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Sazetak

Potencijalnu alternativu primjenu sintetskih polimera kao ambalaznih materijala predstavljaju prirodni,
biorazgradljivi polimeri poput poli(mlijecne kiseline) (PLA). Medutim, mehanicka svojstva PLA, poput
krtosti i nedostatka fleksibilnosti, onemogucuju njegovu primjenu u ambalaznoj industriji.! Stoga se
razvijaju biorazgradljive mjesavine na temelju PLA ¢iji je nedostatak loSa mjesljivost polimera koja se
mozZe poboljSati primjenom kompatibilizatora.> Moguéi kompatibilizator polimernih mjeSavina na
temelju PLA jesu graft kopolimeri koji kao osnovni lanac sadrze PLA. Primjer takvog kopolimera jest
PLA cijepljen maleinskim anhidridom (PLA-g-MA) koji osigurava dispergiranost jedne polimerne faze
u drugoj te poboljSava medufaznu adheziju polimera u mjesavini.* Stericke smetnje i moguée nezeljene
reakcije poput umrezivanja PLA ili polimerizacije maleinskog anhidrida (MA) u prisutnosti inicijatora
smanjuju uéinkovitost procesa cijepljenja.’> Stoga je cilj ovoga rada priprema PLA-g-MA radikalskom
polimerizacijom u taljevini, koriste¢i dibenzoil peroksid (DBP) kao inicijator. Kako bi se postigao $to
veci stupanj graftiranja, DBP i MA dodavani su u razli¢itim udjelima. Cijepljenje MA na PLA potvrdeno
je nuklearnom magnetskom rezonancijom (NMR) te odredivanjem toplinskih svojstva diferencijalnom
pretraznom kalorimetrijom (DSC) i termogravimetrijskom analizom (TGA).

Kljuéne rijeci: Poli(mlijecna kiselina), maleinski anhidrid, cijepljenje, PLA-g-MA, kompatibilizator

Abstract

A potential alternative to the use of synthetic polymers as packaging materials is the application of
natural, biodegradable polymers such as poly(lactic acid) (PLA). However, the mechanical properties
of PLA, such as brittleness and lack of flexibility, prevent its use in the packaging industry.! Therefore,
biodegradable blends based on PLA are being developed, whose drawback is poor polymer miscibility,
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which can be improved by using compatibilizers.> A possible compatibilizer for PLA-based polymer
blends is graft copolymers containing PLA as the base chain. An example of such a copolymer is PLA
grafted with maleic anhydride (PLA-g-MA), which ensures the dispersion of one polymer phase in
another and improves the interphase adhesion of polymers in the blend.? Steric hindrance and potential
unwanted reactions, such as PLA cross-linking or maleic anhydride (MA) polymerization in the
presence of initiators, reduce the grafting process's efficiency.® Therefore, the aim of this study is the
preparation of PLA-g-MA by melt radical polymerization, using dibenzoyl peroxide (DBP) as the
initiator. To achieve the highest possible degree of grafting, DBP and MA were added in different
proportions. The grafting of MA onto PLA was confirmed by nuclear magnetic resonance (NMR), and
determination by differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA).

Key words: Poly (lactic acid), maleic anhydride, grafting process, PLA-g-MA, compatibilizer
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1. Uvod

Prema podacima Eurostata za 2021. godinu, u Europskoj je Uniji prosjecno proizvedeno 188,7 kg
ambalaznog otpada po stanovniku. To predstavlja porast od 16,4 milijuna tona, odnosno 24,2 % u
odnosu na 2010. godinu, a procjenjuje se kako je od toga u prosjeku reciklirano tek 14,7 kg
ambalaznog otpada po osobi. 20 % svog ambalaznog otpada predstavljaju nerazgradljivi, sintetski
polimerni materijali od kojeg se 10 % reciklira, 14 % spaljuje, a ¢ak 76 % odlaZe na odlagalista, ali
i u prirodi — $umama, rijekama i morima — gdje nerazgradeni mogu provesti stotine godina.*>
Budu¢i da zbog svoje nerazgradljivosti predstavljaju veliko opterecenje za okolis, nerazgradljive je
polimerne materijale potrebno zamijeniti novima. Potencijalna zamjena sintetskim materijalima
kao ambalaznim materijalima su biorazgradljivi polimeri — materijali koji se procesom
biorazgradnje, djelovanjem van- i unutarstani¢nih enzima mikroorganizama, razgraduju na
biomasu, vodu te ugljikov dioksid ili metan u prihvatljivom vremenskom periodu.® Jedan od
biorazgradljvih polimera s potencijalom za primjenu u ambalaznoj industriji jest poli(mlije¢na
kiselina), PLA. Zbog svoje netoksi¢nosti, bioragradljivosti 1 kompostabilnosti predstavlja dobru
alternativu sintetskim polimerima. Medutim, relativno visoka cijena, loSa mehanicka svojstva poput
krtosti te higroskopnost ¢ine ga nepogodnim za primjenu u ambalaznoj industriji te onemogucuju
komercijalizaciju ambalaznih proizvoda dobivenih iz PLA.! Stoga se razvijaju biorazgradljive
mjeSavine na osnovi PLA ¢iji je nedostatak loSa mjeSljivost polimera koja za posljedicu ima
nezadovoljavaju¢a mehanicka svojstva. LoSa mjeSljivost, a posljedicno i mehanicka svojstva
poboljsati se mogu primjenom kompatibilizatora ili funkcionalizacijom PLA. Na taj se nacin
osigurava dispergiranost jedne polimerne faze u drugoj te poboljSava medufazna adhezija polimera
u mjesavini.> Mjesljivost polimernih mje$avina na osnovi PLA moZe se postiéi graft kopolimerima
koji kao osnovni lanac sadrze PLA, a kao takav se moze koristiti u manjem udjelu kao
kompatibilizator ili u potpunosti kao funkcionalizirani PLA. Za cijepljenje polimernih lanaca PLA
koristi se proces reaktivne polimerizacije prilikom kojega se veze izmedu polimernog lanca 1
cijepljenih lanaca ostvaruju kemijskim vezivanjem preko funkcijskih skupina. Imajué¢i u vidu
primjenu cijepljenog PLA u proizvodnji mjeSavina za pakiranje prehrambenih proizvoda, proces
cijepljenja mora se provesti koriste¢i netoksican, a istovremeno kemijski reaktivan spoj poput
maleinskog anhidrida.’ Primjerice Wu i sur.” funkcionalizirali su PLA maleinskim anhidridom kako
bi poboljsali mjesljivost PLA 1 kokosovih vlakana. MjeSavine PLA-g-MA/kokosova vlakna
pokazala su znatno bolja mehanicka svojstva i kompostabilnost od mjesSavina koje su sadrzavale

nefunkcionalizirani PLA. Autori poboljSanje svojstava pripisuju nastanku esterske veze izmedu
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PLA 1 kokosovih vlakana preko graftiranog MA. lako je cijepljenje PLA maleinskim anhidridom
obecavajuci postupak kompatibilizacije, slabi afinitet MA prema PLA makroradikalima, uzrokovan
strukturalnom simetrijom i niskom elektronskom gusto¢om oko -CH=CH- veze, dovodi do niskog
stupnja cijepljenja (D) MA na PLA, Cesto nizeg od 0,50 mas. %. Kako bi se sprijecile sporedne
reakcije poput umrezivanja ili degradacije PLA te umrezivanja MA, proces cijepljenja potrebno je
provesti pravodobno.® Stoga je osnovni cilj ovog rada istraziti sintezu PLA-g-MA primjenom
radikalske polimerizacije u taljevini, uz koriStenje dibenzoil peroksida kao inicijatora. Kako
bismo postigli veci stupanj cijepljenja, koriSteni su veci udjeli MA 1 DBP te viSe temperature u
usporedbi s literaturnim vrijednostima. Takoder, MA i DBP dodavani su u razli¢itim omjerima

1 redoslijedom kako bi se ispitali razli€iti utjecaji na ucinkovitost cijepljenja.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

Za pripremu PLA-g-MA koriSteni su poli(mlije¢na kiselina) Luminy LX175 (TotalEnergies
Corbion, Nizozemska), maleinski anhidrid (Thermo Scientific Chemicals, Belgija) te inicijator

dibenzoil peroksid (Thermo Scientific Chemicals, Belgija).

2.2. Metoda pripreme

PLA-g-MA kompatibilizator pripremljen je reaktivhom polimerizacijom u Brabender gnjetilici
pri razli¢itim temperaturama (165 ili 175 °C) uz brzinu rotacije vijaka 60 o min™!. Kako bi se
postigao Sto veci stupanj cijepljenja, prekursori su dodavani razli¢itim redoslijedom te koristeci
razli¢ite masene udjele MA 1 DBP, te pri razli¢itim temperaturama umjeSavanja, prikazanim u
tablici 1. Prilikom pripreme uzoraka oznake N, PLA je mijeSan dvije minute nakon cega je
dodan DBP, a nakon jedne minute dodan je MA te uzorak mijeSan tri minute. Za uzorke oznake

Z, nakon mijeSanja PLA, DBP i MA dodani su istovremeno i mijeSani tri minute.

Tablica 1 - Reakcijski uvjeti koristeni prilikom graftiranja za pojedini uzorak

Table I - The reaction conditions used during grafting for each sample

Uzorak w(MA) [%] w(DBP) [%] T [°C]
N, 10 2 175
N, 20 4 175
N 10 2 165
N2y 20 4 165
7, 10 2 175
7 20 4 175
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2.3. Metode karakterizacije

2.3.1. Nuklearna magnetska rezonancija

Uspjesnost cijepljenja PLA maleinskim anhidridom istraZena je pomoéu 'H NMR spektrima
koji su snimljeni na instrumentu Bruker AV- 600 spektrometru pri frekvenciji od 600 MHz. Svi

NMR spektri snimani su koriste¢i CDCl3 kao otapalo te tetrametilsilan kao standard.

2.3.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Temperature staklastog prijelaza, hladne kristalizacije i, taljenja te stupanj kristalnosti uzoraka
odredeni su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (Mettler Toledo DSC 3 Star System,
Waltham, MA, USA). Mjerenja su provedena u inertnoj dusikovoj atmosferi u temperaturnom
intervalu -60 do 200 °C (dva ciklusa zagrijavanja i1 jedan ciklus hladenja) uz brzinu
temperaturne promjene 10 °C min’!. Stupanj kristalizacije, yc, izradunat je prema izrazu 1 te
AHy (PLA) iznosi 93,7 J g, a vrijednosti entalpije taljenja uzoraka su dobivene iz krivulje

drugog ciklusa zagrijavanja.

AH,,

0 =
xe [%] AHY, = w(polimer) ’

100 (1)

2.3.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Gubitak mase uzoraka izazvan termiCkom razgradnjom odreden je termogravimetrijskom
analizom (Mettler Toledo TGA/DSC 3+ Star System, Waltham, MA, USA). Mjerenja su
provedena na priblizno 20 mg uzorka u inertnoj atmosferi dusika u temperaturnom intervalu

25 °C do 700 °C uz brzinu zagrijavanja 10 °C min™.

3. Rezultati i rasprava

3.1. Nuklearna magnetska rezonancija

Na slikama 1-3 prikazani su 'H NMR spektri ispitivanih uzoraka N, Nao, Ny, Ni1, Zi i Zo.
Signali protona karakteristi¢ni za PLA lanac nalaze se na ~5,2 ppm (integracija: 1H) 1 1,6 ppm
(integracija: 3H). Takoder, vidljiv je signal vezan uz neizreagirani maleinski anhidrid koji se
nalazi pri 7,0 ppm. Nadalje, na slici 1 uocava se Sirok signal pri 2,0 ppm, koji odgovara signalu
maleinskog anhidrida cijepljen na PLA lanac. Ostali uzorci ne pokazuju takav signal, Sto

ukazuje na to da kod njih nije doslo do reakcije cijepljenja PLA.’




ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS

SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

3
E
Y

Ui

— esew

T
PPM 7.0 6.0

LUM Juvw ol Ay L

PPM 6.0

paz'o

Slika 1 - '"H NMR (CDCls ; 600 MHz) spektar uzoraka: /ijevo - N2, ; desno - N,
Fig. I - "HNMR (CDCls; 600 MHz) spectre of samples: left- N ; right - N»
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Slika 2 - '"H NMR (CDCls ; 600 MHz) spektar uzoraka: lijevo - Z; ; desno - Z»
Fig. 2- '"H NMR (CDCls; 600 MHz) spectre of samples: lefi- Z; ; right - Z>
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Slika 3 - 'TH NMR (CDCl; ; 600 MHz) spektar uzoraka: lijevo- Ny ; desno- Ny
Fig. 3 - 'THNMR (CDCl;; 600 MHz) spectre of samples: lefi- N ; right - N,

3.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Metodom diferencijalne pretrazne kalorimetrije dobiveni su DSC termogrami ispitivanih uzoraka

(slike 4 1 5), dok su karakteristicne vrijednosti ocitane iz krivulja te su prikazane u tablici 2. Svrha
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provodenja DSC analize je odrediti utjecaj graftiranog maleinskog anhidrida na toplinska svojstva
PLA. Toplinska svojstva PLA odredena su udjelom pojedinih faza i molekulskom masom polimera
s obzirom da je kristalast polimer. Na termogramu drugog ciklusa zagrijavanja (slika 4) uvocavaju
se tri karakteristicna toplinska prijelaza za Cisti PLA. Prvi karakteristi¢ni prijelaz odgovara
temperaturi staklastog prijelaza (75) te iznosi 60,5 °C. Zatim se javlja egzotermno podrucje koje
odgovara entalpiji hladne kristalizacije (AHc) te maksimum krivulje koji odgovara temperaturi
hladne kristalizacije (7cc) koja se uocava pri 116,9 °C. Daljnjim zagrijavanjem javlja se endotermni
prijelaz koji odgovara faznom prijelazu, taljenju, te temperatura taljenja (7m) za Cisti PLA iznosi
151,4 °C. DSC termogrami uzoraka koji su uspjesno cijepljeni pokazuju pomak karakteristi¢nih
prijelaza prema nizem temperaturnom podrucju. Prema tablici 2, za uzorke N> 1 N2, temperatura
staklastog prijelaza iznosi 31,1 °C 1 25,1 °C, temperatura hladne kristalizacije (7c) se javlja pri
temperaturi 84,3 °C odnosno 80,5 °C, a temperatura taljenja iznose 137,9 °C i 133,5 °C. Pomak
vrijednosti T, prema nizim temperaturama ukazuje na to da cijepljenje PLA maleinskim anhidridom
pozitivno utjee na fleksibilnost makromolekula, povecavajuéi pokretljivost polimernih lanaca
PLA. Rezultati DSC analize uzoraka koji nisu uspjesno graftirani neznatno odstupaju od vrijednosti
¢istog PLA. DSC termogram prikazan na slici 5 odgovara krivulji ciklusa hladenja na kojoj se
uocava T uz izostanak kristalizacije prilikom hladenja. IzraCunat je i stupanj kristalnosti, ., prema
izrazu 1 te su rezultati prikazani u tablici 2. Zaklju€uje se da su udjeli kristalne faze priblizno jednaki

za sve uzorke, $to je u skladu s literaturnim podacima.”

Slika 4 - DSC termogrami uzoraka Cistog PLA i PLA-g-MA- drugi ciklus zagrijavanja
Fig. 4 - DSC thermograms of PLA sample and PLA-g-MA samples — second heating cycle
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Fig. 5 - DSC thermograms of PLA sample and PLA-g-MA samples - cooling cycle

Tablica 2 - Rezultati DSC analize
Table 2 - DSC analysis results

Uzorak T, [°C] T..[°C] T [°C] AH[J g'] AH[J g xe[%]
PLA 60,5 116,9 151,4 -24.6 28,7 26,3
N; 55,5 113,7 150,3 -25,2 26,9 26,9
N, 31,1 84,3 137,9 -22,2 26,3 23,7
Z, 53,4 / / / / /
Z 57,4 119,8 152,1 -13.,4 18,9 14,3
Nu 51,1 119,4 148,9 -17,8 18,9 20,2
N2 25,1 80,5 133,5 21,1 24,5 26,1

3.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza uzoraka provedena je radi ispitivanja razlika u toplinskoj

stabilnosti izmedu PLA 1 uzoraka PLA-g-MA. Rezultati su prikazani na slici 6, a vrijednosti

maksimalne temperature razgradnje navedene su u tablici 3. Za Cisti PLA, toplinska razgradnja

zapocinje na temperaturi od 294,3 °C i zavrSava pri 423,5 °C (slika 6). Prvom derivacijom TG

krivulje dobiva se DTG krivulja (slika 6) iz koje se moZe ocitati temperatura maksimalne brzine

raspada, Tmax, te za Cisti PLA iznosi 370,5 °C. Rezultati TGA analize uzoraka PLA-g-MA

takoder su prikazani na slici 6, a uoceno je da su svi cijepljeni uzorci imali niZze vrijednosti

temperature maksimalne brzine razgradnje.
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Tablica 3 - Rezultati TG analize
Table 3 - TG analysis results

Slika 6 - TG/DTG krivulje
Fig. 6 - TG/DTG curves

Uzorak Tmax [°C]
PLA 370,5
N 369,6
N» 345,7
Z, 368,2
Z 369,6
Ni; 347,6
N2 365,3
4. Zakljucak

Sinteza cijepljenog kopolimera PLA-g-MA je bitan korak kako bi se osigurala bolja

kompatibilizacija PLA s drugim polimerima koji mu mogu poboljSati mehanic¢ka svojstva.

Rezultatima 'H NMR analize utvrdeno je cijepljenje PLA s MA na uzorcima N3 i N2» pojavom

Sirokog signala pri 2,0 ppm. Za sintezu PLA-g-MA nuZno je osigurati odgovarajuci redoslijed

reakcijskih komponenti, koji ukljucuje prvo taljenje PLA, zatim dodatak inicijatora (4 mas. %),

te na kraju dodatak maleinskog anhidrida (MA) pri visokim temperaturama (165 1 175 °C).

Rezultati analize diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom pokazuje pomak temperature

staklastog prijelaza prema nizim vrijednostima temperature za uzorke koji su uspjesno

11
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cijepljeni. Termogravimetrijskom analizom je potvrdeno da se svi PLA-g-MA uzorci termicki
razgraduju pri nizim temperaturama od Cistog PLA. Smanjenje toplinske stabilnosti cijepljenih
uzoraka rezultira u vecoj mobilnosti makromolekula PLA §to moZemo potvrditi 1 snizenjem

temperature staklastog prijelaza.

ZAHVALA
Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta ,,Proizvodnja i razvoj kompostabilne
ambalaze iz otpadne biomase za pakiranje industrijski preradenih prehrambenih
proizvoda” (NPOO.C3.2.R3-11 .04.0059) financiranog iz Nacionalnog plana za

oporavak 1 otpornost (financiran od strane Europske unije, NextGenerationEU).

Popis kratica i simbola

PLA - poli(mlijecna kiselina) (engl. poly(lactic acid)

PLA-g-MA - poli(mlije¢na kiselina) graftirana maleinskim anhidridom (engl. grafted
poly(lactid acid) with maleic anhydride)

MA - maleinski anhidrid (engl. maleic anhydride)

DBP - dibenzoil peroksid (engl. dibenzoyl peroxide)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)

DSC - diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)

TGA - termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis)

Dg - stupanj graftiranja (engl. grafting degree) (%)

CDCl;3 - deuterirani kloroform (engl. deuterated chloroform)

T, - temperatura staklastog prijelaza (engl. glass transition temperature) (°C)

AH,. - entalpija hladne kristalizacije (engl. cold crystallization enthalpy) (J g)

AHy, - entalpija taljenja (engl. melting enthalpy) (J g1)

AH.? - entalpija taljenja 100 % kristalnog polimera (engl. melting enthalpy of 100 % crystalline
polymer) (J g

T'm - temperatura taljenja (engl. melting temperature) (°C)

Xc - stupanj kristalnosti (engl. crystallinity index) (%)

T'max - maksimalna temperatura razgradnje (engl. maximal degradation temperature) (°C)
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Abstract

Copper is one of the essential metals for many industrial and agricultural processes. However, it is toxic,
does not biodegrade, and can accumulate in living organisms. Because of this, wastewater contaminated
with copper must be treated before it is released into the environment. This research explored utilising
of NaX zeolite particles and Saccharomyces cerevisiae yeast immobilised in alginate for copper ions
removal from solutions. Zeolites are widely used sorbents for the removal of pollutants. Yeast is
commonly used to treat high concentration organic wastewater, wastewater containing heavy metals and
household sewage. Immobilization of the yeast boosts its activity and facilitates separation. The
immobilised NaX and yeast removal capabilities were examined concerning initial metal ion
concentration at 300 K. Immobilised NaX and yeast were prepared with sodium alginate and calcium
chloride. The results show that an increase in the initial copper solution concentration from 2.165 to
9.825 mmol L' resulted in a decrease in the removal percentage from 70.244 to 30.291% when
immobilised zeolite was used. Using immobilised yeast, the removal efficiency first increased from
7.654 to 10.338% for the initial concentrations of 2.165 to 5.249 mmol L' and then decreased to 4.51%
for the highest concentration used. The copper sorption data on immobilised NaX and yeast was tested
with four types of isotherm models with Langmuir’s isotherm model being the most appropriate
equation to describe the experimental equilibrium data. The FTIR spectra of the sorbents used, recorded
prior and after sorption, revealed no significant changes in the structure of the sorbents.

Key words: zeolite NaX, yeast Saccharomyces cerevisiae, sorption, copper ions
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Sazetak
Bakar je jedan od bitnih metala za mnoge industrijske i poljoprivredne procese. Medutim, toksican je,
bioloski nerazgradiv i moZe se akumulirati u zivim organizmima. Zbog toga se otpadne vode onecis¢ene
bakrom prije ispusStanja u okoli§ moraju prociS¢avati. Istrazivanje se fokusiralo na koriStenje Cestica
NaX zeolita i kvasca Saccharomyces cerevisiae imobiliziranih u alginatu za uklanjanje bakrovih iona iz
otopina. Kvasac se obi¢no koristi za obradu organskih otpadnih voda visoke koncentracije, otpadnih
voda koje sadrze teSke metale i otpadnih voda iz kucanstva. Imobilizacija kvasca pojacava njegovu
aktivnost i olakSava odvajanje. Sposobnost uklanjanja imobiliziranog NaX i kvasca ispitana je s obzirom
na pocetnu koncentraciju metalnih iona pri 300 K. Imobilizirani NaX i1 kvasac pripremljeni su s
natrijevim alginatom i kalcijevim kloridom. Rezultati pokazuju da je povecanje pocetne koncentracije
otopine bakra s 2,165 na 9,825 mmol L' rezultiralo smanjenjem postotka uklanjanja sa 70,244 na
30,291 % kada je koriSten imobilizirani zeolit. KoriStenjem imobiliziranog kvasca, ucinkovitost
uklanjanja prvo se povecala sa 7,654 na 10,338 % za pocetne koncentracije od 2,165 do
5,249 mmol L', a zatim se smanjila na 4,51 % za najvecu koriStenu koncentraciju. Podaci o sorpciji
bakra na imobiliziranom NaX i kvascu ispitani su s Cetiri vrste modela izotermi, pri cemu je Langmuirov
model izoterme najprikladniji za opisivanje podataka o postignutoj ravnotezi. FTIR spektri koristenih
sorbensa, snimljeni prije i nakon sorpcije, nisu otkrili znacajne promjene u strukturi sorbensa.

Kljucne rijeci: zeolit NaX, kvasac Saccharomyces cerevisiae, sorpcija, bakrovi ioni

or
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1. Introduction

Access to clean water is essential for the survival and progress of humanity, and the quality of
water is crucial for the welfare of the population. It is also an important resource for socio-
economic development and a factor or constraint to economic production.! Given the
continuous contamination of the environment, despite environmental protection efforts, it is
important to constantly remove heavy metal ions that originate from different sources including
mining, urbanisation, chemical industries, wastewater treatment plants, pesticide factories, the
biomedical sector, and agricultural practices.>> A variety of methods and techniques have been
developed and are used to remove heavy metals from the environment. Coagulation, solvent
extraction, flocculation, chemical precipitation, (bio)sorption, membrane filtration,
electrochemical procedures, and phytoremediation are some of the methods used to reduce
heavy metal concentrations to tolerable limits.* Among the methods mentioned above,
(bio)sorption is characterized by lower initial and ongoing costs and a simpler design.’

The Saccharomyces cerevisiae yeast is primarily used in the food industry. However, it is also
used in biological wastewater treatment for the treatment of high concentration organic
wastewater, heavy metal ions wastewater and domestic sewage. The main benefit is that it can
be cultivated in large quantities using simple and cheap fermentation techniques and growth
media, which enables economical biomass production. In addition to production, they can be

t.%7 There are a

easily obtained from various food and beverage industries as a waste produc
number of articles investigating the effects of various process parameters as time, temperature,
pH, biomass concentration, initial metal concentration, immobilisation, on the biosorption of
metals (chromium, copper, lead, mercury, strontium, arsenic, uranium, nickel etc.) by
yeast.5410 Zeolite, a common sorbent, removes metal ions and cationic dyes from aqueous
solutions by adsorption and ion exchange processes, utilising its distinctive porous structure.
Zeolites with a certain pore size on the surface can allow molecules of a smaller size or shape
to diffuse into the inner pores. Organic cations are too big to penetrate the inner pores; thus they
are adsorbed on the surface of zeolites. The surface properties of zeolites bearing negative
surface charge can be varied by organic functionalisation of their internal and external surfaces,
which can improve their affinity to absorb water and other cations. Researchers have conducted
extensive research to find more cost-effective and efficient (bio)sorbents. A number of non-
traditional low-cost (bio)sorbents, including natural materials, biosorbents, and recyclable

materials from industry and agriculture, have been proposed for the wastewater treatment.

16



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

Since Saccharomyces cerevisiae is a widely used microorganism and its ability to absorb heavy
metals, although intriguing, has not yet been thoroughly evaluated, one of the aims of this work
was to improve the understanding of this field and to compare the results obtained with a sorbent
renowned for its high capacity in the heavy metals removal. In the present study, immobilised
S. cerevisiae and zeolites immobilised in alginate were used, as according to literature,
immobilised biomass offers significant advantages in terms of handling, solid-liquid separation
and ease of scale-up.!! Evaluating the efficiency of metal (bio)sorption by immobilised
microbial biomass or zeolites is important for the practical implementation of (bio)sorption.
This inquiry provides insights into the equilibrium of the process that are valuable for the

equipment design.

2. Experimental

2.1. Materials and Methods

Copper-containing solutions were obtained by dissolving copper chloride dihydrate in distilled
water with an initial concentration of 2.165 mmol L™! to 9.825 mmol L!. The materials used as
sorbents in this study were immobilised zeolite NaX (Alfa Aesar) with a particle diameter
smaller than 40 pum and dry baker's yeast Saccharomyces cerevisiae (Belbake) with a particle
diameter smaller than 160 pm. The immobilised sorbents were prepared by adding 6 g of zeolite
or yeast to an aqueous solution of sodium alginate (Alfa Aesar) at a mass concentration of 40.00
g L. The prepared mixture was homogenised for 30 minutes using a magnetic stirrer. The
mixture of sodium alginate and zeolite or yeast was injected, drop by drop, into a homogenised
calcium chloride solution previously poured into Petri dishes. Due to the ion exchange of
sodium ions from sodium alginate and calcium ions from the calcium chloride solution, beads
of insoluble calcium alginate are formed, in which are immobilized zeolite or yeast particles.
After 20 minutes, the resulting beads are separated and washed 3 times with distilled water to
remove excess calcium chloride solution. The washed beads are transferred to filter paper and

dried (Fig. 1).
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(a) (b)
Fig. I — Immobilized Zeolite NaX (a) and yeast Saccharomyces cerevisiae
(b) in calcium alginate
Slika I — Imobilizirani zeolit NaX (a) i kvasac Saccharomyces cerevisiae

(b) u kalcijevom alginatu

2.2. Equilibrium experiments

The sorption of copper ions onto sorbents was carried out in batch reactors. The 0.15 L of CuCl»
solution with 1.00 g of sorbent was agitated at 200 rpm in a JULABO SW22 water bath. Five
different concentrations of the copper solution (2.165, 3.334, 5.249, 7.010,
9.825 mmol L) were used for the sorption at 300 K. The solution samples taken out from the
batch reactor were filtered and copper concentration in the samples was determinated using
UV/Vis spectrophotometer. The equilibrium amount of copper retained on the sorbent, g
(mmol g), and the sorption process efficiency, Re (%), after 48 hours, were calculated as

follows:

de = NoT )V (1)

R, = ——°.100 )

where ¢y is the initial concentration of metal in solution (mmol L), c. is concentration of metal
in solution at time ¢ (mmol L), ¥ is the volume of solution (L), and m is the mass of the
sorbent (g).!2

In all of the experiments, the initial and equilibrium pH values of solutions were also measured.
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2.3. Sorption isotherm models

The data obtained from sorption equilibrium experiments may be utilised to establish a
correlation between the amount of (bio)sorbed copper per unit mass of bio(sorbent) and the
equilibrium concentration of copper in the solution using different isotherm models. They allow
the analysis of various aspects of sorption, such as energy effects and surface interactions
between sorbent and sorbate; and are used to determine the sorption capacity (sorbent capacity
for metal ions), the sorbent's surface properties, and aid in the development and improvement
of the sorption process itself.'>'* The sorption isotherms were tested using two two-parameter
isotherms (Langmuir and Freundlich) and two three-parameter isotherms (Redlich-Peterson and
Sips). Due to their simplicity and ability to be linearized, two-parameter isotherms are the most
commonly used. The Langmuir isotherm was originally developed to represent adsorption in
the gas-solid phase, but its application has been extended to (bio)sorption in the liquid-solid
phase. The basic assumptions of the Langmuir isotherm are that the surface is homogenous,
sorption is localised on the surface, and each site can only accept one molecule or atom.'* The

Langmuir isotherm is defined as follows:

_KL'Ce'M

14K ce )

de

where g is the equilibrium amount of metal (bio)sorbed per gram of bio(sorbent) (mmol g),
ce is the equilibrium concentration of the metal in the solution (mmol L), Ky is the Langmuir
constant related to the affinity of the binding sites (L mmol), and M is also the Langmuir
constant, the maximum sorption capacity, representing the single layer coverage of the sorbent
by the sorbate (mmol g!).

The Freundlich isotherm is a model that assumes multi-layer sorption of sorbate molecules on

the sorbent and their mutual interaction. '’
= Kp-cl )
de = K Ce

where Kr (mmol g!) and B are Freundlich isotherm constants.
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The Redlich-Peterson isotherm combines the Freundlich and Langmuir isotherms. It
presupposes multi-layer sorption of the sorbate molecules on the sorbent and their mutual

interaction and is the three-parameter sorption isotherm.!®

. KRP *Co " M
1+ (Kgp)© - (ce)”

e (5)

where Krp (L mmol!) and m are Redlich-Peterson isotherm constants. If the value of m is equal
to 1, the above equation is reduced to the Langmuir isotherm.

The Sips isotherm (three-parameter isotherm) combines the Langmuir and Freundlich
isotherms. At low sorbate concentrations, it is acting as the Freundlich isotherm, but at high
sorbate concentrations, it predicts a monolayer sorption capacity similar to the Langmuir

isotherm. The Sips isotherm can be represented by the following equation: '3

(Ks-ce)" "M
Qe =17k n (©6)
1+ (KS ' Ce)
where Ks (L mmol™') and n are Sips isotherm constants. If the value of n is equal to 1 then this
equation will reduce to Langmuir equation. Conversely, as either c. or Ks approaches 0, this

isotherm reduces to the Freundlich isotherm.'®

3. Results and discussion

The equilibrium of (bio)sorption of copper ions on baker's yeast Saccharomyces cerevisiae and
zeolite NaX immobilised in alginate was reached after 24 hours. Table 1 shows the
concentrations of copper ions in the solution at the beginning and at equilibrium, as well as the
calculated values of the equilibrium amounts of copper ions bio(sorbed), and the efficiency of
removal calculated using equations (1) and (2). The amount of sorbed copper ions at
equilibrium on the NaX zeolite immobilised in alginate increases with increasing of
concentration of the initial solution of copper ions, while the efficiency of removal decreased
with the initial concentration increase. This can be explained by the saturation of the accessible
sorption sites in the sorbent. At lower copper ion concentrations, the sorption sites of the sorbent
are more available, resulting in higher removal efficiency. For a given quantity of sorbent, only

a certain amount of sorption sites is available. As the initial copper ion concentration increases,
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there is a competition for the sorption sites, resulting in a decrease in removal efficiency.!” The
amount of biosorbed copper ions at equilibrium on the immobilised S. cerevisiae generally
increased with increasing initial concentration of copper ions in the solution, while the
efficiency of removal generally decreased with increasing initial concentration. The deviation
from the above values was observed for the solution with an initial concentration of

5.249 mmol L.

Table 1 — Concentrations, amounts of sorbed copper ions and efficiency of copper’s ion sorption on
Saccharomyces cerevisiae yeast and NaX zeolite immobilised in alginate
Tablica 1 — Koncentracija i koli¢ina sorbiranih bakrovih iona te u¢inkovitosti sorpcije bakrovih iona na

kvascu Saccharomyces cerevisiae i zeolitu NaX imobiliziranom u alginatu

Immobilised NaX Immobilised Saccharomyces cerevisiae
Co Ce e R o Ce qge R
mmol L' mmol L' mmol g! % mmol L' mmol L' mmol g’ %
2.165 0.645 0.226 70.21 2.165 1.999 0.025 7.67
3.334 1.435 0.279 56.96 3.334 3.106 0.034 6.83

5.249 2.603 0.387 50.41 5.249 4.706 0.079 10.34
7.010 4.238 0.410 39.55 7.010 6.610 0.059 5.71
9.825 6.849 0.437 30.29 9.825 9.382 0.065 4.51

According to the literature, S. cerevisiae in alginate sorbs 0.0558 mmol L' copper ions, from
CuSO4 * 5H,0O solution with a concentration of 0.432 mmol L', and freely suspended
0.044 mmol L! from CuSOs - 5H,0 solution with a concentration of 2.8 mmol L. The result
obtained in this work is slightly higher, which is probably a consequence of using higher
concentrations of the copper ion solution.'®!” In processes where S. cerevisiae was used in
freely suspended or immobilised form, an increase in the concentration of the initial solution of
copper ions usually leads to an increase in the amount of metal removed, i.e. a decrease in
efficiency.!®!” A deviation from the stated rule was observed by Nascimento et al. In the
aforementioned study, S. cerevisiae showed a higher removal efficiency in a solution with a
concentration of 100 mmol L™! than in a solution with a concentration of 75 mmol L2

The sorption of copper ions led to a change in the colour of the (bio)sorbent used (Fig. 2).
During the experiments, initial (pH;) and equilibrium (pHe) pH values were also measured.
Initial pH of solutions was in range from 5.17 to 4.79 and it decreased with the increase of
initial concentrations. For both sorbents, a decrease of pHe was observed with the increase of
equilibrium concentrations. The pH. ranged from 5.17 to 4.01 for immobilised NaX, while for

the immobilised Saccharomyces cerevisiae the pHe ranged from 4.90 to 3.79.
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(a) (b)
Fig. 2 — Zeolite NaX (a) and Saccharomyces cerevisiae yeast (b) immobilized in alginate after
sorption of copper ions from solution with an initial concentration of 9.825 mmol L
Slika 2 — Zeolit NaX (a) i kvasac Saccharomyces cerevisiae imobilizirani u alginatu nakon sorpcije

bakrovih iona iz otopine pocetne koncentracije 9,825 mmol L

3.1. Comparison of the isotherms

The level of the relationship between solute and (bio)sorbents can be characterised by
equilibrium sorption isotherms, which serve as a direct representation of the conditions under
which the maximum sorption capacities have been reached.?!

In this work, four isotherms were used to fit experimental (bio)sorption data. The quality of fitting
experimental data was evaluated by RMSE (root mean square error) and y? (chi-square test).

The experimentally determined maximum capacity of copper sorption is 0.437 mmol g™ on
immobilised NaX zeolite and 0.079 mmol g!' on the immobilised S. cerevisiae (Table 2). The
best agreement between the experimentally determined and calculated maximum sorption
capacity on immobilised NaX was obtained with the Redlich-Peterson isotherm (0.433 mmol
g, followed by the Langmuir isotherm (0.494 mmol g'), and the poorest agreement was
obtained with the Sips isotherm (0.538 mmol g'!'). When the immobilised S. cerevisiae is used
as a biosorbent, the best agreement between the experimentally determined and the calculated
maximum sorption capacity is obtained with the Sips isotherm (0.067 mmol g!), followed by
the Langmuir isotherm (0.105 mmol g!) and the Redlich-Peterson isotherm (0.018 mmol g™).
The calculated values of the statistical parameters RMSE and the chi-square test show a good
agreement between the selected isotherm models and the experimentally obtained equilibrium
data. The experiments in which zeolite NaX was immobilised in alginate as a sorbent had the
smallest RMSE value (0.016) for both the Langmuir and Sips isotherms. Looking at the value

of the chi-square test, the Sips isotherm showed negligibly better agreement with the
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experimentally obtained data (0.004 vs. 0.005). In the experiments in which the yeast
Saccharomyces cerevisiae is immobilised in alginate and used as a sorbent, the lowest RMSE
value (0.013) and the chi-square test (0.016) were calculated for the Langmuir isotherm. If, in
addition to the values of the statistical agreement parameters, the values of the experimental or
calculated maximum capacity are taken into account, it can be concluded that the sorption of
copper ions on both (bio)sorbents is best described by the Langmuir isotherm. This conclusion

is consistent with the results of Zan et al.**

Table 2 — Parameters of the isotherms used and calculated statistical parameters of the agreement of the
isotherms and experimental data

Tablica 2 — Parametri izotermi i izraCunati statistiCki parametri slaganja izotermi i eksperimentalnih

podataka
Parameter (Bio)sorbent in alginate
Isotherm NaX  Saccharomyces cerevisiae

ge (mmol g'')  0.437 0.079
Kr (mmol gy 0.268 0.025
. B 0.277 0.482
Freundlich RMSE___ 0.022 0.014
v 0.007 0.019
K (L mmol!) 1.153 0.228
Langmuir M (@mmol g)  0.494 0.105
RMSE 0.016 0.013
v 0.005 0.016
Krp (L mmol)  1.528 4.743
M (mmol g'')  0.433 0.018
Redlich-Peterson r 0.948 0.603
RMSE 0.019 0.014
v 0.007 0.019

Ks (Lmmol) _ 0.961 107.879
M (mmol g')  0.538 0.067
Sips N 0.817 0.213
RMSE 0.016 0.019
x 0.004 0.035

3.2. FTIR spectra of immobilized zeolite and yeast

The FTIR spectra of (bio)sorbents, acquired before and after copper (bio)sorption (Fig. 3),
revealed no significant changes in the structure of the (bio)sorbents. The spectra were obtained
with a Perkin Elmer Spectrum Two FTIR spectrometer equipped with a diamond reflection
crystal for collecting spectrum by the method of universal attenuated total reflectance at 4000

to 450 cm™! range with a resolution of 4 cm™!.
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Fig. 3 —FTIR spectra of immobilized zeolite NaX and Saccharomyces cerevisiae prior and after the
sorption of copper ions from solution with an initial concentration of 9.825 mmol L
Slika 3 — FTIR spektar zeolita NaX (a) i kvasca Saccharomyces cerevisiae imobiliziranih u alginatu

nakon sorpcije bakrovih iona iz otopine po&etne koncentracije 9,825 mmol L*!

The main broad band on zeolite recorded at 983 cm™ corresponds to the asymmetric stretching
vibrations of Si—O—Si and Al-O-Si and is connected with the internal Si—O(Si1) and Si—O(Al)
vibrations in tetrahedral or alumino- and silico-oxygen bridges.”> The bands located at
749 cm™, 670 cm’!, 555 cm!, and 439 cm™! are due to the pseudo-lattice vibrations of structural
units. Bands appearing in the regions of 1614 cm™ and 3298 cm™! were attributed to the bending
vibrations of H-O—H and the stretching vibrations of — OH, H-O—H.?* The same was observed
at the spectra of immobilized yeast, i.e. stretching vibrations of O—H bonds in the range of
3000-3600 cm™. At the range 2852-2922 cmstretching vibrations of aliphatic C—H were
observed.>* Bands recorded at 1633 and 1538 cm™! are assigned to the amide I and amide II of
proteins due to —C=0 and £N-H stretching vibrations. The peaks at 1238 and 1031 cm™' can be
attributed to the alcohol hydroxyl structure C-OH.?*

4. Conclusions

The amount of copper ions sorbed at equilibrium on the NaX zeolite immobilised in alginate
increases with increasing of concentration of the initial copper ion solution and reaches its

maximum value of 0.437 mmol g at the highest initial concentration of the copper ions

24



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

solution. Contrary to that, the highest value of copper ions sorbed on immobilised yeast is
achieved at an initial concentration of 5.249 mmol L. The removal efficiency of the copper
ions generally decreases with the initial concentration increase and can be explained by the
saturation of the accessible sorption sites in the sorbent. At lower copper ion concentrations,
the sorption sites of the sorbent are more available, which leads to a higher removal efficiency.
The copper sorption data on immobilised NaX and yeast was best described by the Langmuir
isotherm model pointing out that the sorption is localised on the surface creating a monolayer.
The FTIR spectra of the sorbents used, which were recorded prior and after the sorption,

revealed no significant changes in the structure of the sorbents.

List of abbreviations and symbols

co — initial concentration of metal in solution (mmol L)

ce — concentration of metal in solution at time t (mmol L)

Kr — Freundlich isotherm constant (mmol g)

K1 — Langmuir isotherm constant (L mmol™)

Krp — Redlich-Peterson isotherm constant (L mmol ')

Ks — Sips isotherm constant (L mmol!)

m — mass of the sorbent (g)

pHi — equilibrium pH value of solutions

r — Redlich-Peterson isotherm constant

M — the Langmuir constant, the maximum sorption capacity (mmol g!)
n — Sips isotherm constant

ge — amount of copper retained on the sorbent at equilibrium (mmol g™!)
Re — sorption process efficiency (%)

V' — the volume of solution (L)

B — Freundlich isotherm constant

References
1. Z Liu, M. Sang, M. Zhu, R. Feng, X. Ding, Prediction and countermeasures of heavy
metal copper pollution accident in the Three Gorges Reservoir Area, J. Hazard. Mater.

465 (2024) 133208, doi: https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2023.133208.

25



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS

10.

11.

SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

R. A. Garanin, I. N. Lykov, Sorption of copper ions by immobilized yeast with
poroforming additives, IOP Conf. Ser.: Earth Environ. Sci. 981 (2022) 042059,
doi: https://doi.org/10.1088/1755-1315/981/4/042059.

S. Das, K. W. Sultana, A. R. Ndhlala, M. Mondal, I. Chandra, Heavy Metal Pollution in
the Environment and Its Impact on Health: Exploring Green Technology for
Remediation, Environ. Health Insights. 17 (2023) 1-10,
doi: https://doi.org/10.1177/11786302231201259.

S. R. Dhokpande, S. M. Deshmukh, A. Khandekar, A. Sankhe, A review outlook on
methods for removal of heavy metal ions from wastewater, Sep. Purif. Technol. 350

(2024) 127868, doi: https://doi.org/10.1016/j.seppur.2024.127868.

. A. Tripathi, M. R. Ranjan, Heavy Metal Removal from Wastewater Using Low Cost

Adsorbents, J. Bioremed. Biodeg. 6 (6) (2015) 315, doi: https://doi.org/10.4172/2155-
6199.1000315.

Y. Wang, L. Qiu, M. Hu, Application of yeast in the wastewater treatment, E3S Web
Conf. 53 (2018) 04025, doi: https://doi.org/10.1051/e3sconf/20185304025.

