masti, sapuni, proteini, amidi i amino kiseline
(Havidi¢, 2015). Radiolosko oneciséenje je posljedica doticaja podzemne vode s razli¢itim
prirodnim radioaktivnim elementima ili umjetnim radio-izotopima. Izvori takvog onecis¢enja
mogu biti leziSta uranskih ruda, nuklearne elektrane ili odlagaliSta nuklearnog otpada
(Havidi¢, 2015)

Materijali i metode

U ovom radu mjerena je temperatura, elektricna provodnost, otopljeni kisik i pH - vrijednost
vode iz rijeke Dunav kod Vukovara. Mjerenja su radena na terenu. Odabrane su dvije
lokacije. Prva lokacija je uzvodno od ispusta otpadne vode, a druga lokacija je nizvodno od
ispusta. Mjerenja su radena jednom tjedno od 19. 11. 2019. do 3. 03. 2020. pomocu
multimetra HQ40d, Hach i pripadaju¢im sondama za mjerenje pH- vrijednosti, elektri¢ne
provodnosti i koncentracije otopljenog kisika.

Potenciometrija

Potenciometrijska metoda koriStena je za odredivanje pH-vrijednosti. Potenciometrijska
metoda temelji se na ovisnosti potencijala indikatorske elektrode o koncentraciji odredene
ionske vrste s kojom je ona u aktivnom, reverzibilnom kontaktu u ispitivanoj otopini. Osim
indikatorske, u otopinu je uronjena i usporedbena, referentna elektroda, ¢iji potencijal ne ovisi
0 koncentraciji iona u ispitivanoj otopini. Razlika potencijala u ispitivanoj otopini posljedica
je spontane kemijske reakcije tzv. redoks reakcije tj. reakcija oksidacije i redukcije. Kod
reakcije oksidacije dolazi do otpustanja elektrona, a kod reakcije redukcije do primanja
elektrona. Tvar koja gubi elektron zovemo oksidans, a tvar koja prima elektron reducens.
Oksidans i reducens zajedno ¢ine redoks par. Veza izmedu oksidansa (Oy) 1 reducensa (Re)
tijekom kemijske reakcije mozZe se opisati jednadzbom (1) (Pitinac i sur., 2016):

O} +ne” »> R, (1)

ne—, ukupno otpusten/ primljen naboj.
Elektrodni potencijal na granici faza elektroda — otopina kvantitativno se izraZzava
Nernstovom jednadzbom, jednadzba (2):

%

E=E°+Xin

n-F ar (2)
E, standardni elektrodni potencijal (potencijal za koncentraciju iona 1 mol/L i temperaturu 25
°C), R, opca plinska konstanta, 8,134 J/K mol, T, termodinamicka temperatura, n, valencija
otpustenih iona, F, Faradiyeva konstanta, 96.500 C/mol, ao i ar, aktiviteti oksidiranog i
reduciranog oblika tvari koja sudjeluje u elektrodnoj reakciji (Pitinac i sur., 2016).
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Konduktometrija

Elektri¢na provodnost uzoraka dunavske vode odredivana je konduktometrijskom metodom.
Elektri¢na vodljivost, G/S, je elektricno svojstvo vodenih otopina. Elektri¢na vodljivost se
definira kao mogucnost otopine elektrolita da u elektricnom polju, izmedu dvije elektrode
migracijom iona provodi struju. VVodene otopine, ovisno o koncentraciji iona koji su u njima
prisutni, mogu provoditi struju. Vodljivost ovisi 0 ionima elektrolita prisutnim u vodi
(primjerice ioni Na*, K*, CI', NO3', SO4 i drugi), njihovoj koncentraciji, pokretljivosti, kao i
o temperaturi na kojoj se odreduje vodljivost. Elektricna vodljivost se moze povezati sa
stupnjem onecis¢enja vode anorganskim solima. Konduktometrom mjerimo otpor, R, Kkoji
elektrolit izmedu dvije elektrode pruza prolasku struje. Suvremeni uredaji za mjerenje
vodljivosti su opremljeni setom odgovaraju¢ih konduktometrijskih ¢elija definirane konstante.
UnoSenjem vrijednosti konstante ¢elije na instrumentu se izravno ocitava vrijednost elektri¢ne
provodnosti (Pitinac i sur., 2016).

Opticka metoda za mjerenje koncentracije otopljenog kisika

Mjerenje koncentracije otopljenoga kisika u uzorku vode provedeno je pomocu digitalne
sonde LDO101. Sonda LDO101 pripada skupini optickih sondi i sastoji se od dvije led diode
koje bacaju crveno i plavo svijetlo. Unutrasnjost mjerne kapice presvucena je reagensom koji
ima luminiscentna svojstva. Plava svjetlost led diode obasjava luminisciraju¢u tvar na kapici,
pobuduje ju i pri povratku u osnovno stanje oslobada se crvena svijetlost. Zatim fotodioda
detektira crvenu svijetlost i mjeri vrijeme potrebno da se luminiscentni materijal vrati u
podetno stanje. Sto je koncentracija kisika u uzorku veéa na senzor dolazi manje svijetla, a
time je krace i1 vrijeme povratka luminisciraju¢eg materijala u osnovno stanje. Koncentracija
kisika je obrnuto proporcionalna vremenu potrebnom za povratak luminiscentnog materijala u
pocetno stanje. U senzoru se nalazi i led dioda koja zraci svijetlost crvene valne duljine i ¢ija
je svrha usporedba s crvenom svijetlosti dobivenom luminiscencijom reagensa na kapici
(Pitinac i sur., 2016).

Rezultati i rasprava

Rezultati fizikalne analize vode, koncentracije kisika, tlaka, temperature, pH-vrijednosti i
elektricne provodnosti, uzvodno i nizvodno od ispusta otpadnih voda u rijeku Dunav kod
Vukovara u periodu od 19.11.2019 do 3.03. 2020. prikazani su tablicno (Tablice 1 1 2) i
grafic¢ki (slike 1-5). Temperatura je jedan od fizikalnih pokazatelja kakvoce vode. Promjena
temperature utjece na fizikalno- kemijska svojstva vode kao i na ekoloSke uvjete u vodnom
sustavu. Temperatura vode ovisi o klimatskim prilikama, geoloskoj gradi terena, vezi
podzemnih voda s povrSinskim vodama i dinamici vode (Vugrin, 2019). Povezana je sa
temperaturom atmosfere stoga je sklona promjenama tijekom godine. Dnevne promjene
temperature utjeCu na povrsinske i podzemne vode s razinom vode od 1 do 2 metra ispod
povrsine terena dok sezonske promjene u umjerenom klimatskom pojasu utje¢u na povrSinske
I podzemne vode s razinom podzemne vode do 20 metara ispod povrSine (Mugrin, 2019).
Ispod te dubine nalazi se neutralni temperaturni sloj i na toj je dubini temperatura podzemne
vode konstantna i jednaka prosje¢noj godiSnjoj temperaturi zraka na povrsini terena.
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Rast temperature ovisi o dubini, litoloskoj gradi stijena, toplinskoj vodljivosti stijena i blizini
magmatskih tijela. Na promjenu temperature povrSinske vode najceS¢e utjeCe ispustanje
otpadne vode iz industrijskin energetskin objekata (zeljezare, rafinerije nafte, tvornice
celuloze i papira i dr.). 1z slike 1. i tablica 1 i 2 vidimo da su temperature uzvodno i nizvodno
od ispusta otpadne vode gotovo podjednake i kre¢u se od 2,5 °C do 10,5 °C.

Tablica 1. Fizikalna analiza vode nizvodno od ispusta rijeke Dunav
Table 1. Physical analysis of water downstream of the Danube river outflow

Datum y(0,)/mg/L p/hPa T (H,O)/ C pH/- y/ pSlcm

19.11.2019. 9,55 1011 10,4 10,03 273
27.11.2019. 10,25 1003 9,7 10,25 254
4.12.2019. 10,06 1024 6,5 10,06 265
20.12.2019 11,14 1002 7,0 9,30 310
10.01.2019. 11,76 1015 4,0 9,92 299
18.01.2019. 11,83 1020 3,8 9,52 336
27.01.2019. 11,92 1012 3,8 10,44 328
14.02.2020. 11,14 1011 7,9 10,49 258
25.02.2020. 11,13 1000 7,2 9,68 305
3.03.2020. 10,65 1007 7,7 9,80 279

Odstupanje je vidljivo dana 14.02. kada je temperatura nizvodno od ispusta iznosila 7.9 °C i
za 1,8 °C je bila visa od temperature uzvodno od ispusta. Najniza zabiljezena temperatura je
bila dana 18.01.2020. Uzvodno od ispusta iznosila je 2,5 °C, a nizvodno od ispusta 3,8 °C.
Razlika izmjerenih temperatura na dvije promatrane lokacije na dan 18.01.2020. iznosila je
1,3 °C. Povecanje temperature vode nizvodno od ispusta ukazuje na ispuStanjem ne
rashladene otpadne vode u rijeku Dunav.

Tablica 2. Fizikalna analiza vode uzvodno od ispusta rijeke Dunav
Table 2. Physical analysis of water upstream of the Danube river outflow

Datum  p(O,)/mg/L p/hPa T (H,0)/°C pH/- y/pSlcm

19.11.2019. 9,89 1012 10,5 9,54 280
27.11.2019. 10,85 1012 9,6 9,20 255
4.12.2019. 11,35 1026 6,0 9,85 269
20.12.2019. 11,21 1004 7,0 9,50 312
10.01.2019. 11,80 1017 3,8 9,69 308
18.01.2019. 12,26 1022 2,5 9,44 332
27.01.2019. 12,46 1015 3,5 10,44 324
14.02.2020. 11,10 1012 6,1 10,51 263
25.02.2020. 11,06 1001 7,2 9,83 305
3.03.2020. 10,86 1009 7,6 9,87 286
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Slika 1. Promjena temperature vode u rijeci Dunav kod Vukovara
u periodu od 19.11.2019. do 3.3.2020.
Figure 1. Change in water temperature in the Danube River near Vukovar
in the period from 19.11.2019 to 03.03.2020.

pH-vrijednost je mjera kiselosti neke otopine. Odreduje se prema koncentraciji oksonijevih
HsO" iona. Ako u vodi prevladavaju oksonijevi ioni, voda ima kiselu reakciju, ako
prevladavaju hidroksilni ioni, ima luznatu reakciju. Ako je odnos aniona i kationa u vodi
jednak voda je neutralna (N6thing Hus, 2006). pH-vrijednost je vazna za odredivanje kvalitete
vode. Iz slike 3 i tablica 1 i 2 vidljivo je da se pH- vrijednost neravnomjerno mijenja u
rasponu od 9,2 do 10,1. Kako vecina prirodnih voda ima pH od 4,5 do 8,3 (Markovi¢ i sur.,
2007) moze se primijeniti povecanje pH- vrijednosti rijeke Dunav kod Vukovara u periodu od
19.11.2019 do 03.03.2020. pH — vrijednosti uzvodno od ispusta nesto su nize od 18.01.2020.
sve do 27.01.2020. 27.01.2020. i 14.02.2020. na obje lokacije izmjerene su priblizno iste i
neSto veée pH- vrijednosti. Kako su pH- vrijednosti priblizne na obje lokacije uzrok
povecéanja pH- vrijednosti nije otpadna voda iz ispusta nego nekontrolirani izvor koji se nalazi
uzvodno od Vukovara.
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Slika 2. Promjena vrijednosti tlaka zraka u Vukovaru
u periodu od 19.11.2019. do 03.03.2020.
Figure 2. Change in air pressure in Vukovar for the period from 19.11.2019. to 03.03.2020.
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Slika 3. Promjena pH - vrijednosti rijeke Dunav kod Vukovara
za period od 19.11.2019. do 03.03.2020.
Figure 3. Changing the pH value of the Danube River near Vukovar
in the period from 11.19.2019. to 03.03.2020.

Elektri¢éne provodnost je sposobnost neke tvari da provodi elektricnu struju. Struja prolazi
kroz ioniziranu vodu ili vodu koja sadrzi otopljene minerale. Destilirana voda je slab vodi¢
elektricne energije. PoveCanjem primjesa u vodi povecava se elektricna vodljivost
(Metonickin Kebdzija, 2020). Provodljivost ovisi o ionima prisutnim u vodi, o koncentraciji
iona, pokretljivosti iona i o temperaturi na kojoj se odreduje provodljivost (Vugrin, 2019).
Elektri¢éna provodnost se izrazava u uS/cm. Mjerenjem elektricne provodnosti uzorka vode,
mozemo procijeniti koli¢inu otopljenih tvari u vodi (Mihanovi¢, 1982). Zakonski maksimalna
dopustena vrijednost za provodljivosti je 2500 uS/ cm /20 °C (NN 125/17). 1z slike 4 i tablica
11 2 vidljivo je da u periodu od 19.11.2019. do 3.03.2020. izmjerene vrijednosti elektri¢ne
provodnosti jednake su na obje lokacije i kre¢u se od 273 pS/cm do 336 uS/cm.

B nizvodno od ispusta
B uzvodno od ispusta

Slika 4. Promjena provodnosti vode rijeke Dunav kod VVukovara
u periodu od 19.11.2019. do 03.03.2020.
Figure 4. Change in water conductivity of the Danube River near Vukovar
in the period from 19.11.2019. to 03.03.2020.
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Na koncentraciju otopljenoga kisika utjecu ¢imbenici kao $to su oneciS¢enost vode, manjak ili
viSak svijetla, proces fotosinteze u vodi, temperatura vode i protok vode. Godisnje i dnevne
varijacije koncentracije otopljenoga kisika najviSe ovise o tlaku zraka i temperaturi vode
(Habus, 2020). Kisik u vodi dolazi iz atmosfere - difuzijom, mehanickim putem — aeracijom,
te fotosintezom autotrofnih biljaka. Na dinamic¢ku ravnotezu kisika utjeCe i potrosnja kisika u
vodi. Kisik se troSi disanjem biljnih i Zivotinjskih organizama i drugim oksidacijskim
procesima u vodi, koji su posljedica ispustanja komunalnih otpadnih voda i voda iz
tehnoloskih procesa, u prijemnike. Koncentracija otopljenog kisika jedan je od najvaznijih
pokazatelja ekoloskih uvjeta vode, odnosno opcenito kvalitete povrSinskih voda. Definira se
koli¢inom otopljenoga kisika u mg Oy/L vode i zasi¢enoS¢u vode kisikom koja se dobije
racunski iz omjera izmjerene vrijednosti i teoretske vrijednosti otopljenoga kisika pri istim
uvjetima tlaka i1 temperature (Metonickin Kebdzija, 2020.) Bez kisika ili u uvjetima
nedovoljne koli¢ine kisika, uvjeti za zivot u vodi su ogranieni ili ih uopée nema. Topljivost
kisika u vodi ovisi o parcijalnom tlaku kisika u zraku, temperaturi vode i salinitetu
(Mihanovi¢, 1982). Pri tlaku zraka 1 bar i1 temperaturi vode 0 °C uz 100 %-tno zasi¢enje
kisikom topljivost kisika je 14,57 mg/L. Iz slike 5 i tablica 1 i 2 vidimo da je koncentracije
otopljenog kisika podjednaka na obje lokacije i krece se od 9,55 mg/L do 12,46 mg/L.
Usporedivanjem vrijednosti iz slika 1, 2 1 5 mozemo primijetiti da se koncentracija otopljenog
kisika mijenja ovisno o temperaturi i tlaku zraka, odnosno porastom temperature se
koncentracija kisika smanjivala, a porastom tlaka povecavala. Malo odstupanje vidi se
12.02.2020. kada koncentracija otopljenog kisika nije uskladena s naglim porastom tlaka
zraka.

¥(O,) / me/fL

B nizvodno od ispusta
B uzvodno od ispusta

Slika 5. Promjena koncentracije O, u rijeci Dunav kod Vukovara
u periodu od 19.11.2019. do 03.03.2020.
Figure 5. Change in O, concentration in the Danube River near Vukovar
in the period from 19.11.2019. to 03.03.2020.

Zakljudci

Topljivost kisika ovisi o tlaku i temperaturi §to je tlak veci, a temperatura nize topljivost
kisika je bolja Sto je u skladu s Henry-evim zakonom o topljivosti plinova. Kakvoc¢a vode vrlo
je bitan faktor kvalitetnog i zdravog zivota svih zivih organizama, pogotovo danas, kada je

onecisc¢enje vode uslijed urbanizacije, industrijalizacije i porasta Zivotnog standarda ljudi na
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vrhuncu. Antropogeno oneciS¢enje znatno nadmasuje oneciS¢enje uzrokovano prirodnim
putem ¢ime se zalihe pitke i1 Ciste vode smanjuju. Voda se koristi u raznim industrijskim
procesima, poljoprivredi, proizvodnji energije, gradevinarstvu i rudarstvu uslijed ¢ega dolazi
do velikih koli¢ina otpadne vode koja ne nestaje nego se vra¢a u vodeni sustav ¢ime se
naruSava kakvoca vode. Zbog porasta populacije na Zemlji raste 1 potreba za vodom, koja nije
obnovljivi resurs, stoga je od znacajne vaznosti ekoloski osvijestiti pojedince o kontroliranom
odlaganju otpada, koriStenju agrotehnickih sredstava poput pesticida, obradi otpadnih voda i
ocuvanju voda i okolisa. Mozda jos uvijek nije prekasno poduzeti odredene mjere kako bismo
sacuvali svjetske vodne zalihe od oneciS¢enja 1 osigurali opstanak zivota na nasem planetu.
Velike odluke, nazalost, ne donosimo sami. OneciS¢ena mora, rijeke, jezera, podzemne vode,
pojava kiselih kiSa, efekt staklenika, samo su neke od posljedica loSih odluka s kojima se
moramo nositi.
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Pravilnik o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti
vode za ljudsku potroSnju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju
djelatnost javne vodoopskrbe NN 125/2017. (pristupljeno 15.12.2017.).

The impact of wastewater on Danube pollution

Andrea Biluskovi¢, Purdevka Pecikozi¢*

Technical School Nikola Tesla Vukovar, Blage Zadre 4, 32 010 Vukovar
*Corresponding author: djurdjevka.pecikozic@yahoo.com

Summary

The survival of each species depends on water - without it life in its existing form would not
be possible. All biological processes take place in the aquatic environment. It can be said that
water is not only around us but also in us, since it is an integral part of every living cell and
makes up 60-70 % of the body weight of an adult. For this reason, water pollution is a serious
problem. Water pollutants are: wastewater, industry, transport, landfills and chemicals used in
agriculture.

The aim of this study was to monitor and compare pH-value, electrical conductivity,
concentration of dissolved oxygen and temperature upstream and downstream of wastewater
discharge into the Danube near Vukovar. It has been observed that the concentration of
dissolved oxygen depends on pressure and temperature. The concentration of dissolved
oxygen is higher with higher pressure and lower temperature. The supply of oxygen to the
Danube was satisfactory. The concentration of dissolved oxygen ranged from 9.55 mg/L to
12.46 mg/L. The differences in the measured values of conductivity and pH-values upstream
and downstream of the discharge are insignificant, which confirms that the wastewater has
been pre-treated.

Keywords: concentration of dissolved oxygen, electrical conductivity, pH-value, pollution,
Danube river
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Kemijska analiza tala na podruéju opéine Zepée (Bosna i Hercegovina)

Nikolina Grli¢, Nikolina Pravdi¢, Matea Juki¢, Marko Tomas™*

Katolicki Skolski centar ,, Don Bosco” Tehnicko-obrtnicka Skola,
Stjepana Radica bb, 72230 Zepce, Bosna i Hercegovina
*Dopisni autor: marko.tomas2020@gmail.com

Sazetak

Kemijska analiza tla klju¢na je za dobivanje visokih prihoda, odnosno racionalnu, profitabilnu
i u¢inkovitu primjenu agrotehnike, posebice gnojidbe, obrade, sjetve pa sve do zetve. U tom
smislu treba shvatiti da cjelovit 1 u€inkovit sustav kontrole plodnosti tla koji sustavno
prikuplja sve relevantne fizikalno-kemijske podatke o tlu, njegovoj plodnosti i koriStenju,
doprinosi boljoj raspodjeli mineralnih i organskih gnojiva, uklanjanju akutnih deficita
hranjiva, kemijskoj i fizikalnoj popravci tla, profitabilnijoj proizvodnji, odnosno ocuvanju i
podizanju efektivne plodnosti tla. Cilj ovog istraZzivanja bio je utvrditi pogodnost tala za
ratarsku proizvodnju na podrudju opéine Zepée. Na uzorcima tala uzetih s poljoprivrednih
povrSina na dubini do 30 cm provedene su laboratorijske analize osnovnih kemijskih
svojstava tla: pH tla, odredivanje zamjenjivog aluminija metodom po Sokolovu, supstitucijska
kiselost, kvalitativno odredivanje karbonata u tlu te hidroliticka kiselost. Osim osnovnih
agrokemijskih analiza, provedene su dodatne analize kojima je utvrdena koncentracija nitrita
(NO), nitrata (NO3), fosfata (PO,>) i koncentracija amonijevih iona (NH,") u vodenim
filtratima tala. Utvrdeno je da je u istraZivanim uzorcima na podruéju opéine Zepée prosjeéna
pH reakcija tla neutralna. Takoder je utvrdeno da su skoro sva tla bezkarbonatna ili imaju slab
udio karbonata, dok je zasi¢enost ionima najveca na tlima uz rijeku Bosnu.

Kljucne rijeci: Zepée, tlo, pH reakcija tla, metoda po Sokolovu
Uvod

Opéina Zepée smijestena je u sredisnjem dijelu Bosne i Hercegovine. Grani¢i s opéinama
Zenica, Maglaj i Zavidoviéi. Sesta je po veli¢ini opé¢ina u Zenitko-Dobojskoj Zupaniji i
zauzima povrsinu od 282 km?. Klima je umjereno kontinentalna s umjereno ostrim zimama i
toplim ljetima. Od ukupne povrsine opéine, na poljoprivredno zemljiste otpada 4.489 ha (slika
1). Ratarska zona se nalazi uz dolinu rijeke Bosne na 219 metara nadmorske visine. Cine je
plodna aluvijalno deluvijalna tla koja su izuzetno pogodna za razvoj poljoprivrede, a
obuhvacaju Zepacko polje, Orahovicko polje, Bistri¢ko polje, Lupoglavsko polje i Radovlje.
Od ukupnog broja stanovnistva i raspolozivog poljoprivrednog zemljiSta, prema procjenama,
na svakog stanovnika otpada 0,20 ha poljoprivrednog zemljista. Jedan od ograni¢avaju¢ih
¢imbenika postizanja visokih i stabilnih prinosa u poljoprivredi je smanjena produktivnost tla.
Budu¢i da poljoprivredni proizvodaci nemaju praksu obavljanja kemijske analize tla, kao i
neracionalno koristenje mineralnih gnojiva dovodi do smanjenja produktivnosti tla.
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Slikal. Ukupno poljoprivredno zemljiste op¢ine Zepée (Razvojna agencija Zepée, 2017.)
Figure 1. Total agricultural land of Zep¢e municipality (Razvojna agencija Zepce, 2017.)

Materijali i metode
Terenska istraZivanja

Terenska istrazivanja obuhvatila su prostor opéine Zepée. Na istrazivanom podrudju
uzorkovan je sloj tla do dubine od 30 cm na sedam lokacija, Orahovica, Gornje Ravne, Donje
Ravne, Ljubatovi¢i, Dubravica, Vrbica i dvoriite Katolickog $kolskog centra u Zepéu.
Lokacije Orahovica i dvoriste KSC-a spadaju u dolinu rijeke Bosne, a lokacije G. Ravne, D.
Ravne, Ljubatovi¢i, Dubravica i Vrbica spadaju u brdsko-brezuljkasto podruc¢je. Svaki
prosjecni uzorak tla tezio je 2 do 3 kg i sacinjen je od dobro izmijeSanih pojedina¢nih uzoraka
ravnomjerno uzetih s proizvodne povrSine do dubine 30 cm. Prikupljeni uzorci su oznaceni,
dopremljeni u laboratorij tj. kabinet kemije, ocCiS¢eni od primjesa, osuseni na sobnoj
temperaturi i prosijani kroz sito. Nakon usitnjavanja i prosijavanja provela se metoda
Cetvrtanja za svaki pojedini uzorak tla (slika 2).