E. A. El-Bestawy, M. M. El-Batouti, N. M. Zabermawi, H. M. Zaghlol, Removal of heavy
metals, turbidity and coliform from contaminated raw drinking water using
Saccharomyces cerevisiae, the Baker's yeast, Sustain. Chem. Pharm. 33 (2023) 101131,
doi: https://doi.org/10.1016/j.scp.2023.101131.

V. Padmavathy, P. Vasudevan, S. C. Dhingra, Biosorption of nickel(II) ions on Baker’s
yeast, Process Biochem. 38 (10) (2003) 1389-1395, doi: https://doi.org/10.1016/s0032-
9592(02)00168-1.

R. Han, H. Li, Y. Li, J. Zhang, H. Xiao, J. Shi, Biosorption of copper and lead ions by
waste beer yeast, J. Hazard. Mater. 137 (3) (2006) 1569-1576,
doi: https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2006.04.045.

B. Volesky, H. A. May-Phillips, Biosorption of heavy metals by Saccharomyces
cerevisiae, Appl. Microbiol. Biotechnol. 42 (1995) 797-806,
doi: https://doi.org/10.1007/bf00171964.

C. S. Van Wyk, Removal of heavy metals from metal-containing effluent by yeast
biomass, Afr. J. Biotechnol. 10 (55) (2011) 11557-11561.

26



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS

12.

13.

14.

15.

16.

SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

A. Basi¢, M. N. Muzek, S. Svilovi¢, Influence of impeller clearance, impeller size and
baffles on copper sorption on zeolite NaX: Do the size and position really matter?, Appl.
Surf. Sci. Adv. 18 (2023) 100507, doi: https://doi.org/10.1016/j.apsadv.2023.100507.
S. Svilovi¢, D. Rusié, R. Stipisi¢, Thermodynamics and Adsorption Isotherms of Copper
Ions Removal from Solutions Using Synthetic Zeolite X, Chem. Biochem. Eng. Q. 22
(3) (2008) 299-305.

S. Rangabhashiyam, N. Anu, M. S. Giri Nandagopal, N. Selvaraju, Relevance of
isotherm models in biosorption of pollutants by agricultural byproducts, J. Environ.
Chem. Eng. 2 (1) (2014) 398414, doi: https://doi.org/10.1016/j.jece.2014.01.014.

K. Y. Foo, B. H. Hameed, Insights into the modelling of adsorption isotherm systems,
Chem. Eng. J. 156 (1) (2010) 2—10, doi: https://doi.org/10.1016/j.cej.2009.09.013.

M. Belhachemi, F. Addoun, Comparative adsorption isotherms and modeling of
methylene blue onto activated carbons, Appl. Water Sci. 1 (2011) 111-117,
doi: https://doi.org/10.1007/s13201-011-0014-1.

17. A. Naga Babu, G. V. Krishna Mohan, K. Kalpana, K. Ravindhranath, Removal of lead

18.

19.

20.

21.

from water using calcium alginate beads doped with hydrazine sulphate-activated red
mud as adsorbent, J. Anal. Methods Chem. 2017 (2017) 4650594,
doi: https://doi.org/10.1155/2017/4650594.

V. Gochev, Z. Velkova, M. Stoytcheva, Biosorption of Cooper (II) by Immobilized Dead
Biomass of Saccharomyces Cerevisiae, Biotechnol. Biotechnol. Equip. 24 (2010)
607-612, doi: https://doi.org/10.1080/13102818.2010.10817907

E. Savastru, D. Bulgariu, C.-I. Zamfir, L. Bulgariu, Application of Saccharomyces
cerevisiae in the Biosorption of Co(Il), Zn(II) and Cu(Il) Ions from Aqueous Media,
Water 14 (6) (2022) 976, doi: https://doi.org/10.3390/w14060976.

J. M. do Nascimento, J. D. de Oliveira, A. C. L. Rizzo, S. G. F. Leite, Biosorption Cu
(I1) by the yeast Saccharomyces cerevisiae, Biotechnol. Rep. 21 (2019) 00315,
doi: https://doi.org/10.1016/j.btre.2019.e00315.

J. S. Markovski, D. D. Markovié, V. R. Doki¢, M Mitri¢, M. P. Risti¢, A. E. Onjia, A. D.
Marinkovié, Arsenate adsorption on waste eggshell modified by goethite, a-MnO, and
goethite/a-MnO,, Chem. Eng. J. 237 (2014) 430-442,
doi: https://doi.org/10.1016/j.cej.2013.10.031.

27



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS

SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

22.F. Zan, S. Huo, B. Xi, X. Zhao, Biosorption of Cd*>" and Cu?*" on immobilized
Saccharomyces cerevisiae, Front. Environ. Sci. Engin. 6 (2012) 51-58,
doi: https://doi.org/10.1007/s11783-011-0206-9.

23. M. N. Muzek, S. Svilovi¢, J. Zeli¢, Kinetic studies of cobalt ion removal from aqueous
solutions using fly ash-based geopolymer and zeolite NaX as sorbents, Sep. Sci.
Technol. 51 (18) (2016) 2868-2875,
doi: https://dx.doi.org/10.1080/01496395.2016.1228675.

24. H. Daemi, M. Barikani, Synthesis and characterization of calcium alginate
nanoparticles, sodium homopolymannuronate salt and its calcium nanoparticles, Sci.
Iran. 19 (6) (2012) 2023-2028, doi: https://doi.org/10.1016/j.scient.2012.10.005.

25. H. Chen, Z. Zhou, W. Chen, Z. Xiang, H. Nie, W. Yu, Construction of stable bio-Pd
catalysts for environmental pollutant remediation, RSC Adv. 11 (57) (2021)
36174-36180, doi: https://doi.org/10.1039/D1RA06465G.

28



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

PoboljSanje kompatibilnosti 1 toplinske stabilnosti mjeSavina
TPS/PLA uz dodatak limunske kiseline kao omekSavala
Improvement of compatibility and thermal stability of TPS/PLA blends

with the addition of citric acid as a plasticizer

Vesna Oceli¢ Bulatovié,*” Mario Kovac,? Antun Jozinovié,© Dajana Kucié¢ Grgic¢®, Drago Subaric®
4 Sveuciliste u Zagrebu Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije,

Trg Marka Maruli¢a 19, 10000 Zagreb, Hrvatska

& University of Zagreb Faculty of Chemical Engineering and Technology,

Trg Marka Maruliéa 19, 10000 Zagreb, Croatia

b Sveugiliste u Mostaru, Agronomski i prehrambeno-tehnologki fakultet,

Biskupa Cule bb, 88000 Mostar, BiH

b Faculty of Agriculture and Food Technology, University of Mostar,

Biskupa Cule bb, 88000 Mostar, B&H

¢ SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek,
Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

¢ Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Food Technology Osijek,

Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Croatia

*Autor za dopisivanje: izv. prof. dr. sc. Vesna Oceli¢ Bulatovi¢, vocelicbulatovic@fkit.unizg.hr

Sazetak

Rad istrazuje utjecaj amorfnog biorazgradivog termoplasticnog Skroba (TPS) i dodatka limunske
kiseline (LK) na toplinska svojstva i fazne prijelaze polilaktida (PLA) putem diferencijalne pretrazne
kalorimetrije (DSC) i termogravimetrijske analize (TGA). TPS/PLA mjeSavine sve se viSe proucavaju
zbog njihove biorazgradljivosti i potencijala za zamjenu konvencionalnih polimernih materijala, no
zahtijevaju aditive poput limunske kiseline za poboljSanje kompatibilnosti, toplinskih i mehanickih
svojstava. Rezultati DSC analize pokazuju smanjenje temperature staklastog prijelaza (7;) pri dodavanju
TPS-a i LK, ¢ime se poboljsava mjesljivost PLA i TPS mjesavina. Takoder, dodavanje TPS-a i LK
utjeCe na pomak temperature hladne kristalizacije (7..) te povecava stupanj kristalnosti (y.) PLA do
optimalnog udjela LK (10 mas. %). S druge strane, ve¢i udio LK u mjeSavinama PLA potice

plastifikaciju, smanjujuci kristalnost PLA i utjeuéi na njegov strukturni integritet. Termogravimetrijska
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analiza (TGA) otkriva da ugradnja PLA u termoplasti¢ni Skrob (TPS) povecava njegovu ukupnu
toplinsku stabilnost. Medutim, dok LK smanjuje upijanje vlage, ne pridonosi poboljSanju toplinske
stabilnosti. Umjesto toga, ¢ini se da je njegova uloga znacajnija u modificiranju fizi¢kih svojstava, kao
Sto su fleksibilnost i hidrofobnost, kroz ucinke plastificiranja, $to moze ugroziti toplinsko ponasanje
materijala. Istrazivanje naglasava vaznost optimizacije sastava TPS/PLA mjeSavina radi postizanja
zeljenih toplinskih svojstava biorazgradljivih materijala.

Kljucne rijeci: polilaktid, termoplasticni Skrob, limunska kiselina, toplinska svojstva

Abstract

This paper investigates the effect of amorphous biodegradable thermoplastic starch (TPS) and the
addition of citric acid (CA) on the thermal properties and phase transitions of polylactide (PLA) using
differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA). TPS/PLA blends are
increasingly being studied for their biodegradability and potential to replace conventional plastics, but
they require additives such as CA to improve compatibility and thermal and mechanical properties. The
results of the DSC analysis show a decrease in the glass transition temperature (7,) upon the addition of
TPS and CA, which improves the miscibility of PLA and TPS blends. Also, the addition of TPS and ca
affects the shift of the cold crystallization temperature (7). It increases the degree of PLA's crystallinity
(xc) up to the optimal proportion of CA (10 wt. %). On the other hand, higher proportion of CA in PLA
blends induces plasticization, reducing the crystallinity of PLA and impacting its structural integrity.
Thermogravimetric analysis (TGA) reveals that incorporating PLA into thermoplastic starch (TPS)
enhances its overall thermal stability. However, while CA reduces moisture absorption, it does not
contribute to improving thermal stability. Instead, its role appears more significant in modifying physical
properties, such as flexibility and hydrophobicity, through plasticization effects, which may compromise
the thermal behavior of the material. The research emphasizes the importance of optimizing the
composition of TPS/PLA blends in order to achieve the desired thermal properties of biodegradable
materials.

Key words: polylactide, thermoplastic starch, citric acid, thermal properties
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1. Uvod

Polimeri dobiveni iz obnovljivih izvora postaju sve znac¢ajniji u industriji materijala, s obzirom
na rastucu svijest o ekoloskim problemima, poput nakupljanja nerazgradivog plasticnog otpada
1 potrosnje fosilnih resursa. Medu njima, polilaktid (PLA) i termoplasti¢ni skrob (TPS) isticu
se kao materijali koji nude obec¢avajuce odrzive alternative konvencionalnim polimerima. PLA,
polimer dobiven iz mlijecne kiseline proizvedene fermentacijom biljnih Secera, Siroko je
koriSten zbog svoje biorazgradljivosti, biokompatibilnosti i relativno dobrih mehanickih
svojstava.!” S druge strane, TPS se dobiva omek3avanjem prirodnog $kroba uz dodatak
najc¢esce glicerola, ¢ime Skrob dobiva termoplasticna svojstva i omogucéava lakSu obradu u
razli¢itim procesima. lako oba materijala imaju znacajne prednosti u smislu ekoloske
prihvatljivosti, njihove pojedinacne slabosti, kao Sto su krtost PLA i slaba mehanicka svojstva
TPS-a, ograni¢avaju njihovu Siru primjenu. Mjesavine PLA i TPS predstavljaju potencijalno
rjeSenje za poboljsanje ukupnih svojstava ova dva biopolimera. Spajanjem PLA, koji ima
relativno dobre mehanicke i toplinske karakteristike, s TPS-om, koji je jeftiniji 1 biorazgradiviji,
nastoji se dobiti materijal s optimiziranim svojstvima, pogodnim za primjenu u raznim
industrijskim sektorima, poput ambalaZe i poljoprivrednih folija.! Medutim, glavna prepreka u
proizvodnji ovih mjesavina je njihova medusobna nekompatibilnost, koja proizlazi iz razli¢itih
kemijskih svojstava ovih polimera — hidrofobnosti PLA i hidrofilnosti TPS-a.'*
Nekompatibilnost rezultira loSom interakcijom izmedu faza, heterogenom mikrostrukturom 1
posljedi¢no slabim mehani¢kim svojstvima mjesavine."> Kako bi se poboljsala kompatibilnost
izmedu PLA 1 TPS, sve se viSe istrazuju razli€iti pristupi modifikaciji mjeSavina, od kojih je
jedan od najperspektivnijih upotreba kompatibilizatora i umreZavala.’ Limunska kiselina (LK),
kao prirodni 1 biorazgradivi spoj, privukla je pozornost kao moguéi kompatibilizator i
umrezavalo u mjesavinama PLA i1 TPS. Djelovanjem LK, dolazi do poboljsanja interakcije
izmedu hidrofobne 1 hidrofilne faze polimera, ¢ime se poboljSavaju mehanicka svojstva, a
takoder dolazi 1 do umrezavanja Skrobnih lanaca, Sto rezultira poboljSanom strukturom 1
toplinskom stabilno$¢u mjesavine.® Kao kompatibilizator, LK moZe poboljsati adheziju
izmedu PLA 1 TPS faza, §to moZe rezultirati homogenijom mjeSavinom i1 poboljSanim
mehanickim svojstvima. Istovremeno, limunska kiselina moze djelovati kao umrezavalo,
tvore¢i kemijske veze izmedu polimernih lanaca TPS-a 1 PLA, Sto dodatno pridonosi
mehani¢koj ¢vrstodi i stabilnosti mjesavine.® Prethodna istraZivanja pokazuju da dodatak LK

moze poboljsati toplinska svojstva i otpornost na toplinsku razgradnju mjesavina TPS-a i PLA,
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no ti ucinci ovise o koncentraciji LK, vrsti i udjelu plastifikatora te procesnim uvjetima
proizvodnje mjesavine.®!? Takoder, interakcija LK s drugim aditivima u sustavu mozZe imati
znaCajan utjecaj na finalna svojstva materijala, Sto zahtijeva daljnja istrazivanja. Toplinske
analize, poput diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) i termogravimetrijske analize
(TGA), od velike su vaznosti jer omogucuju detaljno proucavanje utjecaja LK na toplinska
svojstva kao 1 mehanizam razgradnje mjeSavina PLA/TPS, kao i procjenu ucinkovitosti
umrezavanja 1 plastifikacije, te pruzaju klju¢ne informacije za optimizaciju sastava i
proizvodnog procesa materijala, $to doprinosi razvoju odrzivijih bioplasti¢nih materijala.®!2-13
Cilj rada je istraziti utjecaj LK kao kompatibilizatora i umrezavala na toplinske prijelaze i
toplinsku stabilnost mjeSavina TPS/PLA. Rezultati ovog istrazivanja doprinijet ¢e boljem
razumijevanju uloge LK u poboljSanju svojstava PLA/TPS mjeSavina, otvaraju¢i nove

moguénosti za primjenu ovih materijala u industriji, s posebnim naglaskom na odrzivost i

ekolosku prihvatljivost.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

Za pripremu termoplasticnog Skroba koristen je prirodni krumpirov $krob izoliran iz sorte
krumpira Scala, koji je plastificiran redestiliranim glicerolom (99,8 % cistoce), proizvodaca
Gram Mol, Zagreb, Hrvatska. Postupak izolacije i1 karakterizacija krumpirovog Skroba sorte
Scala opisan je u nasem prethodnom radu.'® Za pripravu omek3anog termoplasti¢nog $kroba
koristena je limunska kiselina (LK) (Cistoce p.a.), proizvodaca Gram Mol, Zagreb, Hrvatska.
Za pripremu mjeSavina TPS Scala/PLA koriSten je polilaktid (PLA), pod komercijalnim
nazivom IngeoTM Biopolymer 4043D, NatureWorks LLC, Minnetonka, MN, SAD. Prema
specifikacijama proizvodaca sadrzaj d-izomera u PLA je 4,3 %, brzina protoka taline (MFR)
6,0 g (10 min)' (210 °C/2,16 kg), gustoéa 124 g cm™, molekulska mase
M, = 168 000 g mol!. Temperatura taljenja PLA je u rasponu od 145-160 °C, dok je

temperatura staklastog prijelaza izmedu 55 1 60 °C.

2.2. Priprema termoplasticnog Skroba bez i s kompatibilizatorom
Termoplasti¢ni Skrob (TPS_Scala) pripremljen je mijeSanjem prirodnog krumpirovog Skroba
(sorta Scala) s dodatkom glicerola kao omeksavala u omjeru 60 (krumpirov skrob)/40 (glicerol)

w/w. TPS Scala je ekstrudiran u laboratorijskom jednopuznom ekstruderu (model 19/20DN;
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Brabender GmbH, Duisburg, Njemacka) sa sapnicom promjera 4 mm. Temperaturni profil
ekstrudera postavljen je na 100/100/130 °C za prvu (doziranje), drugu (kompresija) odnosno
trecu (ispusnu) zonu. Ekstrudirani uzorci su izrezani i granulirani u obliku peleta. OmekSani
TPS Scala pripremljeni su prema metodologiji Kapelko-Zeberske i sur.'” uz dodatak 5, 10 i 20
mas. % LK. TPS Scala-LK (oznaka TPS Scala X % LK, gdje je X sadrzaj LK) dobiveni su
istim postupkom kao TPS Scala.

2.3. Priprema mjesavina

Nakon pripreme TPS Scala i TPS Scala-LK pripremljene su binarne mjeSavine s PLA.
Termoplasti¢ni Skrob je prije prerade susen na 105 °C 24 h kako bi se uklonila zaostala vlaga.
U prvom koraku glavne komponente mjeSavina su mijeSane ru¢no u polietilenskim vre¢icama
5 min (razlicite koli¢ine TPS Scala ili TPS_Scala-LK (40, 50 i 60 mas. %) s PLA peletima). U
prethodno zagrijanoj Brabender gnjetilici (Brabender Technologie GmbH, Duisburg, Germany)
na 170 °C komponente mjeSavina dodane su ru¢no, uz brzinu rotora od 60 okretaja tijekom 5
minuta. Pripremljene homogene polimerne mjeSavine oblikovane su u kalupu dimenzija
10 mm x 10 mm X 1 mm na laboratorijskoj hidraulickoj presi (Fontune SRB 140,
EC 320 x 320 NB, Nizozemska) na temperaturi od 180 °C, tlaku od 25 kPa tijekom 5 min, s

vremenom predgrijavanja od 1 min i vremenom hladenja od 20 min.

2.4. Karakterizacija materijala

2.4.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija, DSC

Procjena toplinskih svojstava provedena je diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, DSC,
model Mettler Toledo DSC 822°¢ (Greifensee, Svicarska). Uzorci se postavljaju u aluminijske
posudice te zatvaraju probusenim aluminijskim poklopcem. Masa uzoraka je varirala izmedu
9,0 mg 1 11,0 mg. Provedena su dva ciklusa zagrijavanja: prvo su uzorci zagrijavani u
temperaturnom rasponu od 25 do 200 °C u atmosferi dusika (50 mL min™) pri brzini
zagrijavanja 10 °C min™! kako bi se uklonila toplina povijest pripreme uzorka, zatim izotermno
drzani na 200 °C 5 minuta, a zatim ohladen na - 90 °C pri istoj brzini hladenja od 10 °C min™,
ponovno izotermno drzani na - 90 °C 5 min te ponovno zagrijani na 200 °C. Toplinska analiza
provedena je u struji dusika (99,99 % ¢istoée) brzinom od 50 mL min!. Analizirane specifi¢ne
temperature, kao 1 pripadajuc¢e entalpije odredene su iz drugog ciklusa zagrijavanja.

Temperatura staklastog prijelaza, 7, odredena je kao mindpoint temperatura dok su
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temperatura hladne kristalizacije, T, 1 temperatura taljenja, 7w, odredene kao temperature u
minimumu taljenja, odnosno maksimumu hladne kristalizacije. Stupanj kristalnosti, y., PLA u
polimernim mje$avinama izratunata je prema jednadzbi 1, gdje w maseni udio PLA, AHy/ Jg™!
vrijednost entalpije taljenja kristalne faze PLA, AH,"/ Jg™! entalpija taljenja 100 % kristalnog
PLA iznosi 93,1 J g!.!8

AH

ZC(A):WZ}IA) (1)

2.4.2. Termogravimetrijska analiza, TGA

Toplinska stabilnost PLA, TPS Scala, TPS-Scala LK te njihovih mjeSavina provedena je
termogravimetrijskom analizom na instrumentu Q500, tvrtke TA Instruments. Uzorci mase ~10
mg analizirani su u struji dusika (60 mL min"') uz brzinu zagrijavanja od 10 °C min"' u

temperaturnom podrucju od 25 do 600 °C.

3. Rezultati i rasprava

3.1. DSC analize

U cilju odredivanja utjecaja dodatka i udjela amorfnog biorazgradljivog TPS-a sa i bez LK, na
fazne prijelaze PLA provedena je DSC analiza. 1z DSC krivulja €istog PLA, te mjeSavina
TPS Scala/PLA, TPS Scala LK/PLA razli¢itog sastava, odredeni su karakteristicni fazni
prijelazi: temperature staklastog prijelaza, (7y/ °C), temperatura hladne kristalizacije (7cc/ °C),
temperature taljenja (Tw/ °C), entalpije hladne kristalizacije (4Hc/ Jg'') i entalpija taljenja
(4Hw/ J g) te je izradunat stupan;j kristalnosti (yo/ %). Rezultati DSC analize prikazane su u
Tablici 1. Prikazane su isklju¢ivo DSC krivulje drugog ciklusa zagrijavanja, budu¢i da na
krivuljama hladenja nisu zabiljeZeni nikakvi fazni prijelazi. Na slici 1 prikazane su DSC
krivulje drugog ciklusa zagrijavanja c¢istog PLA te mjeSavina TPS Scala/PLA 1
TPS Scala LK/PLA razli¢itog sastava. Na DSC termogramu u ciklusu zagrijavanja (slika 1
(a)) cistog PLA vidljiv je prvi temperaturni prijelaz pri 58,5 °C odnosno temperatura staklastog
prijelaza (7y) PLA. T; pokazuje da su polimerni lanci PLA u staklastom stanju, na sobnoj
temperaturi. Dodatkom termoplasticnog Skroba smanjuje se 7 za otprilike 2-3 °C u usporedbi
s Ty Cistog PLA. Veca pokretljivost polimernih lanaca nastaje zbog snizavanja temperature

staklastog prijelaza, Sto dovodi do poboljSane moguénosti mijeSanja PLA 1 TPS Scala
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polimernih mijesavina.!” T, se ne mijenja znadajno s poveéanjem udjela TPS-a u
TPS Scala/PLA polimernim mjeSavina, dok dodatak limunske kiseline snizava 7, kod
mjeSavina TPS Scala/PLA §to ukazuje na poboljSanje mjesljivosti istrazivanih mjeSavina
polimera dodatkom limunske kiseline. Uz naknadno zagrijavanje polilaktida, aktivnost
makromolekula unutar lanca se povecava, §to dovodi do procesa restrukturiranja i oslobadanja
energije.?’ Kao rezultat vidljiva je pojava hladne kristalizacije, egzotermna promjena na DSC
krivulji, sa izrazenim maksimumom na DSC krivulji na 112,4 °C (slika 1 (a)), Sto ukazuje na
temperaturu hladne kristalizacije (7). Nakon hladne kristalizacije dolazi do procesa taljenja,
koji je vidljiv kao endotermni prijelaz na DSC krivulji s maksimumom pri temperaturi taljenja
(Tm) od 152,1 °C. Krivulje zagrijavanja mjeSavina TPS Scala-LK/PLA pokazuju dvostruki vrh
taljenja, fenomen koji se pripisuje PLA jer je TPS potpuno amorfan polimer. Ovaj dvostruki
vrh taljenja odnosi se na taljenje malih i nesavrSenih kristala tijekom proces rekristalizacije
PLA 2?2 Objasnjenje visestrukih vrhova taljenja PLA ima dva pristupa. Prvi pristup pojasnjava
da nakon zagrijavanja PLA dvostruki vrh taljenja rezultat je stvaranja razliitih kristalnih
struktura. Strukture ukljucuju temperature taljenja a-oblik i B-oblik niZe temperature taljenja.
-oblik karakterizira nesavrSenost kristalne strukture i rjedi je od a-forme, koja dominira kao
najrasireniji polimorf PLA polimera. Koncept taljenja-rekristalizacije je drugi pristup koji se
koristi za objasnjenje dvostrukog vrha taljenja PLA, Sto implicira da s porastom temperature
dolazi do taljenja malih i nesavrSenih kristala rekristalizacijskim mehanizmom za postizanje
stabilnosti.”> Na krivuljama polimernih mje$avina TPS_Scala/PLA u omjerima 60/40 i 50/50,
mozZe se primijetiti odsutnost dvostrukog vrha taljenja, kao kod Ciste PLA matrice (slika 1). -
oblik nastaje u posebnom stanju lancanog gibanja i1 polja naprezanja koje je eliminirano
prisutno$¢u amorfnog termoplasti¢nog Skroba. a-oblik je stabilniji u prisutnosti odredenog
udjela TPS Scala. Smanjenje 7m u polimernim mjeSavinama pripisuje se morfoloSkom ucinku,
dok s termodinamickog glediSta, smanjenje 7m povezano je sa smanjenjem kemijskog
potencijal kristalnog polimera zbog prisutnosti amorfnog polimer. Snizenje 7 u mjeSavinama
TPS Scala/PLA mozZe se djelomi¢no pripisati mijeSanju s amorfnim polimerom, t;.
termoplasti¢nim §krobom.?* Kada se usporede DSC krivulje TPS_Scala/PLA 40/60 saibez LK,
vidljivo je da uzorci s LK imaju viSu temperaturu taljenja u usporedbi s uzorcima bez LK.
Dakle, uzorak TPS Scala 20 % LK/PLA 60/40 ima najvecu Tm (155,0 °C), dok polimerna
mjeSavina bez dodatka LK (TPS_Scala/PLA 40/60) ima najnizu Tm (147,0 °C), §to ukazuje da

dodatak LK povecava stupanj uredenosti u kristalnoj fazi, tj. unutar kristalne strukture PLA.
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Mijesanje TPS Scala s PLA opéenito uzrokuje smanjenje entalpije taljenja, uz istovremeni
pomak Tec prema nizim vrijednosti, §to ukazuje da TPS ima nukleacijski u¢inak na PLA."
Mjesavine PLA s TPS Scala LK pokazuju smanjenje 7cc u usporedbi s polimernim
mjeSavinama bez LK. Prilikom mjeSanja TPS Scala LK/PLA koji sadrze 10 mas. % LK
pokazuju najznacajnije smanjenje 7. Polimerna mjesavina TPS Scala 10 % LK/PLA 50/50
ima Tce (104,4 °C), Sto sugerira da dodavanje LK moze ubrzati proces kristalizacije tijekom
zagrijavanja. TPS Scala utje¢e na sposobnost kristalizacije PLA 1 omogucuje pravilniji
raspored polilaktidnih lanaca u kristalnu strukturu. Prema izra¢unu stupnja kristalnosti, dodatak
amorfnog TPS-a pokazuje znacajan utjecaj na povecanje stupnja kristalnosti PLA, djelujuéi kao
nukleator. Dodavanje 5 mas. % LK povecava stupanj kristalnosti PLA za sve omjere u
mjeSavini, dok daljnji porast koncentracije LK dovodi do smanjenja kristalnosti PLA, osim u
slu¢aju polimerne mjesavine TPS Scala 10 % LK/PLA, koja pokazuje najveci stupanj
kristalnosti (yc) od 58,0 %. Pri visim koncentracijama LK ona uzrokuje omeksavanje PLA
matrice, Sto rezultira povecanom pokretljivos¢u polimernih lanaca. Ovo povecéanje
pokretljivosti ometa pravilno pakiranje i orijentaciju polimernih lanaca, $to je klju¢no za proces
kristalizacije 1 stoga smanjuje stupanj kristalnosti PLA. Uz to, vece koli¢ine LK mogu
uzrokovati nekompatibilnost izmedu faza TPS-a i PLA, ¢ime dolazi do razdvajanja faza, $to
ometa pravilno poravnanje PLA lanaca i dovodi do nastanka amorfnije strukture u polimernim

mjeSavinama, $to se o€ituje u daljnjem smanjenju ye.

Tablica 1 — Rezultati DSC analize
Table 1 — Results of DSC analysis

S‘;ﬁ:ﬁ:‘s T,(°C) Te(®C) AHee @ g™") Tot °C) Tw2 (°C) AHm (@)  7c(%)

PLA 585 1124 20.9 / 152.1 202 217

TPS Scala/PLA 60/40 568 122.0 16.6 / 151.4 17.6 473

TPS Scala/PLA 50/50 563 1156 18.7 / 143.0 154 33.1

TPS Scala/PLA 40/60 560 1127 162 1470 1516 15.0 26.9

TPS Scala 5 % LK/PLA 60/40 547 1069 170 1493 1536 17.9 48.1
TPS Scala 5 % LK/PLA 50/50 __ 53.8 1062 217 1469 1529 212 45.5
TPS Scala 5 % LK/PLA40/60 _ 53.6 ___ 105.0 150 1487 1537 16.8 30,1
TPS Scala 10 % LK/PLA 60/40 533 1069 27 1475 1534 216 58.0
TPS Scala 10 % LK/PLA 50/50 _ 53.1 ___104.4 158 1468 1527 14.1 303
TPS Scala 10 % LK/PLA40/60 552 108.7 168 1489 1547 16.5 20.5
TPS Scala 20 % LK/PLA 60/40 554 1084 1460 1482 1532 134 36.0
TPS Scala 20 % LK/PLA 50/50 56,0 1100 1804 1470 1539 17.0 36.5
TPS Scala 20 % LK/PLA40/60 560 1097 2015 1492 1550 19.4 347
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(2)

(b)

(c)
Slika 1 —DSC termogrami mjesavina TPS Scala/PLA i TPS_Scala LK/PLA:
(a) 60/40; (b) 50/50; (c) 40/60
Fig. I —DSC thermograms of blendsTPS_Scala/PLA and TPS Scala CA/PLA:
(a) 60/40; (b) 50/50; (c) 40/60
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3.2. TG analize

U cilju odredivanja toplinske stabilnosti ¢istih polimernih materijala TPS-a i PLA te njihovih
mjeSavina TPS Scala/PLA u razli¢itom omjeru provedena je termogravimetrijska analiza u
struji dusika. TG analiza provedena je i za mjeSavine TPS Scala LK/PLA dodatkom razli¢itog
udjela LK kako bi se dobio uvid u utjecaj LK na toplinsku stabilnost polimernih mjesavina
TPS Scala/PLA. Toplinska stabilnost biorazgradljivih polimernih mjesSavina je bitno svojstvo
jer do razgradnje materijala dolazi pri nizim temperaturama u usporedbi sa sintetskim
polimernim materijalima $to utjeCe na snizenje temperature prerade kao i njihove konacne
primjene. Toplinska stabilnost uzorakaodredena je kao ekstrapolirana temperatura pocetka
razgradnje, Tonset (tablica 2). Maksimumi DTG krivulja predstavljaju temperature maksimalne
brzine razgradnje ispitivanih uzoraka (7max1 1 Tmax2). Odredena je 1 temperatura kraja razgradnje
(Txraj). Istrazena je i toplinska stabilnost prirodnog krumpirovog skroba, termoplasti¢nog Skroba
te dodatak limunske kiseline (5, 10 1 20 mas. %) na navedene materijale. Radi velikog broja

uzoraka 1 rezultata, prikazane su samo DTG krivulje (slika 2).

Slika 2 — DTG krivulja PLA, prirodnog Skroba sorte Scala, TPS_Scala kao i TPS_Scala LK
Fig. 2— DTG curve of PLA, natural Scala starch, TPS Scala as well as TPS Scala CA

Toplinska razgradnja Skroba, kao kljucni parametar u procesima prerade, izravno utjece na
njegovu primjenjivost, osobito u kontekstu razvoja biomaterijala i ambalaznih materijala. U
ovom istrazivanju, prvo su analizirani procesi toplinske razgradnje prirodnog krumpirovog
Skroba sorte Scala, termoplasti¢nog Skroba (TPS) te TPS-a modificiranog limunskom kiselinom

(TPS_Scala LK). Prvi znacajan gubitak mase, zabiljeZen pri temperaturama <100 °C, povezan
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je s oslobadanjem slobodne vode koja ima slabe interakcije sa Skrobnom matricom. Gubitak
mase rezultat je isparavanja molekula vode koja je fizicki adsorbirana na povrsini Skrobnih
Cestica 1 koja nije usko vezana za Skrobnu strukturu. Sli¢no ponasanje zabiljezeno je kod svih
uzoraka, ukljucujuéi i TPS Scala LK, koji pak pokazuje manje izrazenu promjenu u odnosu
na prirodni Scala Skrob, $to sugerira smanjenje upijanja vlage u okolini. Fenomen se moze
povezati s omekSavanjem 1 modifikacijama strukture Skroba, §to utjece na njegovu sposobnost
apsorpcije vlage iz okoliSa. Kada temperatura premasi 100 °C, razgradnja se nastavlja zbog
oslobadanja vezane vode koja je snaznije povezana s Skrobom preko vodikovih veza. Gubitak
mase postaje izrazeniji pri temperaturama do 180 °C, Sto ukazuje na jace interakcije izmedu
vode i molekula Skroba, osobito u prisustvu glicerola kao omeksavala. U usporedbi s prirodnim
krumpirovim Skrobom sorte Scala, TPS pokazuje izrazeniju prvu promjenu u temperaturnom
podrucju od sobne temperature do 120 °C, s maksimalnim gubitkom mase pri oko 50,6 °C.
Gubitak mase povezan je s isparavanjem slobodne i vezane vode, a veca prisutnost glicerola u
TPS-u smanjuje mogucnost stvaranja ¢vrstih vodikovih veza izmedu molekula Skroba, Sto
dovodi do smanjenja stresa u Skrobnoj matrici 1 povecanja fleksibilnosti materijala. U
TPS Scala LK, prisutnost LK smanjuje upijanje vlage, $to se ocituje u manjem udjelu vezane
vode. Dodatak LK u TPS, uz glicerol, omoguc¢ava dodatnu stabilizaciju strukture Skroba,
smanjujuéi njegovu sposobnost apsorpcije vlage, ¢ime dolazi do smanjenja osjetljivosti na
promjene u vlaZznosti okoliSa. To moZe doprinijeti poboljSanoj toplinskoj stabilnosti u odnosu
na prirodni Skrob. Daljnjim zagrijavanjem TPS Scala (temperature izmedu 270 i 330 °C),
dolazi do glavne faze razgradnje, u kojoj dolazi do pucanja glikozidnih veza u dugim lancima
Skroba. Proces ukljucuje depolimerizaciju, pri ¢emu se dugi lanci razlazu na krace fragmente.
U temperaturnom intervalu, TPS_Scala pokazuje pomak prema viSim temperaturama pocetka
razgradnje u odnosu na prirodni Skrob, Sto je indikacija povecane toplinske stabilnosti zbog
omekSavanja. U prirodnom krumpirovom skrobu, viSestruka faza razgradnje (viSetstruki pikovi
na DTG krivulji) ukazuje na pojavu razli¢itih kemijskih reakcija, ukljuCujuci stvaranje malih
organskih spojeva poput octene kiseline i1 furfurala. Octena kiselina nastaje uslijed cijepanja
acetiliranih skupina u Skrobu ili kao nusprodukt razgradnje ostataka Secera, dok furfural nastaje
razgradnjom pentoza (vrsta Secera) koje su prisutne u strukturi Skroba. S obzirom na to da se
radi o hlapljivim 1 kiselim tvarima, njihovo oslobadanje moze negativno utjecati na daljnje
procesiranje 1 primjene materijala. Plastifikacija Skroba, osobito dodatkom glicerola ili LK,

smanjuje intermolekularne sile medu molekulama Skroba, povecavajuéi fleksibilnost materijala
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1 smanjujuci njegovu kristalinicnost. Proces omogucava laksu formaciju amorfnih struktura
koje su manje podlozne toplinskoj razgradnji i smanjuju mogucénost stvaranja hlapljivih spojeva
poput octene kiseline 1 furfurala. Ujedno, omeksavanje slabi vodikove veze izmedu Skrobnih
lanaca, Sto potic¢e depolimerizaciju i smanjuje brzinu razgradnje pod visokim temperaturama.
Manji udio LK u TPS Scala moze djelovati kao blagi stabilizator, smanjujuci stvaranje tih
spojeva i odgadajuci pocetak visestupanjske razgradnje. S druge strane, ve¢i udio LK moze
izazvati povecanu kiselost, Sto dovodi do brze razgradnje Skroba zbog intenzivnije esterifikacije
1 hidrolize. Ovi kemijski procesi razgraduju duge skrobne lance na krace fragmente, $to
omogucava daljnju razgradnju na organske kiseline poput octene kiseline i furfurala, ¢ime se
ponovo pojavljuje viSestupanjska razgradnja na DTG krivulji (slika 2). Jednostupanjska
toplinska razgradnja PLA (slika 2) odvija se u uskom temperaturnom podrucju od 287 do
363 °C s maksimumom, Tmax2, pri 345,0 °C. Toplinska razgradnja PLA s gubitkom mase od
98,5 % i1 neznatnim ostatkom od oko 1 % sukladna je literaturi, a pripisuje se cijepanju krajnjih
usporednih lanaca makromolekula PLA.?° Toplinska razgradnja ¢istog PLA pocinje na visoj
temperaturi u usporedbi s temperaturom pocetka razgradnje ispitivanih polimernih mjeSavina
Sto ukazuje na bolju toplinsku stabilnost PLA u odnosu na TPS_Scala/PLA mjesavine razlicitih

omjera (tablica 2).

Tablica 2 — Rezultati TGA analize
Table 2 — Results of TGA analysis

SI;ZI;’I;‘;‘S Towet CC)  Toa1 CC) T2 °C)  Tarsj CC)  Reowec (%)
PLA 2874 ; 3450 3634 1.0
TPS Scala 253.4 2873 - 334.5 7.8
TPS Scala/PLA 60/40 2353 2523 2932 375.3 25
TPS Scala/PLA 50/50 259.3 203.7 333.8 394.6 43
TPS Scala/PLA 40/60 276.5 310.8 359.6 396.4 5.1
TPS Scala 5 % LK/PLA 60/40 __ 258.7 2953 354.5 393.6 34
TPS Scala 5 % LK/PLA 50/50 __ 229.7 248.3 207.8 3714 5.1
TPS Scala 5 % LK/PLA 40/60 _ 232.9 308.7 319.2 391.4 52
TPS Scala 10 % LK/PLA 60/40 2384 § 312.8 3374 5.4
TPS Scala 10 % LK/PLA 50/50 2257 2573 288.6 363.4 43
TPS Scala 10 % LK/PLA 40/60 2346 3124 - 390.2 6.3
TPS Scala 20 % LK/PLA 60/40 __ 222.4 285.4 2948 324.5 73
TPS Scala 20 % LK/PLA 50/50 2194 228.9 255.6 364.4 6.3
TPS Scala 20 % LK/PLA 40/60 2184 258.4 276.4 342.5 104
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Temperature pocetka razgradnje polimernih mjeSavina TPS Scala/PLA nalaze se izmedu
temperatura pocetka razgradnje Cistth komponenata i rastu s povecanjem udjela PLA u
mjeSavinama, s iznimkom kod mjesavine TPS Scala/PLA 60/40 (slika 3, tablica 2). Ovakav
trend pokazuju i temperature pri maksimalnoj brzini razgradnje posto se Tmax mjesavina nalaze
izmedu Tmax Cistih komponenata i vidljiv je rast s porastom udjela PLA u mjeSavinama. Masa
ostatka (Reoo°c)raste s povecanjem udjela TPS Scala LK Sto se pripisuje hidrofilnom karakteru
TPS Scala jer se anorganske necistoée vezu za molekule vode ¢ime raste i masa ostatka.?*
Toplinska razgradnja biorazgradivih polimernih mjeSavina svih udjela odvija se u Sirem
intervalu u usporedbi s intervalima ¢istih komponenata. Prosirenje intervala ukazuje na sporiju
razgradnju polimernih mjesavina u odnosu na ¢iste polimere, a navedeni ucinak postaje sve
izrazeniji s povecanjem udjela TPS Scala-a u polimernim mjeSavinama. Rezultati dobiveni
termogravimetrijskom analizom ¢istih komponenti i njihovih mjeSavina s razli¢itim udjelima
pokazuju da porast udjela PLA u mjeSavinama poboljsava toplinsku stabilnost mjesavine, dok
porast udjela TPS-a u mjeSavinama dovodi do smanjenja toplinske stabilnosti (tablica 2). Slika
3 prikazuje DTG krivulje polimernih mjeSavina TPS Scala 5 % LK/PLA 60/40,
TPS Scala 10 % LK/PLA 60/40 i TPS Scala 20 % LK/PLA 60/40. Vidljiva je prisutnost
vezane vode, te omeksSavala u podrucju od 120-200 °C, koje je manje izraZenije pri veéem
udjelu LK. Toplinska razgradnja ispitivanih polimernih mjeSavina odvija se u dva jasno vidljiva
stupnja, izuzetak je mjeSavina TPS Scala 10 % LK/PLA 60/40, gdje se prvi stupanj uocava
kao rame na krivulji pri 294 °C, §to ukazuje na bolje interakcije 1 bolju mjesljivost. Kod drugih
mjeSavina uocavaju se jasno izrazeni maksimumi razgradnje, Tmax1 1 Tmax2, V€zani za razgradnju
manje toplinski stabilnog TPS Scala 1 drugi stupanj vezan za PLA kao toplinski stabilnija
komponenta. Dodatak LK utje¢e na povecanje oba Tmax. Veci udio dodatka LK (20 mas. %)
ima najmanji utjecaj na Tmax. Znatan porast Tkrj vidljive je kod TPS Scala 5 % LK/PLA 60/40.
Ostatak pri 600 °C (Rs00 °c) povecava se dodatkom LK, koji se mogu pripisati anorganskim
komponentama kao S§to su pepeo, soli ili necisto¢e prisutne u Skrobu ili dodanom LK,
mineralnim derivatima koji nastaju tijekom toplinske razgradnje TPS-a u kombinaciji s LK ili
ugljiénim ostatcima koji se ne razgraduju u potpunosti u inertnoj atmosferi, odnosno pri

nedostatku kisika.'?