Slika 2. Metoda Cetvrtanja
Figure 2. Quartering method
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Laboratorijska istrazivanja

Na uzorcima tala uzetih s poljoprivrednih povrSina na dubini do 30 cm provedene su
laboratorijske analize osnovnih kemijskih svojstava tla: pH tla (aktualna kiselost),
supstitucijska kiselost, odredivanje sadrzaja karbonata u tlu, hidroliticka kiselost i odreden je
zamjenjivi aluminij metodom po Sokolovu. Osim osnovnih agrokemijskih analiza, provedene
su dodatne analize kojima su odredeni fosfati, nitrati, nitriti i amonijevi ioni.

Osnovne kemijske analize uzoraka tla
Odredivanje pH reakcije tla

Reakcija tla, izrazena kao pH-vrijednost, pokazatelj je niza agrokemijskih svojstava tla vaznih
za svojstva tla. pH-vrijednost (aktualna kiselost) uzoraka tla odredena je elektrometrijski pH
metrom u suspenziji tla s destiliranom vodom, na nain da je u 25 mL destilirane vode
otopljeno 10 g tla. Odredena je i supstitucijska kiselost na sli¢an na¢in. U 25 mL 1 M KCl-a je
otopljeno 10 g tla, a mjerenje je izvrSeno na pH metru. Za interpretaciju rezultata
supstitucijske kiselosti koristene su grani¢ne vrijednosti prema Skori¢ (1982.) prikazane u
tablici 1.

Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti supstitucijske kiselosti u tlu (Skori¢, 1982.)
Table 1. Limit values of substitution acidity in soil (Skori¢, 1982)

Interpretacija Rezultat
jako kisela <45
Kisela 4,5-55
slabo kisela 5,5-6,5
neutralna 6,5-7,2
alkalna >7,2

Kvalitativno odredivanje karbonata

Ova metoda spada u kvalitativne kemijske metode kojom se utvrduje prisutnost karbonata i
intenzitet karbonatnosti tla, ali se ne dobiva to¢na vrijednost ukupnih karbonata izrazena u
postocima CaCOs. Uzorci tla prikazani su u slici 3.

Slika 3. Uzorci tla
Figure 3. Soil samples
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Tretiranjem tla 10 %-tnom klorovodi¢nom kiselinom (HCI) u prisutnosti karbonata dolazi do
pjenjenja i Sumljenja tla. l1zostanak reakcije tla pokazatelj je da se radi o tlu koje nije
karbonatno. Slabije pjenjenje i Sumljenje pokazatelj je slabe, a burna reakcija jake
karbonatnosti tla (Tablica 2).

Tablica 2. SadrZaj karbonata u tlu na osnovu kvalitativne analizev((vjoga, Slunjski, 2018.)
Table 2. Carbonate content in soil based on qualitative analysis (Coga, Slunjski, 2018)

Intenzitet reakcije Sadrzaj CaCO3; %
Vrlo slabo <1
Slabo 1-3
Jako i kratko 3-5
Jako i dugo >5

Odredivanje hidroliticke kiselosti tla

Za odredivanje hidroliticke kiselosti tla koriste se otopine alkalnih soli, uglavnom natrijev ili
kalcijev acetat. Princip metode zasniva se na reakciji ovih soli s tlom, odnosno vrsi se
zamjena H™ iona s alkalnim ionima acetata. Kao rezultat te zamjene u otopini se pojavljuje
octena kiselina ¢ija se koli¢ina odreduje s 0,1 M NaOH (JDPZ, 1966). Hidroliti¢ka kiselost
kao ukupna potencijalna kiselost tla odredena je ekstrakcijom 20 g tla s 50 mL 1 M natrijevim
acetatom kao alkalnom hidroliti¢kom soli pri ¢emu dolazi do zamjene kiselih H' i Als* iona
tla s alkalnim ionom Na" iz acetata. U navedenoj reakciji nastaje octena kiselina, pri emu je
kolic¢ina kiseline ekvivalentna koli¢ini vodikovih iona na adsorpcijskom kompleksu tla te se
utvrduje titracijom odnosno neutralizacijom nastale kiseline 0,1 M natrijevim hidroksidom.
Hidroliti¢ka kiselost izrazava se u cmol (+) kg'1 nezasi¢enosti adsorpcijskog kompleksa tla
alkalnim ionima. Vrijednost hidroliticke kiselosti tla koristi se za izraCunavanje kapaciteta
adsorpcije kationa 1 stupnja zasicenosti tla alkalijama, te je osobito vazna za odredivanje
potrebe u kalcizaciji.

Odredivanje zamjenjivog aluminija metodom po Sokolovu

Aluminij je tre¢i element po zastupljenosti u litosferi i sudjeluje u gradi sekundarnih minerala
gline. Postoje podaci o njegovom povoljnom utjecaju na rast i razvoj pojedinih biljnih vrsta,
no u zadnje vrijeme sve je viSe podataka koji ukazuju na njegov Stetan utjecaj. Toksi¢nost
aluminija smatra se glavnim ograni¢avajuc¢im faktorom poljoprivredne proizvodnje na kiselim
tlima (Skori¢, A., 1973). Pri smanjenju pH vrijednosti s 5,0 na 3,5 poveéava se topljivost
aluminijevih iona koji utjeCu na pristupacnost hranjiva posebice fosfora, kao i na rast korijena
(Martinovi¢, J., 1997). Odredivanje zamjenjivog aluminija ispitivanih tala je odredeno na
sljede¢i na¢in: 100 g tla je otopljeno u 250 mL 1 M KCl-a i homogenizirano sat vremena.
Nakon homogenizacije, smjesa tla i kalijeva klorida je proffiltrirana i 50 mL filtrata se
otpipetiralo u Erlenmeyerovu tikvicu i kuhalo 5 min. Nakon toga se dodalo nekoliko kapi
reagensa fenoftaleina i titriralo s 0,01M NaOH do pojave blijedo ruzicaste boje (slika 4).
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Slika 4. Obojenje reakcijske smjese
Figure 4. Staining of the reaction mixture

Odredivanje iona

Na rast i razvoj biljaka znatno utjece prisutnost i koli¢ina pojedinih iona suspendiranih u tlu.
Iz tog razloga se odredila koncentracija fosfata, nitrata, nitrita i amonijevih iona u ispitivanim
tlima. Koncentracija pojedinih iona utvrdila se na osnovi boje koja se dobila dodatkom
reagensa za svaki pojedini ion u otopini tla. Za probu koristen je uzorak tla sa lokaliteta
Dubravica. Kako bi se utvrdio najbolji intenzitet reakcije tj. postupak koji ¢e dati najbolji
rezultat, provela su se dva nacina ekstrakcije. U oba slucaja otopilo se 20 g tla u 50 mL
destilirane vode. U prvom slucaju uzorak se promuckao i profiltrirao, a u drugom slucaju se
prije filtracije uzorak prvo prokuhao 5 min, pa zatim filtrirao do bistrog filtrata (slika 5). Za
svako ispitivanje iona koristilo se 5 mL filtrata i postupak se ponovio 3 puta za svaki pojedini
uzorak tla i izracunala se srednja vrijednost.

Slika 5. Filtracija
Figure 5. Filtration
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Rezultati i rasprava

U ovom radu analizirana su osnovna agrokemijska svojstva tla na sedam lokaliteta s podrucja
Opéine Zep&e. Rezultati analiza osnovnih agrokemijskih svojstava tla koriste se za procjenu
plodnosti tla i za utvrdivanje potreba gnojidbe tla. pH-vrijednost tala na podruéju opéine
Zepée kreéu se od blago alkalne do jako kisele vrijednosti. Bitno je istaknuti da su uzorci
prikupljeni u dolini rijeke Bosne imali viSu pH-vrijednost od onih uzetih na brdsko-
brezuljkastom reljefu. pH-vrijednost je jako bitna za raspolozivost hranjiva u tlima, a samim
time i na ucinkovitost i primjenu gnojiva. S obzirom na ocekivani veliki utjecaj pH-
vrijednosti tla na pristupacnost hranjiva u istrazivanim tlima, utvrdena je aktualna i
supstitucijska kiselost tla (slika 6). Aktualna reakcija (pH H20) analiziranih tala kretala se od
4,99 na lokalitetu Vrbica do 7,43 na lokalitetu G. Ravne, dok se izmjenjiva reakcija (pH KCI)
analiziranih tala kretala od 4,03 do 6,79 pH jedinica (slika 6). Aktualna pH-vrijednost tla s
brdsko-brezuljkastih lokacija imala je utvrdene vrijednosti od 4,99 do 7,43, uz prosje¢nu
vrijednost od 6,36 pH jedinica. Izmjenjiva pH reakcija analiziranih brdsko-brezuljkastih tala
kretala se od 4,03 do 6,40, uz utvrdenu prosjec¢nu vrijednost od 5,09 pH jedinica. Aktualna pH
reakcija tala iz doline rijeke imala je vrijednosti od 7,21 do 7,27 uz prosjek od 7,24 pH
jedinica, dok je izmjenjiva reakcija istih analiziranih tala imala raspon od 6,18 do 6,79 pH
jedinica uz prosje¢nu vrijednost od 6,48 (Tablica 3).

Aktualna i supstitucijska kiselost istrazivanih tala
8,0

7,27 7,22 7,43 7,21
79
7,0 :
) 6,39 ,40
6,08 5 ,18
60 5,7 -
4,99
50 +— iy} , I
- ,03
1 __ mH20
= 4,0
Kcl
3,0 — —
2,0 — —
1,0 +— —
0,0 -
1 2 3 4 5 6 7

Slika 6. Usporedni prikaz aktualne i supstitucijske kiselosti tla
Figure 6. Comparative approach of actual and substitution soil acidity

Prema utvrdenim vrijednostima (slika 7) supstitucijske kiselosti istrazivani uzorci tla nalaze
se u Sirokom rangu kiselosti. Utvrdeno je da 14 % istraZivanih tala pripada grupi jako kiselih
tala s utvrdenim vrijednostima ispod 4,5 pH jedinica. U grupi Kiselih tala pripada 29 %
istrazivanih tala, a 43 % istrazivanih tala pripada grupi slabo kiselih tala. Samo 14 %
ispitivanih tala pripada grupi neutralnih tala. Prema analizama Poljoprivrednog zavoda op¢ine
Zepée, pH zemljista u dolini rijeke se kreée od kiselog do blago alkalnog, dok je pH u
brezuljkasto brdskom reljefu blago kisela, §to je slicno rezultatima ovog istrazivanja (slika 8).
Ukupni karbonati su odredeni kvalitativno Sto znaci da nije odreden toCan postotak karbonata
na ispitivanim tlima.
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Sadrzaj karbonata se i3¢itao iz tablice 2 (Coga, L., Slunjski, S., 2018) na osnovu intenziteta
reakcije. Kod bezkarbonatnih uzoraka utvrdena je hidroliticka kiselost tla, a kao grani¢na
vrijednost se uzima njen iznos veéi od 4 cmol/kg tla (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1998.), sto
znaCi da se na istrazivanim lokalitetima kalcizacija moze preporuciti kao obavezna
agrotehnicka mjera popravka tla.

Tablica 3. Srednje vrijednosti pH prema istrazivanim lokalitetima
Table 3. Mean pH values according to the investigated localities

pH Srednja
vrijednost
pH (H20) svi uzorci 6,61
pH (H,0) (brdsko brezuljkasti) 6,36
pH (H20) (dolina rijeke) 7,24
pH (KCI) svi uzorci 5,49
pH (KCI) (brdsko brezuljkasti) 5,09
pH (KCI) (dolina rijeke) 6,48

Zastupljenost uzoraka prema supstitucijskoj
kiselosti tla

slabo kisela
43%

Slika 7. Postotni udio uzoraka prema supstitucijskoj kiselosti tla
Figure 7. Percentage of samples according to soil substitution acidity

Slika 8. pH-vrijednost tala u Bosni i Hercegovini (FAO, 2011)
Figure 8. pH-value of soils in Bosnia and Herzegovina (FAO, 2011)
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S obzirom da analizirana tla pokazuju uglavnom neutralnu ili slabo kiselu reakciju nema
potrebe za znaCajnijim agrotehnickim mjerama, osim na pojedinim lokalitetima (Vrbica i
Dubravica) na brezuljkasto brdskom krajoliku, gdje bi kalcizacija poboljSala pH reakciju tla.
Kalcizacija je agrotehni¢ka mjera koja moZe izazvati promjene u raspolozivosti hranjiva,
posebno fosfora i teSkih metala, pa se ona mora provoditi pazljivo. Pozeljno je postupno
utjecati na promjenu pH tla, jer nagla promjena mijenja uvjete (bioloSko-fizi¢ko-kemijska
svojstva tla), Sto onda zahtjeva meliorativne doze mineralnih gnojiva, prvenstveno fosfora i
mikroelemenata, te unoSenje vecih koli¢ina organskih gnojiva (Loncari¢i¢ 1 sur., 2015). Na
osnovi podataka iz slike 9 mozZe se zakljuditi da su tla na prostoru Opéine Zepée veéinom
bezkarbonatna do slabo karbonatna.

Postotni udio uzoraka prema karbonatnosti

M Bezkarbonatna 57% 1 Slabo karbonatna 43%

Slika 9. Postotni udio uzoraka prema karbonatnosti
Figure 9. Percentage of samples by carbonate

Na temelju dobivenih podataka (slika 10) koji se izrazavaju u mgAI**/100g tla zaklju¢ujemo
da je na lokalitetu 7 tj. u dvoristu KSC-a najmanja koncentracija aluminija i iznosi 0,54, a na
lokalitetu 2 (Orahovica) najveca koncentracija aluminija sa vrijednos¢u od 7,20. Na osnovu
podataka dobivenih tijekom mjerenja koncentracije aluminija u tlima, zaklju¢ujemo da je
koncentracija aluminija u ispitivanim tlima relativno niska. 1znimka je lokalitet Orahovica
koji pokazuje znacajniju koncentraciju aluminija u odnosu na ostala ispitivana tla. Povecana
koncentracija aluminija moze biti posljedica povremenog izlijevanja rijeke Bosne iz svog
korita na ispitivanu povrSinu ¢ime Cestice aluminija zaostaju u tlu. Podatak koji potvrduje
prethodnu recenicu jest i poveéana koncentracija ispitivanih iona na istom lokalitetu. Dodatni
razlog povecane koncentracije aluminija moze biti i blizina prometnice jer ispusni plinovi
dizelskih motora u sebi sadrze Cestice aluminija koje se taloze na tlo. Koncentracija pojedinih
iona utvrduje se na osnovu boje koja se dobije dodatkom reagensa za svaki pojedini ion u
filtrat tla (slika 11). Za probu koristen je uzorak tla iz lokaliteta Dubravica. Uzorak koji je
koriSten u probi pokazao je da je najbolji intenzitet reakcije i pokazatelj prisutnosti pojedinih
iona onaj koji je prokuhan. To mozemo vidjeti i po obojenosti otopine na slici 12.
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Slika 10. Prikaz koncentracije zamjenjivog aluminija u ispitivanim tlima
Figure 10. Representation of the concentration of replaceable aluminum in the tested soils

Slika 11. Obojenost filtrata tla nakon dodatka reagensa za pojedini ion
Figure 11. Coloration of soil filtrate after addition of reagent for each ion

Slika 12. Prikaz koncentracije NH;" iona u neprokuhanom — lijeva boca

I prokuhanom uzorku — desna boca

Figure 12. Display of NH;" ion concentration in unboiled - left bottle

and boiled sample - right bottle
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Nakon utvrdivanja postupka, napravljeno je ispitivanje koncentracije fosfata, nitrita, nitrata i
amonijevih iona. Koncentracije iona izraZzene su u mg/L i prikazane su u tablici 4. Utvrdena je
najmanja koncentracija fosfata na lokalitetu 3 i iznosi 0,2 mg/L, a najveca na lokalitetu 2 i
iznosi 1,5 mg/L. Koncentracija amonijevih iona je najveca na lokalitetu 2 1 iznosi 3 mg/L, a
najmanja na lokalitetu 6 i iznosi 0,5 mg/L. Najveca koncentracija nitrata iznosi 120 mg/L na
lokalitetu 2, a najmanja 4 mg/L na lokalitetu 3. Koncentraciju nitritnih iona nije bilo moguce
utvrditi kod svih uzoraka jer je obojenost pojedinih uzoraka premasivala skalu. Od utvrdenih
koncentracija najveca je na lokalitetu 1 1 iznosi 0,5 mg/L, a najmanja na lokalitetu 7 i iznosi
0,01 mg/L. Ispitivanjem je utvrdeno da je lokalitet 2 (Orahovica) najbogatiji ispitivanim
ionima, a lokalitet 3 (Ljubatovi¢i) najsiromasniji s ispitivanim ionima.

Tablica 4. Koncentracije pojedinih iona u istrazivanim filtratima tala
Table 4. Concentrations of individual ions in the investigated soils filtrates

Red. lokalitet NH,*, mg/L PO, mg/L  NOs, mg/L NO,", mg/L

br.

1 Vrbica 1 0,7 70 0,5

2 Orahovica 3 15 120 Prekoncentrirani
uzorak

3 Ljubatoviéi 0,9 0,2 4 0,07-0,1

4 D.Ravne 0,7 0,4 50 0,3

5 Dubravica 0,8 0,5 40 Prekoncentrirani
uzorak

6 G.Ravne 0,5 0,3 90 Prekoncentrirani
uzorak

7 KSC 1,5 0,4 20 0,01

/ Srednja 1,2 0,57 56,28 /

vrijednost
Zakljudci

Na temelju provedenog istrazivanja i utvrdenih rezultata moze se zakljuciti kako istrazivana
brezuljkasto-brdska tla pokazuju ograni¢enja koja u odredenoj mjeri odreduju produktivnost
tla za ratarsku proizvodnju na podru¢ju opéine Zepde. Poboljianje svojstava tla moguée je
posti¢i melioracijskim zahvatima koji uklju¢uju dubinsko rahljenje tla, gnojidbu organskim
gnojivima odnosno humizaciju, kalcizaciju te meliorativnu gnojidbu fosforom i kalijem. Tlo
uz rijeku Bosnu (Zepacka polja) pokazuje najbolja svojstva za poljoprivrednu proizvodnju i
nije potrebno provoditi znacajnu gnojidbu. Na osnovu svih dobivenih podataka tijekom
analize i uzimajuc¢i u obzir odredene melioraijske zahvate, te geografski polozaj i klimu, na
podruéju opéine Zepée je moguée proizvoditi sljedeée kulture:

- Voce: jabuka, §ljiva, kruska, malina, kupina, ljeSnjak, aronija

- Povrtne kulture: paprika, raj¢ica, grah, krastavac, luk, $pinat

- Ratarske kulture: pSenica, je€am, kukuruz, krumpir
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Chemical analysis of soil in the municipality of Zep&e
(Bosnia and Herzegovina)
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*Corresponding author: marko.tomas2020@gmail.com

Summary

Chemical analysis of the soil is crucial for obtaining high incomes, i.e. rational, profitable and
efficient application of agricultural techniques, especially fertilization, cultivation, sowing and
harvest. Concerning that, it should be understood that a comprehensive and effective soil
fertility control system systematically collects all relevant physicochemical data on soil; its
fertility and use; contribution to the better distribution of mineral and organic fertilizers;
elimination of acute nutrient deficiencies; chemical and physical soil repair; profitable
production; i.e. preservation and rising of effective soil fertility. The aim of this research was
to determine the suitability of soil for field production in the municipality of Zepée.
Laboratory analyses of basic soil chemical properties were performed on soil samples taken
from agricultural areas at depth up to 30 cm: soil pH, determination of replaceable aluminium
by the Sokolov method, substitution acidity, qualitative determination of carbonates in soil
and hydrolytic acidity. In addition to basic agrochemical analyses, additional analyses were
performed to determine the concentration of nitrites (NO,), nitrates (NO3), phosphate (PO,*)
and concentration of ammonium ions (NH,") in aqueous soil filtrates. It was established, in
analysed samples of the municipality of Zepce, that the average pH reaction of the soil is
neutral. It was also determined that almost all types of soils are carbonate-free or have low
carbonate content, while ion saturation is highest in soils along the Bosna River.

Keywords: Zepée, soil, soil pH reaction, Sokolov method
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Ispitivanje kvalitete paste za zube od zelene gline

Sandra Jozinovi¢, Zoran Juri¢, Ivona Pranji¢, Slavica Juki¢*

Katolicki skolski centar ”Don Bosco”, Opca gimnazija,
Stjepana Radica b.b., 72230 Zepce, Bosna i Hercegovina
*Dopisni autor: slavica.perkovic7l@gmail.com

Sazetak

Cilj ovog rada bio je dobiti proizvod koji ne sadrzi Stetne kemikalije, a moze ukloniti zubni
plak, inhibirati rast mikroorganizama i osigurati svjez dah. Pasta za zube pripremljena za ovu
analizu sadrzi zelenu glinu i druge prirodne sastojke poput hidrolata kadulje i etericnog ulja
Cajevca. Zelena glina sadrzi prirodne i netretirane nutrijente koji djeluju remineralizirajuce 1
detoksiraju¢e te podiZzu imunitet organizma. Sinergijom kadulje 1 Cajevca dobiva se proizvod
moc¢nog antibakterijskog i protuupalnog djelovanja. Kvaliteta ispitivane paste utvrdena je
mikrobioloSkom analizom prema Pravilniku o analizi sredstava za odrzavanje osobne higijene
(,,SI. List SFRJ*, br. 46/83), te recenzijom koju su dali u¢enici nase skole.

Kljucne rijeci: pasta za zube, zelena glina, mikrobioloska analiza

Uvod

Pasta za zube je jedan od najvaznijih proizvoda za odrZavanje oralne higijene. Osnovna
namjena zubne paste je uz pomo¢ mehanickog djelovanja Cetkice za zube, ukloniti zubni plak,
eliminirati Stetne bakterije iz usta te aromatizirati dah (Herenda, 2019). Osim navedenih
namjena zubne paste, cilj ovog rada bio je i napraviti prirodnu pastu za zube bez Stetnih
jednim od najvec¢ih otkri¢a 20. stolje¢a u dentalnoj medicini. lako pomaZze u borbi protiv
karijesa, vece koliCine fluora mogu biti vrlo opasne za zdravlje 1 uzrokovati oStecenje zuba
(Verazik i sur., 2007). Bioloska ispitivanja dokazuju kako su fluoridi vrlo Stetni za ¢ovjekovo
zdravlje i mogu remetiti funkcije u covjekovom organizmu (Linéir i sur., 1992). Prekomjerne
koli¢ine fluora u pasti za zube uzrokuju trajne promjene i na zubima u obliku bijelih mrlja.
Zbog ovog rizika u ispitivanoj pasti se nastojalo naéi prirodno rjeSenje za remineralizaciju
zubne cakline. Prirodna pasta za zube koja je bila predmet istrazivanja u ovom radu izradena
je od zelene ventilirane gline, kalcijevog karbonata, sode bikarbone, hidrolata kadulje,
glicerola i eteri¢nog ulja cajevca.