41



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJSKO | BIOKEMIJSKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING

Slika 3 — DTG krivulja TPS_Scala/PLA 60/40 polimernih mjeSavina sa i bez dodatka LK
Fig. 3 - DTG curve of TPS_Scala/PLA 60/40 polymer blends with i without the addition of CA

Na slikama 4 1 5 te u tablici 2 vidljivo je da se toplinska razgradnja mjesavina TPS Scala/PLA
50/50 1 TPS Scala/PLA 40/60 s dodatkom 5, 10 1 20 mas. % LK odvija u dva stupnja
razgradnje. Ovakav dvofazni proces razgradnje uobicajen je kod polimernih mjeSavina gdje
svaka komponenta doprinosi razgradnom mehanizmu. Istrazivanja sugeriraju da dodatak poput
LK mogu mijenjati interakcije izmedu polimernih lanaca, Sto utjece na toplinsku stabilnost 1
kinetiku razgradnje. Rezultati pokazuju da dodatak LK smanjuje pocetnu temperaturu
razgradnje (Tonset), pri Cemu je smanjenje toplinske stabilnosti najizrazeniji kod mjeSavina s 20
mas. % LK. To se moze povezati s poveCanjem mobilnosti polimernih lanaca i mogu¢om
katalizom razgradnje uzrokovanom prisutnos$¢u LK, §to je u skladu s nalazima iz literature koji
opisuju djelovanje organskih kiselina kao plastifikatora i katalizatora.?> Na primjer, istraZivanje
Srisuwan-a i suradnika® pokazuje da dodaci poput LK mogu poveéati brzinu razgradnje $kroba
1 PLA zbog acidogene interakcije 1 promjene mikrostrukture polimernih lanaca. S druge strane,
kod dodatka 10 mas. % LK uocava se povecanje Tmax1 u usporedbi s vrijednostima kod 5 mas.
% LK. Ovo povecanje Tmax1 moZe biti rezultat uravnotezenijeg omjera izmedu omeksavajucih
i razgradnih uc¢inaka LK, §to omogucava bolju distribuciju topline unutar polimerne mjesavine.
NajviSa pocCetna temperatura razgradnje (7onset) zabiljezena je za mjeSavinu TPS Scala/PLA
40/60 (276,5 °C), §to je blisko vrijednosti Cistog PLA (Tonset = 287,5 °C). Veci udio PLA u
mjeSavini doprinosi ocuvanju toplinske stabilnosti, budu¢i da PLA ima viSu toplinsku stabilnost

u usporedbi s TPS Scala. Prethodne studije takoder pokazuju da se stabilnost PLA povecava s
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viSim stupnjem kristalini¢nosti 1 smanjenjem necisto¢a ili dodataka koji mogu ubrzati
razgradnju. Rezultati ukazuju na slozenu medudjelovanje izmedu TPS Scala, PLA-a i LK, pri
¢emu koncentracija dodatka 1 sastav mjeSavine znacajno utjeCu na toplinska svojstva. Daljnja
istrazivanja, primjerice analiza kinetike razgradnje ili ispitivanje utjecaja razliCitih vrsta
omeksavala, mogla bi pruziti dodatne uvide u mehanizme razgradnje ovakvih biorazgradljivih

polimernih sustava.

Slika 4 — DTG krivulja TPS_Scala/PLA 50/50 polimernih mjeSavina sa i bez dodatka LK
Fig. 4—DTG curve of TPS Scala/PLA 50/50 polymer blends with i without the addition of CA

Slika 5 — DTG krivulja TPS Scala/PLA 40/60 polimernih mje$avina sa i bez dodatka LK
Fig. 5— DTG curve of TPS_Scala/PLA 40/60 polymer blends with i without the addition of CA
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4. Zakljucak

Na temelju provedenih analiza moze se zakljuciti da dodavanje amorfnog TPS Scala i LK
utjeCu na toplinska i kristalna svojstva PLA matrice. Rezultati su pokazali promjene u
toplinskim svojstvima i kristalini¢noj strukturi mjeSavina u odnosu na ¢isti PLA. Dodatak TPS-
a uzrokuje sniZzenje temperature staklastog prijelaza (7y) te temperature taljenja (7wm), dok se
smanjenje temperature hladne kristalizacije (7cc) 1 povecanje stupnja kristalnosti (yc) moze
pripisati nukleacijskom uc¢inku TPS-a. Snizavanje Tm 1 Tcc ukazuje na poboljSanu pokretljivost
polimernih lanaca i bolju mjesljivost TPS/PLA polimernih mjesavina. Dodatkom LKu udjelima
od 5, 10 i 20 mas. % zabiljeZzene su dodatne promjene u toplinskim svojstvima mjesavina.
Primijeceno je da manji udio LK (do 10 mas. %) poboljSava kristalnost i toplinsku stabilnost
polimernih mjeSavina, dok ve¢i udjeli uzrokuju omekSavanje i smanjenje stupnja kristalnosti
zbog povecane pokretljivosti polimernih lanaca 1 moguée inkompatibilnosti faza.
Termogravimetrijska analiza pokazala je da mijeSanje PLA s TPS Scala uzrokuje snizavanje
temperature pocetka razgradnje u usporedbi s Cistim PLA, ali dodavanje limunske kiseline
moze poboljSati stabilnost mjeSavina do odredene koncentracije. Ve¢i udio TPS Scala u
mjeSavini dovodi do prosirenja temperaturnog intervala razgradnje, S§to ukazuje na usporenu
razgradnju i1 bolju toplinsku stabilnost zbog omeksavanja i modifikacije Skrobne matrice.
Dodatkom amorfnog TPS Scala i LK omogucava poboljSanje mjesljivosti, fleksibilnosti 1
kristalinicnosti PLA polimera, uz istovremeno smanjenje temperature prerade, ¢ime se
povecava potencijal za upotrebu ovih biorazgradljivih materijala u industrijskim primjenama
poput ambalaze. Daljnja istrazivanja treba usmjeriti na optimizaciju sastava, ukljucujuci
dodatak aditiva radi poboljSanja nemjesljivosti PLA 1 TPS, te na ispitivanje kinetike razgradnje,
s ciljem postizanja optimalne kombinacije sastava i zeljenih svojstava kao ambalazni

biorazgardljivi polimerni materijali.
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Popis kratica i simbola

TPS - termoplasticnog Skroba (engl. thermoplastic starch)

PLA - polilaktida (engl. polylactide)

LK - limunska kiselina (engl. citric acid (CA) )

DSC - diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry)

TGA - termogravimetrijske analize (engl. thermogravimetric analysis)

T, - temperaturu staklastog stanja (engl. glass transition temperature) (°C)

T'm - temperaturu taljenja (engl. melting temperature) (°C)

T.c - temperatura hladne kristalizacije (engl. glass transition temperature) (°C)

Jc - stupanj kristalnosti (engl. crystallinity index) (%)

MFR - brzina protoka taline (engl. met flow rate) (g (10 min)™!)

M,, - molekulska masa (engl. molecular mass) (g mol™)

AH,, - entalpija taljenja (engl. melting enthalpy) (J g')

AH? - entalpija taljenja 100 % kristalnog PLA (engl. melting enthalpy of 100 % crystalline)
PLA (Jgh

AH,. - entalpije hladne kristalizacije (engl. cold crystallization enthalpy) (J g)

Tonset.- temperatura pocetka razgradnje (engl. decomposition onset temperature) (°C)

Tmaxt1, Tmax2 - temperature maksimalne brzine razgradnje (engl. maximal degradation
temperatures) (°C)

Txraj - temperatura kraja razgradnje (engl. temperature of the end of decomposition) (°C)

Reoo°c - ostatak pri 600 °C (engl. residue at 600 °C) (%)
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Sazetak

Suvremeni nacin Zivota zahtijeva intenzivnu upotrebu motornih vozila, $to rezultira velikom potrosnjom
naftnih preradevina. S ekoloskog i ekonomskog aspekta tezi se razvoju i primjeni lako dostupnog i
jeftinog goriva. Kao potencijalna zamjena za fosilna goriva proucava se biodizel sintetiziran iz biljnih
ulja (butilni ester masnih kiselina, eng. fatty acid butyl ester, FABE) Za njegovu komercijalnu
proizvodnju potrebno je dobro projektirati, dimenzionirati i optimirati procesnu opremu za procese
sinteze i pri¢iS¢avanja. Stoga je potrebno poznavanje ravnoteze izmedu reaktanata i produkata reakcije
sinteze biodizela. Ona se temelji na zakonitostima ravnoteze kapljevina-kapljevina. U ovom radu
eksperimentalno je odredeno i u trokutnom dijagramu prikazano fazno ponaSanje u sustavima voda —
butanol — FABE, glicerol — butanol — FABE te voda — glicerol — FABE. Uoc¢ena je potpuna nemjesljivost
butanola s biodizelom i glicerolom te djelomi¢na s vodom. U trokomponentnim sustavima butanol se
bolje raspodjeljuje u fazi biodizela nego vodenoj ili glicerolnoj fazi. Voda se pokazala u¢inkovitom za
ekstrakcijsko uklanjanje glicerola iz produktne smjese sintetiziranog biodizela.

Kljucne rijeci: biodizel, butilni ester masnih kiselina, ravnoteza kapljevina-kapljevina, kokosovo ulje

Abstract

The modern way of life requires intensive use of motor vehicles, resulting in high consumption of
petroleum products. From an ecological and economic point of view, the development and application
of easily available and cheap fuel is being tested. Biodiesel synthesized from vegetable oils (fatty acid

butyl ester, FABE) is being studied as a potential substitute for fossil fuels. For its commercial

49



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
§ SEKCIJA/TOPIC:
KEMUISKO | BIOKEMIISKO INZENJERSTVO/CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ENGINEERING
production it is necessary properly to design, dimension and optimize process equipment for the
synthesis and purification processes. Therefore, knowledge of the equilibrium between reactants and
products of the biodiesel synthesis reaction is necessary. It is based on the laws of liquid-liquid
equilibrium. In this paper the phase behavior in the systems water — butanol — FABE, glycerol — butanol
— FABE and water — glycerol — FABE was experimentally determined and shown in a triangular
diagram. Complete immiscibility of butanol with biodiesel and glycerol, and partial with water, was
observed. In three-component systems, butanol is better distributed in the biodiesel phase than in the
water or glycerol phase. Water proved to be effective t for extractive removal of glycerol from the
product mixture of synthesized biodiesel.

Key words: biodiesel, fatty acid butyl ester, liquid-liquid equilibrium, coconut oil

sinteza
biodizela

ravnoteza
kapljevina-
kapljevina

dizajn
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1. Uvod
Poskupljenje naftnih preradevina i sve strozi zakoni o emisijama ispusnih plinova neki su od razloga
za istrazivanja alternativnog goriva €ija bi prerada bila jeftina, a sirovine lako dostupne. Kao primjer

takvog alternativnog goriva ispituje se i biodizel.!?

Prema kemijskom sastavu biodizel je smjesa
alkilnih estera masnih kiselina.® Nastaje u reakciji transesterifikacije iz biljnih ulja ili Zivotinjskih
masti uz prisutnost odgovarajuceg alkohola u suvisku i katalizatora. Glavna prednost biodizela je
upotreba jeftinih sirovina u procesu proizvodnje, primarno iz jestivih i nejestivih izvora, otpadnih
ulja za kuhanje te otpadnih produkata kod rafiniranja biljnih ulja.** Nakon sinteze reakcijska smjesa
uz biodizel sadrzi glicerol, neizreagirano ulje ili mast te alkohol. Najjednostavniji proces
prociséavanja biodizela je ispiranje vodom kojom se uklanja nastali glicerol.%’ Za odabir procesne
opreme 1 dimenzioniranje procesa sinteze 1 prociS¢avanja biodizela vazno je poznavanje fazne
ravnoteze u sustavima koji sadrze biodizel i druge komponente reakcijske smjese, s obzirom na to
da daju informacije o podrucju sastava medusobne topljivosti komponenata. Dosad su istrazene
ravnoteze u komercijalno dostupnim biodizelima sintetiziranim iz metilnog i etilnog alkohola.®® U

ovom je radu odredena ravnoteza kapljevina-kapljevina u trokomponentnim sustavima dobivenih

kombinacijama FABE s vodom, glicerolom i butanolom.

2. Eksperimentalni dio

U ovom radu eksperimentalno su odredene mjesljivosti dvokomponentnih (voda — butanol, voda —
glicerol, butanol — glicerol) i pseudodvokomponentnih sustava (voda — FABE, glicerol — FABE,
butanol — FABE) te binodalne krivulje, ravnotezni sastavi 1 vezne linije pseudotrokomponentnih

sustava voda — butanol — FABE, glicerol — butanol — FABE i voda — glicerol — FABE.

2.1. Odredivanje mjesljivosti dvokomponentnih i pseudodvokomponentnih sustava

Mjesljivost dvokomponentnih 1 pseudodvokomponentnih sustava odredena je titracijskom
metodom do pojave druge faze. U prethodno izvaganu staklenu bo€icu (analiticka vaga Radwag
AS 220.RS s preciznoséu £+ 0,0001 g) od 10 mL dodana je odredena koli¢ina prve komponente,
bocica je ponovno izvagana te je dodavana druga komponenta kap po kap do pojave zamucenja
nakon Cega je bocica ponovno izvagana. Iz razlika masa izracunat je maseni udio koji

predstavlja to¢ku maksimalne topljivosti.

2.2. Odredivanje binodalne krivulje
Binodalna krivulja odredena je titracijom dvokomponente ili pseudodvokomponentne smjese treCcom

komponentom do pojave druge faze u sustavima voda — butanol — FABE 1 glicerol — butanol — FABE.
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U prethodno izvaganu staklenu bocicu od 10 mL dodana je odredena koli¢ina prve komponente,
bocica je izvagana te je dodana odredena koli¢ina druge komponente nakon cega je bocica ponovo
izvagana. Dobivena smjesa titrirana je treCom komponentom do pojave zamucenja nakon Cega je
bocica izvagana te su iz razlika masa izracunati maseni udjeli sviju komponenata koji predstavljaju

toCku na binodalnoj krivulji. Skup toc¢aka u cijelom podrucju sastava predstavlja binodalnu krivulju.

2.3. Odredivanje ravnoteznih sastava i veznih linija

Ravnotezni sastavi u pseudotrokomponentnim sustavima glicerol — butanol — FABE te voda —
butanol — FABE odredeni su metodom uparavanja hlapljivije komponente. U prethodno
izvaganu staklenu bocicu od 10 mL pripremljena je pseudotrokomponentna nestabilna smjesa
dodavanjem odredenih koli¢ina svih triju komponenata te vaganjem nakon dodavanja svake
komponente. Smjesa je mijeSana magnetskom mijeSalicom (LLG uniSTIRRER 3 s grijanjem)
30 minuta pri 25 °C i atmosferskom tlaku uz 1500 o min™', nakon ¢ega je ostavljena da se
razdvoje slojevi. 1 mL sloja uparavan je na temperaturi 80 °C do konstante mase Sto je
pokazatelj isparene sve koli¢ine hlapljive komponente u uzorku. U sustavu voda — butanol —
FABE uparavan je gornji sloj (sloj biodizela) iz kojeg je uklonjen butanol. 1z razlika masa
izracunat je udio biodizela u sloju. U sustavu glicerol — butanol — FABE uparavana su oba sloja
(sloj biodizela i sloj glicerola) kako bi se uklonio butanol te su iz razlika masa izraunati udjeli
glicerola 1 biodizela u slojevima. Izracunati trokomponentni maseni udjeli predstavljaju
ravnoteZne sastave faza, a vezne linije dobivene su spajanjem ravnoteZnih sastava.

U pseudotrokomponentnom sustavu voda — glicerol — FABE, ravnotezni sastavi odredeni su
mjerenjem indeksa loma donjeg vodenog sloja na Abbeovu refraktometru (Kern ORT 1RS,
mjerni raspon 1,3000 — 1,7000 s toc¢nos¢u + 0,0002). Udio glicerola izracunat je pomocu
jednadzbe bazdarne krivulje odredene mjerenjem indeksa loma dvokomponentnih otopina
glicerol — voda. Vezne linije dobivene su povlacenjem linije iz ravnoteZznog sastava kroz

pocetnu smjesu do odgovarajuce stranice dijagrama.

3. Rezultati i rasprava
3.1. Mjesljivost dvokomponentnih i pseudodvokomponentnih sustava
Odredivanjem medusobne mjesljivosti komponenata utvrdena je potpuna mjesljivost vode i

glicerola, glicerola i butanola te butanola i FABE. U pseudodvokomponentnim sustavima
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utvrdena je potpuna nemjesljivost glicerola i FABE te vode i FABE. U sustavu voda — butanol

utvrdeno je podrucje nemjesljivosti izmedu 6,0 1 79,9 % masenog udjela butanola.

3.2. Binodalna krivulja

Eksperimentalno odredena binodalna krivulja u sustavu voda — butanol — FABE prikazana je u
trokutnom dijagramu na slici 1. Zbog potpune nemjesljivosti biodizela s vodom jedan kraj
binodalne krivulje nalazi se u vrhu trokuta Cistog biodizela, a drugi kraj binodalne krivulje je
tocka maksimalne mjesljivosti butanola i vode (79,9 % masenog udjela butanola). Podrucje
ispod binodalne krivulje oznacava djelomi¢nu mjesljivost triju komponenta. Na slici 2
prikazana je binodalna krivulja u sustavu glicerol — butanol — FABE. Zbog potpune
nemjesljivosti glicerola s butanolom 1 biodizelom krajevi binodalne krivulje zavrSavaju u
vrhovima trokuta ¢istog biodizela i glicerola. Podruc¢je nemjesljivosti komponenata doseze do
masenog udjela butanola od oko 57,0 % §to je manje nego u sustavima s metilnim (do 79,0 %

8,9

metanola) 1 etilnim (do 65,0 % etanola) esterima masnih kiselina.®” Manje podrucje

nemjesljivosti moze biti razlog moguéim zahtjevnijim procesima procis§€avanja biodizela.

Slika 1 — Trokutni dijagram sustava voda — butanol — FABE. Crne toc¢ke — tocke binodalne krivulje;
crvene tocke — pocetni trokomponentni sastavi; crvene tocke na binodalnoj krivulji — ravnotezni
sastavi; crne linije — vezne linije.

Fig. I — Triangular diagram of the water — butanol — FABE system. Black dots — binodal curve points;
red dots — initial three-component compositions; red dots on binodal curve — equilibrium

compositions; black lines — tie lines.
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Slika 2 — Trokutni dijagram sustava glicerol — butanol — FABE. Crne tocke — to¢ke binodalne krivulje;
crvene tocke — pocetni trokomponentni sastavi; crvene tocke na binodalnoj krivulji — ravnotezni
sastavi; crne linije — vezne linije
Fig. 2 — Triangular diagram of the glycerol — butanol — FABE system. Black dots — binodal curve
points; red dots — initial three-component compositions; red dots on binodal curve — equilibrium

compositions; black lines — tie lines

3.3. Ravnotezni sastavi i vezne linije

Uslijed potpune nemjesljivosti biodizela s vodom, u sustavu voda — butanol — FABE (slika 1),
butanol se raspodjeljuje u dvije faze. Jedna faza bogata je biodizelom, a druga vodom. Nakon
uklanjanja butanola (lakSe hlapljive komponente) iz faze biodizela, iz razlika masa izraCunat je
udio teze hlapljive komponente u fazi te je odreden ravnotezni sastav faze. Uslijed djelomicne
mjesljivosti butanola 1 vode (< 6 % butanola) vezne linije zavrSavaju u toc¢ki na stranici
trokutnog dijagrama butanol — voda. Negativan nagib veznih linija kao i tocka maksimalne
mjesljivosti butanola 1 vode ukazuje na vecu topljivost butanola u fazi biodizela nego u fazi
vode pa proizlazi da voda nije pogodno otapalo za uklanjanje alkohola iz smjese s FABE, iako
se pokazala pogodnim otapalom u sustavima s biodizelom sintetiziranim iz alkohola s manje
ugljikovih atoma.® Uslijed potpune nemjesljivosti glicerola i biodizela, u sustavu glicerol —

butanol — FABE (slika 2), butanol se raspodjeljuje izmedu dvije faze, faze bogate glicerolom i
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faze bogate biodizelom. Uparavanjem butanola odredeni su maseni udjeli glicerola i biodizela
te ravnotezni sastavi obiju faza. Dobivene vezne linije nagnute su prema vrhu trokuta Cistog
veznih linija raste s pove¢anjem udjela butanola u pocetnoj pseudotrokomponentnoj smjesi.
Pseudotrokomponentni sustav voda — glicerol — FABE (slika 3), uslijed potpune nemjesljivosti
biodizela s vodom 1 glicerolom, razdvaja se na dvije fazea od kojih je gornja faza biodizel, a
donja faza smjesa glicerola i vode. Prema tome je voda vrlo selektivno otapalo za uklanjanje
glicerola iz smjese s FABE. Ravnotezni sastav odreden je u sloju glicerola i vode; maseni udio

glicerola izracunat je iz jednadzbe bazdarne krivulje:
w(glicerol) = 7,5062 - np25 — 9,9716 (1)

uz koeficijent determinacije 0,9995, na temelju refraktometrijski izmjerenih vrijednosti indeksa
loma donjeg sloja. Zbog prisutnosti necisto¢a u biodizelu koje su topljive u vodenom sloju,
vezne linije veéeg su nagiba od oc¢ekivanog i zavrSavaju na stranici pseudodvokomponentnog

sustava voda — FABE.

Slika 3 — Trokutni dijagram sustava voda — glicerol — FABE. Crne tocke — pocetni trokomponentni
sastavi; crvene tocke na stranici trokuta — ravnotezni sastavi; crne linije — vezne linije.
Fig. 3 — Triangular diagram of the glycerol — butanol — FABE system. Black dots — binodal curve
points; red dots — initial three-component compositions; red dots on triangle side — equilibrium

compositions; black lines — tie lines.
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4. Zakljucak

U ovom radu eksperimentalno je odredena ravnoteza kapljevina-kapljevina pri 25 °C u
trokomponentnim sustavima s butilnim esterom masnih kiselina (FABE) sintetiziranim iz
kokosovog ulja, i njegovim kombinacijama s butanolom, glicerolom i vodom. Glicerol je
potpuno mjesljiv s vodom i butanolom. Voda i butanol djelomi¢no su mjesljivi. FABE je
nemjesljiv s vodom i glicerolom, ali je potpuno mjesljiv s butanolom. U trokomponentnom
sustavu glicerol — butanol — FABE utvrdena je veca topljivost butanola u biodizelu nego u
glicerolu. Podrucje nemjesljivosti komponenata se smanjuje s porastom alkilnog lanca alkohola
za sintezu biodizela (Cs < Cz < Ci), usporedujuci rezultate ovog istrazivanja s literaturnim
podacima za FAME i FAEE.?’ Voda se pokazala prikladnim otapalom za potpuno uklanjanje

glicerola iz smjese s FABE.

Popis kratica i simbola

FABE - butilni ester masnih kiselina (engl. fatty acid butyl ester)
p.a. - lat. pro analysis

w - maseni udio (engl. mass fraction)

np,s - indeks loma pri 25 °C (engl. refractive index at 25 °C)
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Korelacija udjela ¢vrstih triglicerida i reoloSkih svojstava smjesa biljnih
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Correlation of solid fat content and rheological properties of vegetable

fats and oils mixtures at 25 °C and 30 °C
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Sazetak

Funkcionalnost masti u hrani odredena je ukupnom koli¢inom kristaliziranih masti, mjereno kao udio
¢vrstih triglicerida (SFC). U industrijskim uvjetima je viskoznost masti i ulja pri odredenim
temperaturama jedan od kljucnih ¢imbenika koje je potrebno uzeti u obzir prilikom projektiranja,
planiranja i provedbe tehnoloskih procesa.

Cilj ovog rada bio je utvrditi postoji li korelacija izmedu navedenih fizikalnih svojstava masne smjese.
Pripremljene su binarne i ternarne smjese ulja i masne sirovine razli¢itog sastava (suncokretovo ulje,
palmin stearin, palmino ulje) u poznatim omjerima. Postotak mase triglicerida u ¢vrstom stanju izmjeren
je impulsnom nuklearnom magnetskom rezonancijom (p-NMR) pri 25 °C 130 °C. Dinamicka viskoznost
je odredena rotacionim viskozimetrom (Modular Compact Rheometer MCR 52, Anton-a Paar) s
koncentricnim cilindrom nazubljene povrSine (CC27S) pri istim temperaturama. Kako se radi o
newtonovskom fluidu, viskoznost pri datoj temperaturi je konstantna, te je prikazana meduovisnost
varijabli. UoCen je trend linearnog rasta viskoznosti s porastom udjela Cvrstih triglicerida
pri 25 °C i 30 °C, uz R? vrijednosti 0,98 (25 °C) i 0,96 (30 °C).

Kljuéne rijedi: reologija, viskoznost, rotacioni viskozimetar, p-NMR, SFC

Abstract

The functionality of fat in food is determined by the total amount of crystallized fat, measured as the
proportion of solid fat triglycerides (SFC). In industrial conditions, the viscosity of fats and oils at certain
temperatures is one of the key factors that must be considered when designing, planning and
implementing technological processes.

The aim of this work was to determine whether there is a correlation between the mentioned physical
properties of the fat mixture. Binary and ternary mixtures of oils and fatty raw materials of different

composition (sunflower oil, palm stearin, palm oil) were prepared in known proportions. The mass

58



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:

PREHRAMBENA TEHNOLOGLIJA | BIOTEHNOLOGIJA/FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY
percentage of triglycerides in the solid state was measured by pulsed nuclear magnetic resonance
(p-NMR) at 25 °C and 30 °C. Dynamic viscosity was determined by a rotary viscometer (Modular
Compact Rheometer MCR 52, Antona Paar) with a concentric cylinder with a serrated surface (CC27S)
at the same temperatures. As it is a Newtonian fluid, the viscosity at a given temperature is constant,
and the interdependence of variables is shown. A trend of linear increase in viscosity was observed with
an increase in the proportion of solid triglycerides at 25 °C and 30 °C, with R? values of 0.98 (25 °C)
and 0.96 (30 °C).
Key words: rheology, viscosity, rotary viscometer, p-NMR, SFC
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1. Uvod

Ukupna kolicina kristaliziranih masti izrazava se kao udio Cvrstih triglicerida (SFC) 1 jedan je
od vaznijih pokazatelja funkcionalnosti masno¢a.! Prilikom projektiranja, planiranja i provedbe
tehnoloskih procesa u industrijskim uvjetima, viskoznost masti i ulja pri odredenim
temperaturama jedan je od kljuénih ¢imbenika koje je potrebno uzeti u obzir.? Na teksturu
prehrambenih proizvoda na bazi masti u velikoj mjeri utjeCe struktura i mehanicka svojstva
umreZenih kristala masti.> Ova svojstva kvalitete ukljuuju npr. mazivost margarina, maslaca i
namaza kao i lom cCokolade, pa je ocigledno da je iznimno vazno pokusati predvidjeti ta
svojstva.* U radu na razvoju novih proizvoda koji ukljuéuju ulja i masti, profil odnosno udio
¢vrstih triglicerida (SFC) vrlo je vazan parametar koji se koristi za procjenu prihvatljivosti
pojedine masti ili smjese (blende) masti i ulja za odredenu primjenu.’ Na mehani¢ka svojstva
jestivih masti mogu utjecati razni faktori ukljucujuéi SFC profil, polimorfizam ¢vrstog stanja
kao i mikrostruktura mreZe kristalnih estica.*’ Viskoznost ulja je takoder vazan faktor za
migraciju ulja prema Fickovom drugom zakonu, ali utjecaj prirode kristalne umrezenosti na
viskoznost tekuceg ulja u ograni¢enom prostoru jo$ nije dovoljno dobro razumljiva. Opcenito
viskoznost ulja moze se procijeniti koristeci rotacione viskozimetre ili reometre. Proucavani su
razliciti fizikalni parametri koji utje€u na mobilnost ulja kao npr. ¢vrste Cestice, temperatura 1
kristalna struktura masti.®*!1° Ipak struktura kristala masti moZe se deformirati pa ¢ak i unistiti
zbog smicanja i sabijanja.!"!? Tekstura odnosno ¢vrstoéa masti ili smjese masti i ulja vazno je
svojstvo koje znadajno utjece na dojam o teksturi prehrambenih proizvoda.'* Sadrzaj ¢vrstih
triglicerida (SFC) znacajno utjeCe na mehanicko ponaSanje masti, ali oslanjanje samo na SFC
kako bi se predvidjela ¢vrsto¢a pokazalo se nepouzdanim.

U ovom radu proucavana je korelacija izmedu fizikalnih svojstava viskoznosti 1 udjela ¢vrstih
triglicerida (SFC) za neke binarne i ternarne smjesa palminog ulja (PO), palminog stearina (PS)

1 suncokretovog ulja (SU).

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

Za ovo istrazivanje koriSteni su komercijalni uzorci rafiniranog, dekoloriranog i deodoriziranog
palminog ulja (PO), palminog stearina (PS) 1 suncokretovog ulja (SU) iz tvornice ulja 1 masti

Zvijezda plus d.o.o. Zagreb, Hrvatska.
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2.2. Priprema uzoraka
Pripremljene su binarne smjese (w/w) i ternarne smjese (wW/w/w) palminog ulja, palminog

stearina 1 suncokretovog ulja u sastavima odnosno omjerima prikazanim u tablici 1.

Tablica 1 — Sastav analiziranih uzoraka odnosno masnih blendi (MB)

Table 1 — Composition of analysed samples or fat blend (MB)

Uzorak Udio suncokretovog ulja Udio palminog ulja Udio palminog stearina

MB 1 95 % - 5%
MB2 90 % - 10 %
MB3 80 % - 20 %
MB 4 70 % - 30 %
MB5 75 % - 25 %
MB 6 50 % 50 % -

MB7 45 % 50 % 5%
MB8 45 % 40 % 15 %
MB9 90 % 10 % -

MB 10 75 % 25 % -

Binarne i ternarne smjese pripremljene su otapanjem svake vrste masti odnosno ulja na 80 °C i
njihovim medusobnim mijeSanjem u staklenim posudama prema unaprijed zadanim omjerima.
Vrijeme mijeSanja bilo je 15 minuta na 60 °C, a ukupna koli¢ina svake smjese iznosila je
0,5 kilograma. Sve blende su static¢ki kristalizirane u zamrzivacu na -25 °C kroz 20 minuta, a
zatim su temperirane na 15 + 0,5 °C u vremenu od 48 sati. Ovim na¢inom pripreme uzoraka
pokusalo se simulirati hladenje na industrijskom izmjenjivacu topline sa briSu¢om povr§inom.
Svi uzorci pripremljeni su u istom danu od iste serije masnih sirovina, kako bi se eliminirala
pogreska varijacije udjela cvrstih triglicerida sirovine. Utvrdena je neispravnost kolicine
dodanih sirovina prilikom pripreme uzorka MB 7, te je isti izuzet iz svih analiza. Naknadna
priprema istog uzorka ukljucila bi potencijalnu pogresku uslijed nemogucénosti osiguravanja

istih uvjeta. Iz tog razloga, analize su provedene na 9 preostalih uzoraka.

2.3 Udio évrstih triglicerida (SFC profil)

Za odredivanje sadrZzaja odnosno udjela ¢vrstih triglicerida koriSten je pulsni NMR
spektrometar (Minispec-pc120; Bruker, Karlsruhe, Germany). Profil sadrzaja ¢vrstih
triglicerida mjeren je prema modificiranoj ISO8292 metodi (ISO 8292-1:2008). Uzorci su 20
minuta grijani na 80 °C, kako bi se izbrisala kristalna povijest, i temperirani na 60 °C minimalno
5 minuta, zatim drZani na 0 °C kroz 60 minuta i kona¢no kroz minimalno 30 minuta temperirani

na 25 °C 130 °C prije analiza. Navedena modificirana metoda validirana je te se svakodnevno
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primjenjuje za odredivanje udjela ¢vrstih triglicerida u laboratoriju Zvijezde Plus d.o.0. Podaci
su dobiveni 1 analizirani koriste¢i programski paket instaliran od strane proizvodaca
instrumenta. Automatska kalibracija vr$ila se na dnevnoj bazi koriste¢i 3 standarda (isporuceni

od strane Bruker-a) koji su sadrzavali 0,0, 31,2 i 73,3 % ¢vrstih triglicerida.

2.4. Mjerenje dinamicke viskoznosti

Dinamicka viskoznost odredena je rotacionim viskozimetrom (Modular Compact Rheometer
MCR 52 Anton Paar sa koncentricnim cilindrom nazubljene povrSine CC27S pri istim
temperaturama. Svi uzorci temperirani su na sobnoj temperaturi (23 °C) 72 sata, te
termostatirani 1 sat na 25 °C tj. 30 °C. Za analizu je koriStena metoda preporucena za
odredivanje reoloSkih svojstava newtonovskih fluida. Uvjeti odredivanja nisu korigirani, te su
navedeni u tablici 2. Temperatura mjerenja postavljena je na uredaju prije pocetka mjerenja na

25 °C tj. 30 °C. Provedena su 3 paralelna mjerenja za svaki uzorak pri datim temperaturama.

Tablica 2. Uvjeti odredivanja viskoznosti

Table 2. Viscosity Determination Conditions

Mjerni interval Smicna brzina
Broj tocaka 100 Profil Linearno uvecanje
Vrijeme mjerenja Linearno uvecanje | Pocetna brzina 1s’!
Pocetni interval izmedu tolaka 10s Zavr$na brzina 100 s
Zavrsni interval izmedu tocaka ls

3. Rezultati i rasprava

Svi prikazani rezultati prosjecne su vrijednosti na osnovu tri mjerenja. Proizvoljno je definirano
da ¢e se testiranje provesti na 2 temperaturna reZima, te su izabrane srediS$nje tocke intervala.
Nadalje, odredivanje viskoznosti na 20 °C i niZe, zahtijevalo bi promjenu metode kod masnih
blendi s ve¢im udjelom c¢vrstih triglicerida, kako se viskoznost krutina na datom uredaju
odreduje na paralelnim plo¢ama, a ne pomoc¢u koncentri¢nih cilindara. Razlike SFC vrlo su
oc¢ekivane u ovom temperaturnom intervalu 25 — 30 °C, kako se temperatura blende priblizava
tocki taliSta masnih sirovina, $to se kako je ustanovljeno ovim pokusom takoder manifestira 1

na viskoznost.
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Slika 1 - Ovisnost udjela ¢vrstih triglicerida (TG) na 25 °C o dinamic¢koj viskoznosti na 25 °C za
binarne i ternarne smjese PO, PS i SU (PO-palmino ulje; PS-palmin stearin; SU-suncokretovo ulje)
Fig. I - Relation between SFC profile at 25 °C and dynamic viscosity at 25 °C for binary and ternary
blends of PO, PS and SU (PO-palm oil; PS-palm stearine; SO-sunflower oil)

Slika 1 prikazuje ovisnost dinamicke viskoznosti o izmjerenom udjelu ¢vrstih triglicerida na 25 °C
za svih 9 binarnih 1 ternarnih kombinacija palminog ulja, palminog stearina i suncokretovog ulja.
Kao $to je vidljivo iz slike 1 porastom vrijednosti ¢vrstih triglicerida gotovo linearno raste

(R?=0,9798) i vrijednost dinamic¢ke viskoznosti u svim blendama odnosno mjesavinama.

Slika 2 - Ovisnost udjela ¢vrstih triglicerida (TG) na 30 °C o dinamickoj viskoznosti na 30 °C za
binarne i ternarne smjese PO, PS i SU (PO-palmino ulje; PS-palmin stearin; SU-suncokretovo ulje)
Fig. 2 - Relation between SFC profile at 30 °C and dynamic viscosity at 30 °C for binary and ternary
blends of PO, PS and SU (PO-palm oil; PS-palm stearine; SO-sunflower oil)
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Slika 2 prikazuje ovisnost dinamicke viskoznosti o izmjerenom udjelu ¢vrstih triglicerida na
30 °C za svih 9 binarnih i ternarnih kombinacija palminog ulja, palminog stearina i
suncokretovog ulja. Kao 1 kod slike 1 i na slici 2 porastom vrijednosti ¢vrstih triglicerida gotovo
linerano (R?=0,9568) raste i vrijednost dinami¢ke viskoznosti u svim blendama odnosno
mjeSavinama. Pri razvoju proizvoda na bazi ulja i masti, tekstura, viskoznost i udio ¢vrstih
triglicerida (SFC profil) su vrlo vazni parametri za definiranje pogodnosti pojedine masne
sirovine ili njihove smjese u kona¢nom proizvodu. Udio ¢vrstih triglicerida, pri konstantnoj
temperaturi, konstantna je vrijednost. Kako se radi o newtonovskim fluidima i viskoznost pri
datoj temperaturi je konstantna.>!* Pravac pri 25 °C idealnije opisuje linearnu korelaciju uz
R? vrijednost 0,9798, u usporedbi sa R? (30 °C) od 0,9568. Takoder trebalo bi obratiti pozornost
na koeficijente smjera pravca, iz ¢ega slijedi da dolazi do znacdajnije promjene viskoznost
masnih blendi u ovisnosti o SFC pri 25 °C, nego pri 30 °C. 1z toga slijedi da dobivana korelacija
vrijedi isklju¢ivo uz konstantan parametar temperature. U literaturnom pregledu ustanovljeno
je da nije dostupno mnogo sli¢nih studija. Kristalne resetke razlikuju se ovisno o vrsti i udjelu
komponenata te uvjetima kristalizacije. Sli¢na istrazivanja provedena na drugacijim smjesama
masti tako dakle mogu rezultirati potpuno drugacijom slikom. Liang i sur.'> postavili su
empirijske modele koji su adekvatno korelirali reoloska svojstva lipidnih mjeSavina sa SFC 1
gusto¢om mikrostrukture. Takoder je eksperimentalno utvrdeno kako je SFC imao veliki utjecaj
na reolo$ka svojstva mjerena testovima kompresijske penetracije analizatorom teksture.'’
Ranija istrazivanja provedena u sklopu istrazivacko-razvojnog projekta Zvijezde plus d.o.o.
takoder ukazuju da se povecanjem udjela ¢vrste komponente (PO i1 PS) u smjesama PO/SO 1
PS/SO povecavala ¢vrstoca kao 1 SFC vrijednost uz izuzetak smjesa sa udjelom PS ve¢im od
50 %.'% Kada govorimo o korelaciji viskoznosti smjesa biljnih i masti i ulja sa SFC-om,

17 na biljnim mastima i uljima, kao i na

mjerenja provedena od strane Tecuanhuey i sur.
smjesama masti i ulja koje ukljucuju suncokretovo, repi¢ino ulje, te kakaov i shea maslac i shea
stearin, ukazuju da viskoznost visoke brzine smicanja na 30 °C nije visoko povezana sa SFC-
om na 30 °C.!7 Naga saznanja ukazuju kako istraZivanja korelabilnosti SFC i viskoznosti na
smjesama masti 1 ulja koje uklju¢uju palmin stearin, palmino ulje i suncokretovo ulje pri
konstantnoj temperaturi nisu do sada provedena. Nedostatak ovog istrazivanja svakako
ukljucuje mali uzorak iz cega se teSko moze pretpostaviti reolosko ponaSanje smjesa biljnih

masti 1 ulja izvan opsega izmjerenog udjela ¢vrstih triglicerida. Nadalje, potrebno je mjerenja

ponoviti kako bi se testirala ponovljivost rezultata. Takoder, ova metoda mjerenja dinamicke
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viskoznosti moze dovesti do uniStavanja i deformacije kristala masti, Sto moze utjecati na

pouzdanost mjerenja.

4. Zakljucak

Proucavanje medusobnih odnosa vrijednosti dinamicke viskoznosti i sadrzaja c¢vrstih
triglicerida (SFC profil) za binarne i ternarne smjese palminog ulja, palminog stearina i
suncokretovog ulja, kroz ispitivanja u ovom radu, utvrden je trend linearnog rasta dinamicke
viskoznosti sa porastom udjela ¢vrstih triglicerida mjerenih pri 25 °C i 30 °C. Navedene
korelacije potencijalno se mogu koristiti kao model za predvidanje jednog fizikalnog svojstva
(dinamicke viskoznosti) smjese palminog ulja, palminog stearina i suncokretovog ulja na
temelju analitickih rezultata za drugo svojstvo (udio ¢vrstih triglicerida) i obrnuto. Potencijalnu
primjenjivost ovih korelacija pri vodenju i korekeiji tehnoloskih procesa, te kontroli kvalitete

gotovih i polugotovih proizvoda bit ¢e potrebno potvrditi kroz daljnje eksperimente.

ZAHVALA
Ovim putem zahvaljujemo se svim kolegama koji su sudjelovali na bilo koji na¢in u ovom radu

kao 1 Zvijezdi plus d.o.o. na osiguranim materijalima i resursima.

Popis kratica i simbola

SFC udio ¢vrstih triglicerida (engl. Solid Fat Content)

p-NMR pulsna nuklearna magnetska rezonanca (engl. pulsed Nuclear Magnetic Resonance)
PO palmino ulje (engl. palm oil)

PS palmin stearin (engl. palm stearine)

SU suncokretovo ulje (engl. sunflower oil)

MB masna blenda (engl. fat blend)
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Abstract

Italian Ryegrass (Lolium multiflorum Lam., IRG) and reed Canarygrass (Phalaris arundinacea L., RCG)
are plant species within the Poaceae family, mainly cultivated for animal feed, especially IRG. Biomass
of both species can be characterized as lignocellulose. Recently, these materials are increasingly being
investigated for their valorization potential as novel industrial feedstocks, primarily for the production
of bioenergy and biochemicals. The recovery of initially present bioactive compounds (phenolics) is
still understudied. The aim of this work to set a base for determining the valorization strategies of Italian
Ryegrass and Reed Canarygrass in terms of proximate composition, with special emphasis on the
carbohydrate fraction, and the content of phenolics. The proximate composition included dry matter-
based crude protein, fat, ash, and carbohydrate contents, while the carbohydrate fraction was further
analyzed for fibre, lignin and monomeric composition. Free and bound phenolic compounds were
determined with Folin-Ciocalteu reaction and individually by HPLC-DAD. This study presents a
valuable reference work, especially for the characterization of phenolics.

Key words: carbohydrates, Italian Ryegrass, phenolics, proximate composition, Reed Canarygrass,

valorization
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Sazetak
Talijanski ljulj (Lolium multiflorum Lam., IRG) 1 trstasti bljestac (Phalaris arundinacea L., RCG) su
biljne vrste iz porodice Poaceae koje se Cesto uzgajaju za hranidbu Zivotinja, posebice talijanski ljulj.
Biomasa obje vrste moze se okarakterizirati kao lignoceluloza. U novije vrijeme, lignocelulozni
materijali intenzivno se istrazuju zbog svog valorizacijskog potencijala, kao nove, zanimljive
industrijske sirovine za proizvodnju bioenergije i biokemikalija. Izdvajanje i uporaba fenolnih spojeva
iz ovih materijala joS§ uvijek je relativno neistrazena. Cilj ovog rada bio je postaviti bazu za definiranje
valorizacijskih strategija talijanskog ljulja i bljestca. temeljem osnovnog sastava, s posebnim osvrtom
na ugljikohidratnu frakciju i udio fenolnih spojeva. Analiza osnovnog sastava ukljucivala je odredivanje
sirovih proteina, masti, mineralnog ostatka i ugljikohidrata u suhoj tvari, dok je ugljikohidratna frakcija
dalje analizirana s obzirom na udio vlakana, lignina i monomerni sastav. Slobodni i vezani fenolni
spojevi odredeni su s Folin-Ciocalteu reagensom te pojedinatno HPLC-DAD metodom. Ovo
istrazivanje predstavlja vrijedan izvor podataka o sastavu navedenih biljnih vrsta, posebice u smislu
karakterizacije prisutnih fenolnih spojeva.