Zelena glina sadrzi korisne minerale (magnezij, kalcij i silicij) koji pomazu u remineralizaciji
zubne cakline (Elmore, 2018). Kad bakterije i drugi mikroorganizmi napadnu vanjsku
povrsinu zuba, oni razgraduju zubnu caklinu bogatu mineralima. Minerali u slini pomazu u
obnovi cakline kako bi se sprijecilo propadanje zuba. Minerali u zelenoj glini predstavljaju
osnovu za ovu remineralizaciju (Elmore, 2018). Tako zelena glina zapravo moze pomoci u
zacjeljivanju manjeg karijesa i oSteCene cakline. Zelena glina je poznata i po svom
detoksiraju¢em djelovanju. Molekule zelene gline nose negativni elektri¢ni naboj, dok toksini
1 necistoce (virusi, paraziti, gljivice, bakterije itd.) nose pozitivan naboj (Elmore, 2018).
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Negativno nabijene Cestice gline veZu s pozitivno nabijenim Cesticama toksina i necistoca.
Slijedom toga, glina neutralizira bakterije 1 druge necisto¢e iz usta i povrSine zuba. Na taj
nacin poboljSava cjelokupno oralno zdravlje, kao i1 uklanjanje neugodnog zadaha. Minerali u
zelenoj glini neutraliziraju i kiseline koje oslabljuju zubnu caklinu. Struktura Cestica gline
izvrsna je 1 u poliranju zubi. Ove Cestice njezno procis¢avaju povrSinu zuba bez grubih
abraziva koji oSte¢uju zubnu caklinu (Herenda, 2019). Osim zelene gline, kalcijev karbonat
ima njeznu abrazivnu ulogu u struganju naslaga sa zubi i inhibiranju rasta mikroorganizama.
U kombinaciji s ribanjem cetkice kalcijev karbonat Cisti povr§inu zuba. Visenamjenska soda
bikarbona je pogodno sredstvo za higijenu usne Supljine zbog ostrine kristali¢a. Prirodno je
rjeSenje za izbjeljivanje zubi 1 pomaZe u sprjeCavanju krvarenja desni i otklanjanju kamenca
(Brzi¢ i sur., 2018). Glicerinova najvaznija uloga jest ovlazivanje paste. Kadulja je biljka
nevjerojatno Sirokog spektra djelovanja. Ima snazno protuupalno, antivirusno, antibakterijsko
1 protugljivicno djelovanje (Narayanan i sur., 2015). Ljekovita kadulja svojim djelovanjem
smiruje i lijeci upalu. Sadrzi supstance koje ubrzavaju zacjeljivanje rane. Lijeci afte, ranice u
ustima 1 sprjecava naticanje i1 krvarenje desni. Zasluzna je za oporavak gingive i ucvrs¢avanje
zubi. Eteri¢no ulje Cajevca ima antisepticko i1 antibakterijsko djelovanje te zbog toga pridodaje
svjezem dahu nakon pranja zubi i produljuje rok trajanja pasti za zube (Herenda, 2019).

Materijali i metode

Zadatak ovog rada bio je napraviti pastu za zube od prirodnih sastojaka (Tablica 1), ispitati
mikrobiolosku Cistocu proizvoda i misljenje korisnika.

Tablica 1. Sastojci za izradu paste za zube
Table 1. Ingredients for production of the toothpaste

Sastojci m (uzorka) / g
Zelena ventilirana glina, Argital, Italija 20
Kalcijev karbonat, Mayam, Rumunjska 40
Soda bikarbona, Encian, Hrvatska 1
Hidrolat kadulje, vlastita proizvodnja 20
Glicerol, Mayam, Rumunjska 18
Eteri¢no ulje ¢ajevca, Dietpharm, Hrvatska 2 kapi

Postupak izrade paste za zube
Prilikom priprave proizvoda koriStena je zaStitna maska i rukavice. Alkoholom je

dezinficirana radna povrSinu, posude i pribor. Odvagana zelena glina i1 kalcijev karbonat
izmijeSani su u tarioniku (slika 1).
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Slika 1. Priprava paste za zube od zelene gline
Figure 1. Preparation of green clay paste

U drugoj posudi izmijeSani su glicerol, hidrolat kadulje i soda bikarbona. Soda bikarbona
otopljena je u vodenoj kupelji. Tekuca faza ulivena je u smjesu krutih tvari i mijeSana do
odgovarajuce konzistencije. Gotova pasta prenesena je u odgovarajuc¢u ambalazu (slika 2.).

Slika 2. Pasta za zube od zelene gline
Figure 2. Green clay toothpaste

Mikrobioloska analiza paste za zube

Zdravstvena ispravnost ovog proizvoda utvrdena je mikrobioloSkom analizom koja je
provedena na Institutu za zdravlje i sigurnost hrane u Zenici (Bosna i Hercegovina), prema
metodama za odredivanje mikrobioloske ispravnosti sredstava za odrzavanje osobne higijene,
njegu i uljepSavanje lica i tijela (Pravilnik ,,SI. List SFRJ“, br. 46/83). Ispitivani su
mikroorganizmi: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Proteus, te je odreden ukupan broj mezofilnih acorobnih bakterija i gljiva.

Odredivanje prisutnosti, izolacija i identifikacija mikroorganizama

Uzorak se priredio tako Sto se iz originalnog uzorka (10 g u 100 mL) uzeo 1 mL i otpipetirao
u 9 mL sterilne fizioloSke vode.
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1. Odredivanje ukupnog broja mezofilnih aerobnih bakterija i ukupnoq broja kvasaca i spora
plijesni

U cetiri Petrijeve zdjelice otpipetirano je po 1 mL od svakog pripremljenog razrjedenja i
odmah je u dvije dodano po 15 mL otopljenog i na temperaturi od 40 do 45 °C ohladenog
hranjivog agara. Za uzgoj bakterija, uzorci su inkubirani dva dana na temperaturi od 35 do
37 °C, a zatim joS dva dana na temperaturi od 20 do 25 °C. U druge dvije Petrijeve zdjelice
dodano je po 15 ml Sabouraud maltoznog agara, ohladenog na temperaturi od 40 do 45 °C i
dobro promijesano. Nakon §to je podloga ocvrsnula, zdjelice su inkubirane pet dana na
temperaturi od 24 do 26 °C za uzgoj gljiva (plijesni i kvasci).

Poslije inkubacije, izbrojane su izrasle kolonije, za koje je utvrdeno da su bakterije, odnosno
ili iz nakupine pojedinacnih bakterijskih stanica. Radi usporedivosti rezultata, dogovorom je
usvojeno da svaka kolonija predstavlja jednu bakterijsku stanicu. Tako se broj
mikroorgnizama u uzorku izraCunava na osnovi broja poraslih kolonija prema formuli
(Volner, Z., 2008), jednadzba (1):

n

C=—7 (1)
Sxd

¢ — koncentracija, CFU/mL

n — broj kolonija

S — volumen prenesen na hranjivu podlogu

d — faktor razrjedenja

Dobivena vrijednost predstavlja ukupan broj mezofilnih aerobnih bakterija, odnosno ukupan
broj kvasaca i plijesni u 1 g (1 mL) uzorka.

2. 1zoliranje i identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka

Otpipetiran je 1 mL pripremljenog razrjedenja 10 u 9 mL slanog bujona sa 10 %-nim
natrijevim kloridom i inkubiran 24 do 48 sati na temperaturi od 35 do 37 °C. Poslije
inkubacije, sterilnom mikrobioloSkom ezom je precijepljen na povrSinu ETGP agara po Baird
Parkeru. Zasadene podloge inkubirane su 24 do 48 sati na temperaturi od 35 do 37 °C. lzrasle
kolonije, karakteristicne za koagulaza pozitivne stafilokoke, provjerene su na sposobnost
koaguliranja plazme, odnosno na prisutnost fermenta koagulaze.

3. Izoliranje i identifikacija Pseudomonas aeruginosa

Otpipetiran je 1 mL razrjedenja 10 u 9 mL hranjivog bujona i inkubiran 24 do 48 sati na
temperaturi od 35 do 37 °C. Poslije inkubacije, precijepljen je mikrobioloSkom sterilnom
ezom na povrsinu Cetrimid agara. Podloga je inkubirana 24 sata na temperaturi od 35 do 37
°C. Sumnjive kolonije testirane su na prisustvo citrokrom-oksidaze. Kolonije s pozitivnim
oksidaznim testom precijepljene su na podlogu za odredivanje pigmenata piocijanina King A i
fluorescina King B i na kosi agar. Podloge King A i King B inkubirane su 24 sata na
temperaturi 37 °C u termostatu, a kosi agar 24 sata na 42 °C u vodenoj kupelji.
Karakteristi¢ne reakcije ukazuju na prisustvo bakterije Pseudomonas aeruginosa.
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4. Izoliranje i identifikacija Escherichia coli

Jedan mililitar razrjedenja 10™ otpipetiran je u epruvete s Durhamovim cjev&icama i S
brilijantzelenim laktoza zu¢nim bujonom. Epruvete su inkubirane 24 do 48 sati na temperaturi
44 °C. Stvaranje plina u Durhamovim cjev¢icama poslije 24 do 48 sati oznacava kako je u
podlozi doSlo do porasta Escherichie coli. 1z epruveta s pozitivhim rastom, sadrzaj je
sterilnom mikrobioloSkom ezom precijepljen na povrsinu ljubicasto-crvenog zu¢nog agara ili
eozin-metilen-plavog agara i inkubiran 24 do 48 sati na temperaturi 44 °C. Karakteristi¢ne
laktoza pozitivne kolonije precijepljene su na dvostruki Secer po Kligeru i inkubirane 18 do
24 sata na temperaturi 35 do 37 °C. Kulture svojstava karakteristi¢nih za Escherichiu coli
identificirane su kratkim biokemijskim nizom. Kulture su precijepljene na peptonsku vodu za
indol, podlogu za ureu, podlogu za izvodenje MR (Metil red) i VP (Voges-Proskauer) ogleda i
podlogu za dokazivanje koriStenja citrata po Simonsu. Podloge su inkubirane 24 do 48 sati na
temperaturi 35 do 37 °C. Karakteristi¢ne reakcije ukazuju na prisustvo Escherichia coli.

5. Izoliranje i identifikacija Proteus vrsta

Otpipetiran je 1 mL razrjedenja 10™ u 9 mL hranjivog bujona i inkubiran 18 do 24 sata na
temperaturi 35 do 37 °C. Poslije inkubacije, na povrSinu SS agara i brilijantzelenog agara
mikrobioloSkom sterilnom ezom je precijepljena izrasla kultura i inkubirana 18 do 24 sata na
temperaturi 35 do 37 °C. Karakteristicne kolonije precijepljene su na dvostruki Secer po
Kligleru i inkubirane 18 do 24 sata na temperaturi 35 do 37 °C. Kulture s dvostrukog Secera,
osobina karakteristicnih za Proteus, identificirane su dalje kratkim biokemijskim nizom.
Karakteristicne reakcije ukazuju na prisustvo Proteus vrsta.

Rezultati i rasprava
Rezultati mikrobioloske analize

Rezultati mikrobioloSke analize ispitivane paste za zube pokazali su kako odredivani
mikroorganizmi nisu prisutni ili su zastupljeni u minimalnim koli¢inama koje ne mogu
prouzro€iti nikakve zdravstvene probleme. Odsutnosti patogenih mikroorganizama u
ispitivanoj pasti zasigurno su doprinijeli, osim zelene gline, i eteri¢no ulje ¢ajevca i hidrolat
kadulje koji imaju dokazanu antimikrobnu aktivnost. Najpoznatije 1 najceSce koriSteno
antimikrobno svojstvo eteri¢nih ulja je njihovo antibakterijsko djelovanje za koje su zasluzni
fenolni spojevi (Burt, 2004). Uocena je manja osjetljivost gram-negativnih bakterija na
djelovanje etericnih ulja u odnosu na gram-pozitivne bakterije budué¢i da gram-negativne
bakterije posjeduju hidrofilni lipopolisaharidni omota¢ koji ogranicava difuziju hidrofobnih
spojeva (Burt, 2004). Osim antibakterijskog djelovanja etericnih ulja poznata je i njihova
antifungalna aktivnost (Burt, 2004). Kod plijesni dolazi do naruSavanja strukture stani¢ne
membrane, blokiranja njezine izgradnje te inhibiranja klijanja spora, rasta micelija i stani¢nog
disanja Sto dovodi do smrti stanice (Harris i sur., 2002).

Eteri¢na ulja su smjese tvari razli¢itih mehanizama djelovanja, zbog toga bakterije jo§ uvijek
nisu uspjele razviti rezistenciju na eteri¢na ulja za razliku od antibiotika. Hidrolati su vodene
mase koje zadrzavaju sli¢na molekulska svojstva kao i ulje, i za razliku od njih topiva su u
vodi. Sinergijom hidrofobnih eteri¢nih ulja i hidrofilnih hidrolata znacajno je ucinkovitija
borba protiv svih vrsta mikroba.
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Fenolni spojevi, poput karvakrola i timola, koji se nalaze u hidrolatu kadulje, prepoznati su
kao jaka antibakterijska sredstava (Lambert i sur., 2001). Timol je takoder poznat i po
antifungalnim svojstvima (Morcia i sur., 2012).

Tablica 2. Rezultati mikrobioloske analize paste za zube
Table 2. Results of microbiological analysis of toothpaste

Mikroorganizam Jedinica mjere Rezultat ispitivanja Referentna
vrijednost
E. coli 0,19/ odsutna odsutna
Ukupan broj gljiva 19/ <10 100
Pseudomonas aeruginosa 0,19/l odsutna odsutna
Staphylococcus aureus 0,19/ odsutna odsutna
Proteus 0,19/l odsutna odsutna
Ukupan broj bakterija g/l <1 1000

Recenzija korisnika

Zadnji dio istrazivackog rada bio je recenzija korisnika, odnosno potrosaca (slika 3). Za svaki
proizvod, pa tako i za prirodnu pastu za zube, najvazniji kriterij je upravo ocjena korisnika i
njihovo misljenje o koriStenom proizvodu. U anketi od pet pitanja sudjelovalo je 30 ispitanika
te je dobiveno opcenito misljenje o ovoj zubnoj pasti. Ispitanici su bili razli¢ite Zivotne dobi, s
razli¢itim Zivotnim navikama, ali i problemima i stanjima zubi.
Dobiveni su sljedeci rezultati:
1. pitanje: Jeste li zadovoljni proizvodom i rezultatom nakon koristenja: 82 % korisnika je
odgovorilo s da, 6 % s ne i s djelomi¢no njih 12 %.
2. pitanje: Je li zubna pasta pomogla ili ublazila problem, odnosno stanje koje imate:
vecina korisnika je rekla kako je pasta potpuno ili djelomi¢no pomogla rjeSavanju njihovih
problema.
3. pitanje: Na [jestvici usporedite ispitivanu pastu za zube s pastama koje inace kupujete i
koriste. Otkriveno je kako 80 % korisnika preferira prirodnu pastu za zube.
4. pitanje: Bi li preporucili prirodnu pastu svojim bliznjima: 94 % korisnika dalo je
pozitivan odgovor.
5. pitanje: Planirate li nastaviti koristiti prirodnu pastu za zube, gotovo 90 % korisnika je
odgovorilo kako Zele koristiti upravo ovu pastu.
Na kraju ankete, korisnici su mogli dati svoj osobni komentar ili posebno misljenje oko
ispitivane paste. Sumiranjem komentara dobivena je informacija da velika vecina korisnika
zeli koristiti i druge prirodne proizvode poput ispitivane paste na svakodnevnoj bazi.
Ispitivana pasta jako dobro ¢isti, izbjeljuje zube te osigurava svjeZi dah, te je ekoloski
prihvatljiva, te pogodna za koristenje i kod male djece.
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Slika 3. Rezultati ankete
Figure 3. Survey results

Zakljudci

Na temelju rezultata dobivenih ispitivanjem kvalitete paste za zube od zelene gline mogu se
donijeti sljedeci zakljuccei:

Mikrobioloskom analizom prirodne paste za zube utvrdeno je kako je ista zdravstveno
ispravna za oralnu primjenu

Rezultati mikrobioloske analize takoder potvrduju ¢injenicu kako odabrani sastojci
kao S§to su zelena glina, hidrolat kadulje i etericno ulje ¢ajevca imaju snazno
antimikrobno svojstvo

Rezultati ispitivanja korisnika proizvoda govore kako je vecina ispitanika zadovoljna i
planira i dalje koristiti ispitivanu pastu za zube

Ispitivanjem korisnika moze se zakljuciti kako su ispitanici zainteresirani i Zele
koristiti i druge prirodne proizvode, koji su svakako zdravija i kvalitetnija alternativa
proizvodima koji se inace kupuju i koriste na svakodnevnoj bazi

Potrebno je istraziti Sto viSe prirodnih proizvoda kako bi se o¢uvao okoli§ od Stetnih
kemikalija te smanjilo Sirenje patogenih organizama koji postaju sve veca prijetnja za
covjecanstvo
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Testing the quality of green clay toothpaste

Sandra Jozinovi¢, Zoran Juri¢, Ivona Pranji¢, Slavica Juki¢*

Catholic School Center "Don Bosco" Technical and Craft School,
Stjepana Radica bb, 72230 Zepce, Bosnia and Herzegovina
*Corresponding author: slavica.perkovic71@gmail.com

Summary

The aim of this work was to obtain a product that does not contain harmful chemicals, can
remove dental plaque, inhibit the growth of microorganisms and provide fresh breath. The
toothpaste prepared for this analysis contains green clay and other natural ingredients such as
sage hydrolate and tea tree essential oil. Green clay contains natural and untreated nutrients
that have a remineralizing and detoxifying effect. It also increases the body's immunity. The
synergy of sage and tea tree produces a product with powerful antibacterial and anti-
inflammatory effects. The quality of the tested paste was determined by microbiological
analysis according to the Ordinance on the analysis of personal hygiene products (,,SI. List
SFRJ“, n. 46/83) and the review given by the students of our school.

Keywords: toothpaste, green clay, microbiological analysis
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Uzorkovanje i analiza bunarskih voda

Kristina Nikoli¢, Purdevka Pecikozi¢*

Tehnicka skola Nikole Tesle Vukovar, Blage Zadre 4, HR - 32010 Vukovar
*Dopisni autor: djurdjevka.pecikozic@yahoo.com

Sazetak

Voda je oduvijek imala vazno mjesto u svakodnevnom zivotu ¢ovjeka. Kako u drustvenom,
tako 1 u kulturnom razvoju covje€anstva kroz povijest. Bunari su iskopine ili busotine kreirane
u zemlji kopanjem, probijanjem ili buSenjem kako bi se pristupilo podzemnim vodama
odnosno izdanima. Kakvo¢a podzemnih voda ovisi o prirodnim karakteristikama kao i
antropogenim utjecajima. Prije izgradnje javnih vodoopskrbnih sustava bunari su bili glavni
izvor pitke vode u naseljima i znacili su zivot. Danas su bunar spomenici pitke vode i ukras
dvorista, a poneki se joS Kkoristi za pranje ili zalijevanje vrtova. Cilj rada je izmjeriti pH-
vrijednost, elektriénu provodnost, koncentraciju NH4' iona, mutnoéu i ukupnu tvrdoéu
uzoraka vode iz bunara u Vukovarsko-srijemskoj i Osjecko-baranjskoj zupaniji. Mjerenja su
radena multimetrom HQ40d, Hack primjenom odgovarajucih sondi, turbidimetrom 2100Qis,
Hack i digitalnim TDS Metar testerom. Rezultati mjerenja pokazuju da su bunarske vode
tvrde do vrlo tvrde. Specifi¢na elektricna provodnost je veca nego §to je slucaj kod obradene
pitke vode, mutnoca je ispod maksimalne dozvoljene granice 4 NTU (NN 125/2013), a
koncentracija amonijevih iona je u svim ispitivanim uzorcima iznad maksimalno dozvoljene
granice od 0,5 mg/L (NN 125/2013).

Kljucne rijeci: bunari, podzemne vode, kruzenje vode, onecis¢enje
Uvod

Voda je vrlo vazan uvjet Zivota ¢ovjeka, biljaka i Zivotinja (Ivos, 1953), najzastupljenija je
tvar u prirodi, na Zemlji nalazi se u tri agregacijska stanja: tekuc¢e (slane i slatke vode),
krutom ( polarni led i ledenjaci), plinovitom ( vodena para u atmosferi). Voda je osnova Zivota
I sredina iz koje je zivot potekao, neophodna namirnica za svaku biocenozu i Covjeka,
univerzalno otapalo, izvor hrane i minerala, bitan klimatski ¢imbenik, izvor energije, mjesto
rekreacije, opcedrustveno dobro. Prema trenutnim saznanjima i podacima Svjetske
zdravstvene organizacije ukupne zalihe ¢iste vode su vrlo male iako Zemlja kao planet ima
velike rezerve vode, 94,7 % je pretezno vezano za minerale ( kristalna voda, strukturna voda)
koja se moze osloboditi visokim temperaturama. Voda u prirodi nije kemijski cista jer
apsorbira razli¢ite anorganske i organske tvari. Kemijski sastav voda je promjenjiv. Prirodne
vode prema podrijetlu moZemo podijeliti na: oborinske (atmosferske), povrsinske i podzemne
(Kralj, 2017). Od ukupne koli¢ine slatke vode na Zemlji 30 % se nalazi u podzemlju kamo
dolazi infiltracijom ili gravitacijskim procjedivanjem s povrSine. Podzemna voda je voda koja
se nalazi ispod povrSine Zemlje unutar Supljina i pora u tlu i u stijenama cesto je glavni
ekonomski resurs, osobito u suSnim podru¢jima gdje u pravilu nedostaje. U mnogim
gradovima i naseljima velike koli¢ine vode dobivaju se iz busenih bunara ili zdenaca.
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Cak i u velikim gradovima smjestenim na rijekama, voda se najéesce crpi iz podzemlja, jer je
uglavnom manje onecisc¢ena, pa je i isplativija od one iz rije¢nih tokova. ArteSka voda je
naziv za podzemnu vodu u vodonosnom sloju izmedu dvaju nepropusnih slojeva ili viSe njih.
Vodonosni sloj mora biti nagnut i barem na jednom kraju u vezi s povrsinom zemlje, odakle
se oborinska voda cijedi u dubinu. Zato se arteSka voda najceS¢e nalazi u sinklinalno i
fleksurno gradenim zemljiStima, gdje je pod hidrostatskim tlakom. Ako se na tome mjestu
probusi nepropusni sloj, voda ¢e izbijati kroz cijev buSotine, jer je pod tlakom (Hrvatska
enciklopedija, 2020 a). Bunar, hladenac, kladenac, studenac ili zdenac je iskopina duboka i
podgradena jama u koju se hvata ili skuplja podzemna voda. U seoskim podrucjima jama je
iznutra ogradena kamenom ili opekom. Voda se crpi posudom (metalnom, ranije i koznim ili
drvenim vjedrom), ovjeSenom o drvenu kuku ili priévr§¢enom na uze. UZe moZe biti
namotano na vodoravno polozen vitao, koji se pokre¢e kolom; takvi su bunari zasticeni i
nadstreSnicom. Bunari su ve¢inom na dvoristima pojedinacnih kucanstava, ali mogu biti 1
zajednicki za zaselak ili selo; tada su i uobicajena mjesta okupljanja (Hrvatska enciklopedija,
2020 b) Javni gradski i samostanski bunari ¢esto su bogato umjetnic¢ki oblikovani. ArtesKi
bunar je mjesto gdje podzemna voda, koja se nalazi pod tlakom, sama izbija na povrsinu.
Kvaliteta vode ovisi o promijenjeni fizikalnih, kemijskih i mikrobioloskih svojstva. Prema
Zakonu o vodama iz Narodnih novina (NN 56/2013) pod onecis¢enjem podzemnih voda
smatra se: “Onecis¢enje podzemnih voda je izravno ili neizravno ispustanje tvari ili energije u
podzemne vode, rezultat ¢ega moze biti ugrozavanje ljudskog zdravlja ili opskrbe vodom,
nanoSenje Stete Zivim resursima i vodnom ekosustavu ili ugroZavanje drugih zakonitih
koriStenja voda, 0dnosno ugrozavanje i negativan utjecaj na druge resurse zasti¢ene posebnim
propisima”. Najces¢i izvori onecis¢enja voda su povrsSinski vodotoci, otpadne vode naselja
(kanalizacijski sustavi i/ili septicke jame), industrijske otpadne vode, odlagaliSta otpada
(komunalni (gradski), industrijski (tehnoloski), bolnic¢ki (patogeni) te poljoprivredni otpad),
poljoprivreda, prometnice, nuklearni objekti, uredaji za proizvodnju, transport i distribuciju
nafte (Strkalj, 2014). Zastita vodnih resursa jedna od najvaznijih znanstvenih i stru¢nih
aktivnosti u svijetu. Onecis¢enja podzemnih voda u pravilu su slabo vidljiva, a ponekad se
uocavaju tek na eksploatacijskim objektima nakon dugo vremena. Zastita voda u Republici
Hrvatskoj se provodi ve¢ tridesetak godina, 90 % javne vodoopskrbe vezano je uz podzemne
vode 1 stoga je zaStita podzemnih voda izuzetno vazna. PovrSinske vode zasluzuju sli¢an
tretman jer su povezane s podzemnim vodama (Mayer,1993).