Kljuéne rijeci: ugljikohidrati, talijanski ljulj, fenoli, osnovni sastav, bljestac, valorizacija
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1. Introduction

In recent years, bioenergy has emerged as a promising alternative to non-renewable sources,
such as fossil fuels. It comprises the use of the chemical energy stored within the different types
of biomass and is considered as the most promising form of renewable energy.' Feed materials
in concern are energy trees and grasses (herbs), wood processing residues, agro-industrial
residues, and domestic and food processing wastes. At the same time, the energy-rich products
derived from them are bioethanol, biodiesel, biogas, bio-oil and solid biomass.!* Many
different plant species are being investigated as suitable bioenergy crops, based on various
criteria, such as high biomass yield, low demand for agriculture interventions, low or positive
impact on the environment, optimal chemical composition for the conversion into the desired
bioenergy form, non-competitiveness to food or cultivable land and so on. Among them, grasses
have gained significant interest due to their adaptability, high productivity and environmental
friendliness.> Reed Canarygrass (RCG) (Phalaris arundiancea L.) is a Cs perennial grass,
belonging to the Poaceae family, usually 0.6-2 m, exceptionally to 3 m, tall. It is spread
throughout the Eurasian area and in North America. It can typically be found in mild climates
and water-rich areas, such as wet meadows, wetlands, lake shores, etc.!> Nonetheless, it is
considered a persistent species since it can adapt to a wide range of environmental conditions. !
In this context, it can grow on land that is not usable for agricultural production, giving it a
certain advantage over other bioenergy crops. As a bioenergy crop, RCG cultivation is of the
largest scale in Europe, with northern parts being particularly recommended.! RCG biomass
yield depends on different factors, generally, it reaches 5-10 t DM/ha/year of the above-ground
biomass.! Italian ryegrass (IRG) (Lolium multiflorum Lam.) is conventionally an annual grass
from the Poaceae family, but some types may behave as biennials and short-lived perennials.*
It is native to southern Europe but it is widely distributed all over the world. Due to its high
palatability and digestibility, it is commonly used as high-quality animal feed, alone or
combined with clover and vetch.*> Nonetheless, it is highly productive and grows fast.* The
reported green biomass yield ranges between 1.5 to 3.2 t ha'.> IRG is characterized by a good
adaptability to diverse soil and climate conditions, but it is best adapted to cool and wet
climates. Morphologically, the IRG stem is hollow and usually 30-100 cm long, consisting of
nodes and internodes, with nodes bearing leaves with a glossy appearance. The stem ends with
an inflorescence in the form of a spike (10-30 cm) that carries 5-38 alternately arranged

spikelets.* The general composition of IRG and RCG, which determines their digestibility and
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use as animal feed is more or less well-covered in the literature. In the context of alternative
uses of IRG and RCG, as innovative feedstocks for producing various chemicals, the
carbohydrate and lignin fractions are particularly interesting. However, the content of minor
constituents, such as polyphenols is less reported. Their extraction might be interesting in
enhancing the added value of these materials due to the known antioxidant and related health-
beneficial action of polyphenols. RCG was previously reported to contain gallic and p-coumaric
acid as well as anthocyanins in flowers.® The alkali extracted fraction contained p-coumaric and
t-ferulic acids.” Low palatability, low intake and possible toxic effects of some strains of RCG
are attributed to the content of alkaloids.® In case of IRG, p-coumaric acid was reported as
dominant among phenolic acids, while myricetin, rutin, luteolin, vitexin and kaempferol among
flavonoids.” Considering the variable nature of chemical constituents in plant materials
concerning the growing conditions and stage of growth, this work aimed to broaden the base of
the proximate composition and structural carbohydrate composition of IRG and RCG and
characterize their free- and bound-phenolics fractions. The obtained results are important for
deciding innovative valorization strategies for these plants, where it is favorable to obtain as

much as possible of the added-value products.

2. Experimental part

2.1. Samples

Italian Ryegrass (IRG) and Reed Canarygrass (RCG) samples were collected in September
2023 directly from the field (in the vicinity of Ludbreg, Varazdin county, Croatia) where they
were grown for animal feed. Samples were air-dried while kept in the shade (for several days,
until reaching a sufficiently dry feel under the fingers). Dry samples were ground to 4 mm
particle size and additionally in a coffee grinder, which reduced particle size by approximately

double, and stored in polypropylene zip-lock bags in a dry and cool place, until use.

2.2. Chemicals

Folin-Ciocalteu reagent was supplied from Lach-Ner, s. r. 0. (Neratovice, Czechia), DPPH
radical from Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, USA), as well as gallic acid, Trolox and ABTS
radical. Ethanol (96 % vol.) was purchased from Gram-mol d. o. o. (Zagreb, Croatia), L-
ascorbic acid from Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, USA), EDTA (diammonium salt,
dihydrate) from T. T. T: d. o. 0. (Sveta Nedelja, Croatia). Acetonitrile and formic acid for HPLC
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analysis of phenolics were supplied from Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, USA).
Sodium phosphate monobasic and dibasic (dihydrate) salts for buffered mobile phase
preparation were purchased from Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, USA). PMP reagent (3-
methyl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one) was supplied from Acros Organics (Geel, Belgium).
Analytical standards of ¢-ferulic acid, p-coumaric acid and quercetin were supplied from Sigma-
Aldrich/Merck (St. Louis, USA), quercetin-3-glucoside from Fluka/Honeywell (Charlotte,
USA) and rutin from Acros Organics (Geel, Belgium). Kjeldahl tablets (without Hg and Se)
were purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Germany). Sugar standards of D-
(+)-mannose, D-(+)-galactose, D-(-)-xylose, D-(+)-arabinose and L-(+)-rhamnose monohydrate
were supplied from LGC Standards (Teddington, United Kingdom), D-(+)-glucose
monohydrate from Fluka (Buch, Switzerland), L-(-)-fucose from Acros Organics (Geel,
Belgium), D-(+)-galacturonic acid, D-glucuronic acid and D-(-)-ribose from Sigma-

Aldrich/Merck (SAD). All chemicals were of p.a. or HPLC purity.

2.3. Free-phenolics extract and alcohol-insoluble residue preparation

Extracts were prepared using 80% (v/v) ethanol, prepared from 96% ethanol. Samples were
mixed with the solvent in 1:20 (w/v) ratio (1 g samples + 20 mL solvent) and extracted under a
cooler for 30 min at 80 °C, while constantly stirred on a magnetic stirrer. Once the mixture was
cooled, the extract was recovered by vacuum filtration and filled to 25 mL. All prepared extracts
were kept refrigerated until use. The alcohol-insoluble residue (AIR) was prepared by 3
successive extractions as described, using 80% ethanol. The obtained residue was rinsed with
20 mL of 96% ethanol and 10 mL acetone and left under ventilation to dry. The AIR sample
was pulverized in a ball homogenizer (Cryomill; Retsch, Germany) using a single metal ball

(p =1 cm), at a frequency of 30 Hz for 1 minute.

2.3. Bound-phenolics extract preparation

Bound phenolics were extracted from AIR samples according to a modified protocol by Arruda
et al.'®. 50 mg of AIR were extracted with 2,5 mL of 2 M NaOH containing 1% (w/v) ascorbic
acid, 10 mM EDTA, 12% ethanol, and 100 pg/mL internal standard caffeic acid. The extraction
was carried out for 2 h at ambient temperature while constantly stirred on a magnetic stirrer.
Afterward, the mixture was added with 1,5 mL of 4 M HCI and 1 mL of demineralized water

and centrifuged (9000 rpm, 5 min, ambient temperature), (SL 8R with fixed angle rotor,
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ThermoFisher Scientific, USA). An aliquot of 1 mL of the supernatant was passed through a
preconditioned SPE C18 column (3 mL, 200 mg, ChromaBond, Macherey Nagel, Germany).

Phenolics were eluted with 1 mL of methanol into HPLC vials.

2.4. Determination of proximate composition

Proximate composition was determined using the well-established AOAC protocols for dry
matter (AOAC 930.15), fat (AOAC 920.39), protein (976.05) and ash (AOAC 942.05).!!
Additionally, dietary fiber content was analyzed using a specialized kit (Megazyme, Ireland)
and following an AOAC 2011.25 protocol.!> Lignin content was determined following an

NREL protocol.'® Proximate composition was expressed on dry matter basis (dmb).

2.5. Determination of carbohydrate monomeric composition

Monomeric composition was evaluated upon complete acid hydrolysis and PMP derivatization
of liberated sugars.'* Briefly, AIR samples (25 mg) were pre-hydrolyzed by homogenizing with
0.25 mL 72% (v/v) H2SO4 for 30 min at ambient temperature. Afterward, 2.25 mL of
demineralized water and 0.5 mL 2.4 mg mL™! ribose solution were added, the tubes were tightly
capped and put to hydrolysis at 100 °C for 2 h. Another set of samples was prepared, subjected
only to high-temperature, dilute acid hydrolysis. For this purpose, the sulphuric acid was added
last to the reaction mixture (as described above), samples were vortexed, tightly capped and put
to hydrolysis at 100 °C for 2 h. Once cooled, the hydrolysates were recovered by centrifugation
(3500 rpm, 5 min, ambient temperature) and neutralized with solid CaCO3 until pH 6-6.5.
Aliquots of 50 uL were pipetted into 2 mL tubes and added with 50 pL of 0,6 M NaOH and
100 pL of 0,5 M methanolic solution of PMP. The tubes were capped and incubated at 70 °C
for 1 h. Once cooled, 120 pL of 0.3 M HCI solution and 680 pL of demineralized water were
added and thoroughly mixed. The solution was checked for pH (4-6) and then extracted 2 times
with 0,5 mL of chloroform. Phase separation was enhanced with a mini centrifuge (D1008,
Dlab, China). The upper aqueous layer was carefully collected and filtered through a 0.2 um
pore size microfilter (regenerated cellulose, Macherey Nagel, Germany) into an HPLC vial.
The HPLC analysis was carried out on Agilent 1200 Series instrument coupled with Zorbax
Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum) (Agilent Technologies, USA) according to the method of

Vojvodi¢ Cebin et al.'*. Data were collected using OpenLab software (Agilent Technologies,
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USA). Quantification of monosaccharidic-PMP sugar derivatives was based on internal

standard calibration using ribose.

2.6. Total free-phenolic content and antioxidant capacity determination

t.15 The results

Total phenolic content was determined in a reaction with Folin-Ciocalteu reagen
were expressed as gallic acid equivalents (mg dmb). Antioxidant capacity was determined using
TEAC methods: ABTS and DPPH radical-scavenging assays.!®!” The results were expressed

as Trolox equivalents (umol dmb).

2.7. HPLC-DAD analysis of individual phenolic compounds

Individual free and bound phenolic compounds were analyzed using reversed-phase
chromatography. Agilent 1200 system was used (Agilent Technologies, USA), coupled with
Kinetex 2.6 um Biphenyl 100 A (4,6 x 150 mm) column (Phenomenex, USA). Analysis conditions
comprised a two-component mobile phase (A - 0.1% formic acid solution in water, B - 0.1% formic
acid solution in acetonitrile) and the following gradient: 0 min - 10% B, 2™ min - 10% B, 17" min
- 45% B, 20" min - 70% B, 23" min - 70% B, 25" min - 10% B, + 5 min equilibration, at 0.5 mL
min flow rate, column temperature of 35 °C, injection volume of 5 pL. Chromatograms were
recorded at 320 and 350 nm along with the absorption spectra in the 190-450 nm range. Data were
collected using OpenLab software (Agilent Technologies, USA).

3. Results and discussion

This study aimed to determine the proximate composition of Italian Ryegrass and Reed
Canarygrass and to further characterize their carbohydrate and phenolic fractions as a valuable
base for planning valorization strategies to recover fermentable sugars and/or bioactives. The
proximate composition, as crude protein, crude fat, crude ash, and crude carbohydrates, all

expressed on a dry matter basis, is shown in Table 1.

Table I - Proximate composition of Italian Ryegrass and Reed Canarygrass

Tablica 1 - Osnovni sastav talijanskog ljulja i bljestca

Sample Dry matter  Crude protein Crude fat Crude ash (O
/component (% sample) carbohydrates
% dmb
IRG 84.78 £ 0.06 22.18+0.14 2.28 £0.06 17.83+£0.22 57.71
RCG 90.67 + 0.01 3.68 £0.01 0.80 £0.01 5.67 £0.02 89.85
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The dry matter content of materials ranged from approximately 85% (IRG) to 91% (RCG)
which ensured the sufficient stability of the material in experiments. Crude fat content,
determined as petroleum ether extractives, was generally low, below 1% dmb in RCG and 2.3%
in IRG, which was somewhat expected for these plant materials. Crude protein content was
significant in IR (22.2% dmb), as well as the crude ash (17.8% dmb), while in RCG their
contents were 6-fold and 2.5-fold lower, respectively. Crude carbohydrate content, as a major
macrocomponent, was calculated as a difference to 100% dmb. From the results, it was seen
that RCG was particularly abundant in the carbohydrate fraction, reaching almost 90% of its
dry matter. Proximate content determination is an important parameter of the quality of the
material used in animal feed. For that matter, IRG is highly valued for its high protein content
and used as a high-quality grass for animal feed in the wintertime. Previously reported data on
IRG composition show a crude protein content of 15-20 % dmb, crude ash 10-13 % dmb, crude
fat 3.5-5 % dmb.'®!? in agreement to the herein presented data (Table 1).

The first step in the characterization of the carbohydrate composition was the determination of
the monomeric composition of structural carbohydrates. This was enabled after complete acid
hydrolysis of the materials and the pre-column PMP derivatization of the liberated monomeric
sugars, subsequently analyzed by HPLC-DAD. The hydrolysis was performed in 2 ways, one
time employing the presoaking of the materials in a strong mineral acid, followed by the
hydrolysis in a diluted acid solution at high temperature, and the other time by omitting the
presoaking step. By doing so, it was possible to evalaute the content of cellulose, which
crystallinity and interactions with lignin should be degraded before hydrolysis. The monomeric
composition of the IRG and RCG is presented in Fig. 1. As can be seen from the results
(Fig. 1), the most abundant monomers in both samples were glucose (Glc, 14.27% dmb in IRG
nad 33.56% dmb in RCG) and xylose (Xyl, 9.72% dmb in IRG and 20.56% dmb in RCQ),
indicating the predominance of cellulose and hemicellulosic polymers. Generally, it was
observed that IRG exhibited a lower content of structural carbohydrates, evaluated as the sum
of all determined monomers, approximately 31% dmb, in comparison to RGC (approximately
58% dmb). When comparing the results with and without the prehydrolysis in 72% sulphuric
acid, it can be seen that glucose content was the most affected, indicating the portion of
cellulose. Namely, the prehydrolysis step was mandatory to solvatize cellulose which was
subsequently hydrolyzed. In RCG a part of total xylose was affected as well, probably referring

to the hemicellulose closely connected to lignin or cellulose.
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Fig. I - Monomeric composition of structural carbohydrates from Italian Ryegrass
and Reed Canarygrass (+ph — with prehydrolysis step)
Slika I - Monomerni sastav strukturnih ugljikohidrata talijanskog ljulja i bljestca

(+ph — s prethodnom predhidrolizom)

In addition to glucose and xylose, arabinose (Ara) and galactose (Gal) exhibited somewhat
notable contents. From the monomeric composition, it was concluded that the hemicellulose of
both materials was predominantly arabinoxylan type, also containing some xyloglucan and
arabinogalactan. Comparable studies on the composition of cell wall polysaccharides show
similar distribution of Glc, Xyl and Ara in RCG, namely, 36-48.5 % dmb, 17.6-19.1 % dmb
and 3.2-2.3 % dmb, depending on the time of harvest (spring or autumn, respectively).2’ Other
authors, such as Dien et al.?!, reported lower Glc and Xyl contents, of 26.5% dmb and 16.3%
dmb, respectively. For IRG, the previously reported data for the monomeric composition show
35.1% and 15% of glucan and xylan which is higher than the herein obtained values and can be
attributed to the native differences of the analyzed materials, since the content of dry matter and
cell wall components can vary notably with the age of the plant.?? Similarly, the reported
relative ratio of Glc and Xyl in IRG (approximately 65:26%) differs from the results obtained
in this study (46:31%).%

By combining the results of the monomeric composition and fiber content, the relative contents

of cellulose, hemicellulose and lignin were determined, as presented in Fig. 2.
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Fig. 2 - Composition of the carbohydrate fraction (% dmb) of Italian Ryegrass (IRG) and Reed
Canarygrass (RCG) (HMW — high molecular weight, IDF — insoluble dietary fibre,
SDF — soluble dietary fibre, DM — dry matter)
Slika 2 - Sastav ugljikohidratne frakcije talijanskog ljulja (IRG) i bljestca (RCG) (HMW - visoke
molekulske mase, IDF — netopljiva vlakna, SDF — topljiva vlakna, DM — suha tvar)

Determination of insoluble and soluble fibre in IRG and RCG enabled a better insight into the
nature and content of the fibers. Generally, insoluble fibers were predominant, as expected,
while soluble fiber contents were 3.39% dmb in IRG and 2.20% dmb in RCG. The content of
total fiber for both materials corresponded well to the content of crude carbohydrates (Table 1).
Cellulose content was determined from the difference in glucose yield with and without the pre-
hydrolysis step (monomeric composition). The cellulose content in IRG exhibited 11.2% dmb,
while in RCG 31.7% dmb. Hemicellulose content was estimated by subtracting the cellulose
content from the content of total structural carbohydrates. In IR, due to the presence of
galacturonic acid (GalUA), the content of pectic substances (series ,,other* in Fig. 2) was also
determined as a sum of GalUA and rhamnose (Rha), although galactose (Gal) and arabinose
(Ara) are as well constituents in most pectins, their content herein was expected to be rather
low so they were preferably ascribed to the hemicellulosic polysaccharides. So, in IRG, the
hemicellulose content was calculated as total structural carbohydrates corrected for cellulose
and other polysaccharides' contents (namely, low content of pectins). In RCG, pectin content

was not determined due to the absence of GalUA. Hemicellulose content in IR was
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approximately 19% dmb, while in RCG approximately 26% dmb. Lignin was determined by
two methods, indirectly, as a difference of total dietary fiber content and the content of total
structural polysaccharides (Fig. 2), and directly by gravimetric and absorbance measurements
upon complete acid hydrolysis (Table 3). Cellulose and hemicellulose content in RCG was
reported to be approximately 37-38.7% and 31.7%, respectively, in accordance to the herein
obtained data.?*** Dien et al.*' determined somewhat lower contents of cellulose and
hemicellulose in RGC and, depending on the analytical approach, their contents ranged from
26.5-35.6 % dmb and 21.8-30.5 % dmb. RCG in vegetative phase (younger plants) contained
lower contents of the mentioned cell wall components. For IRG, the reported values for
cellulose and hemicellulose, of 16.9-19.8 % dmb and 19.8-20.4 % dmb, respectively,
following the results obtained in this study, although the Glc yield is rather low. The results
presented in Table 2 were obtained from the direct measurement of lignin following the NREL
protocol. Two portions of lignin were determined, the acid-insoluble lignin (AIL) and acid-
soluble lignin (ASL). The former was obtained as the residue upon acid hydrolysis of the sample
and its content was determined gravimetrically, while the latter was calculated upon

spectrophotometric measurements of the obtained liquor.

Table 2 - Lignin content in Italian Ryegrass and Reed Canarygrass

Tablica 2 - Udio lignina u talijanskom ljulju i bljestcu

ASL (% dmb)
Sample AIL (% dmb) A =240 nm, A =240 nm, A=320 nm,
e=12L g'cm’! e=25Lg'cm’! £=30L glcm’!
IRG 10.02 £ 0.29 21.56 £0.43 10.35+0.21 2.93+0.08
RCG 18.92 £0.11 12.58 £0.21 6.04+£0.10 1.43 £0.04
total lignin IRG 31.58£0.72 20.37 £0.50 12.95 +£0.37
total lignin RCG 31.50£0.10 24.96 £ 0.01 20.36 +£0.07

Based on the wavelength and absorptivity used, the content of ASL was different (Table 2).
The proposed parameters (4, €) were optimized for Monterey pine, bagasse, corn stover, and
Eastern cottonwood), hence materials different from the IRG and RCG. Comparing the results
for lignin presented in Fig. 2 and Table 2, it can be seen that the best matching was obtained
when using A = 240 nm and ¢ = 25 L g''em™ for IRG (total lignin content of 20.4% dmb) and
using A =240 nm and ¢ = 12 L g'lem™ for RCG (total lignin content of 31.5% dmb). AIL to
ASL ratio in IR was approximately 50:50, while in RCG, it was approximately 60:40. In the
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context of energy crops, such as IRG and RCG, as well as other lignocellulosic materials
intended for saccharification, lignin content is an important factor in determining their
processability. Lignin limits the accessibility of cell wall polysaccharides during
saccharification, especially when employing enzymatic or microbial processes, but it can also
inhibit their activity. Therefore, pretreatment strategies are commonly used to reduce lignin
content or enhance its solubility. The literature data for RCG show variability in lignin content
which arises from the natural differences of the materials analyzed as well as the employed
methodology. The previously reported lignin content in RCG varies between 15.42%, to 23.3%
dry basis and up to approximately 27 %.2**?7 It was shown that the lignin content in RCG can
be affected by environmental and agronomic factors, such as time of sowing, fertilization rate,
and harvesting time.?” The discrepancy between the literature data can also be attributed to the
methodology used: the overestimation of the soluble lignin portion due to the interferences.®*
In addition to the proximate and carbohydrate fraction analysis, the materials were extracted
with 80% ethanol and the extracts were analyzed for total phenolic content (TPC) and
antioxidant capacity (Fig. 3). The TPC value for IRG was approximately 6 mg GAE/g sample,
while for RCG somewhat lower, approximately 4.5 mg GAE/g sample. The antioxidant
capacity, evaluated by ABTS and DPPH assays, followed the TPC values so, on average, the
antioxidant capacity of IRG extract was higher than that of RCG. The exception was in DPPH-
determined antioxidant capacity which was unexpectedly higher in RCG than in IRG,
concerning the TPC values. The profile of the individual phenolic compounds was established
by HPLC-DAD analysis (Table 3). Not only free phenolic compounds were evaluated, present
in 80% ethanolic extract, but also phenolics closely bound to the cell wall structures like
hemicelluloses and lignin, the bound phenolics. Among the free phenolics, rutin, chlorogenic
acid and p-coumaric acid could be identified as the most dominant peaks on the chromatograms.
Rutin was found in IRG, while the hydroxycinnamic acids in RCG. Generally, both materials
were not particularly abundant in phenolics. The content of phenolics is closely related to the
growing conditions and the stage of growth of the plant, as well as the subsequent processes
after harvesting, and drying in this case, which might explain the obtained results. In contrast
to the free phenolics, the bound phenolics content was more abundant, especially for RCG. In
both samples, ¢-ferulic and p-coumaric acids were identified. Both were more abundant in RCG,
reaching approximately 1.6% of the dry matter and with p-coumaric acid being approximately

3-fold more represented. In IRG, the total content of bound phenolics was approximately 0.34%
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dmb and the #-ferulic acid was more represented, almost double. Feruloylation is common
among the Poaceae family and has a role in cell wall formation.>* Many agro-industrial residues
are nowadays being explored as sources for the recovery of ferulic acid, recognized as a
precursor in vanillin formation.>! Nonetheless, p-coumaric and #-ferulic acids are also known
for their bioactive properties and can bring an additional added value to their non-conventional

sources, such as agro-industrial wastes and bioenergy crops.
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Fig. 3 - Total polyphenols content and antioxidant capacity of 80% ethanol extracts
of Italian Ryegrass and Reed Cararygrass
Slika 3 - Udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet 80 %-etanolnih ekstrakata
talijanskog ljulja i bljestca

Table 3 - The content of individual free and bound phenolics in Italian Ryegrass and Reed Canarygrass

Tablica 3 - Udio pojedinac¢nih slobodnih i vezanih fenolnih spojeva u talijanskom ljulju i bljestcu

Phenolic compound IRG T RCG
Rutin 0.44+0.04 -
Free p-coumaric acid - 0.20+0.01
chlorogenic acid - 0.16+0.01
Bound p-coumaric acid 1.08+0.09 11.99+0.02
t-ferulic acid 2.30+0.09 4.18+0.01

4. Conclusion
This study has shown that Italian Ryegrass and Reed Canarygrass are abundant in structural
carbohydrates and lignin. The former are composed of cellulose and arabinoxylan, both of

which could be used to generate fermentable sugars, whereas arabinoxylans could additionally

80



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA/FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

be explored as an alternative source to produce prebiotic fiber — xylooligosaccharides. Among
the phenolic fraction, a notable content of bound phenolics — p-coumaric and ¢-ferulic acids,
was determined, the recovery of which could be integrated into the biorefinery process of these
materials. This study presents a valuable reference for proximate, carbohydrate and phenolics
composition of Italian Ryegrass and Reed Canarygrass. Considering the variable nature of the
chemical composition of plant materials in general, further investigations are needed to
determine the relation between chemical composition and stage of growth resulting in optimal

plant usability.
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PMP - 3-methyl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one
dmb -dry matter basis

AOAC - Association of Analytical Chemists
AIR — alcohol-insoluble residue

NREL - National Renewable Energy Laboratory
TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
HPLC-DAD - High Performance Liquid Chromatography - Diode-Array Detection
HMW — high molecular weight

IDF — insoluble dietary fibre

SDF — soluble dietary fibre

DM — dry matter

TPC — total phenolic content

GAE — gallic acid equivalents
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Abstract

Coffee authenticity has become a challenging issue in the food industry, due to the fact that coffee is
among the most consumed beverages globally. When considering coffee’s market value, the main
problem represents an illegal practice of adulterating coffee with less expensive and inferior ingredients,
due to greater financial profit. Therefore, the purpose of this work was to investigate if Near Infrared
Spectroscopy (NIRs), in combination with chemometrics, could be used in detection of the adulteration
of ground coffee with malt coffee. Pure coffee samples were adulterated with corresponding amounts
of malt coffee and prepared mixtures (1%, 3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%) were recorded using two NIRs devices. Principal Component Analysis
(PCA) successfully distinguished prepared mixtures with the eigenvalues of 99.41% and 0.28% for the
first and second factor, respectively. Based on the recorded NIR spectra, artificial neural network models
(ANNSs) were developed in order to predict physical (dry matter content, color change, average Feret's
particle diameter) and chemical (concentration of caffeine measured by two methods:
spectrophotometric and HPLC) characteristics of the adulterated samples. The developed ANN models,
with values of R? ajidation = 0.8088 — 0.9659 for caffeine concentration of the prepared mixtures and values
of R*validation = 0.7471 — 0.9791 for color change (AE), showed the potential for industrial application of
NIRs in detection of adulteration of ground coffee.

Key words: Near Infrared Spectroscopy, chemometrics, Artificial Neural Networks, ground coffee,

adulteration
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Sazetak
Autenti¢nost kave postala je izazovno pitanje u prehrambenoj industriji, zbog Cinjenice da je kava medu
najkonzumiranijim pi¢ima u svijetu. Kada je rijec o trzi$noj vrijednosti kave, glavni problem predstavlja
ilegalna praksa patvorenja kave jeftinijim i manje kvalitetnim sastojcima, zbog vece financijske dobiti.
Stoga je cilj ovog rada bio ispitati potencijal primjene blisko infracrvene spektroskopije (engl. Near
Infrared Spectroscopy, NIRs), u kombinaciji s kemometrijom, u detekciji patvorenja mljevene kave
sladnom kavovinom. Uzorci Ciste kave su patvoreni odgovaraju¢im kolicinama sladne kavovine i
pripremljene mjeSavine (1 %, 3 %, 5 %, 7 %, 9 %, 11 %, 13 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %) snimljene su pomoc¢u dva NIR uredaja. Analiza glavnih komponenata (PCA)
uspjesno je razlikovala pripremljene mjeSavine sa vrijednostima od 99,41 % 1 0,28 % za prvu i drugu
glavnu komponentu. Na temelju snimljenih NIR spektara razvijeni su modeli umjetnih neuronskih
mreza (ANNs) za predvidanje fizikalnih (udio suhe tvari, promjena boje, prosjecni Feretov promjer
Cestica) i kemijskih (koncentracija kofeina odredena dvjema metodama: spektrofotometrijskom i HPLC
metodom) karakteristika patvorenih uzoraka. Razvijeni ANN modeli, s vrijednostima koeficijenta
determinacije za validaciju (R*vaiigacia = 0,8088 — 0,9659) za koncentraciju kofeina u pripremljenim
mjeSavinama i s vrijednostima koeficijenta determinacije (R%valigaciia = 0,7471 — 0,9791) za promjenu
boje (AE), pokazali su potencijal za industrijsku primjenu NIR spektroskopije u detekciji patvorenja
mljevene kave.
Kljucne rije€i: blisko infracrvena spektroskopija, kemometrija, umjetne neuronske mreze, mljevena

kava, patvorenje
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1. Introduction

The coffee plant belongs to the Coffea genus of the Rubiaceae family. Despite the fact that this
family contains more than 100 species, most of the coffee for human consumption is produced
from Coffea arabica (Arabica) and Coffea robusta (Robusta)."* Millions of people consume
coffee every day. Coffee is one of the most popular beverages, characterized by a distinctive
taste and aroma, made from ground-roasted coffee beans. Since coffee contains antioxidant
substances, studies have attributed many potential health benefits to coffee intake such as
prevention of severe chronic and degenerative diseases, antibacterial, antifungal, antiviral,
antioxidant and chemo-protective properties.” Due to the positive effect of coffee on human
health, consumers are paying attention to coffee quality and safety. In the coffee industry,
numerous fraudulent practices are employed to reduce costs and maximize profits at the
expense of product authenticity and consumer trust. These frauds include mixing beans from
different species, adulteration with other substances or foods, mislabeling, etc. To combat these
fraudulent practices, different techniques could be used to detect coffee adulteration with other
foods or coffee byproducts.> Among them, Near Infrared Spectroscopy (NIRs) became one of
the most used spectroscopic method providing simultaneous, rapid and non-destructive
qualitative and/or quantitative analysis of the major components in many food products and
plant materials.>* However, due to complexity of food matrices, spectroscopic measurements
provide misleading results and chemometric tools are often used for interpretation of recorded
NIR spectra. Chemometric approaches employ mathematical and statistical tools to analyze the
obtained data and extract as much information as possible.”® Therefore, the aim of this research
was to investigate the applicability of Near Infrared Spectroscopy (NIRs), in combination with
Principal Component Analysis (PCA), for detection of the adulteration of ground coffee with
different amounts of malt coffee. Furthermore, Artificial Neural Network (ANN) models were
built for estimating physical (the average Feret's diameter, dry matter and color change) and
chemical (caffeine concentration) characteristics of ground coffee, malt coffee and adulterated

coffee samples.

2. Experimental part
2.1. Samples preparation
The roasted ground coffee named Jubilarna Original (Franck d.d., Zagreb) was purchased from

the local supermarket. The coffee samples were adulterated with corresponding amounts (1%,
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3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%., 80%, 90%) of malt
coffee (Drogerie Markt GmbH + Co. KG, Germany). Each prepared mixture had a total weight
of 10 grams, ensuring that the proportions of ground coffee and malt coffee were accurately
represented. The samples were then manually mixed. After mixing, 2 grams of the prepared
mixtures were mixed with 50 mL of boiling water, homogenized for 30 seconds using a
magnetic stirrer (500 rpm). After stirring, the samples were cooled to room temperature for 20

minutes, prior to further analyses.

2.2. Extraction of caffeine from the coffee mixtures

In order to extract caffeine from the aqueous phase, liquid-liquid extraction was performed.’
Initially, 10 mL of the cooled samples were transferred to a separatory funnel and extracted
three times with 5 mL of dichloromethane (Kemika, Zagreb, Croatia). After each extraction,
the phases were allowed to completely separate, and the lower organic layer was carefully
drained into a collection tube. The collected aqueous phase containing the extracted caffeine

was stored at 4 °C, prior to further analyses.

2.3. Spectrophotometric determination of caffeine concentration

The caffeine concentration in the aqueous phase was determined using a spectrophotometric
method.'® The absorbance of aqueous samples was measured at 2 = 260 nm using a UV-VIS
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Caffeine concentration was calculated
based on the calibration curve (0 — 500 mg L) and expressed as milligram of caffeine per gram
of dry matter of the prepared mixture (powder). Two parallel measurements were performed

for each sample and the results were presented as mean value + SD.

2.4. Determination of caffeine concentration using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) method

The caffeine concentration in the aqueous phase was also determined using a HPLC method.!!
Caffeine concentration was identified and quantified using HPLC system (1260 Infinity II,
Agilent, Santa Clara, CA, USA) with diode array detector (UV/DAD, 1260 Infinity II, Agilent,
USA) and an automatic sampler (1260 Infinity II, Agilent, USA). Separation was achieved on
a Poroshell 120 SB C18 column (150 mm, 4.6 mm, 5 um; Agilent, USA) using H>O with 0.25%
AcOH (A) and ACN (B) as the mobile phases. Gradient elution was modified as follows: 0—7.5
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min 10% B, 7.5-15 min from 10% to 15% B and 15-25 min from 15% to 10% B. The flow rate
was 1 mL min™!. The sample injection volume was 15 pL and the samples were filtered through
0.22 um polytetrafluoroethylene (PTFE) filters prior to injection. The column temperature was
kept at 40 °C. UV-DAD acquisitions were carried out in the 200-600 nm range, while
chromatograms were acquired at 280 nm. The retention time and spectral data of caffeine were
compared with external standard. Caffeine was identified at 280 nm and quantified considering
calibration curve of external standard (10-1000 mg L), at the wavelength of maximum
absorbance. Caffeine concentration was expressed as milligram of caffeine per gram of dry
matter of the prepared mixture (powder). Two parallel measurements were performed for each

sample and the results were presented as mean value + SD.

2.5. Color determination of the coffee mixtures

A PCE-CSM 3 colorimeter (PCE Instruments, Berlin, Germany) was utilized to assess the color
of prepared samples. Hunter's parameters (L*, a*, b*) were measured for the calculation and
comparison of color change (AE) between pure coffee and adulterated coffee samples, with
ground (pure) coffee as reference sample.!? Two parallel measurements were performed for

each sample and the results were presented as mean value £+ SD.

2.6. Determination of dry matter content of the coffee mixtures

The dry matter content of the pure coffee, malt coffee and adulterated samples was assessed
according to the AOAC method by drying the samples until constant mass at 105 °C.!* Two
parallel measurements were performed for each sample and the results were presented as mean

value + SD.

2.7. Determination of the average Feret's diameter of the prepared coffee mixtures

The average Feret's diameter of particles from ground coffee, malt coffee and the prepared
coffee mixtures was assessed through image analysis. Image]J software tool (v 1.8.0. NIH,
Maryland, USA) was used to process images captured by a camera (AM2111, Dino-Lite, USA).
The images were taken immediately after the samples were mixed. For each image, 20 particles
were analyzed and the average Feret's diameter was calculated. Results were presented as mean

value + SD.
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2.8. Near infrared spectroscopy (NIRs)

Continuous NIR spectra of ground coffee, malt coffee and prepared coffee mixtures (a total of
19 prepared samples) were recorded using two different spectrometers: (1) NIR spectrometer
Control Development (Inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pm with the installed SPEC 32 software
and a halogen light source, which operates within a wavelength range of 904 nm to 1699 nm)
and (2) portable NIR spectrometer NIR-S-G1 (Innospectra Taiwan, with the installed ISC-
NIRScan software, which has a wavelength range of 900 nm to 1700 nm). Each sample was
recorded in duplicate and the average value of spectra were further used for chemometric

analysis.

2.9. Near infrared data processing

Principal Component Analysis (PCA) was employed to analyze the unprocessed spectra
obtained from NIR spectroscopy. The absorbance value measured within the wavelength ranges
0f 904 — 1699 nm and 900 — 1700 nm were transformed into a set of new orthogonal variables
known as principal components or factors.!* Statistica 14.0 (TIBCO® Statistica, Palo Alto, CA,
USA) was used to perform PCA. Based on the recorded NIR spectra, Artificial Neural Network
(ANN) modeling was applied for predicting physical (dry matter content, color change, the
average Feret's particle diameter) and chemical (concentration of caffeine measured by the
spectrophotometric and the HPLC method) characteristics of the adulterated samples. For ANN
development, back error propagation algorithm available in Statistica 14.0 (TIBCO® Statistica,
Palo Alto, CA, USA) was applied. Developed ANNs consisted of ten neurons in the input layer
that represent the coordinates of the first ten factors obtained from PCA. The ten factors’
principal components contributed to more than 99.99% of the data variability. The number of
the hidden layer neurons ranged from 4 to 13. Data were randomly divided into training, test
and validation (70:15:15). The number of neurons in the output layer was 1 (each physical or
chemical characteristic). In order to estimate the performance of developed ANN models,
determination coefficient (R*) and Root Mean Square Error (RMSE) values for training, testing,

and validation were used.'?

2.10. Statistical analysis
The means of the results of physical and chemical characteristics of ground coffee, malt coffee

and prepared coffee mixtures were evaluated using t-test for dependent samples, to compare
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significant differences (p < 0.05) between the samples. t-test was performed in Statistica 14.0

(TIBCO® Statistica, Palo Alto, CA, USA).

3. Results and discussion

3.1. Determination of the average Feret's diameter of ground coffee, malt coffee and prepared
coffee mixtures

In this study, the average Feret's diameter of the powder samples (ground coffee, malt coffee
and prepared coffee mixtures) was determined using the ImageJ software. The Feret's diameter
is particularly useful for assessing the size distribution of particles, as it measures the distance
between two parallel tangents of a particle, also providing insight into its dimension and shape.*
The results from Table 1 indicated that the sample with the highest average Feret's diameter
(108.20+£30.94 um) corresponds to the sample U90% (sample containing 90% of malt coffee
added). Conversely, the sample U5% (sample containing 5% of malt coffee added) exhibited
the lowest average Feret's diameter (57.25£12.02 um). It could be concluded that adding a

higher amount of malt coffee increases the average Feret's diameter of mixtures (Fig. 1).

Slika 1 — Mikroskopski prikaz Cestica pripremljenih mjeSavina kave s dodatkom
sladne kavovine u odredenim postocima: (a) ¢ista (mljevena) kava (U0 %),
(b) mjesavina kave s 50 %-tnim udjelom sladne kavovine (U50 %)

i (c) sladna kavovina (U100 %)

Fig. 1 —The microscopic presentation of the particles from the prepared coffee mixtures
with the addition of malt coffee in certain percentages: (a) pure (ground coffee) (U0%),
(b) coffee mixture with 50% of malt coffee (U50%)
and (c) malt coffee (U100%)
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Tablica 1 — Ovisnost prosjecnog Feretovog promjera Cestica mljevene kave (U0 %), sladne kavovine
(U100 %) te pripremljenih mjeSavina kave o udjelu sladne kavovine (U1 %, U3 %, U5 %, U7 %, U9 %,
Ul1l %, U13 %, U15 %, U20 %, U25 %, U30 %, U40 %, U50 %, U60 %, U70 %, U0 %, U90 %).
Razlicita slova predstavljaju znacajne razlike kod p<0,05.

Table 1 — The dependence of the average Feret's diameter of ground coffee (U0%), malt coffee (U100%)
and prepared coffee mixtures on the amount of added malt coffee (U1%, U3%, U5%, U7%, U9%,
Ul1%, U13%, U15%, U20%, U25%, U30%, U40%, U50%, U60%, U70%, U80%, U90%). Different

letters represent significant differences at p<0.05.

Uzorak Prosjecni Feretov Promjer/pm
Sample The Average Feret Diameter/um
U0% 59.40+13.19 2
Ul% 91.00+£32.70 2
U3% 104.35+33.10 »¢
U5% 57.25+£12.02 2
U7% 66.15+£19.33 2
U9% 94.55+£37.17°2
Ul1% 107.654+25.76 *
U13% 81.60+£26.02 h
U15% 89.70+23.89 @
U20% 90.05+26.20 2
U25% 84.00+£20.72 &k
U30% 94.75+23.75 !
U40% 04.10+42.43 2
US0% 88.75+£33.90 ™
U60% 70.15+24.05 *»
U70% 97.25+21.78 2
U80% 68.55+20.82 *P
U90% 108.20+30.94 ®
U100% 77.70£19.10 8

3.2. Determination of dry matter content and caffeine concentration in prepared coffee mixtures
with the addition of malt coffee

Dry matter content for the samples of ground coffee, malt coffee and adulterated samples are
presented in Table 2. The dry matter content in the ground coffee and the adulterated samples
remained relatively consistent. Malt coffee (U100%) had significantly lower dry matter content
(0.9662+0.0004 %), suggesting that malt coffee is distinct in its composition.

The concentration of caffeine in the ground coffee and the prepared coffee mixtures was
determined using two methods. The caffeine concentrations determined by the
spectrophotometric method (Table 3) were significantly higher compared to the caffeine

concentrations obtained by the HPLC method (Table 4).
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Tablica 2 — Suha tvar uzoraka mljevene kave (U0 %), sladne kavovine (U100 %) i uzoraka s
dodatkom sladne kavovine (Ul %, U3 %, U5 %, U7 %, U9 %, Ul1l %, Ul3 %, Ul5 %, U20 %,
U25 %, U30 %, U40 %, US0 %, U60 %, U70 %, U80 %, U90 %). Razlicita slova predstavljaju
znacajne razlike kod p<0,05.

Table 2 — Dry matter content for the samples of ground coffee (U0%), malt coffee (U100%) and samples
with the addition of malt coffee (U1%, U3%, U5%, U7%, U9%, U11%, U13%, U15%, U20%, U25%,
U30%, U40%, U50%, U60%, U70%, U80%, U90%). Different letters represent significant differences

at p<0.05.
Uzorak Suha tvar/%
Sample Dry matter/%
U0% 0.9929+0.0046 *
Ul% 0.9936+0.0003 *
U3% 0.9951+0.0000 *
U5% 0.9923+0.0028 *
U7% 0.9945+0.0011 @
U9% 0.9931+0.0034 *
U11% 0.9919+0.0021 *
U13% 0.9944+0.0013 *
U15% 0.9952+0.0005 *
U20% 0.9953+0.0008 *
U25% 0.9952+0.0048 *k
U30% 0.9960+0.0001 /!
U40% 0.9887+0.0007 4
U50% 0.9926+0.0033 *
U60% 0.9932+0.0035 *
U70% 0.9963+0.0015 *
U80% 0.9966+0.0008 *P
U90% 0.9968+0.0009 »*
U100% 0.9662+0.0004 *

Although it is to be expected that a decrease in caffeine concentration would be result of
increased amount of malt coffee, this was not observed in this work. This discrepancy can
be attributed to the presence of caffeine in the precipitate formed during 20 minutes cooling
period as well as the aggregation of particles that occurred during the mixing of samples.
These factors may have influenced the overall caffeine concentration in the final mixtures.
In the study conducted by F. Gandra et al.'® the caffeine concentration in pure coffee
determined by the HPLC method was 18 mg gam™'. As the amount of the adulterant (malt)
increased, the caffeine concentration decreased, ranging from 15.6 mg gim' to
11.4 mg gam™'. The obtained literature results are in agreement with this work, for the

mixtures containing up to 20% of malt coffee.
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Tablica 3 — Koncentracija kofeina, odredena
spektrofotometrijskom metodom, u mljevenoj
kavi (U0 %) 1 pripremljenim mjeSavinama kave s
razli¢im udjelima sladne kavovine (U1 %, U3 %,
U5 %, U7 %, U9 %, Ull %, Ul3 %, UIS5 %,
U20 %, U25 %, U30 %, U40 %, U50 %, U60 %,
u70 %, U8B0 %, U90 %). Razlicita slova
predstavljaju znacajne razlike kod p<0,05.

Table 3 — The caffeine concentration determined
by the spectrophotometric method, in the ground
coffee (U0%) and prepared coffee mixtures with
different amount of malt coffee (U1%, U3%,
U5%, U7%, U9%, U11%, U13%, U15%, U20%,
U25%, U30%, U40%, U50%, U60%, U70%,

Tablica 4 — Koncentracija kofeina, odredena
HPLC metodom, u mljevenoj kavi (U0 %) i
pripremljenim mjeSavinama kave s razli¢im
udjelima sladne kavovine (U1 %, U3 %, U5 %,
U7 %, U9 %, Ull %, U13 %, UL5 %, U20 %,
U25 %, U30 %, U40 %, U50 %, U60 %, U70 %,
U8B0 %, U90 %). Razlicita slova predstavljaju
znacajne razlike kod p<0,05.

Table 4 — The caffeine concentration determined
by the HPLC method, in the ground coffee (U0%)
and prepared coffee mixtures with different
amount of malt coffee (U1%, U3%, U5%, U7%,
U9%%, Ul1%, U13%, U15%, U20%, U25%,
U30%, U40%, U50%, U60%, U70%, U80%,

U80%, U90%). Different Iletters represent U90%). Different letters represent significant
significant differences at p<0.05. differences at p<0.05.
Uzorak Koncentracija kofeina/mg gam™ Uzorak Koncentracija kofeina/ mg gam™
Sample Caffeine concentration/mg gam™! Sample Caffeine concentration/ mg gam’!
U0% 598.0906+2.5805 ® U0% 29.185540.1270 ®
U1% 475.0494+0.7419 ® U1% 25.9860+0.3180 *
U3% 558.4575+0.8408 © U3% 33.2636+0.0080 °
U5% 548.0968+0.2187 ¢ U5% 30.5665+0.1000 &4
U7% 510.4069+4.1242 © U7% 24.429140.0140 ¢
U9% 514.9409+8.8778 bedf U9% 23.7455+0.0740 of
Ul1% 534.472144.7260 &4¢ Ul1% 16.575940.0350 &
U13% 537.5087+14.0471 2bedh U13% 16.8170+0.0500
U15% 525.74284+21.9411 abedi U15% 16.6580+0.0010 &hi
U20% 494.3315+15.5171 abedd U20% 17.774440.0740 )
U25% 521.344448.1455 bedk U25% 33.4730+0.8820 ¢
U30% 481.4048+4.5094 ®! U30% 25.9169+0.0180 *!
U40% 503.3325+1.4177 fehiikll U40% 26.8704+0.0310 &b
US50% 481.7843+6.3861 blim U50% 21.9390+0.0480 ™
U60% 531.2474+14.3097 »bedl U60% 28.7056+0.1140 "
U70% 496.3052+24.9664 bl U70% 28.9096+0.0445 ?
U80% 538.1981+0.4523 fFehiikLlip U80% 27.7360+0.0150 *P
U90% 510.5279+5.7928 b-dir U90% 26.4390+0.0200 **
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3.3. Color determination of prepared coffee mixtures with the addition of malt coffee
Colorimetric measurements were conducted to assess the color characteristics of ground coffee,

malt coffee and the prepared mixtures. Specifically, Hunter's parameters L*, ¢" and b" were

measured and used for calculation of color change (AE") of the prepared samples (Table 5).

Tablica 5 — Hunterovi parametri (L*, " i b*) i promjena boje (AE") boje uzoraka mljevene kave (U0 %),
sladne kavovine (U100 %) i uzoraka s dodatkom sladne kavovine (U1 %, U3 %, U5 %, U7 %, U9 %,
U1l %, U13 %, U15 %, U20 %, U25 %, U30 %, U40 %, U50 %, U60 %, U70 %, USO %, U90 %).
Razlicita slova predstavljaju znacajne razlike kod p<0,05.

Table 5 — The Hunter's color parameters (L", a” and b) and color change (AE") for the samples of ground
coffee (U0%), malt coffee (U100%) and samples with the addition of malt coffee (U1%, U3%, U5%,
U7%, U9%, U11%, U13%, U15%, U20%, U25%, U30%, U40%, U50%, U60%, U70%, U80%, U90%).

Different letters represent significant differences at p<0.05.

Hunterovi parametri Promjena boje

Isjil(\)/llliilé* Hunter's parameters Color change
L a b* AE*
U0% 32.07+3.15% 7.99+£0.152 4.98+0.42% /
Ul% 31.86£0.01 &P 8.05+£0.012 4.98 £0.00 * 226+£029°
U3% 32.82+£0.02° 8.29+£0.042 5.25+£0.08 2 1.48+£0.01°
U5% 34.92 £0.00 2 8.16 £0.00 2 5.28+0.03 2 0.63£0.01 %4
U7% 34.03+£0.01 & 7.86 +0.00 ¢ 4.69 £0.02 »¢ 0.70 £0.01 b¢
U9% 32.87 £0.00 f 7.78 £0.01 & 4.54 +£0.02 >f 1.64+0.01"
U11% 32.23+3.51°2 7.87+0.25% 4.67+0.55% 0.47 £0.03 b
U13% 33.16 £0.01 " 7.74 +£0.01 *h 4.49 £0.01 > 1.43+£0.01 b
U15% 32.07+£0.33* 7.88+£0.07* 4.72 +£0.10 & 2.13+£0.06 ™
U20% 34.98 +£2.20 % 8.36+0.352 5.52+0.632 2.37+£0.04 %
U25% 3348+3.232 8.00 £ 0.25 2k 4.95 £0.50 2k 1.42+0.18"
U30% 35.33+£0.74 %! 7.89 £0.19 »! 4.99+0.33* 1.19+£0.55"
U40% 31.90+£0.05% 8.890+£0.18 ™ 6.13 +0.30 m 275+0.21°"
U50% 31.30+0.36 2" 9.75 £ 0.07 &n 743 £0.14 20 4.04£0.14 b0
U60% 33.58£0.332° 9.04 £ 0.11 #° 6.41 +£0.25 »° 1.66 £0.07°
U70% 31.32+£1.24* 9.22+£0.18 &P 6.62 £0.17 *p 2.60 +0.00 P
U80% 31.53+£0.35°2 9.17 £0.04 ** 6.62 +0.11 »* 3.26 +£0.22 b
U90% 32.00 +1.87 Y 9.24 £0.33 &Y 6.92 +£0.63 &Y 2.47+£0.275
U100% 41.79 £ 0.07 »* 10.67 £0.01 27 11.59 +£0.01 &* 10.13 +0.06 b=

The measured values of the parameter L* exhibited a predominantly increasing trend indicating that
the samples become lighter with higher amounts of malt coffee. The parameter a" in all observed
samples remained positive with an increasing trend, indicating that the samples are moving towards
a red color as more malt coffee was added. The parameter b in all observed samples also showed
positive and increasing trend, indicating that the samples are moving towards a yellow color as more

malt coffee was added. The sample of malt coffee (U100%) exhibited the greatest color change

96



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA | BIOTEHNOLOGIJA/FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY

(AE"=10.13 £ 0.06), compared to the ground coffee. The sample with the lowest deviation from the
ground coffee is U11% (AE" = 0.47 = 0.03). This minimal change in AE" value suggests that the
addition of the malt coffee at this proportion (11%) has a negligible impact on the color of coffee

mixture, maintaining a closer similarity to the pure (ground) coffee.

3.4. Near infrared spectra of the prepared coffee mixtures with the addition of malt coffee

The analysis of the Near infrared (NIR) spectra for the samples of ground coffee, malt coffee
and their mixtures revealed both similarities and differences in absorbance, at specific
wavelengths. This spectral analysis can be used as a qualitative method for identifying the
adulterants within the powder samples. The continuous NIR spectra were collected in the range
from 904 — 1699 nm (Fig. 2a) and in the wavelength range from 900 nm to 1700 nm (Fig. 2b).
From the results shown in Fig. 2a, the unprocessed spectra of all samples correspond to a single
absorbance pattern. Additionally, significant peaks were observed from 1100 nm and 1200 nm, 1430
nm and within the wavelength range 1600 — 1699 nm. The C-H second overtone, the O—H first
overtone and the C—H first overtone correspond to selected spectral areas.>!>!”!® Structure of the
caffeine molecule includes purine rings and several functional groups such as C =0, C—H, N—H.
These structural features contribute to distinct absorption peaks in the NIR region. Furthermore,
significant peaks were observed from 1100 nm and 1200 nm which are primarily linked to the
stretching vibrations of the CH3 and C = O groups. Peaks between 1350 nm and 1470 nm correspond
to combination of C— H group, while peaks between 1600 and 1720 nm correspond to C—H stretching
first overtone.!”

The NIR spectra recorded with portable NIR spectrometer (Fig. 2b) differed from those
recorded by the NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um. Significant noise has been observed in the
wavelength ranges of 900 to 1000 nm and 1640 to 1700 nm. For all recorded samples,
significant peak was observed within the wavelength range of 1400 to 1500 nm which
corresponds to the streching of methyl group and presence of C—H bonds. This data
highlights the varying concentrations of methyl groups and C—H bonds in the different

samples.
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Slika 2 — Izvorni NIR spektri, snimljeni NIR uredajima: a) Control Development, Inc., NIR-128-1.7-
USB/6.25/50 um i1 b) NIR-S-G1, Innospectra Tajvan, uzoraka mljevene kave (U0 %_av), sladne
kavovine (U100 %_av) te mjeSavine mljevene kave patvorene dodatkom sladne kavovine u
razli¢itim udjelima (U1 % av, U3 % av, U5 %_av, U7 %_av, U9 % _av, U1l % _av, U13 % av,
Ul15 % _ av, U20 % _av, U25 % av, U30 % _av, U40 % _ av, U50 %_av, U60 % av, U70 % _av,
U80 %_av, U90 % _av; av — srednja vrijednost dviju paralela snimljenih NIR spektara)

Fig. 2 — Unprocessed NIR spectra, recorded with NIR spectrometers: a) Control Development, Inc.,
NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um and b) NIR-S-G1, Innospectra Taiwan, of ground coffee (U0% av),
malt coffee (U100% _av) and mixtures of ground coffee adulterated with the addition of different
amounts of malt coffee (U1%_av, U3%_av, U5%_av, U7%_av, U9% av, U11% av, U13% av,
U15% av, U20%_ av, U25% av, U30%_av, U40% av, U50% av, U60% av, U70% av,
U80% _av, U90% av — average value of NIR spectra recorded in duplicate)

3.5. Principal Component Analysis of the unprocessed NIR spectra of the prepared coffee
mixtures with the addition of malt coffee

Because NIR spectral data comprises of a large amount of information that could be partially
visible, Principal Component Analysis (PCA) was applied. PCA could account for the most
variability, beginning with the first factor containing the greatest variance explained and ending
with the final factor with the least variance explained.'* In this work, PCA analysis was
performed in order to show similarities and differences between investigated samples (Fig. 3).
PCA analysis, based on the unprocessed NIR spectra, recorded with both NIR spectrometers,
successfully separated ground (pure) coffee (U0%) from malt coffee (U100%). Better grouping,
based on the amount of added adulterant, was achieved for the samples recorded with the device

Control Development, Inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pm (Fig. 3a), compared to the portable
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spectrometer (NIR-S-G1, Innospectra Taiwan) (Fig. 3b). For NIR spectra recorded with both
spectrometers, the first and second principle components accounted for more than 99% of the overall
variation for all samples (Fig. 3). Comparable findings were given by W. L. Cheah and M. Fang, who
successfully distinguished pure coffee from adulterated samples, with detection limit around 5%,
confirming the applicability of chemometric tools in combination with the analytical methods in
detection of coffee adulteration.!” L. Munyendo et al®® proved suitability of PCA analysis to

distinguish adulterated arabica coffee according to the type and the adulterant concentration.

Slika 3 — Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara, snimljenih NIR uredajima: a)
Control Development, Inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um) i b) NIR-S-G1, Innospectra Tajvan,
mljevene kave (U0 %), sladne kavovine (U100 %) te mjeSavine mljevene kave patvorene dodatkom
sladne kavovine u razli¢itim udjelima (U1 %, U3 %, U5 %, U7 %, U9 %, U11 %, U13 %, U15 %,
U20 %, U25 %, U30 %, U40 %, U50 %, U60 %, U70 %, U0 %, U90 %)

Fig. 3 — Principal Component Analysis (PCA) of unprocessed NIR spectra, recorded with NIR
spectrometers: a) Control Development, Inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um and b) NIR-S-G1,
Innospectra Taiwan, of ground coffee (U0%), malt coffee (U100%) and mixtures of ground coffee
adulterated with the addition of different amounts of malt coffee (U1%, U3%, U5%, U7%, U9%,
Ul11%, U13%, U15%, U20%, U25%, U30%, U40%, U50%, U60%, U70%, U80%, U90%)

3.6. Artificial neural networks for prediction of physical and chemical characteristics of ground
coffee, malt coffee and prepared coffee mixtures with the addition of malt coffee

Due to their nonlinearity, ANNs have been reported as an efficient tool for spectral data analysis and
as an alternative to linear calibration methods often used in NIR spectroscopy.> ANN models were

developed separately for each characteristic. Table 6 shows the most effective ANN design, for each
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output parameter, based on the determination coefficients and RMSE values for training, testing and
validation. Based on the NIR spectra recorded with NIR spectrometer Control Development, Inc.,
NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pum, the MLP 10-7-1, was considered as the most favorable for the
representation of caffeine concentration measured by the spectrophotometric method. Determination
coefficients were as follows: R’gaining = 0.9694, R%e = 0.9666, and R*uaiidaion = 0.9644 while
corresponding RMSE values were in the range from 0.0015 to 0.0071. For the caffeine concentration
measured by the HPLC method, determination coefficients for training, test and validation were in
the range from 0.9179 to 0.9589, while their corresponding RMSE values were in the range from
0.0019 to 0.0085. Selected ANNSs described the chemical characteristic of the analysed samples with
high precision (R? values were higher than 0.9).

Regarding the physical characteristics, selected ANNS, described well the color change (AE) (R%aining
= 0.9939, Rt = 0.7630, and R*uiidaion = 0.7471; RMSEiaining = 0.0003, RMSEest = 0.0011;
RMSE aiidation = 0.0232), while for the prediction of average Feret's diameter and dry matter developed
ANNSs were unreliable; R? values for training, test and validation were in the range from 0.2520 to
0.5761 (RMSEtaining= 0.0407, RMSEest = 0.0292; RMSEaiidation = 0.0440) and from R*=0.1951 to
R?*=0.9766 (RMSEiining= 0.0015, RMSEest = 0.0021; RMSEyalidgation = 0.0033), respectively.

Based on the NIR spectra recorded with NIR spectrometer NIR-S-G1, Innospectra Taiwan, the
multilayer perceptron MLP 10-11-1, described caffeine concentration measured by the
spectrophotometric method with high precision. Determination coefficients were as follows: R’ining
=0.9928, R%:=0.9758, and R’ aiidation = 0.9659 while corresponding RMSE values were in the range
from 0.0004 to 0.0025. For the caffeine concentration measured by the HPLC method, determination
coefficients for training, test and validation were in the range from 0.8088 to 0.9684, while their
corresponding RMSE values were in the range from 0.0014 to 0.0076. Selected ANN, MLP 10-11-1
described the color change (AE) (R%taining = 0.9993, R%et=0.9539, and R aiidation = 0.9791; RMSEraining
=0.0001, RMSEest = 0.0004; RMSE aiigation = 0.002) with high accuracy, while MLP 10-5-1 described
dry matter (Raining = 0.9962, R%est=0.9950, and R’ aiication = 0.7363; RMSEnaining = 0.0001, RMSEest
= 0.0004; RMSEaiidation = 0.0013) with high accuracy. For the prediction of the average Feret's
diameter, developed ANN were unreliable; R values for training, test and validation were in the range

from 0.2481 to 0.5672 (RMSE:raining= 0.0394, RMSEest = 0.0285; RMSEvaiidation = 0.0433).
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Tablica 6 — Karakteristike odabranih umjetnih neuronskih mreza razvijenih za predvidanje: koncentracije kofeina eksperimentalno odredenih spektrofotometrijskom i HPLC

metodom, promjene boje (AE), prosjecnog Feretovog promjera Cestica i suhe tvari na temelju izvornih NIR spektara snimljenih NIR uredajima Control Development, Inc.,
NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um i NIR-S-G1, Innospectra Tajvan, u istrazivanim uzorcima

Table 6 — The structure of artificial neural networks chosen to describe: caffeine concentration (determined by the spectrophotometric and the HPLC method), color change

(AE), the average Feret's diameter of particle and dry matter based on the unprocessed NIR spectra recorded using NIR spectrometers Control Development, Inc., NIR-128-

1.7-USB/6.25/50 pm and NIR-S-G1, Innospectra Taiwan, in investigated samples

. Karakteristika Precizn.lost Pogref.)ka Prec.izno.st Pog.re§k.a Pre.ciznt).st Pu.greél.(.a Sl.(riv?m I.ZlaZI.'l.a
Parametri mreve udenja ucenja testiranja testiranja validacije validacije aktivacijska aktivacijska
Rutenje RMSEueenje R testiranje RMSE testiranje RPyaiidaciia RMSE validacija funkcija funkcija
Mle Training performance Training error Test Test Validation Validation Hidden activation Output activation
Parameters (Multilayer Rleeainin RMSE aini performance error performance error function function
Perceptron) raining raining Rlest RMSE test RPyatidation RMSE vaiidation
NIR spectrometer (Control Development, Inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pum)
koncentracija
kofeina
(spektrofotometrijska metoda) 10-7-1 0.9694 0.0015 0.9666 0.0028 0.9644 0.0071 Tanh Logistic
caffeine concentration
(spectroph tric method)
koncentracija
kofeina (HPLC metoda) 10-9-1 0.9589 0.0019 09183 0.0085 0.9179 0.0056 Tanh Exponential
caffeine concentration
(HPLC method)
promjena boje (AE) 10-8-1 0.9939 0.0003 0.7630 0.0011 0.7471 0.0232 Tanh Logistic
color change (AE)
prosjecni Feretov
promjer Lestica 10-4-1 03135 0.0407 0.5761 0.0292 0.2520 0.0440 Tanh Tanh
the average Feret's
diameter of particles
suha tvar 10-9-1 0.9620 0.0015 0.9766 0.0021 0.1951 0.0033 Logistic Identity
dry matter
NIR spectrometer (NIR-S-G1, Innospectra Taiwan)
koncentracija
kofeina
(spektr rijska metoda) 10-11-1 0.9928 0.0004 0.9758 0.0025 0.9659 0.0025 Tanh Tanh
caffeine concentration
(spectrophotometric method)
koncentracija
cina (HPLC - ) 10-8-1 0.9684 0.0014 0.9626 0.0032 0.8088 0.0076 Exponential Exponential
caffeine concentration
(HPLC hod)
promjena boje (AE) 10-11-1 0.9993 0.0001 0.9539 0.0004 0.9791 0.002 Tanh Tanh
color change (AE)
prosjecni Feretov
promjer Eestica 10-12-1 0.5672 0.0394 0.3379 0.0285 0.2481 0.0433 Identity Identity
the average Feret's
di of particles
suha tvar 10-5-1 0.9962 0.0001 0.9950 0.0004 0.7363 0.0013 Exponential Exponential
dry matter
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Other authors investigated the potential of NIR spectroscopy, in combination with PCA analysis
and artificial neural network modelling, in monitoring the adulteration of coffee and different
food products and for simulations of different geographical and varietal classification of
coffee.?!">* Results indicated capability of NIR technology to detect adulteration as well as
generate sufficient information for authentication of roasted and ground coffee from different

geographical origins.

4. Conclusions

Near Infrared Spectroscopy, in combination with Principal Component Analysis and Artificial
Neural Network modeling may be efficiently utilized for detection of adulteration in ground
coffee samples, in qualitative as well as quantitative manners. Incorporating ANN models into
quality control processes provides a powerful tool to enhance food safety, detect food fraud and

protect consumers.

List of abbreviations and symbols

ANNs — Artificial Neural Networks

DM — Dry matter

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

NIRs — Near Infrared Spectroscopy

PCA — Principal Component Analysis

RMSE — Root Mean Square Error

a’,b", L" - Coordinates of Hunters parameters

AE — Color change calculated based on measured Hunters parameters
R? — Determination coefficient

A —wavelength, nm

av — average of two parallel measurements

U0%, U1%, U3%, U5%, ....., U100% — Samples of ground coffee containing corresponding

amount of malt coffee
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Sazetak

Mehanokemija je grana kemije koja ukljucuje kemijske i fizikalno-kemijske transformacije tvari svih
agregatnih stanja potaknute mehanickom energijom. Slijedi nacela zelene kemije i nalazi Siroku
primjenu, posebice u anorganskoj kemiji i kemiji materijala, a u novije vrijeme i organskoj te
farmaceutskoj kemiji. [IUPAC je mehanokemiju uvrstio u jednu od deset tehnologija budu¢nosti koja ¢e
revolucionirati svijet.

Cilj istrazivanja bio je sintetizirati djelatnu tvar — deferasiroks. To je prvi oralni kelator Zeljeza koji se
najcesce koristi za uklanjanje viska Zeljeza iz tijela. Zbog povoljne ekonomije atoma, izvrstan je
kandidat za poku$aj mehanokemijske sinteze. U radu je opisan mehanokemijski postupak sinteze
intermedijera (benzoksazona) koji nastaje u prvom stupnju sinteze deferasiroksa. Kao glavnu razliku u
odnosu na konvencionalni pristup vazno je istaknuti izbjegavanje koriStenja opasnih i korozivnih
sredstava. Dokazano je da je benzoksazon mogucée sintetizirati bez koriStenja otapala i to u vecem
prinosu od uobicajene sinteze. Provedeni eksperimenti rezultirali su i otkriéem novog kokristala salicilne
kiseline i salicilamida. PoboljSanjem procesa, odnosno dodatnim optimiranjem najvjerojatnije bi se
moglo posti¢i jo§ vece iskoriStenje. Premda drugi stupanj sinteze nije proveden, postoji velika
moguénost za uspjes$nost i ovog stupnja jer su njegovi reakcijski uvjeti blazi od onih u prvom stupnju.

Kljucne rijeci: mehanokemija, zelena kemija, ekonomija atoma, kokristali, benzoksazon, deferasiroks
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Abstract
Mechanochemistry is a branch of chemistry that includes chemical and physicochemical transformations
of substances of all aggregate states driven by mechanical energy. It follows the principles of green
chemistry and finds wide application, especially in inorganic chemistry and material chemistry and,
more recently, in organic and pharmaceutical chemistry. [IUPAC included mechanochemistry as one of
the ten future technologies that will revolutionize the world.
The research aimed to synthesize the active substance deferasirox. It is the first oral iron chelator most
commonly used to remove excess iron from the body. Due to its favorable atom economy, it is an
excellent candidate for an attempt at mechanochemical synthesis. The paper describes the
mechanochemical process for synthesizing an intermediate (benzoxazine) formed in the first stage of
deferasirox synthesis. As the main difference compared to the conventional approach, it is important to
highlight avoiding using dangerous and corrosive agents. It has been proven that benzoxazone can be
synthesized without using solvents and in a higher yield than usual. The experiments resulted in the
discovering of a new co-crystal of salicylic acid and salicylamide. By improving the process, i.e.
additional optimization, an even greater yield could most likely be achieved. Although the second stage
of synthesis has not been carried out, there is a great possibility for the success of this stage as well,
because its reaction conditions are milder than those of the first stage.

Key words: mechanochemistry, green chemistry, atom economy, co-crystals, benzoxazone, deferasirox
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1. Uvod

1.1. Kokristali salicilne kiseline i salicilamida

Kokristali su viSekomponentni kristalni materijali u kojima su gradevni elementi povezani
nekovalentnim interakcijama kao §to su vodikova i halogena veza te pi --- pi interakcije.'

Do sada je priredeno nekoliko tisuca kokristala, dijelom u nakani fundametalnog istrazivanja,
no u isto vrijeme neki od kokristala imaju vaznu primjenu, kao primjerice ljekoviti pripravci ili
intermedijeri u sintezi ciljanih molekula. Salicilna kiselina ¢esto je predmet istrazivanja u
podrucju kemije ¢vrstog stanja te je koriStena u pripremi razlicitih kokristala. Tragom toga,
2014. g. A. N. Manin i sur.® objavili su rad o sintezi kokristala salicilne kiseline i salicilamida,
no nije upisan u CSD bazu. 2019. g. H. Phetmung, K. Musikapong i T. Srichana® opisali su
kokristal salicilne kiseline 1 slicilamida sintetiziran u omjeru 1:2 koji je uvrsten u CSD bazu

(refcode: AQEJEO).

1.2. Deferasiroks

Deferasiroks (DFX), ICL670, 4-[3,5-bis (2-hidroksifenil)-1,2,4-triazol-1-il] benzojeva kiselina
bijeli je kristalni prah i prvi oralni kelator Zeljeza. Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove
(USFDA) odobrila ga je 2005. g. Primjenjuje se jednom dnevno, a prodaje u obliku
konvencionalnih oralnih tableta i granula te kao tablete za oralnu suspenziju. Takoder, DFX je
prvi kelator Zeljeza koji je podvrgnut randomiziranom klini€¢kom ispitivanju i koji se pokazao
ucinkovitim u smanjenju opterecenja Zeljezom kod talasemije koja nije ovisna o transfuziji.
Koristi se 1 u terapiji bolesnika s progresivnom rinocerebralnom mukormikozom. Komercijalni
DFX slabo je topljiv Sto predstavlja glavno ograni¢enje u postizanju odgovarajuc¢e oralne
bioraspolozivosti. Stoga, razvoj razlicitih ¢vrstih oblika DFX-a ima veliki znacaj za formulaciju
lijeka.5”® Deferasiroks sadrzi dva fenolna kisika i triazolski dusik koji djeluju kao tridentatni
ligand. Tridentatni kelatori djeluju na nacin da se dvije molekule liganda veZu na jedan atom
zeljeza (slika 1).3° 1,2,4-triazolni prsten supstituiran s tri arilne skupine klju¢ni je strukturni
motiv deferasiroksa. Opisan je niz u¢inkovitih sinteza triazola, no izravan pristup prikladno
funkcionaliziranim 1,2,4-triazolnim prstenovima tezak je izazov jer priroda supstituenata

ograni¢ava dostupnost pocetnih materijala i obi¢no zahtijeva visestupanjske sinteze.®
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Slika 1 — Vezivanje deferasiroksa na atom zeljeza’

Fig. 1 —Binding of deferasirox to the iron atom’

Najcesce koriSteni sintetski put za proizvodnju deferasiroksa ima dva koraka. Prvi korak
ukljucuje kondenzaciju cjenovno pristupacnih reaktanata, salicilne kiseline sa salicilamidom,
koristenjem tionil klorida u prisutnosti piridina pri refluksu u ksilenu kako bi se dobio 2-(2-
hidroksifenil)benz[e][1,3]oksazin-4-on" kao krutina u prinosu (50 — 55 %). U drugom koraku,
benzoksazon reagira s 4-hidrazinobenzojevom kiselinom u kipu¢em etanolu dajuéi deferasiroks
u visokom prinosu (80 %). Glavni problem za uvecanje procesa (engl. scale up) lezi u €injenici
da se za pripremu benzoksazona koristi vrlo korozivni tionil klorid na visokim temperaturama,
§to ovaj proces ¢ini iznimno opasnim i teSkim za upotrebu u industrijskim razmjerima.®
Deferasiroks je zbog viSe razloga odabran kao predmet istraZivanja. Cilj je bio pokusati izbjeci
koriStenje ksilena 1 tionil klorida. Osim toga, u literaturi nije zabiljeZeno da je deferasiroks do
sada mehanokemijski sintetiziran. Takoder, rije¢ je o skupom lijeku, a dobiva se iz cjenovno
dostupnih reaktanata.’ Nalazi se i na popisu esencijalnih lijekova Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO), a zbog zadovoljavanja atomske ekonomicnosti idealan je kandidat za

mehanokemijsku sintezu.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Polazni spojevi

Salicilna kiselina (C7HeOs3, oznaka: SA); salicilamid (C7H7NO>, oznaka: SAM); 4-
hidrazinbenzojeva kiselina (C7HsO3, oznaka: 4-HBK)

*2-(2-hidroksifenil)benz[e][1,3]Joksazin-4-on u ovom radu kolokvijalno nazivamo benzoksazon
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2.2. Racunalni programi za prikupljanje i obradu podataka
PXRD — ConQuest, Mercury, PowDLL, Topas; Ramanova spektroskopija — InSitu Raman ver.
2.0.0, Matlab; IR — PerkinEmner Spectrum IR; NMR — MestReNova; DSC — STARe

Excellence Software

2.3. Provedba pokusa

Za provedbu pokusa koriStena je uobicajena mehanokemijska oprema — vibriraju¢i kugli¢ni
mlin, ekstruder i planetarni mlin. Tarionik s tuCkom koriSten je po potrebi, kod pripreme
uzoraka za PXRD, IR i DSC analizu. Pokusi u tikvicama, ampuli i autoklavu, tj. u talini, vrSeni

su bez dodatka otapala §to je u skladu s nacelima zelene kemije.

2.3.1. Karakterizacija polaznih reaktanata

Na pocetku eksperimenta snimljeni su spektri polaznih reaktanata Ramanovom
spektroskopijom, nuklearnom magnetskom rezonancijom (NMR) 1 infracrvenom
spektroskopijom (IR) te difraktogrami rendgenskom difrakcijom na prahu (PXRD), kako bi se

spektri Cistih reaktanata mogli usporedivati sa spektrima produkata dobivenih pokusima.

Ramanova spektroskopija

Na kuglicnom je mlinu (IST 500) snimljen Ramanov spektar prazne PMMA (poli(metil-
matakrilat) posudice od 14 mL, kako bi se njen doprinos uklonio iz cijelog spektra. Takoder,
snimljen je Ramanov spektar polaznih reaktanata (SA, SAM, 4-HBK). Izvagan je po 1 mmol
svakog reaktanta 1 odvage pazljivo stavljane u posudice od PMMA tako da prekriju ravan,

najtanji dio stijenke. Time je osigurano snimanje spektra reaktanata pomocu Ramanove sonde.

PXRD

Salicilna kiselina, salicilamid 1 4-hidrazinbenzojeva kiselina bili su naneseni na prethodno
pripremljene silicijeve nosace. Podaci su prikupljeni snimanjem u kutnom podru¢ju od 3 do 45°
s korakom 0,021° tijekom 6 minuta. Difraktogrami polaznih reaktanata odgovarali su pripadnim
difraktogramima navedenim u CSD bazi (tzv. cifovi). Time je potvrdeno da se radi o Cistim
reaktantima u ¢vrstom stanju odgovarajucih kristalnih faza. Za rendgensku difrakciju koristen
je uredaj PANalytical Aeris gdje je bakrena anoda izvor rendgenskog zracenja, a rendgenska

cijev radi pri naponu od 40 kV, dok je katoda grijana strujom jakosti 7,5 mA.
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NMR
Za '"H NMR analizu, salicilna kiselina, salicilamid i 4-hidrazinbenzojeva kiselina otopljeni su
u deuteriranom kloriformu (CDCI3). Kemijski pomaci odgovarali su literaturnima ¢ime je

potvrdeno da su u istrazivanju uporabljeni spojevi pretpostavljenjih molekulskih struktura.

IR

Salicilna kiselina, salicilamid i 4-hidrazinbenzojeva kiselina (vrh Spatule svakog) snimljeni su
refleksijskom tehnikom (ATR) nanosenjem na predvideno mjesto (transparentni kristal). Na
pripadnim IR spektrima bile su vidljive karakteristiéne skupine koje posjeduju salicilna
kiselina, salicilamid i 4-hidrazinbenzojeva kiselina. IR spektri snimani su spektrometrom

Perkin Elmer Spectrum Two.

2.3.2. Pokusi mljevenja

Vibrirajuéi kuglicni mlin

Pokusi mljevenja, u manjim koli¢inama (od 300 do 400 mg), provedeni su koriStenjem
vibrirajué¢eg kugli¢nog mlina (IST500 1 IST636). Najcesce se, iskustveno, za mljevenje koriste
dvije Celi¢ne ili jedna cirkonijeva kuglica. Reaktanti su vagani na analitickoj vagi i stavljani u
posudice od PMMA. Zatim su krajevi posudica paZzljivo zatvoreni, tako da se polazni reaktanti
— salicilna kiselina 1 salicilamid ne pomijeSaju prije mljevenja na mlinu, ¢ime je osigurano
snimanje prvog kontakta reaktanata Ramanovom sondom. Mljevenje je provedeno uz sljedece
uvjete: trajanje mljevenja: 2 h; frekvencija: 30 Hz; koristene PMMA posudice od 14 mL;

upotrebljavane po 2 celi€ne kuglice (mase 1,4 g).

Ekstruder

Provedeno je mljevenje na ekstruderu (ExTTruder ZE 12) u deset ciklusa (tablica 1). Ekstruder
je za razliku od mlinova, kod kojih se mljevenje provodi u zatvorenim posudama, otvoren
sustav pa je mogu¢ izlazak vode koja nastaje u prvom stupnju sinteze. Takoder, ekstruder nudi
mogucnost zagrijavanja, a u konacnici, dobiva se vec¢a koli¢ina produkta nego u vibriraju¢em
kugli¢cnom mlinu. Reaktanti (SA 1 SAM) su vagani u omjeru 1:1 na analitickoj vagi tako da je
masa smjese iznosila 10 g. Reakcijska je smjesa homogenizirana u ¢asi i zatim polako dozirana
kroz lijevak ekstrudera. U prvom ciklusu grija¢i nisu bili upaljeni da bi se smjesa dodatno

homogenizirala. Potom su upaljeni i grijaci da bi se pokuSao pripraviti benzoksazon. Prva dva
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grijaca radila su na istoj, viSoj temperaturi u odnosu na druga dva grijaca koji su hladili talinu
prije izlaska iz ekstrudera. Konfiguracija vijaka utjece na ishod reakcije. U pokusu je koristena
uobicajena konfiguracija: fiksni dio + jedan pomicni segment (za transport) + segmenti za

gnjecenje (jedan od 90°, dva od 60° i jedan od 30°) + nanizani pomi¢ni segmenti (za transport).

Tablica 1 — Opis parametara i opazanja za pokuse koji su provedeni na ekstruderu

Table 1 — Description of parameters and observations for experiments carried out on the extruder

Ciklus Traj anje Frekvencija Temperatura OpaZanja/Rezultat
Duration Frequency Temperature .
Cycle min Hz °oC Observations/Results
-bijeli prah
-fizicka smjesa reaktanata
L. 24 20—90 ! -white powder
-physical mixture of reactants
-bijeli prah
’ 27 40 120 120 80 24 -zapocinje nastajanje kokristala
' -white powder
-forrnation of co-crystals begins
-blago ruzicasti prah
3 28 40 120 120 80 24 -nastajanje kokristala
' -slightly pink powder
-formation of co-crystals
-blago ruzicasti prah
-kokristal
4. 28 40 120 120 80 24 slightly pink powder
-co-crystal
5. 18 40 150 150 100 24 ruzicasti prah
-pink powder
6. 20 40 150 150 100 24 ruzicasti prah
-pink powder
-ruzi€asti/smedi prah
7. 21 40 180 180 100 24 pink/brown powder
8. 18 40 180 180 100 24 -smedi prah
-brown powder
o -smedi prah
+50 uL 16 40 180 180 100 24 P pgw or
CH:COOH
10. -tamnosmedi prah
+50 pL 6 40 180 180 100 24 L P
CHsCOOH -darkbrown powder

*T, (CH;COOH) = 117,9 °C (postoji mogucnost da je dio octene kiseline ispario pri doziranju na visokoj temperaturi)

Temperature na grijatima zadane su pomocu literature u kojoj je opisana konvencionalna

sinteza benzoksazona. Dok je octena kiselina dodana kao kiseli katalizator.

Planetarni mlin
Ispitana je mogucnost priprave kokristala na planetarnom mlinu (FRITSCH Pulverisette 6)

kako bi se dobila veca koli¢ina kokristala potrebna za planirane daljnje pokuse taljenja. Na
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analiti¢koj su vagi izvagani polazni reaktanti tako da je masa smjese iznosila 10 g. KoriSteno je

10 kuglica (SS 1,4 g); trajanje mljevenja: 10 h pri 400 okretaja/min.

2.3.3. Pokusi taljenja

Diferencijalni pretrazni kalorimetar (DSC)

Da bi se istrazila moguénost primjene postupka taljenja s ciljem dobivanja zeljenog produkta,
nacinjeno je preliminarno istrazivanje koriStenjem diferencijalne pretrazne kalorimetrije
(DCS). Na temelju provedenih mjerenja odredeno je taliste polaznih reaktanata (SA i SAM) da
bi se i ovom metodom provjerilo radi li se o Cistim reaktantima, a uz to na temelju dobivenih
vrijednosti odabrani su parametri pokusa. Takoder, odredeno je taliste kokristala i taliSte smjesa
salicilne kiseline 1 salicilamida u omjerima: 0,5:1, 1:1, 1,5:1, 1:2. Za mjerenja je koriSten DSC
uredaj (METTLER TOLEDO DSC 3) prema programu = izotermno zadrzavanje na sobnoj
temperaturi 2 minute, zatim zagrijavanje brzinom 10 °C/min do 160 °C, potom zadrzavanje 2
minute na 160 °C te hladenje do 25 °C brzinom 30 °C/min. Mjerenje je provedeno u atmosferi
dusika. Ispitivanja su provedena kako bi se, nakon poznavanja to¢ne temperature taljenja,
pokusala odrediti temperatura potrebna za odvijanje reakcija u talini, odnosno temperatura pri

kojoj bi se mogao sintetizirati benzoksazon.

Taljenje u tikvici, autoklavu i ampuli

Budu¢i da Zeljeni produkt — benzoksazon nije sintetiziran pokusima mljevenja, provedeni su
pokusi pripreme u talini na na¢in da se pripremi smjesa reaktanata, nakon ¢ega se smjesa rastali.
Ispitala se mogucnost njegove sinteze taljenjem smjese polaznih reaktanata (bez 1 uz koristenje
aditiva) 1 taljenjem kokristala. Vremena odvijanja pokusa odredivana su sukladno ponaSanju
sustava (cilj je bio dobiti Zuti prah jer je literaturno poznato da je benzoksazon Zuto obojen).
Ponekad, ako analize dobivenog praha nisu potvrdile nastanak Zeljenog produkta, vrijeme
odvijanja reakcije u talini bilo bi produljeno preko no¢i. Za svaki pokus taljenja (u tikvici,
autoklavu ili ampuli) izvagani su reaktanti na analitickoj vagi. Pokusi u tikvicama naj¢esce su
bili izvodeni u inertnoj atmosferi (u struji argona) kako bi se sprijecila oksidacija. Ampula 1
autoklav koriSteni su jer postoje i u industrijskoj izvedbi. U slu¢aju moguce sinteze

benzoksazona u njima, potencijalno bi bilo izvedivo uvecanje procesa.
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Opis pokusa tijekom kojeg je dobiveni najveci prinos benzoksazona

U tikvici od 35 mL taljeno je 1001,34 mg kokristala zagrijavanjem u uljnoj kupelji. Povremeno
je zlicom ulje prelijevano po stijenci tikvice (po dijelu koji nije bio uronjen u ulje) kako bi se
kristali sublimirane salicilne kiseline vracali u reakcijsku smjesu. Tikvica je bila zatvorena
balonom ispunjenim argonom. Temperatura ulja pradena je termometrom, a u tikvici
termoparom (UNI-T UT320D). Razlika izmedu temperature ulja i temperature u tikvici bila je
oko 20 °C. Temperaturni je interval prvih sat vremena pokusa bio izmedu 1301 140 °C, a zatim
izmedu 140 do 145 °C. Nakon 2 h i 50 min zagrijavanje je zaustavljeno, a nakon hladenja
sustava (talina brzo prelazi u krutinu), snimljeni su difraktogrami produkta s vrha i dna tikvice.
Zbog toga Sto nije zapazen nastanak benzoksazona, prah snimljen na PXRD-u vracen je u
tikvicu. Aparatura je ponovno postavljena (kao na pocetku). Pokus taljenja nastavljen je preko
no¢i na temperaturi od oko 130 °C. Analizom dobivenog praha na PXRD-u i NMR-u dokazan
je nastanak benzoksazona, a za kristale na vrhu tikvice potvrdeno je da odgovaraju salicilnoj

kiselini.

3. Rezultati i rasprava

3.1. Rezultati pokusa mljevenja

Mljevenjem SA:SAM u omjeru 1:1 na vibrirajuéem kuglicnom mlinu, ekstruderu te
planetarnom mlinu sintetiziran je novi kokristal, polimorf kokristala AQEJEO. Struktura novog

kokristala uto¢njena je Rietveldovom metodom (slika 2 i tablica 2).!°

Slika 2 - Slaganje molekula unutar jedini¢ne ¢éelije: AQEJEO, lijevo i novi kokristal, desno!”

Fig. 2 - Arrangement of molecules within a single cell: AQEJEO, left and the new cocrystal, right!°
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Tablica 2 — Kristalografski podaci kokristala AQEJEO i novog kokristala
Table 2 — Crystallographic data of the AQEJEO co-crystal and the new co-crystal

Kristalni Tockasta Prostorna

Kokristal sustay Crupi e Dimenzije ¢elije Volumen ¢elije
Co-Crystal il Ssiam Poin Grons_ SemesCion Cell Dimensions Cell Volume
rompski a=21,505A,b=5,026 A, ;

AQEJEO  ilorhombic ™™ Pnazi c=12,143 A 1312,57 A
novi

kokristal rompski a=21,893 A, b=12,500 A, 3
new ortilorhombic 222 P2i2121 c=9,698 A 2654,09 A

co-crystal

Potvrda nastanka kokristala

Rezultati Ramanove spektroskopije (pokus mljevenja SA:SAM = 1:1 s upaljenim Ramanovim

laserom) (slika 3).

Slika 3 - Prikaz Ramanovog spektra cijele reakcije, lijevo i uve¢anog dijela od interesa, desno

Fig. 3 - Raman spectrum of the entire reaction, left and the magnified part of interest, right

Na slikama je dan 2D prikaz Ramanovog spektra reakcijske smjese in situ pracenja reakcije.
Boje ukazuju na nastajanje 1 nestajanje vrpci te njihov intenzitet. Plava ozna€ava slab, a crvena
jak intenzitet. Promjene u vibracijama kristalne reSetke vidljive su u fononskom dijelu spektra
(od 40 do 200 cm™). Kako bi se bolje vidjele vrpce u plavom dijelu, uveéano je podrudje od
interesa (od 400 do 1000 cm™). Uocava se nestanak vrpce na 770 cm™ unutar 60 minuta
mljevenja te potom nastanak nove vrpce na 780 cm’ koja odgovara kokristalu. Usporedba
kokristala (pripravljenog na kuglicnim mlinovima te ekstruderu) snimljenih na infracrvenom

spektrofotometru (slika 4).
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Slika 4 — Usporedbeni prikaz IR spektra kokristala

Fig. 4 - Comparative view of the IR spectrum of cocrystals

Prikaz IR spektra kokristala pripremljenog koriStenjem kugli¢nih mlinova i ekstrudera. U
podrudju funkcionalnih skupina, od 3300 do 3400 cm™ vidljivo je istezanje N—H veze te §iroka
vrpca istezanja O—H veze karboksilne skupine od 3200 do 3300 cm’!, §to je i ogekivano. Na
1300 cm™! vidljiva je vrpca jakog intenziteta koja odgovara istezanju C—O veze karboksilne
skupine, a od 1400 do 1600 cm™! vidljive su vrpce istezanja C—C veze kod aromata.

Usporedba kokristala (pripravljenog na kugli¢cnim mlinovima te ekstruderu) — rendgenska

difrakcija na prahu (slika 5).

Intensity

Slika 5 — Usporedbeni prikaz PXRD spektra kokristala
Fig. 5 — Comparative presentation of the PXRD spectrum of cocrystal
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Prahovi s kugli¢nih mlinova i ekstrudera snimljeni su i rendgenskom difrakcijom na prahu. Na
difraktogramu uoc¢avamo dobro preklapanje pikova ¢ime je potvrden nastanak iste nove faze,
odnosno kokristala. Postoje manje razlike u intenzitetima, no to je rezultat pripreme uzorka i

preferirane orijentacije.

3.2. Rezultati pokusa taljenja

Potvrda nastanka benzoksazona

Na slici 6 vidljiv je difraktogram uzorka koji je dobiven za pokus koji je rezultirao sintezom s
najve¢im udjelom Zzeljenog produkta. Izracun u programu Topas procjenjuje maseni udio
sastojaka smjese pa je tako odreden udio od 69,68 % benzoksazona te 30,32 % polimorfa
salicilamida. U smjesi je zastupljena 1 salicilna kiselina, ali u malom udjelu. Dio SA je
sublimirao, dio izreagirao, a ostatak presao u amorfni oblik pa nije vidljiva na difraktogramu,

ali je vidljiva na NMR spektru.

Slika 6 — Difraktogram smjese benzoksazona i polimorfa salicilamida

Fig. 6 — Diffractogram of a mixture of benzoxazone and salicylamide polymorph

Na slici 7 vidljiv je NMR spektar praha najuspjesnijeg pokusa taljenja. Kemijski pomaci

odgovaraju polaznim reaktantima (SA 1 SAM), ali 1 zeljenom produktu — benzoksazonu.
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Slika 7 — NMR spektar — detekcija benzoksazona

Fig. 7—NMR spectrum - detection of benzoxazone

3.3. Uvjeti potrebni za dobivanje benzoksazona
Na temelju provedenih pokusa mogucée je izdvojiti uvjete koji vode prema dobivanju

benzoksazona.