Materijali i metode

U ovom radu odredene su koncentracije NH;" iona, pH - vrijednosti, vrijednosti elektri¢ne
provodnosti, tvrdo¢e 1 mutnoce u uzorcima bunarske vode uzetih na razli¢itim lokacijama. pH
- vrijednosti i koncentracije NH,;" iona odredeni su potenciometrijski (Pitinac, 2016). Za
mjerenje elektriéne provodnosti koriStena je konduktometrijska metoda, a mutnoca je
odredena optickom metodom pomocu turbidimetre. Tvrdo¢a bunarske vode izmjerena je TDS
Metar testerom. Za mjerenje koncentracije NH," iona, pH - vrijednosti, vrijednosti elektri¢ne
provodnosti koristen je HQ40d, Hack multimetar i odgovaraju¢e sonde. Mutnoca uzoraka
bunarske vode odredena je turbidimetrom 2100Qis, Hack.
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Uzimanje uzoraka

Uzorci vode uzeti su na sedam lokacija s podru¢ja Vukovarsko- srijemske i Osjec¢ko-baranjske
Zupanije (slika 1) u oZujku 2019 godine. Uzorci su prikupljeni iz bunara zatvorenog tipa i
nalaze se na privatnim posjedima. Uzorak vode iz bunara zahvacen je posudom koja se
uobicajeno koristi. Boca za uzorak napunjena je izlijevanjem vode iz kante u bocu pazeci da
se ne dira grlo boce i unutarnji dio ¢epa (slika 2). Uzorci su dopremljeni u Skolski laboratorij
gdje su radena mjerenja.

Slika 1. Lokacije uzimanja uzoraka Slika 2. Uzimanje uzorka vode iz bunara
Figure 1. Sampling locations Figure 2. Water sampling from well

Prije samog mjerenja instrumenti su kalibrirani i pripremljeni za rad. Elektricnea provodnost i
pH - vrijednosti odredila su se na multimetru HQ40d, Hach primjenom odgovaraju¢ih sondi
(slika 314).

Slika 3. Mjerenje pH- vrijednosti Slika 4. Mjerenje elektri¢ne provodnosti
Figure 3. pH measurement Figure 4. Measurement of electrical conductivity

Digitalnim TDS Metar Testom izmjerena je tvrdoc¢a uzoraka vode u ppm jedinicama (slika 5).
Ocitane vrijednosti ppm preradunate su Nj° (1 Nj° =17 ppm). Mutnoéa je mjerena na
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Turbidimetru 2100 Qis, Hach. Vrijednosti mutnoée u uzorcima vode ocitani su u NTU
jedinicama (slika 6).

Slika 5. Mjerenje tvrdoée vode Slika 6. Mjerenje mutnoce turbidimetrom
Figure 5. Measurement of water hardness Figure 6. Turbidimeter turbidity measurement

Rezultati i rasprava

Kontrola zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potrodnju definirana je Zakonom o vodi za
ljudsku potrosnju iz Narodnih novina (NN 56/13, 64/15, 104/17, 115/18, 16/20) i Pravilnikom
0 parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za
ljudsku potrosnju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnosti javne
vodoopskrbe objavljen u Narodnim novinama (NN 125/17) (tablica 1). lzmjerene pH-
vrijednosti vode kre¢u se od 6,25 (uzorak 2) do 7,89 (uzorak 7) (slika 7). Pravilnik o
zdravstvenoj ispravnosti vode za pi¢e preporucuje mjerenje vodljivosti uzoraka kao indikator
agresivnosti. Postavljena je dopuStena granica od 2500 pS/cm. Elektricna provodnost
pokazuje ukupnu koli¢inu u vodi otopljenih iona. Najmanja vrijednost elektri¢éne provodnosti
izmjerena je u uzorku 7 i iznosi 274 pS/cm, dok je najveéa vrijednost izmjerena u uzorku 3 i
iznosi 926 pS/cm (slika 8). Uzrok poviSenim koncentracijama amonijaka mozZe biti utjecaj
kanalizacijskih voda i1 prirodnih gnojiva na pojedine motrene vodne objekte. Opcenito je
poznato da kanalizacijske vode i prirodna gnojiva imaju visoke sadrZaje amonijevih iona, a
tijekom razgradnje organske tvari nastaje amonijak (Canter, 1997). Koncentracija amonijevih
iona je najmanja u uzorku 5 i iznosi 0,84 mg/L, dok je u uzorku 4 najveca i iznosi 21,9 mg/L
(slika 9). Mutno¢a vode posljedica je prisutnosti suspendiranih tvari u vodi u ispitivanim
uzorcima krece se od 0,39 NTU, uzorak 7 do 7,19 NTU, uzorak 3 (slika 10). Tvrdo¢a vode se
kreée u rasponu od 11,59 Nj° do 40,65 Nj° (slika 11).
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Tablica 1. Obavezni parametri ispitivanja u monitoringu voda za ljudsku potrodnju (NN
125/17)
Table 1. Mandatory test parameters in water monitoring for human consumption (NN 125/17)

Fizikalno-kemijski i mikrobioloski ~ MDK vrijednost* Mjerna jedinica
pokazatelji

Boja 20 PtCo skale
Mutnoca 4 NTU
Okus bez -
Miris bez -

pH - vrijednost 6,5-9,5 pH jedinica
\Vodljivost 2500 puS/cm/20 °C
Amonij 0,50 mgNH,"/L
Nitriti 0,50 mgNO,/L
Klorit, klorat 400 pg/L
Temperatura 25 °C
Aluminij 200 pg/L
Zeljezo 200 ug/L
Arsen 10 pg/L
Mangan 50,0 pg/L
Escherichia coli 0 broj/100mL
Ukupni koliformi 0 broj/100mL
Enterokoki 0 broj/100mL
Broj kolonija 22 °C 100 broj/imL
Broj kolonija 36 °C 100 broj/imL
Closirdium perfiringens (uklju¢ujuci spore) 0 broj/100mL
Pseudomonas aeruginosa 0 broj/100mL

*MDK Maksimalno dozvoljena kolicina prema pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti vode za
pice

pH- vrijednost bunarske vode

T
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz pH- vrijednosti uzoraka vode
Figure 7. Graphic representation of the pH value of water samples
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Provodnost bunarske vode
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Slika 8. Graficki prikaz elektri¢ne provodnosti uzoraka vode
Figure 8. Graphical representation of the electrical conductivity of water samples

Koncentracija NH,* iona u bunarskoj vodi
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Slika 9. Grafic¢ki prikaz koncentracije amonijevih iona u uzorcima vode
Figure 9. Graphical representation of the concentration of ammonium ions in water samples

Mutnoca bunarske vode
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Slika 10. Graficki prikaz mutnoée u uzorcima vode
Figure 10. Graphic representation of turbidity in water samples
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Slika 11. Graficki prikaz tvrdoce vode
Figure 11. Graphic representation of water hardness

Zakljucci

Bunari se Cesto nalaze u blizini stambenih zgrada, poljoprivrednih zemljisSta, septickih jama,
industrijskih objekata ili sli¢nih izvora oneciS¢enja te cCesto sadrZze opasne koliCine
mikroorganizama, nitrita i nitrata, pesticida, teSkih metala i drugih necisto¢a. Usporedujuci
rezultate mjerenja mozemo zakljuciti da su bunarske vode blago luznate, specificna elektricna
provodnost je veca $to je slucaj kod preradene pitke vode. Koncentracija amonijevih iona je u
svim ispitivanim uzorcima iznad maksimalno dozvoljene granice od 0,5 mg/L. Mutnoc¢a je
ispod maksimalne dozvoljene granice 4 NTU Sto ukazuje na malu koli¢inu suspendiranih
tvari. Bunarske vode su tvrde do vrlo tvrde. Prije izgradnje javnih vodoopskrbnih sustava
bunari su bili glavni izvor pitke vode u naseljima i znacili su zivot. Danas su bunari spomenici
pitke vode i ukras dvorista, a poneki se jos koristi za pranje ili zalijevanje vrtova.
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Sampling and analysis of well waters

Kristina Nikoli¢, Purdevka Pecikozié¢

Technical School Nikola Tesla Vukovar, Blage Zadre 4, 32010 Vukovar, Croatia
*Corresponding author: djurdjevka.pecikozic@yahoo.com

Summary

Water has always had an important place in the daily life of man. Wells are excavations or
wells created in the ground by digging, drilling or drilling to access groundwater or releases.
Groundwater quality depends on natural characteristics as well as anthropogenic influences.
Prior to the construction of public water supply systems, wells were the main source of
drinking water in settlements and meant life. Today, the well is a monument of drinking water
and a decoration of the yard, and some are still used for washing or watering gardens. The aim
of this paper is to measure the pH value, electrical conductivity, NH4" ion concentration,
turbidity and total hardness of water samples from wells in Vukovar-Srijem and Osijek-
Baranja counties. Measurements were performed with a multimeter HQ40d, Hack using
appropriate probes, turbidimeter 2100Qis, Hack and digital TDS Meter tester. The results of
measurement hardness show that the well waters are hard to very hard. The specific electrical
conductivity is higher than in the case of treated drinking water, the turbidity is below the
maximum permissible limit of 4 NTU (NN 125/2013), and the concentration of ammonium
ions in all tested samples is above the maximum permissible limit of 0.5 mg/L (NN
125/2013).

Keywords: wells, groundwater, water circulation, pollution

303



international conference

18 _F\UZK“:KA DAYS

TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

KAZALO AUTORA
AUTHOR INDEX

1978

[ee}
=
o
N

2020




international conference

18 RUZICKA DAYS

TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukovar. Croatia

H lKi PTF tﬁ EuChernS ..( |: :.::

KAZALO AUTORA | AUTHOR INDEX

A
Amidzié Klarié, Daniela, 141
AndraSec, Fran, 197, 206

B

BlaZic, Roko, 1
Barbaro, Tea, 83
Biluskovié¢, Andrea, 266
Bolanca, Tomislav, 214
Brnardic¢, Ivan, 207
Bule, Kristina, 214
Busi¢, Valentina, 141

C

Crnié, Irena, 157
Cvetni¢, Matija, 214
C

Ceru, Teja, 257
Cosi¢, Zrinka, 104

D

Dias, Rolando C. S., 11
Dragicevi¢, Petar, 157, 167
Dragovié-Uzelac, Verica, 157
Dujmié, Filip, 104
Duplanci¢, Marina, 19

b
Diki¢, Domagoj, 157, 167

E
Ergovi¢ Ravanci¢, Maja, 116

F

Franci¢, Tajana, 157

G

Gabersek, Martin, 257
Ganjto, Marin, 248
Gilja, Vanja, 19
Gomes, Catarina, 11
Gosar, Mateja, 257
Grba, Darko, 186

304

Grgas, Dijana, 197, 228
Grli¢, Nikolina, 276

H

Habuda-Stanié, Mirna, 197, 228
Holjevac Grguri¢, Tamara, 207
Husnjak, Bruno, 141

I
IStuk, Jozo, 94
Ivanusic, Sanja, 248

J

Jajcinovié, Igor, 207
Jaki¢, Mice, 33
Jakobek, Lidija, 94
Joki¢, Stela, 125, 132
Jozinovi¢, Katarina, 46
Jozinovi¢, Sandra, 288
Juki¢, Matea, 276
Juki¢, Slavica, 288
Juri¢, Zoran, 288

K

Karnas, Maja, 178

Klarié, Ilija, 141

Komes, Drazenka, 125, 132
Kosar, Vanja, 60

Kostic¢, Ante, 60

Kovacevi¢, Antonija, 214
Kucié¢ Grgié¢, Dajana, 214, 235

L

Landeka Dragicevi¢, Tibela, 197, 228
Landeka Jurcevié, Irena, 157, 167
Levaj, Branka, 104

Lovrinci¢, Ema, 214

Luki¢, Marija, 60, 73

Luksi¢, Don Vito, 207

LJ
Ljubas, Ana, 104

M
Mandura, Ana, 125, 132



I'l '"Mi PTF  €EuChems '(:|(J(-

KAZALO AUTORA | AUTHOR INDEX

international conference

18 _F\UZIC':KA DAYS

TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
September 16-18, 2020 | Vukovar, Croatia

Marcetic, Helena, 116
Marki¢, Marinko, 214
Masand, Vijay H., 178
Mesié¢, Josip, 116, 149
Mikac, Ivan, 228