Aparatura

Taljenje je pogodnije provoditi u tikvici, nego u ampuli 1 autoklavu. Naime, autoklav je izraden
od teflona i Gelika. Cvrsto je zatvoren sustav zbog ¢ega je tesko pratiti odvijanja unutar sustava
(zahtjevno je mjeriti temperaturu unutar autoklava) i osigurati mijeSanje reakcijske smjese.
Ampula je staklena, kao 1 tikvica, §to je prednost prilikom pracenja reakcije, no onemoguceno
je mijesSanje reakcijske smjese ¢ime je otezan nastanak benzoksazona, a potrebno ju je 1 zataliti
na vrhu da bi sustav bio zatvoren. Tikvica je staklena pa je pracenje reakcije vizualno moguce.
Osim toga, nudi moguénost zagrijavanja na razne nacine od kojih se kao najbolji izbor pokazala
uljna kupelj (sustav je tromiji nego kod zagrijavanja grijacom kapom, a lakSe je 1 mjeriti
temperaturu ulja). PjeS¢anoj je kupelji potrebno mnogo vremena da se zagrije na zeljenu
temperaturu te oteZava vizualno pracenje reakcije. lako se tikvica pokazala kao dobar izbor,
potencijalno bi bolji odabir bio kugli¢ni mlin koji bi se mogao zagrijavati ili tikvica koja bi se
mogla okretati/potresati i istovremeno zagrijavati na zeljenu temperaturu. Time bi se sprijecio

gubitak salicilne kiseline iz smjese prilikom sublimacije.
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Mijesanje

Pokazalo se da mijesanje pogoduje formiranju benzoksazona (pogodna je brzina oko 250 rpm
na magnetskoj mijesalici kada je masa smjese oko 1 g).

Temperatura

Optimalna temperatura nije jo§ pronadena, no kao pogodan temperaturni interval pokazao se
iznos od 135 do 145 °C, dakle potrebno je sustav odrzavati iznad temperature taljenja.
Inertnost

Vecina pokusa taljenja vrsena je u tikvici ispunjenoj argonom kako bi se sprijecila oksidacija
(jer je cilj sintetizirati API).

Reakcijska smjesa

Iako je benzoksazon sintetiziran taljenjem Cistih polaznih reaktanata (SA:SAM=1:1),
jednostavniji i uspjesniji postupak taljenje je kokristala SA i SAM-a.

Vrijeme odvijanja reakcije

Za sintezu vece koli¢ine benzoksazona potrebno je dulje vrijeme odvijanja reakcije u talini (oko

12 h kada je masa smjese oko 1 g).

Ramanovom je sondom tesko pratiti odvijanje reakcije u talini, preko stakla tikvice ili ampule,
odnosno preko celicnog autoklava, stoga je bilo nemoguce potvrditi nastanak intermedijera —
disalicilamida, za koji je pretpostavljeno da ¢e nastati u prvom stupnju sinteze. Tijekom pokuSaja
sinteze deferasiroksa, otkriven je novi kokristal SA 1 SAM-a. Nastanak kokristala opéenito nije
rijedak slu¢aj u mehanokemiji. Budu¢i da je uspjesSno proveden prvi stupanj sinteze deferasiroksa,
na sljede¢em je prikazu (drugi stupanj sinteze) vizualiziran dio molekule koji je do sada

sintetiziran (oznaceni crveni dio molekule deferasiroksa odgovara 4-HBK) (slika 8).

Slika 8 — Prikaz do sada sintetiziranog dijela molekule deferasiroksa

Fig. 8 — Part of the deferasirox molecule synthesized so far
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4. Zakljucak

Provedeni pokusi mljevenja rezultirali su otkricem novog kokristala salicilne kiseline i
salicilamida. Najprije je sintetiziran u manjoj koli¢ini na vibriraju¢em kugli¢nom mlinu, uz in
situ pracenje Ramanovom spektroskopijom, a potom i na ekstruderu te planetarnom mlinu u
vecoj koli¢ini. Spomenuti kokristal polimorf je literaturno poznatog kokristala (refcode:
AQEJEO). Budu¢i da je rije¢ o novoj tvari, odnosno dosad neopisanom kokristalu, bilo mu je
potrebno utocniti strukturu, §to je ucinjeno Rietveldovom metodom. Ovime je, izmedu ostalog,
utvrdeno da pripada rompskom kristalnom sustavu. Kori§tenjem uobicajenih mehanokemijskih
uredaja (kugli¢éni mlinovi i1 ekstruder) nije dobiven benzoksazon. Zbog toga je ispitana
moguénost njegove sinteze taljenjem kokristala. Rije¢ je o mijeSanju kokristala u tikvici, bez
dodatka otapala, uz zagrijavanje u struji argona (Sto je u skladu s nacelima zelene kemije).
Reakcije u talini pokazale su se uspjeSnima za pripravu benzoksazona. lako je napravljen
znacajan iskorak u poboljSanju provedbe prvog stupnja sinteze, u odnosu na otopinski postupak,
izazov koji se javlja pri taljenju sublimacija je salicilne kiseline. Ona se izdvaja u obliku
iglicastih kristala na vrhu tikvice Sto utjeCe na smanjenje iskoriStenja reakcije. Dodatno
optimiranje prvog stupnja (temperatura, brzina mijeSanja, vrijeme odvijanja reakcije) ili
potencijalno koristenje drugacije aparature (npr. mlin koji bi imao moguénost grijanja i pradenja
in situ) vjerojatno bi rezultiralo povecanim iskoriStenjem. Dakle, provedenim je istraZivanjem
dokazano da se prvi stupanj sinteze deferasiroksa moZe uspjeSno provesti mehanokemijski.
Taljenjem kokristala dobiva se benzoksazon u ve¢em prinosu (60 — 70 %) u odnosu na
komercijalni pristup (50 — 55 %). Budu¢i da je izbjegnuto koristenje otapala, odnosno opasnih
1 korozivnih sredstava — tionil klorida 1 ksilena, ovi rezultati mogli bi u buduénosti biti korisni
za farmaceutsku industriju. Postoji velika vjerojatnosti da je i drugi stupanj sinteze moguce
uspjeSno provesti mehanokemijski zbog blazih reakcijskih uvjeta potrebnih za sintezu

deferasiroksa u odnosu na reakcijske uvjete potrebne za sintezu benzoksazona.
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Popis kratica i simbola

API - farmaceutski aktivne tvari (engl. Active Pharmaceutical Ingredient)

CCDC - Cambridge Crystallographic Data Centre

CSD - Cambridge Structural Database

DFX - deferasiroks (engl. Deferasirox)

DSC - diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry)
ES - etil salicilat (engl. Ethyl Salicylate)

4-HBK - 4-hidrazinbenzojeva kiselina (engl. 4-hydrazinobenzoic acid)

IR - infracrvena spektroskopija (engl. Infrared Spectroscopy)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)
PMMA - Poli(metil-metakrilat) (engl. Poly(methyl methacrylate))

PXRD - rendgenska difrakcija na prahu (engl. Powder X-ray Diffraction)

SA - salicilna kiselina (engl. Salicylic Acid)

SAM - salicilamid (engl. Salicylamide)

SS - nehrdajuéi Celik (engl. Stainless Steel)

TLC - tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer Chromatography)

n - odnos izmedu volumena dodanog otapala i ukupne mase reaktanata (engl. ratio of liquid

additive to reactant weight)
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Sazetak

Danasnja proizvodnja papira visoke ¢vrstoce, visoke bjeline i dobrih uporabnih svojstava neminovno
podrazumijeva kombiniranje celuloznih vlakana razli¢itih dimenzija i oblika. U pravilu se kombiniraju
kraca i duza vlakna, dok su sva ostala svojstva papira odredena dodacima i procesom proizvodnje. Osim
dimenzija samih vlakana, vazni pokazatelji kvalitete i prikladnosti vlakana pojedine vrste drva za
proizvodnju papira su stupanj polimerizacije (DP) celuloze i njezina molekulska masa (My). U ovom
radu su delignificirani uzorci 10 vrsta drva te su odredena prethodno navedena svojstva, uz odredivanje
bakrovog (Cu) broja. Rezultati ispitivanja su pokazali da su vrijednosti DP i M\, celuloze, pripremljene
od ispitivanih vrsta, prilino visoke, te da vlakna hrasta (Quercus robur L.) prema gotovo svim
ispitivanim Kkriterijima ne zaostaju mnogo za vlaknima ostalih, za proizvodnju drvnih vlakana cesce
koristenih vrsta drva.

Klju¢ne rijei: celulozna viakna, drvo, delignifikacija, molekulska masa,, stupanj polimerizacije,

bakrov broj

Abstract

Today's production of paper with high strength, high whiteness and good usability inevitably involves
combining cellulose fibres of various morphological characteristics. Typically, shorter and longer fibres
are combined, while all other properties of the paper are determined by additives and the production
process. Besides the dimensions of the fibres themselves, important indicators of the quality and

suitability of fibres from a particular wood species for paper production include the degree of
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polymerization (DP) of cellulose and its molecular weight (My). In this study, samples from 10 wood
species were delignified, and the previously mentioned properties were determined, along with the
copper (Cu) number. The test results showed that the DP and M,, values of cellulose prepared from the
examined wood species are relatively high, and that oak (Quercus robur L.) fibres by nearly all
determined criteria, are comparable to the fibres of other commercially more frequently used wood
species.
Key words: cellulose fibres, wood, delignification, molecular weight, degree of polymerization,

copper number
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1. Uvod

U industriji papira, kompozita i biomaterijala, delignificirana drvna vlakna dobivena iz listaca
1 CetinjaCa predstavljaju kljucan sirovinski resurs zbog svojih jedinstvenih strukturnih i
kemijskih svojstava. Razlike u morfologiji, kemijskom sastavu i fizikalnim svojstvima izmedu
vlakana listaca 1 Cetinjata znacajno utjeCu na njihovu primjenu u industriji. Proces
delignifikacije je kemijski postupak uklanjanja lignina, ¢ime se vlakna Cine pogodnijima za
daljnje kemijske 1 mehanicke obrade, poboljSava se njihova ¢vrstoca te kompatibilnost s
razli¢itim polimernim matricama.' Svaka vrsta ponasa se drugacije te je istrazivanje celuloze i
njenih vlakana izrazito bitno. Posebice ako se proces sagleda sa danasnjeg aspekta podjele
produkata kemijske prerade drva ovisno o primijenjenom postupku za dobivanje vlakana, a to
su: kemijski, polu-kemijski, kemijsko-mehanic¢ki i mehani¢ki postupci.! Izuzev potonjeg, u
svim navedenim postupcima proizvodnje drvnih vlakana, lignin se izdvaja iz stani¢ne stjenke
drva, uz uvjet zadrzavanja prirodne hijerarhijske strukture celuloze.? Isklju¢ivo mehani¢kim
putem dobivena vlakna, po svom su kemijskom sastavu identi¢na cjelovitom drvu iz kojeg su
dobivena. Kako je celulozno-papirna industrija jedna od najstarijih ljudskih djelatnosti uopce,
istrazivanja delignifikacije drva vrlo su opsirna, no u danasnjem je svijetu daleko najcesca
primjena tzv. kraft postupka delignifikacije drva, ponajprije ¢etinjaca, u kojem je prinos drvnih
vlakana otprilike 50 %, a sama je metoda razvijena krajem 19. stoljeéa.’ U spomenutom
postupku gotovo 85 % lignina otapa se djelovanjem kemikalija, a sam proces ovisi o cijelom
nizu faktora jer djelovanje kemikalija uz delignifikaciju uzrokuje i niz popratnih reakcija na
ugljikohidratnom dijelu drva, poput hidrolize i deacetilacije celuloze.* Upravo te reakcije, uz
specificnosti, tijekom rasta debla, prirodno formiranih celulozno-ligninskih kompleksa
uvjetuju vecu ili manju uspjesnost procesa delignifikacije. Naime, produkti degradacije obje
gradbene jedinice drva mijenjaju kemijsku okolinu procesa poput ionske snage ili prisustva
odredenih komponenti, ¢ime direktno 1 na samu reakciju, ali 1 na transportne mehanizme,
odnosno moguénost impregnacije drva kemikalijama.® Osim svojevrsne heterogenosti
kona¢nog produkta i samog procesa, kraft postupak delignifikacije ima i dodatnu manu, a to je
nuznost primjene smjese jakih kemikalija (natrijev-hidroksid, natrijev-sulfid i natrijev-
karbonat) za omekSavanje drva. Navedene kemikalije teSko se regeneriraju i stoga je ekoloski
1 ekonomski aspekt kraft procesa podloZan raznim tumacenjima. S druge strane, u organosolv
postupcima delignifikacije drva, za razliku od kraft postupka, za prevodenje lignina i

hemiceluloza u topljivo stanje koriste se organska otapala (npr. octena kiselina). Ova je metoda
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takoder razvijena krajem 19. stoljeca, no u Siru upotrebu usla je tek u novije vrijeme, upravo iz
ekoloskih razloga. Ovaj se postupak u pravilu vr$i u dva koraka, od kojih prvi podrazumijeva
hidrolizu drva (primjenom katalizatora), a drugi odvajanje lignina primjenom organskog
otapala (najée$ée smjesom alkohola i vode).® Konadni rezultat organosolv postupka
delignifikacije su drvna vlakna nizeg sadrzaja lignina, koja se jednostavno izbjeljuju. Pritom
se u odnosu na kraft postupak koristi mnogo manje vode, manje kemikalija, a proizvedeni
gotovi proizvod nema neugodan miris i mnogo je manje necistoca uz vece iskoristenje drve
sirovine. Iako u sustini nepovoljan za delignifikaciju drva ¢etinjaca, danas su razvijene metode
za organosolv predtretman i proizvodnju celuloze kao sirovine za proizvodnju biogoriva
(bioetanola).”

U ovom radu provedena je organosolv delignifikacija odabranih 10 vrsta listaca 1 Cetinjaca, uz
djelomic¢nu karakterizaciju dobivenih vlakana. Konkretno, utvrdeni su prinos vlakana, bakrov
(Cu) broj, molekulska masa te stupanj polimerizacije delignificiranih vlakana. Time je pruzen
uvid u efekt spomenutog postupka delignifikacije na ispitivane vrste drva, u smislu utvrdivanja
razine razgradnje 1 stabilnosti celuloznih vlakana nakon delignifikacije. Dodatno, primjenom
opticke mikroskopije i prikladnog softvera, utvrdena je duljina vlakana, kao znaCajnog
¢imbenika mehanickih svojstava vlakana. Istrazivanje je provedeno s ciljem utvrdivanja razlike
1 usporedbe delignificiranih vlakana u kontekstu njihove primjene u industrijskim procesima,

poput proizvodnje papira, biokompozita i drugih naprednih materijala.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

IstraZivanje je provedeno na deset razlicitih vrsta drva Cetinjaca i listaca, kako je to navedeno
u tablici 1. Drvne vrste odabrane su tako da eksperimentom budu obuhvacene, za globalnu
proizvodnju drvnih vlakana, komercijalno koriStene vrste ¢etinjaca (smreka 1 jela) 1 mekih vrsta
listaca (crna joha 1 bijela topola). Uz to ispitane su i tvrde vrste listaa od velikog komercijalnog
znacaja na podruc¢ju Republike Hrvatske, koje se kao sirovina ne koriste za proizvodnju drvnih
vlakanaca (javor, hrast luznjak, orah, treSnja i divlja kruSka). Potonje navedene vrste drva
odabrane su za analizu iz razloga Sto za iste ne postoje literaturni podaci o istrazivanju njihova
potencijala u proizvodnji drvnih vlakanaca. Vrste drva iz kojih se komercijalno proizvode
drvna vlakanca odabrane su iz razloga $to su redovno dostupne na podrucju Republike

Hrvatske i zato $to je njihova sirovinska baza (a time i potencijal) vrlo velika.
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Tablica I - Ispitivane vrste drva

Table 1 - Examined wood species

Vrsta drva Latinski naziv
Javor Acer platanoides L.
Hrast luznjak Quercus robur L.
Smreka Picea abies
Orah Juglans regia
TreSnja Prunus avium
Poljski jasen Fraxinus angustifolia
Crna joha Alnus glutinosa
Jela Abies alba
Bijela topola Populus alba L.
Divlja kruska Pyrus pyraster L.

Svi uzorci pripremljeni su iz koluta visine 5-6 cm, uzetih na prvom trupcu od panja, na visini
od 1,3 m od tla. Inicijalno uzorkovanje napravljeno je piljenjem navedenih koluta motornom
pilom lanc¢anicom, u skladu s normom TAPPI T 257 cm-12, nakon ¢ega su uzorci suseni na
zraku kroz tri mjeseca.® Po zavretku suSenja iz koluta, primjenom ru¢nog dlijeta pripremljena
je veca koli¢ina uzoraka (u formi $tapica za Sibice) za razvlaknjivanje i analizu strukture i
svojstava dobivenih drvnih vlakana. Sve koristene kemikalije bile su stupnja €istoce za analizu (pro
analysi) te su koriStene bez dodatnog procis¢avanja. Vodikov peroksid, 30 %; octena kiselina, min.
99,5 %; natrijev karbonat, 99,5 %; aceton, 99,5 %,; bakrov(Il) sulfat pentahidrat, 99,0 %; natrijev
hidroksid, 98,0 %; kalijev natrijev tartarat heksahidrat, 98,0 %; sulfatna kiselina, 96,0 %; kalijev
permanganat, 99,0 % te glicerol, 99,5 %, nabavljene su od proizvodaca Kemika. Zeljezov(III) sulfat
hidrat, 97,0 %; otopina bakar-etilediamina, 1.0 M u H>O te toluidin plavo bojilo, nabavljeni su od
proizvodaca Sigma Aldrich (Merck). Destilirana voda koriStena u eksperimentu bila je tip 2, prema

ASTM DS1193-06.°

2.2. Metode

2.2.1. Razvlaknjivanje

Postupak razvlaknjivanja proveden je organosolv procesom, gdje su u pocetnoj fazi uzorci
ispitivanih tretirani (macerirani) smjesom 30 % otopine vodikovog peroksida i koncentrirane
octene kiseline, u volumnom omjeru 1:1. Svaki od uzoraka stavljen je u staklenu vialu od 30
ml s PE ¢epom uz dodatak 25 ml spomenute reakcijske smjese kemikalija. Za svaku ispitivanu
vrstu drva maceracija je provedena uz 5 ponavljanja. Pripremljene staklene viale s uzorcima i
reakcijskom smjesom, stavljene su u laboratorijski susionik Memmert, model UF110 plus na

temperaturu od 60 °C kroz 48 sati.
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Slika 1 - Uzorci drva prije tretmana (a) i nakon organosolv postupka (b)

Fig. I - Wood samples before treatment (a) and after the organosolv procedure (b)

Kao $to je 1 vidljivo naslici 1b, po zavrSetku procesa uzorci su u potpunosti izgubili svoje prirodno
obojenje te poprimili bijelu boju. Nakon vadenja iz suSionika reakcijska smjesa je dekantirana,
izbijeljeni uzorci su isprani destiliranom vodom (dH>O) te neutralizirani natrijevim karbonatom
(Na2CO:s3). Po zavrSetku neutralizacije, viSak smjese kemikalija 1 vode je dekantiran 1 uzorak je
ponovno ispran destiliranom vodom (dH>O). Kada je smjesa u potpunosti neutralizirana i isprana,
u svaku vialu dodano je 20 ml destilirane vode (dH2O) te su viale ponovno zatvorene PE ¢epom.
Pripremljeni uzorci u vialama, razvlaknjeni su mehanickim putem tj. ruénom treSnjom viala. U
slucaju uzoraka drva oraha (Juglans regia) 1 divlje kruSke (Pyrus pyraster L.) ovaj postupak nije
dao Zeljene rezultate (nepotpuno razvlaknjen uzorak), te se stoga u viale dodalo po nekoliko
odmasc¢enih 1 acetonom ocis€enih staklenih kuglica, da pomognu pri mehani¢kom procesu
razvlaknjivanja. Rezultat procesa razvlaknjivanja bez i uz primjenu staklenih kuglica bile su

suspenzije vlakana u vodi, spremne za filtraciju i suSenje (slika 2).

Slika 2 - Smjesa vode i razvlaknjenog uzorka

Fig. 2 - Mixture of water and fiberized sample

128



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJA U POLIOPRIVREDI | SUMARSTVU/CHEMISTRY IN AGRICULTURE AND FORESTRY

Pripremljene suspenzije vlakana u vodi vakuumski su filtrirane, primjenom Biichnerova lijevka
i filtar papira gramature 99,5 g m™ (grade 389, bijela vrpca, proizvodaca Ahlstrom-Munksjd).
Sadrzaj uzorka zajedno s filtar papirom suSen je do konstantne mase u laboratorijskom
susioniku na 103£2 °C. Osuseni papiri i vlakna su naposljetku izvagani na analitickoj vagi
Sartorius CPA225D-0CE s to¢nos¢u od 0,1 mg. Nakon razvlaknjivanja izracunat je prinos
vlakana prema formuli 1, za Sto je prvo potrebno izraCunati masu apsolutno suhog uzoraka

prema formuli 2 te sadrzaj vode uzoraka. Prinos vlakana izracunat je prema formulama:

b—a

V= - x 100 (1)
w
c=my —my X (m) 2)

gdje je:
V — prinos vlakana, %; b — masa osuSenog filtar papira i uzorka, g; a — masa osusenog filtar
papira, g; ¢ — masa apsolutno suhog uzorka uzorka, g; m; — masa zrakosuhog uzorka, g;

w — sadrzaj vode uzorka, %

Vlakna za pripremu mikroskopskih uzoraka te uzorci za odredivanje molekulske mase
pripremljena su na isti nain. Manji broj uzoraka pripremljen je za odredivanje molekulske

mase, a za odredivanje Cu broja na isti je nacin pripremljena veca koli¢ina vlakana.

2.2.2. Odredivanje bakrovog (Cu) broja

Bakrov broj opisuje vrijednost degradacije celuloze te ovisi o broju reduciraju¢ih skupina u
molekuli celuloze. Vrijednost bakrova broja raste smanjenjem stupnja polimerzacije i povec¢anjem
oksidativne razgradnje celuloze. Za metodu odredivanja bakrovog broja koristeni su prethodno
pripremljeni uzorci, koji su dodatno razvlaknjeni primjenom laboratorijskog mlina IKA, model
A10 opremljenog zvjezdastim noZem s metalnom oStricom. Dobiveni materijal bio je u formi vate.
Za odredivanje bakrovog broja koristena je smjesa Fehlingove otopine I 1 Fehlingove otopine II,
pomijeSanih u volumnom omjeru 1:1. Reakcija smjesa pripremljenih otopina zagrijana je do vrenja,
te je u istu na kuhanje od tri minute dodan prethodno pripremljeni materijal. Po isteku tri minute,

sadrzaj je filtriran vakuum filtracijom primjenom Biichnerova lijevka s filtar papirom gramature
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84 g m (grade 388, crna vrpca, proizvoda¢ Ahlstrom-Munksj6). Smjesa na filtar papiru isprana je
s 500 ml destilirane vode (dH>O) zagrijane na 95 °C, a zatim s 250 ml hladne destilirane vode
(dH20). Sadrzaj s filter papira se odvojio i dodatno tretirao s 25 ml kisele otopine
zeljezo(I1I)-sulfata, nakon ¢ega je slijedio ponovljeni postupak filtracije, ali u ovom slucaju preko
dva filtar papira (inicijalni + filtar papir za naknadnu filtraciju), nakon ¢ega je sve isprano s dodatnih
25 ml kisele otopine Zeljezo(Ill)-sulfata, a potom s 500 ml destilirane vode (dH>O). Posljedn;ji
korak je titracija pripremljenog filtrata s otopinom kalijeva permanganata, koncentracije 0,1 mol/l
do prve pojave rozog obojenja.

Bakrov broj izrac¢unat je primjenom formule 3:

a X 0,00636 x 104
g Xxb

Bakrov broj =

3)

gdje je:
a — volumen otopine kalijeva permanganata utroSenog za titraciju, ml; g — masa uzorka
celuloze, g; b — sadrzaj suhe tvari, %; 0,00636 — faktor odnosa titrirane otopine kalijeva

permanganata i bakra (1 ml otopine KMnO4 odgovara 0,00636 g Cu)

2.2.3. Odredivanje stupnja polimerizacije i molekulske mase celuloze

Dinamicki viskozitet 1 grani¢ni viskozitetni broj (n) u otopini bakar-etilediamina (CED)
odredeni su kapilarnom viskozimetrijom, iz kojih su proracunati molekulska masa 1 stupanj
polimerizacije (DP). Samo ispitivanje provedeno je u skladu s normom HRN ISO 5351:2011.1°
Ova se metoda zasniva na mjerenju vremena potrebnog za prolaz otopine celuloze u CED kroz
kapilaru Ubbelohdeova viskozimetra, to¢no definiranog promjera i duljine. Izraun stupnja
polimerizacije 1 molekulske mase celuloze izveden je iz formula 1 Mark-Houwinkovih
koeficijenata preuzetih iz ranije objavljenih radova'!'"'?. Dobivene vrijednosti molekulske
mase predstavljaju prosjecnu viskozitetnu molekulsku masu (My), u nastavku rada imenovanu
kao molekulska masa (My). Mjerenje viskoziteta izvrSeno je primjenom Ubbelohdeova
viskozimetra, tip 501 01 SI Analytics i1 SI Analytics Visco Clock plus dodatka, a temperiranje
uzoraka izvrSeno je u akrilnoj vodene kupelji uz primjenu cirkulirajueg termostata, SI
Analytics model CT 72/P (slika 3). Prije viskozimetrije, uzorci su dodatno profiltrirani

primjenom filtra CHROMAFIL Xtra PA-45/25 (poroziteta 0,45 um).
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Slika 3 - Ubbelohdeov viskozimetar i Visco Clock plus dodatak
Fig. 3 - Ubbelohde viscometer and Visco Clock plus accessory

2.2.4. Odredivanje duljine vlakanaca

Za odredivanje duljine vlakanaca pojedine vrste drva koriSten je istrazivacki mikroskop ZEISS
Axio Zoom.V16. opremljen digitalnom kamerom i odgovaraju¢im softverom za analizu slike.
Prije mikroskopiranja pripremljeni su mikroskopski preparati. Iz prvobitno pripremljene
smjese vlakanaca i vode, kapaljkom se na predmetno stakalce stavila odredena koli¢ina
ispitnog uzorka, koji se s ciljem boljeg kontrasta obojio 0,01 % otopinom Toluidin plavo bojila
u etanolu. Nakon suSenja preparata, na ista su uz pomocu glicerola zalijepljena pokrivna
stakalca. Tako pripremljeni preparati su zatim analizirani pod mikroskopom i za svaku je vrstu

izmjerena duljina 30 nasumicno odabranih vlakanaca.

3. Rezultati i rasprava

3.1. Prinos viakana

Rezultati prinosa vlakana izrazeni kao prosjek rezultata pet mjerenja za svaku od deset prethodno
navedenih vrsta, prikazani su na slici 4. 1z rezultata je vidljivo da organosolv proces ima razli¢ito
djelovanje na svaku od koristenih vrsta drva. Razlog tomu jest ¢injenica da je u svim slucajevima
koriStena ista smjesa kemikalija, a dostupnost lignina, 1 udio hemiceluloza u ispitanim vrstama drva
nisu isti. Naime, kako lignin s celulozom i hemicelulozama tvori tzv. lignin-ugljikohidratne
komplekse (LCC), pri ¢emu putevi njihova stvaranja nisu sasvim poznati, dostupnost lignina
uvjetovana je upravo specifi¢nostima pojedinaénih LCC."* Dodatna &injenica da struktura i
koncentracija lignina zna¢ajno variraju ovisno o ispitivanoj vrsti drva, dijelu stabla iz kojeg su uzeti
uzorci, te vrsti 1 dijelu stani¢ne stjenke obuhvacene ispitivanjem dodatno naglasavaju razloge zasto

se u komercijalnim procesima delignifikacije osnovni proces (u smislu kemikalija koje ¢ine

131



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
KEMIJA U POLIOPRIVREDI | SUMARSTVU/CHEMISTRY IN AGRICULTURE AND FORESTRY

reakcijsku smjesu i njihova omjera), u pravilu prilagodavaju za svaku pojedinac¢nu vrstu drva.
Svakako pritom treba voditi i racuna da se sposobnost pojedinacnih otapala za otapanje ili bubrenje
lignina povecava kako se gustoca kohezijske energije ili kapacitet vodikovih veza otapala
povecava, a pridruzeni parametar topljivosti (Hildebrandov parametar, vrijednost 1), priblizava

procijenjenoj vrijednosti od oko 22,5 (J em™) !>

Sto je priblizni parametar topljivosti ekstrahiranog
lignina drva.'* S obzirom na to da stupanj vodikovih veza opada s poveéanjem temperature
relativno visoka temperatura od 60 °C u procesu delignifikacije, uzrokovala je pad topljivosti
lignina 1 direktno utjecala na prinos vlakanca. Na osnovi navedenog moze se zakljuciti da je razlog
tomu da hrast i jela imaju prividno najvisi, a smreka i topola najnizi prinos vlakanaca (slika 4)
upravo rezultat specifi¢ne strukture i kemizma individualne vrste drva (razlicite dostupnosti lignina
1 udio hemiceluloza), odnosno ¢injenice da je u svim sluc¢ajevima proces delignifikacije voden po
identi¢nim uvjetima, pri istoj temperaturi i uz istu smjesu kemikalija. Naravno, nikako se ne smije
zanemariti i ¢injenica da je povisenje temperature procesa delignifikacije utjecalo i na disocirajucu
konstantu octene kiseline, koja je zbog produzenog djelovanja svakako degradirala dio

hemiceluloza, ¢ine¢i ih u potpunosti vodotopivima.
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Slika 4 - Prosjeéni prinos vlakanaca

Fig. 4 - Average fibre yield

3.2. Mikroskopska analiza duljine vlakana
Analiza duljine vlakana, neminovno sugerira da Cetinjace imaju znacajno duza vlakna, $to je

posebice izrazeno kod drva jele (slike 5 i1 6) koja uvelike odskace od ostalih analiziranih vrsta.
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Slika 5 - Prosjecna duljina vlakana

Fig. 5 - Average fibre length

Od drva listaca nesto duza vlakna imaju crna joha, jasen, treSnja i bijela topola (slika 7), ali u

sustini gledano izmedu vrsta listata nema znacajne razlike. Generalno gledano, ovakvi rezultati

su i o¢ekivani buduéi da je anatomska grada drva listaca i Cetinjaca bitno drugacija (odnosi

duljina traheja i traheida). Rezultati ujedno sugeriraju da je koristenje staklenih kuglica u

procesu razvlaknjivanja uzoraka oraha i1 divlje kruske potencijalno uzrokovalo skracenje

vlakana, a koja su u procesu mikroskopiranja obuhvacana analizom.

Slika 6 - Mikroskopska snimka vlakana jele
Fig. 6 - Microscopic image of fir fibres
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Slika 7 - Mikroskopska snimka vlakana bijele topole
Fig. 7 - Microscopic image of white poplar fibres

3.3. Bakrov (Cu) broj

Rezultati degradacije celuloze, odnosno bakrovog broja prikazani su na slici 8, iz ¢ega je vidljivo da
su vrijednosti bakrovog (Cu) broja priblizno jednake za sve ispitane vrste, izuzev drva kruske, jasena
i crne johe, koji pokazuju nesto vece vrijednosti. Za ove se vrste stoga moze konstatirati da je proces
delignifikacije neSto agresivnije djelovao na reducirajuce skupine unutar molekula celuloze, to¢nije
hemiacetalne hidroksilne i aldehidne skupine. Bakrov broj je za ostale ispitivane vrste nesto niZi, te
je stoga i degradacija celuloze (vjerojatno) nesto niZa. Pritom najniZi stupanj degradacije imaju javor
i jela. Ovakve podjednake vrijednosti su vrlo dobar pokazatelj pravilne provedbe procesa
delignifikacije te pravilnog vodenja procesa odredivanja bakrovog (Cu) broja.
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Slika 8 - Rezultati odredivanja bakrovog (Cu) broja

Fig. 8 - Results of copper (Cu) number determination
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3.4. Stupanj polimerizacije i molekulska masa

Srednje vrijednosti stupnja polimerizacije za 10 ispitanih vrsta drva, prikazane su na slici 9.
Usporedbom vrijednosti stupnja polimerizacije (DP) za sve vrste moZzemo vidjeti da su ove
vrijednosti relativno gusto distribuirane. Poznato je da su uz DP celuloze izravno povezana i
njena mehanicka svojstva, gdje visi stupanj polimerizacije rezultira boljim svojstvima. S
aspekta proizvodnje papira (npr. izolacijskog papira za transformatore) povoljno je da vlakna
u startu imaju nesto visi DP, jer se kod samog procesa izrade papira DP neminovno smanjuje.
U ovom specificnom slucaju (ali i u slucaju svih ostalih tipova papira) vrijednost stupnja
polimerizacije opada i za vrijeme koriStenja papira. Optimalna vrijednost bi stoga, u prethodno
navedenom sluc¢aju papira za transformatore bila oko 1100, a minimalna oko 200. Ispod te se
granice vrijednosti DP, papiri viSe ne bi smjeli koristiti jer je procijenjeno da se pri tim
vrijednostima vlac¢na cvrstoca papira smanjuje za nevjerojatnih
60 %, ¢ime papir gubi svoju primarnu funkciju.'> Vodeéi se ovim kriterijem, moze se zakljuéiti

da sve ispitivane vrste imaju vrlo dobra vlakna s aspekta njihovog DP 1 mehanickih svojstava.
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Slika 9 - Vrijednosti stupnja polimerizacije (DP)
Fig. 9 - Values of degree of polymerization (DP)

Svakako vrlo zanimljiva je i €injenica, da su u usporedbi s drugim vrstama iznimno duga
vlakanca jele, na makromolekulskom nivou zapravo ,,najlosija“, a vrlo blizu po vrijednostima
DP je i druga ispitivana cCetinjaca (smreka). Jednim dijelom se ovo moZe pripisati 1 nesto
primitivnijoj anatomskoj gradi Cetinjaa u odnosu na listace, koja ¢ini celulozu dostupniju

kemikalijama u procesu delignifikacije, $to svakako utjeCe na smanjenje vrijednosti DP.
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Razmotre li se podaci za drvo listaca, evidentno je da meke vrste, kao $to su bijela topola i crna
joha, imaju visi DP. Paralelno s izracunom stupnja polimerizacije, proracunata je i molekulska

masa pripremljene celuloze te su njene srednje vrijednosti za svaku vrstu prikazane na slici 10.

450000
391464 392507,2 405350,8

400000 359631,3 355247,8
350000 S0TI063 313141,9 05007 2956064 316083,5
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Javor Hrast Smreka Orah Tresnja Poljski Crna Jela Bijela Divlja
luznjak jasen joha topola kruska

Molekulska masa (g/mol)

Vrsta drva

Slika 10 - Vrijednosti molekulske mase (M)
Fig. 10 - Molecular weight values (M)

Buduéi da vrijednosti molekulske mase strogo koreliraju s vrijednostima stupnja polimerizacije
(r = 0,99999), distribucija podataka i raspored vrsta je identi¢an. Sto zna¢i da ponovno bijela
topola, kao meka vrsta listaca ima najvecu molekulsku masu, dok jela ima najmanju. Meke
vrste listaca opcenito imaju visoku molekulsku masu i1 visoke vrijednosti DP i stoga se upravo
ove drvne vrste najceSée i koriste u industrijskoj proizvodnji vlakanaca i papira. Raspon
vrijednosti je vrlo velik i kre¢e se u rasponu od 295 000 g mol! do preko 400 000 g mol™.
Prema Fengelu i Wegeneru' prosje¢na molekulska masa celuloze ovisi o izvoru i metodi
pripreme, u rasponu od 50 000 do 2 500 000 g mol™!. Shodno tome, moZemo reéi da su dobiveni

podaci ispitanih vrsta, u nekom srednjem rasponu prema literaturnim podacima.

4. Zakljucak

Ovaj rad bazirao se na ispitivanju svojstva delignificiranih drvnih vlakana deset razlicitih vrsta
Cetinjaca 1 listaca, pripremljenih na isti nacin. Proces delignifikacije zna€ajno je ubrzala
poviSena temperatura procesa, uz posljedicu skra¢enja vlakana za neke vrste, $to je vidljivo 1
iz mikroskopskog odredivanja duljine vlakana. 1z vrijednosti bakrovog (Cu) broja mozemo

zakljuciti da je proces bio podjednak za sve vrste. Vrijednosti stupnja polimerizacije (DP) 1
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molekulske mase (My) su vrlo dobre i pokazuju nam da bi ispitane vrste bile pogodne kao

sirovina u papirnoj industriji i polimernoj tehnologiji. Isto tako, visoke vrijednosti stupnja

polimerizacije daju naslutiti da navedene vrste imaju dobra mehanicka svojstva.
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Groundwater of non-hazardous waste disposal site "Goricica"
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Abstract

In this paper, physicochemical parameters (groundwater level, temperature, electrical conductivity,
concentration of ammonia, phosphate, sulphate, nitrate, chloride, cadmium, lead, mercury, and arsenic)
were determined in the groundwater of the non-hazardous waste disposal site "Gori€ica" (near the town
of Sisak, Croatia) in the period from 2019 to 2023. Sampling was carried out at three locations
(piezometer 1, 2 and 3 - labelled in the paper as P-1, P-2 and P-3). The obtained results showed a slightly
smaller but "jumpy" increase in ammonia and phosphate concentrations in the groundwater samples
taken at piezometers 1 and 3 and a more frequent and significant increase of the mentioned ions in the
groundwater samples taken at piezometer 2. It is assumed that the deviation from the maximum allowed
concentration of NH4" and PO4>" in the groundwater near the location of piezometers 1 and 3 occurs due
to the application of fertilizers on the arable land surrounding the landfill. Due to the disposal of a large
amount of biowaste on a small area of the landfill and due to the contact of rainwater with waste, as
well as the outflow of rainwater from the rainwater channels, groundwater near piezometer 2 showed
increased concentrations of the mentioned ions.

Key words: waste, landfill, groundwater, ammonia, phosphates
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Sazetak
U ovom radu odredivani su fizikalno-kemijski parametri (razina podzemne vode, temperatura,
elektri¢na vodljivost, koncentracija amonijaka, fosfata, sulfata, nitrata, klorida, kadmija, olova, zive i
arsena) u podzemnim vodama odlagalista neopasnog otpada ,,Goriica® (u blizini grada Siska,
Hrvatska) u periodu od 2019. do 2023. Uzorkovanje je provedeno na tri lokacije (piezometar 1,21 3 -
oznaceni u radu kao P-1, P-2 P-3). Dobiveni rezultati pokazali su neSto manje, ali ,,skokovito*
povecanje koncentracija amonijaka i fosfata u uzorcima podzemnih voda uzetih na piezometrima 11 3
i ¢eS¢e i1 znacajnije povecanje navedenih iona u uzorcima podzemnih voda uzetih na piezometru 2.
Pretpostavlja se da do odstupanja od maksimalno dopustene koncentracije NH4" i PO4*" u podzemnim
vodama u blizini lokacije piezometara 1 i 3 dolazi zbog primjene gnojiva na obradivim povrSinama
kojima je okruzeno odlagaliste. Zbog odlaganja vece koli¢ine biootpada na malu plohu odlagalista te
zbog kontakta oborinskih voda s otpadom, kao i izljevanja oborinskih voda iz oborinskih kanala,
podzmene vode u blizini piezometra 2 pokazale su povecane koncentracije navedenih iona.

Kljuéne rije€i: otpad, odlagaliste, podzemne vode, amonijak, fosfati
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1. Introduction

Waste is considered any substance or object that is thrown away, intended to be thrown away
or must be thrown away. In addition, any substance or object that requires collection, transport
and processing for the protection of the public interest is considered waste.! Waste is created
as a result of human activities and besides representing a loss of material and energy creates an
additional cost because its collection, transportation and disposal must be ensured.? Depending
on where it originates (place of origin), it can be classified into two categories: municipal waste
(waste from households and from production and/or service activities) and production waste
(waste generated during the production process). Furthermore, waste can be divided according
to its properties into hazardous, non-hazardous and inert®. Regardless of whether it is municipal
or production, hazardous, non-hazardous or inert waste, it is necessary to properly dispose of
the waste. Landfilling has always been the most common way of disposing of waste.
Landfilling is the process of permanent, controlled and organized disposal of waste on the
surface of the earth or in the soil.*$Waste disposal sites are places where waste undergoes a
process of complete neutralization, decomposition and mineralization over time. In doing so,
various chemical, physical and microbiological decomposition processes take place, which can
be more or less invasive. During these processes, water vapor, gases and heat are released. The
intensity of these processes primarily depends on the composition of the waste, but also on the
moisture content, the proportion and type of organic substances, the method of waste disposal,
the construction of the landfill, as well as on meteorological conditions.>’ In view of the above,
as well as the fact that disposed waste is a danger to the environment, every landfill must have
an effective sealing system (sealing layers), drainage systems for precipitation and leachate,
and a degassing system. The sealing system (covering and foundation) is usually made in
several permeable and impermeable layers with the use of artificial and natural materials. Its
purpose is to prevent water from seeping into and out of the landfill. The cover sealing system
prevents rainwater from coming into contact with the disposed waste, and the base sealing
system enables the resulting leachate not to be retained in the landfill body, but to be collected
in basins or lagoons and, depending on the design of the landfill, purified and discharged into
aquifer systems or returned on the landfill body.® Improper management of wastewater from
landfills can have a significant harmful impact on the environment. Namely, landfill
wastewater contains various chemical compounds, including heavy metals, organic substances,

salts and other harmful substances. If the sealing layer is poorly executed, water can seep
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through the soil, which leads to soil pollution, and thus to a negative impact on plant and
microbial life. In addition, the penetration of water through the sealing layer causes
contamination of groundwater, which often serves as a source of drinking water.” The
"Goricica" landfill is a non-hazardous landfill that disposes of waste from the area of the town of
Sisak and three other municipalities (Martinska Ves, Sunja and Lekenik). It is located opposite the
oil port on the left side of the Sava River, about 6.5 km south of the city center of Sisak (Fig. 1). The
location of the non-hazardous waste disposal site "Goriica" is surrounded by agricultural land (on
the north-west and south-east sides), the Sava mound and the left bank of the Sava River (on the
south-west side) and the water body of the Sava branch (on the north-east side). Since the course of
the Sava River and the groundwater near the coast are practically parallel, the direction of the
groundwater near the landfill is from north to south. According to geological tests, the first three

meters of the soil profile contain clay, which often has admixtures of sand.

Waste disposal site "Goricica”

Fig. I - Location of non-hazardous waste disposal site "Gori¢ica"'

Slika I - Lokacija odlagaliSta neopasnog otpada ,,Gori¢ica“!

The landfill areas are divided into the eastern and western areas (Fig. 2). The western area is further
divided into southern and northern areas. The southern part of the western area is an open part where
waste is continuously deposited, while the northern part of the area is renovated and closed. The

eastern area was built in II. rehabilitation phase and also serves for immediate waste disposal.!
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Fig. 2 - Closed and open area of non-hazardous waste disposal site "Gori¢ica"

Slika 2 - Zatvorena i otvorena ploha odlagalista neopasnog otpada ,,Goricica“

Until 1990, waste was disposed of in cassettes dug in the ground, and then on the surface with
occasional covering with inert material. In parallel with the disposal of waste, various stages
of rehabilitation of the landfill were carried out. Thus, in 1997, a project of extensive
rehabilitation of the landfill was launched, which was carried out in two phases. Renovation
was completed in 2007.!2 Today, at the "Gori¢ica" non-hazardous waste disposal site, waste is
deposited on a surface where a basic multi-layered sealing system with a perimeter
embankment, horizontal and vertical degassing system is installed. In addition, there is a
drainage system for collecting and draining the leachate of new waste. The rehabilitation of the
landfill is still being worked on, and a new project of rehabilitation and elevation of the existing
landfill body is planned. Given that the need for waste disposal is relatively large (Table 1), the

planned rehabilitation will enable the continuation of disposal.

Table I - Total amounts of waste disposed of at the "Gori¢ica" landfill in the period from 2018 to 2023"3
Tablica 1 - Ukupne koli¢ine otpada odloZenog na odlagaliste ,,Gori¢ica“ u periodu od 2018. do 2023. godine'*

Year 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Weight (1) 16 677 16 358 15 691 18 775 17 359 16 151
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In general, it can be said that proper design and construction of the landfill is necessary, because
in this way the minimum impact on the environment is achieved. In addition, it is necessary to
monitor various parameters that indicate the way waste is handled and the operation of the
landfill. Therefore, in this paper, the chemical and physical properties of the groundwater of

the “Goric¢ica” landfill were monitored.

2. Experimental part

Water sampling was carried out at three locations within the landfill where piezometers were
installed. One piezometer is located upstream (P-1), and the other two downstream (P-2, P-3)
in relation to the Sava River. The area where the piezometers are located is built up by flood
sediments and alluvial deposits of the Sava River. Shallow aquifers of low to medium yield are
formed in the mentioned alluvial deposits, and they are hydraulically connected to the nearby
watercourse. The direction of the groundwater is parallel to the course of the Sava River.'* Fig.

3 shows the arrangement of piezometers at the "Goricica" landfill.

O
O

O

Fig. 3 - Arrangement of piezometers at the non-hazardous waste disposal site "Gori¢ica"!!

Slika 3 - Razmjestaj piezometara na odlagalistu neopasnog otpada ,,Gori¢ica“!!
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Groundwater sampling was carried out 4 times a year (in March, June, September and
December) in the period from 2019 to 2023 according to the HRN ISO 5667-11:2011 standard.
Groundwater level, temperature, electrical conductivity, ammonia, phosphates, sulphates,
nitrates, chlorides, cadmium, lead, mercury and arsenic were determined. The analyses were
carried out in accordance with Croatian standards (Table 2). Fig. 4 shows a sample of

groundwater for analysis taken at piezometer P-3.

Table 2 — Standards according to which the analyses were carried out and the parameters that were determined

Tablica 2 - Norme prema kojima su provedene analize i parametri koji su se odredivali

STANDARD The parameter being determined
HRN EN 27888:2008 electrical conductivity
HRN EN ISO 10304-1:2009 phosphates, sulphates, nitrates, chlorides
HRN EN ISO 11885:2010 cadmium, lead, mercury, arsenic

Fig. 4 - Sample of groundwater for analysis from piezometer P-3

Slika 4 - Uzorak podzemne vode za analizu s piezometra P-3

3. Results and discussion

By reviewing all conducted and collected analyses in the period from 2019 to 2023, it was
noticed that all tested parameters, except for the concentration of NH4" and PO4*, were in
accordance with the Decision on unified environmental protection conditions and the

Regulation on water quality standards.'>!® Therefore, in Figs. 5-7, only the months in which
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there were deviations of the specified parameters from the maximum permissible concentration

(MPC) are shown, which according to the Regulation on water quality standards is 0.5 mg 1!
for NH4*, and 0.2 mg 1I"! for PO4>".

Fig. 5 - Concentrations of NH4" and PO,* in groundwater samples taken at piezometer P-1

Slika 5 - Koncentracije NHs" i PO4* u uzorcima podzemne vode uzetim na piezometru P-1

Fig. 6 - Concentrations of NH,4" and PO4* in groundwater samples taken at piezometer P-2

Slika 6 - Koncentracije NH4" i PO4* u uzorcima podzemne vode uzetim na piezometru P-2
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Fig. 7 - Concentrations of NH," and PO4* in groundwater samples taken at piezometer P-3

Slika 7 - Koncentracije NHs" 1 PO4* u uzorcima podzemne vode uzetim na piezometru P-3

Figs. 5-7 show that the biggest deviations from MPC refer to the concentration of NH4" ions.
In studies NH4" was described as the most common contaminant of groundwater.!”!8 Many
factors influence the temporal and spatial variations of the concentration of this ion in
groundwater.!%22! Fig. 5 shows that the concentration of NH4" ions on piezometer P-1 is above
the maximum permissible concentration, MPC (0.5 mg/l) according to the Decision on unified
environmental protection conditions and the Regulation on water quality standards in March
and June 2021, June 2019, and especially in December 2020.'>!¢ Furthermore, at piezometer
P-3 (Fig. 7), the concentration of NH4" ions increased in June and March 2021. Since the
landfill is surrounded by agricultural land (Fig. 8) the increased concentration of NH4" ions
occur as a result of crop feeding or preparing the soil for sowing by applying different
fertilizers. For the same reason, the concentration of PO4> also increased. Most artificial
fertilizers are based on ammonia and phosphate. Ammonia is soluble in water, which is why it
settles very quickly in the soil and vegetation. When ammonia reacts with acid gases, it can be
transported a long distance from the emission source and precipitate much more slowly as it is
in this case.’>?® Furthermore, variations in the concentrations of the mentioned ions in
groundwater also depend on the amount of precipitation. In the months preceding March and

June 2021, June 2019 and December 2020, higher amounts of precipitation were recorded,
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especially in May 2019 and 2021, which resulted in an increase in the concentration of NH4"
ions.?* In addition, "jumps" in concentrations that are visible only in certain periods indicate
that the sealing system of the "Goricica" waste disposal site is functioning, that is, that leachate
does not penetrate underground. In case the sealing layer is damaged, the concentration of the

mentioned ions would constantly increase.

Fig. 8 - Orthophoto of the location of the landfill "Goricica"

Slika 8 - Ortofoto snimka lokacije odlagalista ,,Goricica“

More significant and frequent deviations in the concentrations of NH4" and PO4* in
groundwater were observed in the samples taken from piezometer 2 (P-2) (Fig. 6). For a long
period of time, large quantities of biowaste generated during the landscaping of green areas in
the city of Sisak were deposited on the area of the landfill, which is in the immediate vicinity
of piezometer 2. A total of 2651.1 kg of bio-waste was disposed of on this area, of which
1164.52 kg of bio-waste was disposed of in the period from 2019 to 2021. The mentioned area
is open and bounded on one side by a storm drain. Rainwater drainage is carried out through
the system of precipitation channels. It is possible that due to the longer time of disposal,
ammonia developed in the mentioned waste as a result of rotting.? It is known that ammonium

ion appears in old landfills due to the hydrolysis and fermentation of the nitrogen fraction of
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biodegradable substrates. Ammonia nitrogen is a waste decomposition product and has the
potential to act as one of the dominant environmental pollutants and therefore often presents a
problem for the management of all landfills.>**?” In accordance with the above, it is assumed
that the increase in the concentration of NH4" ions in the groundwater occurred not only from
arable land but also due to the washing of the land with waste. Due to the large amount of
rainfall, wastewater overflowed from the untreated rain channel and soaked the surface
immediately next to piezometer 2. The results of the analyses obtained during 2023 indicate
that the concentrations of the tested substances at piezometer 2 are below the MPC, which
confirms the above statements, since from November 2021 due to changes in technology, the
company that arranges green areas in the city of Sisak no longer disposes of waste from the
arrangement of green areas. In addition to the specified specifics in the operation of the landfill,
no sampling was possible on piezometer 2 (during the whole of 2022) and on piezometer 3
(during June 2019 and December 2022), and it was assumed that the piezometers were
damaged. Therefore, in 2023, works were carried out with the aim of replacing all three
piezometers. The aforementioned works enabled better sampling. In addition, the landfill
elevation plan envisages the collection of rainwater from all sides of the landfill by constructing
the remaining sections of the stormwater channel. In this way, the overflow of water over the

precipitation channels will be prevented.

4. Conclusions

The analysis of the groundwater of the non-hazardous waste disposal site "Goricica" in the
period from 2019 to 2023 showed that in the samples taken at the locations where piezometers
1 and 3 were installed, the concentrations of all tested parameters were below the MPC, except
for the concentrations of NH4" and PO4>". Since the landfill is surrounded by agricultural land,
it is assumed that the increased concentration of NH4" and PO4* ions in the groundwater is the
result of feeding crops or preparing the soil for sowing by applying different fertilizers. This is
confirmed by the fact that the concentrations of the mentioned ions are increased only in certain
periods of the year. Significant and more frequent deviations in the concentrations of NH4" and
PO.* were recorded in the groundwater samples taken at piezometer 2. It is assumed that the
increase in NH4" ions in the groundwater is a consequence of the overflow of rainwater (loaded
with ammonia that was released as a result of the decomposition of waste created during

landscaping) from the rainwater channels. In order to reduce the harmful impact of waste water
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from the landfill, it is important to apply appropriate technologies for collecting and treating

water, monitor water quality, and pay special attention to the rehabilitation of the landfill,

which will be carried out in 2024.
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Sazetak

Agrokemikalije su neizostavan dio intenzivnih sustava poljoprivredne proizvodnje. Njihova primjena
donosi brojne koristi, ali isto tako izaziva zabrinutost zbog Stetnog ucinka na zdravlje ljudi, prirodu i
okolis. Neodgovorna primjena agrokemikalija moze rezultirati kontaminacijom tla, vode i zraka te imati
Stetne ucinke na ekosustav. Agrokemikalije mogu imati dugoro¢ne posljedice na ekolosku ravnotezu te
uzrokovati nezeljeno unistavanje korisnih, ne ciljanih organizama. Osim toga, dugotrajna izloZzenost
agrokemikalijama razli¢itih skupina toksi¢nosti moze uzrokovati ozbiljne kroni¢ne zdravstvene
probleme kod ljudi poput karcinogenosti, hormonalnih i neuroloskih promjena i drugih oboljenja.
Agrokemikalije mogu suprimirati rast i razvoj pojedinih grupa mikroorganizama, $to moze utjecati na
biogeokemijski ciklus hranjivih elemenata i kvalitetu tla. Neprikladna uporaba agrokemikalija moze
dovesti do smanjenja bioloske raznolikosti tla §to moze dugoro¢no narusiti plodnost i produktivnost tla
te negativno utjecati na lanac prehrane. Uz sve vecu svijest o ekoloskoj odrzivosti, postoji pomak prema
metodama uzgoja koje smanjuju potrebu za agrokemikalijama poput integriranog pristupa upravljanja
poljoprivrednom proizvodnjom. Stalno usavr$avanje poljoprivrednih metoda i tehnologija, klju¢no je
za postizanje odrzivog poljoprivrednog sustava kako bismo ocuvali ravnotezu mikrobiote tla, zastitili
prirodu i okoli§ te osigurali sigurnost hrane. Razvoj i primjena alternativa agrokemikalijama mogu
znacajno doprinijeti zastiti prirodne sredine i zdravlja ljudi u buduénosti.

Kljuéne rijeci: pesticidi, toksicnost, akumulacija, mikrobiom tla, odrziva poljoprivreda
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Abstract
Agrochemicals are an important part of intensive agricultural production systems. Their application
brings numerous benefits but also causes concern due to the harmful effects on human health, nature,
and the environment. Irresponsible application of agrochemicals can result in soil, water, and air
contamination which cause negative impacts on the ecosystem. Agrochemicals can long-term affect the
ecological balance and cause unwanted destruction of beneficial, non-target organisms. In addition,
long-term exposure to agrochemicals can cause serious chronic health problems in people of different
toxicity groups such as carcinogenicity, hormonal and neurological changes, and other diseases.
Agrochemicals can suppress the growth and development of certain microorganisms, affecting the
biogeochemical cycle of nutrients and soil quality. Improper use of agrochemicals can decrease soil
biodiversity, damage soil fertility and productivity in the long term, and negatively affect the food chain.
With increasing awareness of environmental sustainability, there is a shift towards farming methods
that reduce the need for agrochemicals such as integrated crop management. Constant improvement of
agricultural practices and technologies is essential for achieving a sustainable agricultural system to
preserve the balance of soil microbiota, protect nature and the environment, and ensure food safety.
Agrochemical alternative development and application can significantly contribute to the future
protection of nature, the environment, and human health.

Key words: pesticides, toxicity, accumulation, soil microbiome, sustainable agriculture
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1. Uvod

Principi konvencionalne poljoprivredne proizvodnje temelje se na intenzivnoj primjeni
agrokemikalija u uzgoju visokorodnih kultivara poljoprivrednih kultura uz primjenu intenzivne
obrade s poljoprivrednom mehanizacijom, a u cilju postizanja visokih prinosa po jedinici
povrsine. U ovakvom nacinu gospodarenja tlom upotrebljavaju se mnogobrojna mineralna
gnojiva, herbicidi, fungicidi, insekticidi, rotendicidi, akaricidi, nematocidi 1 druga sredstva.
Razlicite statisticke analize procjenjuju kako je globalno trziSte sredstava za zastitu bilja
poraslo za 9,9 % u 2022. i dosegnulo 78,7 milijardi dolara, pri ¢emu herbicidi dominiraju s oko
47 %, a slijede ih insekticidi s 29,5 %, te fungicidi s 17,5 %. Bioloski proizvodi za zastitu
usjeva ¢ine manje od 5 % ukupnog iznosa. Projekcije ukazuju kako ¢e trziSna vrijednost
sredstava za zaStitu, potencijalno, do 2029. godine, dose¢i 97 milijardi dolara, globalno. Svake
godine se Sirom svijeta upotrebljava oko tri milijuna tona kemijskih sredstava za zastitu bilja s
tendencijom rasta.! Postojanost sredstava za zastitu bilja ovisi o njihovoj adsorpciji, razgradnji
te prijenosa putem ispiranja, volatizacije ili otjecanja i infiltracije, dok produkti razgradnje
mogu biti jednako toksi¢ni kao izvorna molekula. Primijenjena sredstva za zaStitu smanjuju
bioraznolikost, ispiru se u podzemne i nadzemne vode, kontaminiraju zrak i tlo, upitne su
razgradivosti, te Cesto zaostaju u okoliSu. Ovakav intenzivan nacin gospodarenja tlom
dugorocno ostavlja Stetne posljedice u vidu opadanja sadrzaja humusa u tlu, degradacije tla,

oneciS¢enja podzemnih i nadzemnih voda te toksi¢nog djelovanja na Ziva bica.

2. Sudbina pesticida u okoliSu

Sudbina pesticida u okolisu (slika 1) ovisi o razli¢itim faktorima, ukljuc¢ujuci svojstva samog
pesticida, uvjete 1 metode rasprSivanja odnosno primjene, klimatskih parametara i tipa tla.
Pesticidi mogu pro¢i kroz procese degradacije, gdje se njihove kemijske strukture mijenjaju
pod utjecajem mikroorganizama koji koriste pesticide kao izvor ugljika i1 energije, ili ih
razgraduju enzimima i kiselinama.? Razgradnja mozZe nastati i djelovanjem sunceve svjetlosti
ili drugih kemijskih procesa. Brzina razgradnje ovisi o vrsti pesticida. Pojedini pesticidi su
relativno stabilni i mogu perzistirati u okoliSu dulje vrijeme. Nadalje, bioakumulacija pesticida
moze dovesti do visoke akumulacije u vrhovima lanca ishrane, a §to moze imati ozbiljne
posljedice na predatorne organizme. Pesticidi se mogu ispirati s poljoprivrednih povrSina
kiSom ili navodnjavanjem te tako dospijevati u vodene ekosustave. Pesticidi se mogu prenositi

vjetrom s mjesta primjene na druga podrucja, Sto moZe uzrokovati onecis¢enje zraka i dodatnu
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izlozenost ljudi. Nadalje, mogu se vezati u tlu, ¢ime se smanjuje njihova pokretljivost i
potencijalno sprjeCava ispiranje u vode. Pesticidi mogu imati Stetne ucinke na ne ciljane
organizme, ukljucuju¢i mikroorganizme, ptice, sisavce, pcele 1 druge korisne insekte.

Navedeno moze dovesti do poremecaja razli¢itih ekosustava.

Slika 1 — Sudbina pesticida u okolisu

Fig. 1 — Fate of pesticides in the environment

Prema istrazivanju F. Maggi i sur.> u kojem je analizirano koristenje najéesée upotrjebljenih
pesticida ustanovljeno je da se otprilike 70 000 tona potencijalno Stetnih kemikalija ispire u
slatkovodne resurse. Takoder u istom istraZivanju je ustanovljeno da se oko 80 % primijenjenih
pesticida razgraduje u bioprodukte, 10 % zaostaje u tlu, a 7 % ispire ispod zone korijena. Novi
globalni problem je zagadenje mjeSavinama pesticida koje djeluju sinergisti¢ki nakon akutne i
kroni¢ne izloZenosti kod ne ciljanih organizama. Utvrdena je kontaminacija od 94 %, 73 %, 1
69 % poljoprivrednog zemljista u Europi, Sjevernoj Americi 1 Juznoj Americi pesticidima s

vise od jednog aktivnog sastojka®.

3. Toksi¢nost pesticida
Klasifikacija pesticida Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) prema opasnosti prikazana

je u tablici 1.°
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Tablica 1 — Klasifikacija pesticida prema opasnosti

Table I — Classification of Pesticides by Hazard

LD50 (mg kg™

Klasa Oralno Dermalno
la Izuzetno opasni <5 <50

Ib Visoko opasni 5-50 50-200

11 Umjereno opasni 50-2000 200-2000
01 Slabo opasni > 2000 > 2000

U Mala vjerojatnost za akutne posljedice > 5000

Izvor: WHO (2019): Recommended Classification of Pesticides by Hazard and guidelines to classification’

Prvu i drugu skupinu predstavljaju izuzetno i1 visoko opasni (klasa Ia i Ib) aktivni sastojci u
pesticidima a to su: organofosfati, organoklorni spojevi, karbamati, derivati kumarina, spojevi
zive, arsena i bakra, pirazoli, pirertroidi i triazini poput aldikarba, klormefosa, mevinfosa,
parationa, forata, fosfamidona, kumafosa, karbofurana, nikotina, varfarina, cink fosfida i
drugih. U II skupinu pripadaju: ametrin, bifentrin, klordan, klorpirifos, DDT, imazalil, dikvat,
dodin, lindan i drugi. U III skupini su: atrazin, malation, glifosat i drugi, dok su u zadnjoj
skupini: antrakinon, kaptan, fenfuram, giberelinska kiselina i drugi. Vise od 150 000 ljudi
godiS$nje umire trovanjem pesticidima. NajviSe letalnih ishoda nastaje zbog samotrovanja
gutanjem, profesionalna ili slucajna izloZenosti su lokalna ili inhalacijska. Glavni uzro¢nici su
organofosforni i karbamatni insekticidi, herbicid parakvat i fumigant aluminijev fosfid.®
Medutim, razliCita istraZivanja potvrduju kroni¢ne posljedice izlozenosti pesticidima.
Mostafalou i Abdollahi’ navode Sest skupina toksi¢nosti: karcinogenost, neurotoksi¢nost,
reproduktivnu, metaboli¢ku, pulmonarnu i razvojnu toksicnost pesticida, povezanih s 43
ljudske bolesti. U ovom pregledu ustanovljeno je kako su pesticidi uzrocnici tumora Zivéanog
sustava, probavnog sustava, limfnog tkiva, urinarnog sustava, reproduktivnih organa,
Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti, astme, ADHD-a, autizma, neplodnosti, urodenih
mana, kroni¢nog bronhitisa, dijabetesa, gojaznosti 1 mnogih drugih bolesti. Najzastupljenija je
kancerogenost u odnosu na vrste pesticida, uklju¢uju¢i insekticide, herbicide, fungicide 1
fumigante. Pesticidi ulaze u organizme putem izravnog unosa iz vode ili kroz hranidbeni lanac
duz razli¢itih trofi¢kih razina. Cesto bioakumulacija ne pokazuje izravne ucinke, a koji se mogu
uociti tek u kasnijim fazama Zivota, kao $to je smanjena plodnost.”> Najpoznatiji primjer
toksi¢nog djelovanja pesticida su organoklorni spojevi kao Sto je DDT (diklor-difenil-
trikloretan). DDT je insekticid, sporo se razgraduje, perzistentan je i pokazuje znacajnu

sposobnost nakupljanja u tkivima te na ovaj nadin izaziva dugoro¢ne posljedice.® Primjena
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DDT-a zabranjena je u vecini zemalja 70-ih godina 20. stolje¢a, ali zbog perzistentnosti
pokazuje dugorocne toksi¢ne ucinke i bioakumulaciju u tkivima organizama. Dugoro¢na
izlozenost DDT-u moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema u humanoj populaciji,
ukljucujué¢i neuroloske, kancerogene, reproduktivne i endokrine poremeéaje.’ Takoder je
zapazeno da DDT ima sposobnost induciranja epigenetskog transgeneracijskog nasljedivanja
pretilosti, te bolesti bubrega, testisa i jajnika.!° Prema Stockholmskoj konvenciji (UNEP) o
postojanim organskim onecis¢ujuc¢im tvarima, prema kojoj se njihova proizvodnja zabranjuje
ili ogranicava, a s ciljem zastite ljudskog zdravlja i okoliSa, utvrdeno je da se DDT-u ograniava
proizvodnja i/ili uporaba za kontrolu prijenosnika bolesti u skladu s preporukama i
smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije.!! Stoga se DDT i danas proizvodi i koristi u
kontroli vektora malarije i li¥manioze, dominantno na podruéju Afrike i Indije.'>!*Jo§ jedan
primjer toksi¢nog djelovanja pesticida je glifosat. Glifosat je sistemi¢ni organofosforni
herbicid $irokog spektra i trenutno je najkoriSteniji herbicid u svijetu.!* Prema WHO
klasifikaciji nalazi se u skupini III te je opisan kao neznatno toksican. U ozujku 2015. IARC
(International Agency for Research on Cancer) je klasificirao glifosat kao vjerojatni
kancerogen za ljude (Skupina 2A). Ovakav zakljucak, kako navode, se temelji na ograni¢enim
dokazima o raku kod ljudi i dokazima o raku kod pokusnih Zivotinja. EFSA (European Food
Safety Authority) i ECHA (European Chemicals Agency) procjenjuju da glifosat ne ispunjava
znanstvene kriterije za razvrstavanje kao kancerogena, mutagena ili reproduktivno toksi¢nu
tvar.!>1617 Navedeno isti¢e postojanje znacajnog neslaganja izmedu regulatornih agencija, kao
i potrebu azuriranja sigurnosnih standarda za glifosat u cilju zastite javnog zdravlja i okolia.'®
Znanstvena zajednica se razilazi u misljenjima oko toksicnosti glifosata, a zbog nekonzistenih
rezultata te metodike epidemioloskih studija s glifosatom. Unato¢ svemu, istraZivanja ukazuju
kako izlaganje glifosatu 1 glavnom metabolitu aminometil fosfonskoj kiselini, kao 1
komercijalnim formulacijama dovodi do izazivanja neurotoksi¢nih ucinaka kod svih
ispitivanih vrsta. Glavni nac¢ini djelovanja ukljuuju promjene u razvoju ziv€anog sustava,
oksidativni stres, neuroinflamaciju, procese koji dovode do smrti neurona i pojavu promjene
ponasanja, dok promjene u strukturi i funkciji neurona uzrokuju razvoj neuropatologija,
encefalopatologija, senzorne i motoricke disfunkcije.!® Europska komisija je obnovila upotrebu

glifosata na razdoblje od 10 godina, pod odredenim novim uvjetima i ograni¢enjima.'”
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4. Utjecaj na mikrobiom tla

Mikroflora i mikrofauna tla je neizostavna u procesima mineralizacije organske tvari. Njihova
brojnost 1 raznolikost je izuzetno visoka, a pod utjecajem razliCitih abiotickih i biotickih
okoli$nih faktora. Nakon primjene pesticida u tlo, mikroorganizmi tla imaju sposobnost aktivne
razgradnje pesticida, koriste¢i ih kao izvor energije ili se javlja inhibicija njihovog rasta zbog
toksi¢nog djelovanja pesticida. Potencijal toksi¢nosti pesticida ukljucuje: kemijsku strukturu
spoja, nacin djelovanja pesticida i ciljni organizam, primijenjene doze i na¢in primjene.?’
Smanjenje broja mikroorganizama dovodi do poremecaja u hranidbenoj mrezi, §to u konacnosti
utjece na plodnost tla i prinos usjeva. Istrazivanja su utvrdila kako primjena pesticida kod
mikroorganizama smanjuje aktivnost enzima dehidrogenaze, u sljede¢em redoslijedu:
insekticid > fungicid > herbicid, ali i oksidoreduktaze, nitrogenaze, hidrolaze.?!**> Pesticidi
utjecu na supresiju procesa amonifikacije, nitrifikacije i fiksacije dusika, te je utvrdeno kako
Nitrobacter i Thiobacillus koji sudjeluju u ovom procesima.?® Takoder je utvrdena inhibicija
infekcije, nodulacije, te broj rizobium bakterija - simbionata leguminoza u procesu fiksacije
dusika.?* Gljive u tlu imaju veéu sposobnost otpornosti na primjenu pesticida, ali primjena
fungicida drasti¢no smanjuje njihovu populaciju, a time i bioraznolikost i1 procese razgradnje u
kojima sudjeluju.® Najosjetljivije su arbuskularno mikorizne gljive, pri ¢emu herbicidi i
fungicidi inhibiraju klijanje spora i duljinu hifa arbuskularne mreze.*> Arbuskularne mikorizne
gljive su simbionti koji koloniziraju korijenje biljaka i time omogucuju ucinkovitije usvajanje
hranjivih tvari, posebno fosfora i vode iz tla, Cime biljka razvija ve¢u nadzemnu i podzemnu
masu. Primjenom pesticida smanjuje se 1 bioraznolikost algi i cijanobakterija tla, a primjenjeni
pesticidi djeluju antagonisticki na fotosintezu. Odredeni fungicidi i herbicidi utjeCu i na

smanjnje brojnost mikrofaune tla.*?

4.1. Odrzivo gospodarenje tlom

Iz navedenog je jasno kako se proizvodnja i upotreba pesticida povecava unato¢ dokazanoj
toksi¢nosti i nizu Stetnih dugoroc¢nih posljedica. Nadalje, toksi¢nost se o€ituje i u svim Zivotnim
zajednicama biljaka, Zivotinja, tla, vode i zraka. Neosporna je ¢injenica kako je u smislu javnog
zdravlja, upotreba kemijskih sredstava znacajno smanjila i eliminirala zarazne bolesti. Nadalje,
poljoprivredni proizvodac¢i koriste agrokemikalije za suzbijanje korova 1 insekata u

poljoprivrednom uzgoju, Sto rezultira stabilnim prinosom te ujedna¢enom trziSnom cijenom
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poljoprivrednih proizvoda.?® Medutim visoko profitabilna industrija, politicke odluke, te Gesta,
nepravilna 1 neodgovorna uporaba i1 upravljanje pesticidima, kao i njihova rezistentnost u
okolisu, dovode do stetnih posljedica za sve ¢lanove Zivotnih zajednica te oneciS¢enje tla, vode,
zraka, a §to utjeCe na proizvodnju hrane kontaminirane ksenobioticima. Postoji potreba za
razumno koriStenje agrokemikalija, kako predlazu protokoli odrzive zastite i fertilizacije
usjeva.? Trenutaéni trendovi su organski uzgoj, primjena biognojiva i bioloskih sredstava za

suzbijanje, konzervacijska obrada tla, precizna primjena pesticida ili uporaba nanopesticida.?®

5. Zakljucéak

Smanjenje upotrebe agrokemikalija pridonosi poboljSanju zdravlja i o¢uvanju kvalitete tla,
smanjenju oneciS¢enja voda i zraka, ocuvanju bioraznolikosti, smanjenju rizika od ozbiljnih
zdravstvenih oboljenja ljudi, boljoj kvaliteti poljoprivrednih proizvoda, te promicanju odrzive
poljoprivredne proizvodnje. Navedeni ciljevi bi trebali biti neupitni ne samo u primarnoj
poljoprivrednoj proizvodnji nego i u managementu visokoprofitabilnih korporacija, a u cilju

zaStite i razvoja zdravijeg i odgovornijeg ¢ovjecanstva.
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Sazetak

Brzi industrijski razvoj dovodi do stvaranja velikih koli¢ina otpada koji se ¢esto neadekvatno zbrinjava,
Sto rezultira njegovim nakupljanjem u prirodi i stvaranjem ozbiljnih ekoloskih problema. Jedno od
odrzivih rjeSenja je upotreba biorazgradljivih materijala, koji se uz pomo¢ mikroorganizama razgraduju
u okoliSu, ¢ime se smanjuje koli¢ina otpada koja ostaje u prirodi. Polimerni biorazgradljivi materijali,
poput termoplasticnog Skroba (TPS), polilaktida (PLA), polihidroksialkanoata (PHA) i
polikaprolaktona (PCL), isti¢u se svojom Sirokom primjenom, posebno u ambalaznoj industriji i
poljoprivredi, zahvaljujuéi svojoj sposobnosti prirodne razgradnje.

U ovom istrazivanju analizirana je biorazgradljivost navedenih polimera i njihovih mjeSavina
pracenjem promjene mase uzoraka tijekom 56 dana. PovrsSinske promjene materijala detaljno su
karakterizirane polarizacijskim mikroskopom. Rezultati su potvrdili da su svi analizirani materijali i
njihove mjesavine pokazali razliCite stupnjeve razgradnje tijekom ispitivanog perioda. TPS i njegove
mjeSavine zabiljezile su najbrzu razgradnju, §to se pripisuje njihovoj amorfnoj strukturi, dok su PLA i
njegove mjeSavine pokazale znac¢ajno sporiju razgradnju, $to je povezano s visokom kristalnos¢u i
strukturnom ¢vrsto¢om. Dobiveni rezultati naglasavaju utjecaj kemijskih i fizickih svojstava polimera
na njihov proces razgradnje te potvrduju vaznost biorazgradljivih materijala u rjeSavanju problema
plasti¢nog otpada.

Kljuéne rijeci: bioplimeri, biorazgradljivost, tlo, polarizacijski mikroskop

Abstract
The rapid industrial development leads to the generation of large amounts of waste that is often
improperly managed, resulting in its accumulation in the environment and causing serious ecological

problems. One sustainable solution to this issue is the use of biodegradable materials, which break down
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in the environment with the help of microorganisms, thereby reducing the amount of waste that remains
in nature. Polymer-based biodegradable materials, such as thermoplastic starch (TPS), polylactic acid
(PLA), polyhydroxyalkanoates (PHA), and polycaprolactone (PCL), are notable for their wide
application, particularly in the packaging industry and agriculture, due to their natural degradation
ability.
This study analysed the biodegradability of these polymers and their blends by monitoring the change
in sample mass over 56 days. Surface changes in the materials were thoroughly characterized using a
polarization microscope. The results confirmed that all analysed materials and their blends showed
varying degrees of degradation over the test period. TPS and its blends exhibited the fastest degradation,
which is attributed to their amorphous structure, while PLA and its blends showed significantly slower
degradation, which is linked to their high crystallinity and structural strength. The obtained results
highlight the impact of the chemical and physical properties of polymers on their degradation process
and confirm the importance of biodegradable materials in addressing the plastic waste problem.

Key words: biopolymers, biodegradability, soil, polarization microscope
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1. Uvod

Danas se polimeri i polimerni materijali Siroko koriste zbog svoje primjenjivosti u raznim
sektorima. Razvoj polimernih materijala znacajno je unaprijedio razliite gospodarske i
tehnoloSke grane. Polimeri su kemijski spojevi izgradeni od makromolekula, sastavljenih od
manjih jedinica nazvanih monomeri.! Polimeri se dijele na prirodne, odnosno biopolimere, koji
se sintetiziraju prirodnim bioloskim procesima, i sintetske polimere, koji nastaju preradom
prirodnih sirovina ili kemijskom sintezom.? Najzastupljeniji biopolimeri su prirodna guma,
prirodna koza, Skrob i celuloza. Sintetski polimeri se dobivaju procesom polimerizacije —
kemijskom reakcijom u kojoj se monomeri povezuju kovalentnim vezama u duge polimerne
lance. Ovi se materijali najviSe primjenjuju u ambalaZznoj industriji, ali 1 u mnogim drugim
granama. Medutim, oneciS¢enje koje uzrokuju sintetski polimeri predstavlja ozbiljan rizik za
ljude i1 okoli§ zbog njihove slabe biorazgradljivosti. U svrhu smanjenja negativnog utjecaja na
okoli§, sve se CeS¢e primjenjuju biorazgradljivi polimerni materijali, koji su odrzivija
alternativa konvencionalnim polimerima. Biorazgradnja je proces razgradnje materijala pod
utjecajem mikroorganizama, poput bakterija, gljiva i algi, te ovisi o brojnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi temperaturu, vlagu, vrstu materijala i prisutnost odredenih mikroorganizama.’
Biorazgradljivi polimerni materijali dobivaju se iz prirodnih izvora, Sto im omogucava
razgradnju u okoliSu. Njihova biorazgradljivost prvenstveno je uvjetovana strukturom i
sastavom polimera. Primjeri takvih materijala ukljucuju celulozu, termoplasti¢ni Skrob (TPS),
polilaktid (PLA) i polihidroksialkanoate (PHA).* Skrob je prirodni polimer koji biljke koriste
za pohranu energije, a jedan je od klju¢nih sastojaka ljudske prehrane, prisutan u namirnicama
poput rize, krumpira i kruha. Kemijski, Skrob je polisaharid sastavljen od dviju komponenata:
amiloze i amilopektina. Amiloza ima spiralnu strukturu, s po Sest glukoznih jedinica po zavoju,
dok je amilopektin razgranat, s bocnim lancima povezanima na glavnu strukturu a-(1,6)-
glikozidnim vezama, dok su glukozne jedinice unutar glavnog lanca povezane o-(1,4)-
glikozidnim vezama.> Da bi se $krob mogao koristiti kao polimerni materijal, mora se
modificirati. Kombinacijom s vodom i plastifikatorima, poput glicerola ili sorbitola, Skrob se
zagrijavanjem pretvara u biorazgradljivi polimer poznat kao termoplasti¢ni Skrob (TPS), koji
je prilagodljiv i obradiv pri poviSenim temperaturama, ¢ime dobiva svojstva sli¢na plastici.
PHA su prirodni polimeri koje proizvode mnogi mikroorganizmi, posebice bakterije. Ovisno o
broju atoma ugljika u monomernim jedinicama, PHA se dijele na kratkolanc¢ane (3-5 atoma

ugljika), srednjelanéane (6-14 atoma ugljika) i dugolancane (15 ili vise atoma ugljika).®
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Kratkolan¢ani PHA, poput polihidroksibutirata (PHB) i njegovih kopolimera (PHBV),
karakteriziraju krutost 1 krhkost. Srednjelancani PHA, kao $to je poli(3-hidroksiheksanoat),
imaju nizu vla¢nu ¢vrstocu, tocku taljenja 1 polukristalnu strukturu. Dugolanc¢ani PHA, poput
poli(3-hidroksioktadekaoata), rijetko se koriste u industriji zbog duljih bo¢nih lanaca koji
otezavaju njihovu primjenu. U proizvodnji dugolan¢anog PHA najvise sudjeluje Cupriavidus
necator, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, u srednjelanCanima Pseudomonas
oleovorans, a u kratkolan¢anima Azotobacter vinelandii, Alcaligenes latus, Escherichia coli.”
Proizvodnja PHA uglavnom se odvija fermentacijom uglji¢nih supstrata (poput glukoze i
saharoze) unutar stanica mikroorganizama. Ovisno o vrsti mikroorganizma i uvjetima uzgoja,
mogu se dobiti homo- ili kopoliesteri razli¢itih hidroksilalkanskih kiselina. Znacajan
istrazivacki fokus posljednjih godina usmjeren je na proizvodnju PHA iz otpadne biomase,
ukljucujuéi agroindustrijski otpad, §to smanjuje troskove proizvodnje i pomaze u rjeSavanju
problema zbrinjavanja takvog otpada. PHA polimeri imaju brojne prednosti, ukljucujuéi
izvanrednu biokompatibilnost, biorazgradljivost, te dobra toplinska i mehanicka svojstva.
Sastoje se od esterske veze izmedu karbonilne skupine jedne molekule i1 hidroksilne skupine
druge molekule.” PHA se mogu koristiti u plastiénim i gumenim proizvodima, biomedicinskim
uredajima, lijekovima, kozmetici, tekstilu 1 odje¢i. Medutim, visoka cijena PHA u usporedbi s
konvencionalnim plastikama, poput polietilena i1 polipropilena, predstavlja znacajan izazov.
Naime, cijena PHA moZe biti 6-8 USD po kilogramu, dok cijena konvencionalnih plastika
varira od 1-2 USD po kilogramu. Svojstva PHA mogu se dodatno poboljsati mijeSanjem s
drugim polimerima, kao $to su PLA, celuloza ili $krob.® PLA (polilaktid) je biopolimer koji se
sintetizira polimerizacijom mlijene kiseline, koja se dobiva fermentacijom biljnih izvora
poput kukuruznog Skroba ili Secerne trske. Ovaj polimer ima niz znacajnih prednosti, medu
kojima se izdvaja visoka ¢vrsto¢a, biokompatibilnost i ekoloSka prihvatljivost. Medutim,
njegova primjena ogranic¢ena je visokom cijenom u usporedbi s konvencionalnim plastikama.
PLA se sastoji od dva stereoizomera mlijecne kiseline: L-laktida i D-laktida, koji nastaju kao
produkti aktivnosti mikroorganizama. Koli¢ina D-laktida u PLA utjeCe na njegovu strukturu i
fizikalna svojstva. Ako je koncentracija D-laktida ve¢a od 6 %, PLA postaje amorfan, dok pri
manjoj koncentraciji od 6 % postaje polukristalni.” Stupan;j kristalizacije direktno utjece na
temperaturu taljenja i mehanicku ¢vrsto¢u PLA. S povecanjem udjela D-izomera, temperatura
taljenja PLA opada, Sto ima znaajan utjecaj na njegova termicka svojstva. Zbog svojih

slicnosti u obradi 1 svojstvima s konvencionalnim plastikama, PLA se Siroko koristi u
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industrijama poput pakiranja, 3D tiska i tekstilne industrije.PCL (polikaprolakton) je
biorazgradljiv polimer koji se proizvodi iz fosilnih goriva. Zbog svoje hidrofobnosti, PCL se
razgraduje vrlo sporo, $to mozZe potrajati i do godinu dana.'” Ima nisko taliste od oko 60 °C i nisku
temperaturu staklenog prijelaza od oko -60 °C, a karakterizira ga visoka topljivost i stabilnost. PCL
moze imati 1 kristalnu 1 amorfnu strukturu, a omjer tih podru¢ja moze se prilagoditi uvjetima
polimerizacije. PCL s ve¢im udjelom kristalnih regija ima vecu vlacnu ¢vrstocu, dok PCL s ve¢im
udjelom amorfnih regija pokazuje vecu fleksibilnost i elasticnost. Takoder, PCL ima nizu gustocu
u odnosu na druge polimere poput polipropilena i polietilena, §to ga ¢ini lakSim i jednostavnijim za
rukovanje. Mikroorganizmi razgraduju PCL u masne kiseline i karboksilne kiseline, ali stopa
razgradnje PCL-a je sporija u odnosu na PLA. U normalnim uvjetima, moZe pro¢i nekoliko godina
da bi se PCL potpuno razgradio. Takoder, PCL pokazuje dobru kompatibilnost s razli¢itim
materijalima. Moze se kombinirati sa Skrobom kako bi se smanjili troskovi i poboljsala
biorazgradljivost ili se koristi kao plastifikator za poli(vinil-klorid)."!

U ovom istrazivanju ispitivana je biorazgradljivost polimernih materijala u tlu tijekom 56 dana.
Uzorci su podvrgnuti FTIR-ATR analizama radi karakterizacije strukturalnih promjena, promatrani

su polarizacijskim mikroskopom, a takoder je mjereno smanjenje mase materijala tijekom razgradnje.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Materijali

Za izvodenje eksperimenta koriSteni su razliciti polimerni materijali, ukljucujuc¢i PCL, TPS,
PHA, PLA, te njihove mjeSavine: PLA/PHA, PCL/PHA 1 PHA/TPS, pripremljene u omjeru
50:50. Suspenzija inokulirana u tlo sastojala se od bakterija Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, kvasca Candida sp. 1 plijesni Aspergillus niger. Svi navedeni mikroorganizmi
pohranjeni su u Zavodu za industrijsku ekologiju, na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i

tehnologije Sveucilista u Zagrebu.

2.2. Metode rada

2.2.1. Priprema biopolimernih mjesavina

Biopolimeri 1 biopolimerne mjesavine koristeni u eksperimentu pripremljeni su na Zavodu za
inzenjerstvo polimera i polimernih materijala, Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije
SveuciliSta u Zagrebu. Za potrebe eksperimenta, polimerni filmovi su izrezani na dimenzije 1x1

cm, kako je prikazano u slici 1. Sastav polimera u masenom postotku naveden je u tablici 1.
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Slika 1 - Filmovi pripremljenih uzoraka biopolimernih materijala za provedbu procesa biorazgradnje:
a) PCL, b)TPS, ¢) PHA, d) PLA, ¢) PLA/PHA (50:50), f) PCL/PHA (50:50), g) PHA/TPS (50:50)
Fig. I - Films of prepared biopolymer material for biodegradation process: a) PCL, b) TPS, ¢) PHA,
d) PLA, e) PLA/PHA (50:50), f) PCL/PHA (50:50), g) PHA/TPS (50:50)

Tablica 1 - Sastav biopolimernih mjeSavina

Table 1 - Composition of biopolymer blends

Uzorak PCL, mas. % TPS, mas. % PHA, mas. % PLA, mas. %

PCL 100 / / /

TPS / 100 / /

PHA / / 100 /

PLA / / / 100
PLA/PHA / / 50 50
PCL/PHA 50 / 50 /
PHA/TPS / 50 50 /

2.2.2. Biorazgradnja biopolimernih mjesavina

Eksperimenti biorazgradnje biopolimernih materijala provedeni su u skladu s normama ISO
14855'21 ASTM D5338!3. Biorazgradnja biopolimera pratila se tijekom 56 dana na temperaturi
od 58 + 2 °C, pri ¢emu su uzorci biopolimera uzimani 7., 14., 28., 42. 1 56. dana. Tlo koriSteno
za biorazgradnju obogaceno je s 50 mL suspenzije mikroorganizama, koja je ukljucivala
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida sp. 1 Aspergillus niger. Ovi su
mikroorganizmi, prije postavljanja pokusa, uzgojeni na hranjivim podlogama, kako je

prikazano na slici 2. Bakterije (Pseudomonas aeruginosa i Bacillus subtilis) uzgajane su na
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hranjivom agaru na 37 °C tijekom 24 sata, dok su gljive (Candida sp. i Aspergillus niger)

uzgajane na malt agaru tijekom tri dana na temperaturi od 28 °C.

Slika 2 - Mikroorganizmi uzgojeni na hranjivim podlogama: a) Pseudomonas aeruginosa,
b) Bacillus subtilis, c) Candida sp. 1 d) Aspergillus niger
Fig. 2 - Microorganisms cultivated on nutrient media: a) Pseudomonas aeruginosa,

b) Bacillus subtilis, ¢) Candida sp., and d) Aspergillus niger

U svaki reaktor dodano je 300 g tla, nakon ¢ega su postavljeni uzorci biopolimera dimenzija
1x1 cm. Uzorci su pricvrs¢eni koncem 1 oznaceni papirnatim etiketama radi jednostavnijeg
identificiranja i uklanjanja, a zatim su prekriveni s dodatnih 300 g tla. Prije smjestanja reaktora
u termostat na 58 °C, svi su reaktori prekriveni folijom kako bi se o¢uvala optimalna vlaznost.
Tlo je svakodnevno ovlazivano deioniziranom vodom. Jednom tjedno, uzorci biopolimernih
materijala paZljivo su uklonjeni iz reaktora kako bi se sprije¢ilo njihovo oStecenje, te su
fotografirani i1 analizirani svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX50, Olympus Optical Co.
Ltd., Japan). Nakon analize, uzorci su isprani 70 % etanolom 1 deioniziranom vodom radi
uklanjanja organskih tvari i Cestica tla, a potom su suseni na zraku Cetiri dana prije vaganja.