Miler, Milos, 257

Miloloza, Martina, 214, 235
Mitar, Anamarija, 83
Mprcéela, Filipa, 11

Mrgan, Ana, 149

N
Nikoli¢, Kristina, 296
Nuic, Ivona, 257

(0
Oceli¢ Bulatovic, Vesna, 214, 235
Obradovié, Valentina, 116, 149

P

Pecikozi¢, Purdevka, 266, 296
Pelaié, Zdenka, 104
Perinovi¢ Jozi¢, Sanja, 33
Petravi¢ Tominac, Viatka, 141
Pranji¢, Ivona, 288

Pravdié¢, Nikolina, 276
Prevaric, Viktorija, 214

Prli¢ Kardum, Jasna, 83
Prnjak, Petra, 257

R

Radman, Sanja, 228
Rastija, Vesna, 178
Repaji¢, Maja, 104
Rogosi¢, Marko, S-93
Roje, Vibor, 186

S

Sander, Aleksandra, 46
Sigurnjak Bures, Marija, 214
Slatina, Tina, 33

Smoljko, Ivana, 11

Stori¢, Mihaela, 33

Strelec, Ivica, 94

Svitlica, Brankica, 116

W

S

Sabié Runjavec, Monika, 248
Seremet, Danijela, 125, 132
Skrabal, Svjetlana, 116
Stefanac, Tea, 228

Subarié, Domagoj, 178

T

Toli¢, Kristina, 207

Toli¢, Mandica-Tamara, 167
Tomasic, Vesna, 19

Tomas, Marko, 276

Trgo, Marina, 257

U
Ugrina, Marin, 257
Uki¢, Sime, 214

\%

Veli¢, Darko, 141

Veli¢, Natalija, 141

Vidovi¢, Elvira, 1

Viasi¢, Luka, S-93

Vojvodic¢ Cebin, Aleksandra, 125, 132
Vrbanec, Gordana, 46

Vrsaljko, Domagoj, 73

Vucini¢, Valentina, 167

Vukovi¢ Domanovac, Marija, 248

Z

Zeli¢, Ivana Elizabeta, 19
Zrinscak, Stanko, 149
Zagajski Kucan, Kristina, S-93

305



international conference

- w~
18 B\ TODAY SCIENCE - TOMORROW INDUSTRY
ar, Croatia

September 16-18, 2020 | Vukov:

SPONZORI, DONATOR | IZLAGACI
SPONSORS, DONORS, AND EXHIBITORS




o~

=ellia

Zlatni sponzori | Gold Sponsors

R

@PLIVA

Srebrni sponzor | Silver Sponsor

[ SHIMADZU Y o4

- ®
Excellence in Science Tetra Pak

Broncani sponzori | Bronze Sponsors

HERC)

sssssssss

Sponzori, donatori, izlagaci | Sponsors, Donors, Exhibitors

:' AGROPROTEINKA
()

/ﬁwﬂéy}g %ﬁ vy

LKE3

Excellence in Routine and Science

Muzej vucedolske
kulture
(7 Y—

(’l AlphaChrom

—
e REALIZIRAJT

M.B.O. - BIRO d.o.0.
biro Zastupanje, inZenjering i usluge
PRIMA|:b

amember of the Metrohm group

. k’eyprqj‘ect

ANASs focrove

ANALYTICAL ASSISTANCE
KOB IQ e KemoLab d.o.o.
) medical intertrade MERCK

1918.

@RU_Ve VARTEKS




siosuods pjoo | Lnozuods 1uje|z




Class Plus goriva Ciste naslage, povecavaju snagu i trajnost motora

Svaka kap INA Class Plus goriva sadrzi godine istrazivanja i usavrsavanja formule beskompromisne
kvalitete. Class Plus goriva Ciste naslage, smanjuju trenje i pomazu sprijeciti koroziju osiguravajuci

optimalan rad i povecanu snagu vaseg motora. Jedinstvene karakteristike nase formule produzuju
vijek trajanja motora pruzajuci vam sigurniju i bezbrizniju voznju. To je Cista snaga Class Plus goriva.

Putuj sigurno s Inom! INA, dokazano najbolja. I m n

# DRZIRAZMAK




Vel generacija
znanje vracamo
zajednici.

fR AinNG)




siosuods 4anns | nozuods 1uigais




®. el

Xellia Pharmaceuticals is a specialty pharmaceutical company focused on pro-
viding important anti-infective treatments against serious and often life-threat-
ening infections. Our anti-infective treatments are generics that combat serious
bacterial and antibiotic resistant infections as well as certain fungal diseases. We
are a world leader in the development, manufacturing and supply of fermented
anti-infectives sold as active pharmaceutical ingredients and finished dosage
forms to key pharmaceutical industry companies. Headquartered in Copenha-
gen, Denmark and owned by Novo Holdings A/S, Xellia Pharmaceuticals has
more than 1500 employees globally. From state-of-the-art manufacturing sites
in the U.S., China, Denmark and Hungary to R&D sites in Norway and Croatia;
Xellia Pharmaceuticals excels within innovative product development to deliver
high quality products to its customers.

Our product portfolio of anti-bacterial and anti-fungal products used for the treat-
ment of severe infections, including infections caused by multi-resistant bacteria
and fungi, is the foundation for our growth strategy within the antibiotics sector.
Xellia is the leading supplier of important anti-infectives Vancomycin and Colis-
timethate Sodium (CMS). Our success and strong market position is built on
more than 100 years experience in the pharmaceutical industry. Xellia Pharma-
ceuticals’ focus its R&D investments within inhalable and injectable product tech-
nologies as we are committed to researching solutions, which not only improve
patients’ quality of life, but will also save lives. Based on our long-term expertise,
we bring value for our stakeholders and signify a patient-centric mindset through
an embedded corporate motivation of integrating science and innovation to save
lives.
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hrane. U suradnji s nasSim kupcima i dobavljaCima pruzamo sigurne, inovativne
i ekoloski prihvatljive proizvode koji svakodnevno zadovoljavaju potrebe stotine
milijuna ljudi u vise od 160 zemalja svijeta. S vise od 25.000 zaposlenika diliem svijeta
vierujemo u drustveno odgovorno vodstvo u industriji te odrziv pristup poslovanju.
Nas moto ,,STITI STO JE DOBRO™” odrazava nadu viziju da udinimo prehrambene
proizvode sigurnima i dostupnima, svugdie.

Potrosaci diliem svijeta svakodnevno konzumiraju milijarde litara vode, mlijeka, soko-
va i druge tekuce hrane. Tvrtka Tetra Pak razvila je asortiman pakiranja kako bismo
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Karolina d.o.o. ¢lanica Kras grupe

Karolina je pocela s proizvodnjom jo$ davne 1909. godine kada je Stjepan Piller kupio
mlin za proizvodnju brasna ‘Slavonija’ i promijenio mu ime u Dragica mlin ili njemacki
Karolina Mahle.

Bogato dugogodisnje iskustvo i tradicija u proizvodnji dovelo je do stvaranja
najpoznatijih Karolininih brandova Jadro i Moto. Ve¢ od 1962. godine proizvodi
se vafel Jadro koji je svojom kvalitetom i okusom do danasnjih dana stekao velik
broj vjernih potrosaca, a svojom jedinstvenom kombinacijom dvaju okusa — mlijeka
i najfinijeg kakaa u zagrljaju hrskavog vafla bio i ostao pravi dozivljaj za ljubitelje
poslastica. Osim toga znak «Hrvatske kvalitete», Ciji je nositelj, daje kupcu jamstvo da
se radi o proizvodima koji predstavljaju sam vrh svjetske ponude u svojoj klasi.
Moto punjeno cajno pecivo prisutno je na trzistu regije od 1972., a poznato je osim
po kvaliteti i po obliku: cvijet s rupicom u sredini, punjen bogatom kremom. U raznim
okusima prihvacen je od potrosaca kao domadi proizvod vrhunske kvalitete i u
segmentu punjenih Cajnih peciva drzi lidersku poziciju ve¢ dugi niz godina.

U dugoj povijesti tvrtka je promijenila vlasnistvo nekoliko puta, pa tako i imena:
Karolina, Sloboda, Lura-keksi, opet Karolina (kao clanica Lorenz Bahlsen grupe) i
konacno je danas Clanica Kra$ grupe.

Zagrebacki Kras, koji je u ozujku 2011. godine preuzeo Tvornicu keksa i vafla Karolina,
uloZio je znacajna sredstva u prosirenje proizvodnih kapaciteta, te omogucio i otvaranje
novih radnih mjesta. Nastavljajudi tradiciju i slijedeci postojece vrijednosti Karolina
je zapocela s novim razvojnim ciklusom koji je upotpunjen iskustvima najveceg
konditorskog proizvodaca u regiji — Krasa. Integracijom Karoline u Kras grupu ostvaren
je dio vizije gdje Osijek postaje najjaci centar za proizvodnju ravnih vafla u regiji. Danas
Karolina proizvodi na ukupno 12 proizvodnih linija i zaposljava oko 350 radnika, a |
rekordnu proizvodnju poslijeratnog razdoblja od 9.200 tona dostigla je 2019. godine.
Suvremena tehnologija, recepture, tradicija, inovativnost i kvaliteta proizvoda osnovni
su temelji razvoja i proizvodnje proizvoda u Karolini i Krasu — to je jamstvo egzistencije
i prosperiteta na hrvatskom, ali i Sirenje na jo$ neosvojena trzista.
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AGROPROTEINKA

Do zdravlja u suradnji s okoliSem

Agroproteinka je moderna hrvatska tvrtka i lider u ekoloSkom zbrinjavanju nus-
proizvoda zivotinjskog podrijetla i biorazgradivog otpada. U tri odvojena pogo-
na zbrinjava nusproizvode Zivotinjskog podrijetla i biorazgradivi otpad. Agropro-
teinka iz izdvojenih Zivotinjskih nusproizvoda i otpada naSe svakodnevice, stvara
nove proizvode i nove vrijednosti. Kao tvrtka s nekoliko desetlje¢a iskustva u
svojoj djelatnosti, ima snaznu tradiciju usmjerenosti na zdravlje ljudi, zivotinja i
okoliSa. Skupljanjem nusproizvoda sprjecava njihovo gomilanje u okoliSu, te nji-
hovom preradom, nacinom kruznog gospodarstva, prenamjenjuje nusproizvode
za daljnje koriStenje.U brizi za Zivotno okruzenje Agroproteinka se ne zaustavlja i
pokree nova ulaganja i modernizaciju. U skladu s orijentacijom prema odrzivom
poslovanju, Agroproteinka, upravo ulagackim kontinuitetom u modernizaciji vlas-
titih pogona opremljenih suvremenim biofiltrima i uredajima za prociSéivanje
voda, doseze i visoku razine eticke odgovornosti za okruzenje u kojem djeluje.

Odgovorni €lan zajednice

Svoju javnu odgovornost prenosi i na druge razine i ciljne skupine javnosti i
drudtva. Cini to, suradnjom s institucionalnom akademskom zajednicom. Sirokom
edukacijom i pozitivnim primjerima, prenosi znanja i poslovne standarde na Siru
zajednicu. Kao odgovorni ¢lan zajednice u kojoj djeluje, u Agroproteinki postoji
puna svijest da druStvena odgovornost ne zavrSava samo na zastiti zdravlja ljudi
i okolisa. Svojim ukupnim poslovnim aktivnostima, otvorenoS¢u prema okruzenju,
putem edukacije, raznih vrsta potpore, sudjeluje u poticanju aktivnijeg, ugodni-
jeg i uspjeSnijeg druStvo. Poticanjem i ukljucivanjem u razli¢ite ekoloSke akcije,
stvara i njeguje novu kulturu i spoznaju o vrijednosti ocuvanja prirode kao te-
meljnog preduvjeta opstanka Zivota. To je najbolji i najuvjerljiviji nacin vracanja
prirodi i okoliSu ono Sto od njih i dobiva. | konacno, potvrduje da priroda svo-
ju cjelovitost, i svoje zdravlje moze vratiti i sacuvati samo ako s njom suradu-
je. U tom smislu Agroproteinka ne ostaje na deklariranju odgovornog poslovanje,
veC i odgovornog zivljenja. Time pokazuje da zivi sa svojim okruzenjem. Pokazuje,
najzivotnije, i brigu za buduénost sredine u kojoj i sama ostvaruje svoju misiju.
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