Nakon suSenja, odredena je masa uzorka. Promjena mase izracunata je prema sljede¢em izrazu:

Am, % = (mo—mk) / mo * 100 [%] (1)

gdje je Az promjena mase, mo/g, masa prije biorazgradnje 1 mi/g, masa poslije biorazgradnje.
Na kraju eksperimenta, biopolimerni filmovi promatrani su pod polarizacijskim mikroskopom
pri uvecanju od 50x (Olympus BX53M opremljen polarizacijskim modulom i kamerom
Olympus SC50). Osim polarizacijskog mikroskopa, uzorci su analizirani FTIR-ATR
spektroskopijom (IrTracer-100, Shimadzu), ¢ime su omogucéena precizna mjerenja strukturnih

promjena biopolimernih materijala tijekom procesa biorazgradnje.
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3. Rezultati i rasprava
3.1. Biorazgradnja bioplimera
Na slikama 3-9 prikazane su fotografije biopolimera tijekom 56-dnevnog procesa

biorazgradnje u tlu. Na slici 3 prikazani su filmovi od PCL-a.

Slika 3 - Filmovi PCL-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i e) 56. danu biorazgradnje

Fig. 3 - PCL films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation
Na temelju ovih fotografija moze se uociti da su ve¢ nakon 7 dana rubovi PCL-a postali
nepravilniji. U 14. 1 28. danu uocava se difuzija boje unutar strukture PCL-a te njegova
postupna degradacija. Do znacajne razgradnje PCL-a dolazi u 42. i 56. danu biorazgradnje.
Na slici 4 prikazani su TPS filmovi tijekom 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu. Ve¢ nakon 7
dana vidljivi su znakovi biorazgradnje u obliku narusavanja strukture i promjene boje polimera. U
narednim danima, degradacija postaje sve intenzivnija, s ocitijim promjenama iste vrste. Crne
nakupine na biopolimeru predstavljaju zaostalo tlo koje nije bilo moguce ukloniti zbog vlage u

uzorku. Morfologija biopolimera igra klju¢nu ulogu u brzini razgradnje, pri ¢emu amorfna struktura
TPS-a dodatno poti¢e njegovu biorazgradnju.'4

Slika 4 - Filmovi TPS-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i ) 56. danu biorazgradnje
Fig. 4 - TPS films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation
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Na slici 5 prikazani su PHA filmovi nakon 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu. Tijekom
prvih 7 1 14 dana nisu zabiljezene vidljive promjene u obliku pukotina ili promjene boje. Prva
znacCajnija promjena opazena je nakon 28 dana, kada se uocava blago naruSavanje povrsine
polimera. Nakon 42. dana procesa vidljive su izrazenije promjene PHA filmova, uz vidljivo
ostecenje povrSinske strukture. Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da se PHA

relativno sporo razgraduje u tlu, §to se pripisuje krutosti biopolimernog materijala.'>

Slika 5 - Filmovi PHA-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i ) 56. danu biorazgradnje
Fig. 5 - PHA films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation
Na slici 6 prikazani su PLA filmovi tijekom 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu. Tijekom
prvih 7, 14 1 28 dana nisu uocene znacajne promjene u strukturi biopolimera. Blage promjene
u izgledu PLA filma postale su vidljive tek nakon 42 dana. Na temelju ovih rezultata moze se
zakljuciti da je PLA izrazito sporo biorazgradljiv u tlu. Sporu razgradnju ovog materijala
prvenstveno uzrokuje njegova kristalna struktura, koja materijalu daje visoku krutost 1

¢vrstoéu, znacajno otezavajuéi prirodne procese razgradnje u okolisu. "

Slika 6 - Filmovi PLA-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i ¢) 56. danu biorazgradnje
Fig. 6 - PLA films at: a) day 7, b) day 14, c¢) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation
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Na slici 7 prikazani su PLA/PHA filmovi tijekom 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu.
Tijekom prvih 7, 14, 28 1 42 dana nisu zabiljeZene znaCajne promjene, a biopolimer zadrzava
izgled gotovo identian pocetnom stanju prije biorazgradnje. Tek nakon 56 dana uocava se
blaga promjena boje, Sto ukazuje na pocetak razgradnje. Ovi rezultati sugeriraju da je
PLA/PHA relativno otporan na biorazgradnju u usporedbi s prethodno analiziranim

biopolimerima te da mu je potrebno dulje vrijeme za znacajniju razgradnju.'*

a h C

Slika 7 - Filmovi PLA/PHA-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i e) 56. danu biorazgradnje
Fig. 7—- PLA/PHA films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation

Na slici 8 prikazani su PCL/PHA filmovi tijekom 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu. Vec
nakon 7 dana uocena je blaga promjena boje, dok su se nakon 14 dana poceli pojavljivati
znakovi narusavanja strukture mjesSavine biopolimera, osobito izrazeni na rubovima materijala.
U razdoblju od 28., 42. 1 56. dana zabiljeZena je znaCajna razgradnja, Sto se ocituje u

progresivnom raspadanju biopolimera.

Slika 8 - Filmovi PCL/PHA-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i e) 56. danu biorazgradnje
Fig. 8 — PCL/PHA films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation
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Na slici 9 prikazani su PHA/TPS filmovi tijekom 56-dnevnog procesa biorazgradnje u tlu. Veé
nakon prvih 7 dana uocCeno je gotovo potpuno raspadanje mjeSavine biopolimera, a daljnji
prikazi potvrduju nastavak razgradnje tijekom cijelog razdoblja biorazgradnje. Ovi rezultati
jasno ukazuju na vrlo brzu razgradnju PHA/TPS mjeSavine u tlu. Brzina razgradnje pripisuje

se prisutnosti TPS-a, ¢ija amorfna struktura zna¢ajno ubrzava proces biorazgradnje. '

b c

a

Slika 9 - Filmovi PHA/TPS-a u: a) 7., b) 14., ¢) 28., d) 42. i e) 56. danu biorazgradnje
Fig. 9— PHA/TPS films at: a) day 7, b) day 14, c) day 28, d) day 42, and e) day 56 of biodegradation

3.2. Analiza povrsine biopolimera svjetlosnim i polarizacijskim mikroskopom

Mikroskopska analiza pomocu svjetlosnog mikroskopa provedena je prije uklanjanja organskih tvari
s povrSine biopolimernih uzoraka. Cilj analize bio je uoc€iti formiranje biofilma na povrsini materijala.
Formiranje biofilma predstavlja prvi 1 klju¢ni korak u procesu biorazgradnje bioplastike u tlu, a
njegova prisutnost smatra se izuzetno poZeljnom za uéinkovitu razgradnju biopolimera.'é Na slici 10

prikazan je biofilm stvoren na povrSini biopolimera PCL-a nakon 7 dana razgradnje.

[ 4

Slika 10 - Prikaz formiranja biofilma na povrsini PCL-a nakon 7 dana biorazgradnje, snimljen
opti¢kim mikroskopom pri povecanju od 100x
Fig. 10 - Depiction of biofilm formation on the surface of PCL after 7 days of biodegradation,

captured using an optical microscope at 100x magnification
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Nakon analize biopolimera svjetlosnim mikroskopom, organske necistoée uklonjene su s
povrsine uzoraka primjenom odgovaraju¢ih postupaka, a povrSina biopolimera zatim je
promatrana pod polarizacijskim mikroskopom. Polarizacijski mikroskop omogucio je
precizniji uvid u strukturalne karakteristike povrSine biopolimera, ukljucujuéi eventualne
kristalne ili amorfne regije. Na slikama 11 do 14 prikazane su mikroskopske slike ispitivanih
biopolimera i njihovih mjeSavina nakon 7., 28. i 56. dana procesa biorazgradnje. Dobiveni
rezultati potvrduju zapazanja s makroskopskih slika opisanih u poglavlju 3.1. Konkretno, kod
PCL-a 1 TPS-a (slika 11) uocena je pojava pukotina i nepravilnih rubova, §to ukazuje na

strukturna narus$avanja biopolimera.

d
Slika 11 - Filmovi PCL-a (lijevo) i TPS-a (desno) u: a) 0., b) 7., ¢) 28. i d) 56. danu biorazgradnje
slikano polarizacijskim mikroskopom, P = 50%
Fig. 11 — PCL (left) and TPS (right) films at: a) 0, b) 7, ¢) 28, and d) 56 days of biodegradation,

captured using a polarizing microscope, P = 50x

Ovi procesi povezani su sa smanjenjem molekulske mase biopolimera uslijed
biorazgradnje.!” Na povrsini TPS-a vidljive su bijele naslage koje predstavljaju kolonije
mikroorganizama. Ovi mikroorganizmi proizvode enzime sposobne razgraditi strukturu
TPS-a, ¢ime dodatno pridonose procesu biorazgradnje.'® Mikroskopske slike prikazane na
slici 12 (lijjevo) ukazuju na promjene na povrSini PHA biopolimera nakon 28 dana
biorazgradnje, dok su znacajnije promjene zabiljeZzene nakon 56 dana, kada je doSlo do

naruSavanja strukture materijala.
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Slika 12 - Filmovi PHA-a (lijevo) i PLA-a (desno) u: a) 0., b) 7., ¢) 28. i d) 56. danu biorazgradnje
slikano polarizacijskim mikroskopom, P = 50%
Fig. 12— PHA (left) and PLA (right) films at: a) 0, b) 7, ¢) 28, and d) 56 days of biodegradation,

captured using a polarizing microscope, P = 50x

S druge strane, kod biopolimera PLA (slika 12 desno) i mjesavine PLA/PHA (slika 13 lijevo)
nisu uocene znacajne promjene na povrSini uzoraka. To se pripisuje njihovoj kristalnoj
strukturi, koja pruza visoku &vrstoéu i otpornost na razgradnju u tlu.'* Za razliku od PLA/PHA
mjesSavine, mjeSavine PCL/PHA (slika 13 desno) i PHA/TPS (slika 14) pokazale su brzo

razgradnju u tlu. U oba slucaja, jasno je uoc¢eno narusavanje strukture biopolimera.

Slika 13 - Filmovi PLA/PHA (lijevo) i PCL/PHA (desno) u: a) 0., b) 7., ¢) 28. i d) 56. danu
biorazgradnje slikano polarizacijskim mikroskopom, P = 50x
Fig. 13 —PLA/PHA (left) and PCL/PHA (right) films at: a) 0, b) 7, ¢) 28, and d) 56 days of

biodegradation, captured using a polarizing microscope, P = 50x
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Slika 14 - Filmovi PHA/TPS u: a) 0., b) 7., ¢) 28. i d) 56. danu biorazgradnje
slikano polarizacijskim mikroskopom, P = 50x
Fig. 14— PHA/TPS films at: a) 0, b) 7, ¢) 28, and d) 56 days of biodegradation,

captured using a polarizing microscope, P = 50x

3.3. Promjena mase biopolimera tijekom biorazgradnje

Nakon provedene analize svjetlosnim i polarizacijskim mikroskopom, uzorci biopolimera
vagani su na analitickoj vagi, a promjena mase izracunata je prema formuli 1. U tablici 2
prikazana je promjena mase (Am / %) svih ispitivanih uzoraka nakon 7., 14., 21., 28.,42. 1 56.
dana biorazgradnje. Na temelju promjene mase, rezultati ukazuju da uzorci koji sadrze PLA
(PLA 1 PLA/PHA) pokazuju minimalne promjene mase tijekom procesa. To sugerira da se
PLA vrlo sporo razgraduje, §to se moze pripisati njegovoj kristalnoj strukturi koja otezava
enzimima pristup hidrolizabilnim vezama. Nasuprot tome, kod ostalih biopolimera zabiljezene
su znacajnije promjene mase, Sto ukazuje na naruSavanje njihove strukture i smanjenje
molekulske mase. Niza molekulska masa polimera olakSava proces biorazgradnje jer manji
polimerni lanci pruZzaju vecu povrSinu za interakciju s enzimima koji sudjeluju u razgradnji.
To omogucuje brzi pristup enzima hidrolizabilnim vezama, ubrzavajuci proces. Suprotno tome,
polimeri s visokom molekulskom masom mogu ograniciti dostupnost enzimskih aktivnih
mjesta 1 otezati transport molekula u unutraSnjost polimera, ¢ime se usporava proces
biorazgradnje.'” Kod TPS-a je zabiljezena znacajnija promjena mase, $to se pripisuje amorfnoj
strukturi TPS-a, koja zna¢ajno ubrzava biorazgradnju.'> Analiza mase PHA-a pokazala je da je
znacajnija promjena mase nastupila nakon 42. dana, $to je u skladu s prethodnim rezultatima

koji ukazuju na relativno sporu razgradnju ovog biopolimera u poc¢etnim fazama biorazgradnje.

177



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:
ZASTITA OKOLISA/ENVIRONMENTAL PROTECTION

Tablica 2 - Promjena mase ispitivanih filmova biopolimera tijekom 56 dana biorazgradnje

Table 2 - The mass change of tested biopolymer films during 56 days of biodegradation

Am/ %
ALK 7. dan 14. dan 28. dan 42. dan 56. dan
PCL 23,05 28,58 39,66 48,32 92,74
TPS 56,44 67,20 75,26 81,48 95,75
PHA 3,29 5,71 9,67 28,07 46,78
PLA 0,53 0,24 1,80 1,61 4,06
PLA/PHA 1,25 1,73 391 4,62 5,51
PCL/PHA 5,74 12,16 22,68 41,43 57,33
PHA/TPS 22,40 35,64 41,51 49,06 59,77
4. Zakljucak

Na temelju provedenih analiza i dobivenih rezultata, zakljueno je da su svi ispitivani
biopolimeri 1 njihove mjeSavine podlozni razgradnji, pri ¢emu dinamika razgradnje varira
ovisno o njihovim strukturnim svojstvima. Opti¢ka mikroskopija jasno pokazuje sporiju
razgradnju kod biopolimera koji sadrze PLA 1 PHA, kao i njihovih mjeSavina (PLA/PHA), Sto
se pripisuje visokoj kristalnosti i krutosti PLA te krutosti PHA, svojstvima koja znac¢ajno
usporavaju proces biorazgradnje. Suprotno tome, polimeri s PCL-om i TPS-om pokazuju brzu
razgradnju, $to se moZe objasniti njihovim povoljnijim svojstvima, poput amorfne strukture
TPS-a i elasticnosti PCL-a. Ovi rezultati potvrdeni su analizom smanjenja mase tijekom
biorazgradnje, gdje su PCL 1 TPS zabiljezili najvece gubitke mase, dok su PLA i PHA pokazali
minimalne promjene, $to dodatno ukazuje na njihovu otpornost na razgradnju. Istrazivanje
naglaSava znacaj biorazgradivih polimernih materijala, koji zbog svoje ekoloske prihvatljivosti
1 biorazgradivosti predstavljaju odrZivo rjeSenje za smanjenje negativnog utjecaja plastike na
okoli$. Ovi materijali mogu igrati klju¢nu ulogu u globalnim naporima za smanjenje plasti¢nog

otpada 1 zaStitu okoliSa.
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Popis kratica i simbola

PCL - polikaprolakton (engl. policaprolactone)

TPS - termoplasticni skrob (engl. termoplastic starch)

PHA —

polihidroksialkanoat (engl. polihydroxyalkanoates)

PLA - polilaktid (engl. polylactide)

Am - gubitak mase (engl. mass loss)
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SaZetak

Tlo je neobnovljiva sastavnica okolisa, kljucna za sve oblike Zivota na ovom planetu. Nafta je najcesce
koristeno fosilno gorivo koje se sastoji od razliCitih ugljikovodika. Brzi rast industrijskih,
poljoprivrednih i komunalnih aktivnosti, zajedno s globalnim rastom stanovnistva, doveo je do velike
potraznje za naftnim derivatima. OneciS¢enje tla naftom iz razli€itih izvora naruSava ekosustave,
oneciS¢uje vodu, Steti ljudskom zdravlju i smanjuje poljoprivrednu proizvodnju. Tehnologija
bioremedijacije prepoznata je kao ucinkovita, sigurna i ekonomski prihvatljiva tehnika sanacije tla.
Mikroorganizmi izloZeni naftnom onecis¢enju razvili su mehanizme prilagodbe kako bi prezivjeli u
stresnom okruzenju te u¢inkovito razgradili onec¢i§¢enje. Izolacijom specificnih mikrobnih kultura koje
imaju sposobnost razgradnje naftnih ugljikovodika moze se poveéati u¢inkovitost biorazgradnje. Medu
mikroorganizmima koji iskoriStavaju naftne ugljikovodike, bakterije se smatraju najaktivnijima i
najvaznijima. U ovom radu u uzorcima tla (T1 1 T2) one¢iS¢enih naftom pracena je brojnost bakterijskih
kultura preko ukupnog broja zivih stanica (eng. CFU-Colony Forming Units) i odredivana je pH-
vrijednost u periodu od 28 dana. Identifikacija i probir bakterijskih kultura proveden je na selektiranim
izolatima. Karakterizacija bakterijskih izolata je provedena mikrobioloskim i MALDI-TOF analizama.

Rezultati pokazuju da je u tlima oneciS¢enima naftom prisutna mikrobna zajednica iz rodova
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Lysobacter, Bacillus, Cupriavidus, Pseudomonas 1 Novosphingobium. 1dentifikacija i probir bakterija
sa sposobnoS¢u razgradnje ugljikovodika predstavljaju obecavajuée rjeSenje za poboljSanje
ucinkovitosti 1 odrzivosti bioremedijacije.

Kljucne rijeci: naftno oneciséenje, tlo, identifikacija, probir, bakterijski izolati

Abstract

Soil is a non-renewable component of the environment and is essential for all life forms on this planet.
Oil is the most commonly used fossil fuel, consisting of various hydrocarbons. The rapid increase in
industrial, agricultural and municipal activities, together with global population growth, has led to a
high demand for petroleum products. Soil contamination by oil from various sources disrupts
ecosystems, contaminates water, harms human health and reduces agricultural productivity.
Bioremediation technology is recognized as an effective, safe and economical soil remediation
technique. Microorganisms exposed to oil contamination have developed adaptive mechanisms to
survive in a stressful environment and achieve high biodegradation rates. By isolating specific microbial
cultures that can degrade petroleum hydrocarbons, the efficiency of biodegradation can be increased.
Among the microorganisms that utilise petroleum hydrocarbons, bacteria are considered to be the most
active and important. In this study, the number of bacterial cultures was monitored by colony forming
units (CFU) in oil-contaminated soil samples (T1 and T2) and the pH-value was determined over a
period of 28 days. The identification and screening of bacterial cultures was carried out on selected
isolates. The bacterial isolates were characterized by microbiological and MALDI-TOF analyses. The
results showed that a microbial community from the genera Lysobacter, Bacillus, Cupriavidus,
Pseudomonas and Novosphingobium was present in oil-contaminated soils. The identification and
screening of hydrocarbon-degrading bacteria is a promising solution to improve the effectiveness and
sustainability of bioremediation.

Key words: oil contamination, soil, identification, screening, bacterial isolates
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1. Uvod

Intenzivan industrijski razvoj te eksponencijalni rast stanovniStva doveli su do globalnog
povecanja potrebe za energijom. Usprkos naporima da se konvencionalna fosilna goriva
zamjene odrzivim izvorima energije, danas su nafta i naftni proizvodi jos$ uvijek jedni od
dominantnih izvora.! Uz neosporan negativan utjecaj na klimatske promjene, eksploatacija,
prerada i koriStenje nafte negativno utjecu 1 na ostale sastavnice okoliSa, ponajvise na tlo 1
podzemne vode.? Brojne gospodarske, ekoloske i socioloske funkcije tla neophodne su za Zivot
kakav poznajemo, stoga je vazno ocuvanje ovog izrazito vaznog neobnovljivog resursa.’ Do
oneciS¢enja tala naftom i naftnim proizvodima moze do¢i u razli¢itim djelatnostima i
industrijama, a posebice u naftnoj industriji.* Tlo onei¢eno naftnim ugljikovodicima
doprinosi nestajanju staniSta i ekosustava, onecis¢enju podzemnih voda, smanjenju povrSina
za poljoprivrednu proizvodnju, degradaciji tla te ima negativan utjecaj na zdravlje ovjeka.>>?
Danas postoje brojne remedijacijske tehnologije ¢iji je cilj vracanje oneciS¢enih lokacija u
stanje prije onec¢iéenja.® Postupak bioremedijacije istaknuo se kao siguran za okoli§, u¢inkovit
i ekonomski prihvatljiv u sanaciji one¢i$éenog tla.> Bioremedijacija tla temelji se na
metabolickim sposobnostima mikroorganizama koji mogu transformirati i bioloski razgraditi
oneciSéenje u okolisu.” Nafta je slozena smjesa raznovrsnih spojeva koji razli¢ito podlijezu
biorazgradnji.®® Mikroorganizmi uinkovitije i brze razgraduju ugljikovodike s jednostavnom
strukturom i manjom molekulskom masom, dok su ugljikovodici s kompleksnijom strukturom,
kao $to su policikli¢ki aromatski ugljikovodici s Cetiri ili pet prstena, teZe biorazgradivi pa je
za ucinkovitu bioremedijaciju potreban raznolik i1 brojan mikrobni konzorciji s razliitim
bakterijskim sojevima i enzimima.”! Bioremedijacija se provodi bioaugmentacijom tla
ciljanim sojevima sa sposobnos¢u razgradnje oneciS¢enja, u obliku komercijalno dostupnih
bakterijskih preparata ili autohtonim bakterijskim sojevima izoliranim iz naftom oneci§¢enog
tla.!''1* Tako oneéiSéenje tla naftom uniStava stanista i ekosustave te predstavlja stresne uvjete
za biljke, Zivotinje te mikrobnu zajednicu prirodno razvijenu u tlu, odredeni mikroorganizmi
razvili su mehanizme prilagodbe na novonastale uvjete te ucinkovito prezivljavaju u okolisu
onecis¢enom naftnim ugljikovodicima.”! Mikrobna zajednica ima potencijal za u¢inkovitu
razgradnju oneciS¢enja putem svojih metabolickih procesa u svrhu iskoriStenja kao izvora
energije za rast i razvoj.* Stoga nakon podetnih stresnih uvjeta i smanjenja mikrobne zajednice
uslijed oneciS¢enja, u tlu zapoCinje oporavak 1 povecanje brojnosti specificnih

mikroorganizama. Zbog moguénosti prezivljavanja u stresnom okoliSu te zbog visoke
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ucinkovitosti u biorazgradnji oneciS¢enja, upravo bakterijski sojevi prirodno prisutni u tla
onecis¢enom naftnim ugljikovodicima predstavljaju potencijal za ucinkovitu bioremedijaciju.
Bioremedijacija tla kompleksan je proces u kojem dolazi do interakcije mikroorganizama, tla i
oneciscéenja, stoga je za ucinkovito pro¢is¢avanje, uz neophodnu mikrobnu zajednicu, potrebno
osigurati 1 niz drugih okoli$nih faktora kao $§to su aerobni uvjeti, dostupnost onecis¢enja
mikroorganizmima, hranjive tvari, optimalna vlaznost, temperatura te pH-vrijednost.'’

U ovom radu provedena je identifikacija i probir bakterijskih kultura izoliranih iz naftom

onecis¢enog tla, a u svrhu potencijalne buduce primjene u bioremedijaciji.

2. Eksperimentalni dio

2.1. Tlo

U radu su koriStena dva realna uzorka tla onecis¢ena naftnim ugljikovodicima, oznacena T1 i
T2, dobivena od hrvatske tvrtke specijalizirane za gospodarenje otpadom i zastitu okolisa.
Uzorkovano je po 2 kg reprezentativnog uzorka tla koji su pohranjeni u plasti¢ne boce i ¢uvani
pri temperaturi od 4 °C do podetka eksperimenta.'> Uzorak tla T1 je slabo vezani glinoviti silt,
tamnosmede boje i izrazajnog mirisa naftnih ugljikovodika. Uzorak tla T2 je siltni pijesak,
srednje plastinosti 1 srednje konzistencije, smede-crvene boje 1 bez izrazajnog

ugljikovodi¢nog mirisa.

2.2. Mikrobioloska i MALDI-TOF analiza

MikrobioloSka analiza tla oneciS¢enog sirovom naftom provedena je pripravom suspenzije u
Erlenmeyerovoj tikvici od 300 mL sa Slifom koja je sadrzavala 15 g oneciS¢enog dobro
homogeniziranog tla i 135 mL mineralnog medija.'® Eksperiment je proveden na rotacijskoj
tresilici (Heidolph unimax 1010, Heidolph inkubator 1000, Njemacka) pri 150 o min™! i
temperaturi od 25 °C u periodu od 28 dana. Kako bi se osigurali aerobni uvjeti jednom dnevno
se Erlenmeyerova tikvica mijeSala 2 sata pri 180 o min' bez §lifa. U uzorku suspenzije
provedeno je neizravno odredivanje ukupnog broja Zivih stanica (CFU)!” i pH-vrijednosti
(pH elektroda Sentix® 940, WTW, Multi 3430, Njemacka). Nacijepljene Petrijeve zdjelice s
hranjivim agarom (Biolife) stavljene su na inkubaciju pri 37 °C tijekom 2448 h. Za procis¢ene
1 izolirane kulture provedeno je bojanje po Gramu i1 Schaeffer-Fultonu te su provedena
morfoloSka karakterizacija (Olympus BX50, ZEN Blue 2.5; Tokyo, Japan) i biokemijski
testovi pomocu API 20E i API 50CH (BioMérieux, North Ryde, NSW, Australia).!”
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Identifikacija bakterijskih izolata provedena je MALDI-TOF masenom spektrometrijom. Na
MALDI metu je nanesen uzorak (pojedinacna kolonija bakterijske monokulture) i na njega je
stavljena matrica (otopina a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline u 50 % acetonitrila i 2,5 %
trifluorooctene kiseline). Bakterije su identificirane primjenom MALDI-TOF spektrometrije
masa koriste¢i Microflex LT spektrometar masa i MALDI Biotyper Compass HT 5.1 racunalni

program.

3. Rezultati i rasprava

3.1. Mikrobioloska i MALDI-TOF analiza

Tijekom eksperimenta u uzorcima tla (T1 1 T2) oneciS¢enih naftnim ugljikovodicima prac¢ena
je brojnost bakterijskih kultura preko ukupnog broja Zivih stanica (CFU) i odredivana je
pH-vrijednost (slika 1).

10
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|
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log CFU/g - 24 h log CFU/g - 48 h pH
T1 mT2

Slika 1 — Rezultati analize ukupnog broja Zivih stanica (CFU) nakon 24 h i 48 h inkubacije
i pH-vrijednost ispitivanog sustava
Fig. 1 — Results of the analysis of the total number of viable cells after 24 h and 48 h of incubation
and the pH value of the tested system

Rezultati pokazuju da je u 24. i 48. satu log CFU g'! iznosio 7,811 9,06 te 5,811 6,84 za T1 i

T2. Navedene vrijednosti ukazuju da se broj bakterijskih kultura pove¢ao u oba uzorka u
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prosjeku za 14,5 %. Brojnost bakterijske populacije u one¢is¢enom tlu dokaz je prilagodbe
bakterijskih kultura i ukazuje na njihovu sposobnost metaboliziranja prisutnog oneéiséenja. '
Zarast i razmnoZzavanje vec¢ine heterotrofnih bakterija optimalna vrijednost pH krece se izmedu
6,0 i 8,0.2° U oba eksperimenta vrijednost pH iznosila je 6,5 $to odgovara optimalnim
okolisnim uvjetima za u¢inkovitu bioremedijaciju.! Izolati koji su u¢inkovito prezivljavali na
naftnom supstratu tijekom 28 dana eksperimenta odabrani su za daljnje morfoloske i
biokemijske testove i identifikaciju. U tablici 1 prikazani su rezultati 9 bakterijskih izolata
prema morfoloskim karakteristikama kolonija i karakteristikama stanica. Odredivanje
morfologije kolonija jedan je od pocetnih koraka u identifikaciji i1 karakterizaciji
mikroorganizama. Nadalje, rezultati pokretljivosti te postupka bojanja po Gramu i Schaffer-

Fultonu vazni su za dobivanje dodatnih informacija o karakteristikama stanica s ciljem poblize

identifikacije istrazivanih mikroorganizama.

Tablica 1 — Rezultati morfoloskih analiza bakterijskih izolata

Table 1 — Results of morphological analysis of the isolates

KARAKTERISTIKE KOLONIJA KARAKTERISTIKE STANICA
Uzorak a0 A Bojanje po
tla Izolat Boja Morfolosk}.ugled Pokretljivost Bojanje po Schaeffer-
kolonija gramu
Fultonu
Al mh.]_ecno okrugle, prav1lr}€)g ruba, n G+ sporogene
T1 bijela srednje veli¢ine
mlije¢no okrugle, nepravilnog
S + -
B1 bijela uba G nesporogene
mlije¢no blago ispupcene,
A2 7uta okrugle, pravilnog ruba ) G- fiesporogene
T2 B2 mh.]_ecno ispupcene, okrugle, n G- nesporogene
bijela pravilnog ruba
C2 zuta boja okrugle, pravilnog ruba + G- nesporogene

S ciljem daljnje identifikacije proveden je niz biokemijskih testova ¢iji su rezultati prikazani u
tablici 2. Svi 1zolati pozitivni su na katalaza test Sto ukazuje da sadrze enzim katalazu. Osim §to je
klju€an za zastitu stanice, enzim katalaza proizvodi vodu i kisik koji su neophodni za metabolizam
aerobnih mikroorganizama i biorazgradnju one¢is¢enja.?! Veéina izolata (B1-C2) pozitivna je na
enzim oksidazu koji je vaZan za implementaciju atmosferskog kisika kao elektron akceptora u
metabolizmu mikroorganizama. Upravo je aktivacija 1 uvodenje kisika prvi korak u razgradnji
naftnog oneciséenja u okolisu.'® Enzim nitratna reduktaza ima ulogu u procesu denitrifikacije, a
pozitivan je za izolate A2 i B2.? Ispitivanje enzima B-galaktozidaze hidrolizom supstrata o-

nitrofenil-p-D-galaktopiranozida kljucan je 1 za hidrolizu laktoze u reakcijama sinteze galakto-
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oligosaharida, a dobiven je pozitivan rezultat za izolate A1 i C2.% Izolat A1 pozitivan je na testove

celobioza i1 maltoza, a koji ukazuju na fermentaciju celobioze i hidrolizu maltoze pomocu enzima

maltaze kod bakterija roda Bacillus>**> Test nastajanja acetoina, koji je bitan za mikrobnu

fermentaciju i metaboli¢ke procese pozitivan je kod svih 5 izolata.? Izolati Al i A2 sadrze

zelatinazu, koja omogucuje mikroorganizmima razgradnju Zelatine na manje polipeptide, peptide

i aminokiseline koje mogu pro¢i kroz stani¢nu membranu.?’

Tablica 2 — Rezultati biokemijskih analiza izolata

Table 2 — Results of biochemical analysis of the isolates

QLzars Izolat Katalaza Oksidaza Nitratna B- . Celobioza Maltoza Nastaj ANE 7 elatinaza
tla reduktaza  galaktozidaza acetoina
Al + - - + + + + +
T Bl + + - - / / + -
A2 + + + - / / + +
T2 B2 + + + - / / + -
C2 + + - + / / + -
pozitivan test (+); negativan test (-); test nije proveden (/)
Al
Bl

Slika 2a — Maseni spektri analiziranih bakterijskih izolata dobivenih MALDI-TOF analizom za T1

Fig. 2a — Mass spectra of analysed bacterial isolates by MALDI- TOF analysis for T1
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A2

B2

c2

Slika 2b — Maseni spektri analiziranih bakterijskih izolata dobivenih MALDI-TOF analizom za T2
Fig. 2b — Mass spectra of analysed bacterial isolates by MALDI- TOF analysis for T2
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MALDI-TOF analizom dobivena je konacna identifikacija mikroorganizama. Kao rezultat
analize dobiveni su spektri koji su karakteristi¢ni za odredene mikroorganizme (slike 2a i 2b).
Izlazna vrijednost MALDI Biotypera, izracunata usporedbom referentnog spektra u bazi i
spektra dobivenog za ispitivani nepoznati uzorak je vrijednost logaritamskog zapisa
(log(score)) koja se kre¢e u rasponu 0,00-3,00 i predstavlja vjerojatnost ispravne identifikacije
uzorka. Kako je prikazano slikom 2a., izolat A1 identificiran je kao bakterija iz roda Bacillus
s rezultatom vrijednosti logaritamskog zapisa 2,03 koja predstavlja visoku pouzdanost
identifikacije. Izolat B1 je bakterija iz roda Pseudomonas s vrijednosti logaritamskog zapisa
1,98 uz nisku pouzdanost identifikacije. Prema masenim spektrima na slici 2b, izolat A2 je
identificiran kao bakterija iz roda Lysobacter, pri ¢emu log(score) iznosi 1,99, a sama
vrijednost predstavlja nisku pouzdanost identifikacije. Izolat B2 je bakterija iz roda
Cupriavidus pri ¢emu log(score) iznosi 2,09 $to predstavlja visoku pouzdanost identifikacije,
dok je izolat C2 identificiran kao bakterija iz roda Novosphingobium, vz logaritamsku

vrijednost 2,03 (visoka pouzdanost identifikacije).

4. Zakljucak

1z tla oneciS¢enog naftnim ugljikovodicima izolirane su prirodno prisutne bakterijske kulture.
Probir specificnih izolata s potencijalom za buducu primjenu u bioremedijaciji napravljen je
temeljem provedenih mikrobioloSkih, morfoloskih i biokemijskih testova. Biokemijski testovi
imaju kljuénu wulogu u odredivanju prisutnosti specificnih enzima koje proizvode
mikroorganizmi, a koji imaju znacajnu ulogu u biorazgradnji ugljikovodika. Identificirani
izolati su iz rodova Bacillus, Pseudomonas, Lysobacter, Cupriavidus 1 Novosphingobium sa
sposobnoS¢u prezivljavanja u tlu oneciS¢enom naftnim ugljikovodicima. Sadrzaj Sirokog

spektra enzima ove izolate €ini resursom za povecanje ucinkovitosti procesa bioremedijacije.
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SaZetak

Virus SARS-CoV-2 uzrokuje bolest COVID-19 ¢ije su epidemije ¢este na djecjim odjelima i domovima
za starije. On je Cest uzro¢nik bolnickih infekcija, posebice kod osoba oslabljenog imunoloskog sustava.
Mnogi COVID-19 pacijenti koji su obolijevali od pneumonije, lijeeni su pomo¢u mehanicke
ventilacije. Posljedica mehani¢ke ventilacije moze biti koinfekcija bakterijom Acinetobacter
baumannii. Cilj rada je dokazati rasprostranjenost bakterije Acinetobacter baumannii na bolnickim
odjelima i njezin utjecaj na smrtnost pacijenata starijih od 55 godina. U prvom su dijelu eksperimenta
analizirani podaci hospitaliziranih pacijenata dok se u drugom ispituje otpornost bakterije na pojedine
antibiotike. Vec¢ina SARS-CoV-2 pacijenata s A. baumannii koinfekcijom umrli su tijekom
hospitalizacije te su bolovali od pneumonije. Zakljucili smo da su intubirani pacijenti s pozitivnim
SARS-CoV-2 PCR testom ¢esce obolijevali od 4. baumannii koinfekcije zbog oslabljenog imuniteta te
da je smrtnost pacijenata s A. baumannii koinfekcijom veca nego kod pacijenata bez navedene
bakterijske koinfekcije.

Kljucne rije¢i: COVID-19, pneumonija, kontaminacija, Acinetobacter baumannii, smrtnost

Abstract

The SARS-CoV-2 virus causes the disease COVID-19, whose epidemics are common in children's
wards and homes for the elderly. It is a frequent cause of hospital infections, especially in people with
a weakened immune system. Many COVID-19 patients who developed pneumonia were treated with
mechanical ventilation. The consequence of mechanical ventilation can be co-infection with the

Acinetobacter baumannii bacterium. The aim of the work is to prove the prevalence of the bacterium
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Acinetobacter baumannii in hospital wards and its influence on the mortality of patients over 55 years
of age. In the first part of the experiment, the data of hospitalized patients were analyzed, while in the
second, the resistance of bacteria to certain antibiotics was tested. The majority of SARS-CoV-2
patients with 4. baumannii co-infection died during hospitalization and suffered from pneumonia. We
concluded that intubated patients with a positive SARS-CoV-2 PCR test were more likely to suffer from
A. baumannii co-infection due to weakened immunity and that the mortality of patients with
A. baumannii co-infection was higher than in patients without said bacterial co-infection.

Key words: COVID-19, pneumonia, contamination, Acinetobacter baumannii, mortality
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1. Uvod

Krajem 2019. godine teSko zaustavljivi virus poceo se Siriti svijetom. Osim §to je uzrokovao
velike promjene u drustvu (drzanje distance, noSenje medicinskih maski, redovna upotreba
dezinfekcijskih sredstava i sl.), mnogi ga smatraju glavnim razlogom povecanja smrtnosti u
posljednjih 5 godina.!? No, je li to zapravo istina? Rije¢ je o virusu iz porodice Coronaviridae

2002. godine, nazvan SARS-CoV-2.? Uzrokuje bolest nazvanu COVID-19 (engl. coronavirus
disease 2019) koja se &iri kao i rinovirus: izravnim kontaktom, kaplji¢no i aerosolom.>*
Epidemije su uocene na djecjim odjelima i domovima za starije te se na ovaj na¢in povecava
njegova rasprostranjenost kao uzro¢nika bolnic¢kih infekcija, Sto je posebno tesko za osobe
oslabljenog imunologkog sustava.>® Inkubacija prilikom infekcije ovoga virusa traje 2-14 dana
nakon izlaganja.” Cesto zarazu obiljezava respiratorna infekcija koja po¢inje vruéicom, zatim
kasljem i kratkoéom daha, a imunost postepeno slabi te su moguée reinfekcije.® Pneumonija je
infekcija koja zahvaca jedno ili oba pluéna krila. Kao najteza upalna bolest diSnoga sustava,
moZe biti uzrokovana brojnim i razli¢itim mikroorganizmima.® Pneumoniju bolesnika s
oslabljenom imunosti danas izdvajaju u posebnu skupinu, a pored uobicajenih, Cesti su im

uzroénici i oportunisti¢ki mikroorganizmi.’

Danas se za pneumonije u izvanbolnickoj
populaciji uglavnom primjenjuje PORT Score pravilo kojim se procjenjuje tezina bolesti i
potreba za hospitalizacijom.!®!! Uogeno je da su pneumonije kod COVID-19 pacijenata, koji
su zbog teZine bolesti zahtijevali bolnic¢ko lije¢enje i mehanicku ventilaciju, dodatno pogorSane
koinfekcijom bakterije 4. baumannii koja rezultira velikom smrtnoéu.!®'12 U mnogim
bolnicama kod COVID-19 pacijenata primijeceno je da je odredena dobna skupina (stariji od
55 godina), koja zahtijeva mehanicku ventilacijsku potporu, zbog smanjene opskrbe kisikom,
ucestalo inficirana okolisnim bakterijama.'* Radi se o vrsti gram-negativnih Stapicastih
bakterija koje su iznimno sposobne prezivjeti u bolni¢kom okruzju, osobito u jedinicama
intenzivnog lije¢enja.'*'> 4. baumannii bakterije razvile su otpornost na brojne antibiotike i,
premda prirodno niske patogenosti, postale su jedan od znacajnijih bakterijskih uzro¢nika
bolni¢kih infekcija.!*!131617:18 Na svijetu je predmet malobrojnih istrazivanja o infekciji ove
multirezistentne bakterije u bolniCkom okruzenju i1 kao moguéem uzro¢niku smrtnosti.
Epidemije infekcija ovom bakterijom pripisuju se kontaminaciji i prijenosu u bolnic¢kom
okruzenju.!*!>!” U istrazivatkom radu usporedivana je ucestalost infekcija 4.baumannii kod

COVID-19 infekcije tijekom 2022. godine. Motiv je ovog istrazivanja dokazati
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rasprostranjenost ove bakterije kao glavnog uzroka infekcije i moguée smrtnosti pacijenata

tijekom buktajuc¢e pandemije COVID-19 bolesti.

Slika 1 - Bakterije A. baumannii

Fig. 1 - A. baumannii bacteria

Provodenjem istrazivanja ocekuju se rezultati koji potvrduju da su osobe oboljele od SARS-
CoV-2 infekcije s dokazanom A. baumannii koinfekcijom imale vecu smrtnost od pacijenata
bez bakterijske koinfekcije, da je skupina pacijenata koji su u sklopu lijeenja zahtijevali
mehanicku ventilacijsku potporu (intubirani pacijenti) ¢eS¢e obolijevali od A. baumannii
infekcije od skupine pacijenata bez mehanicke ventilacijske potpore te da su COVID-19
pacijentt s mehanickom ventilacijskom potporom imali vecu smrtnost uzrokovanu
A. baumannii koinfekcijom u usporedbi s COVID-19 pacijentima bez mehanicke ventilacijske

potpore.

2. Eksperimentalni dio

2.1. IstrazZivanje rezistencije bakterije (izrada antibiograma)

Uzorci su obradeni u laboratoriju za mikrobiologiju Op¢e bolnice Karlovac u studenom i
prosincu 2023. godine te je kod nekoliko izoliranth A. baumannii sojeva napravljen
antibiogram prema EUCAST smjernicama. Svaki izolat 4. baumannii testiran je na sljedece
antibiotike:  ampicilin-sulbaktam, meropenem, imipenem, gentamicin, amikacin,
ciprofloksacin, levofloksacin, sulfametoksazol-trimetoprim i kolistin. Testirana kolonija gram-

negativnih Stapicastih bakterija razmucena je u sterilnoj fizioloSkoj otopini i1 na podlozi za
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).20 Razmazana je u tankom sloju

testiranje na antibiotike (univerzalno zvana Mueller-Hinton
te su na tako obradenu podlogu ezom postavljeni diskovi antibiotika. Takve su ploce stavljene
u inkubator grijan na 37 °C 1 drugi dan su ocitane zone osjetljivosti na antibiotike prema
EUCAST smjernicama. Antibiotici su podijeljeni prema zonama inhibicije rasta oko diska

mjerene u milimetrima na osjetljive, rezistentne i umjereno osjetljive.?!

Slika 2 - Obrada uzoraka pacijenata antibiogramom

Fig. 2 - Processing of patient samples by antibiogram

2.2. Opis metode rada za testiranje pacijenata

Obradeno je 100 bolni¢ki lijecenih pacijenata oboljelih od SARS-CoV-2 infekcije. Ciljana
skupina sadrzi 50 pacijenata. Pacijenti imaju radioloSki potvrdenu pneumoniju i izoliran
A. baumannii. Bakterija je izolirana iz uzoraka donjeg diSnog sustava. Uzorci su prikupljeni
iskaSljem, aspiratom traheje (usisaj dusnika) ili bronhoalveloranim lavazom (BAL) u velikom
broju ( >/= 10*i/ili >/= 10°).?* Ona je usporedena s 50 oboljelih od SARS-CoV-2 infekcije koji
nisu zahtijevali mehanicku ventilacijsku potporu i1 nisu nuZno imali potvrdenu bakterijsku
koinfekciju 4. baumannii. Svi obradeni pacijenti stariji su od 55 godina. Uvjet su za obradu
infekcija SARS-CoV-2 virusom potvrdena metodom molekularne dijagnostike na GeneXpert

aparatu ili na Bioneer aparatu iz brisa gornjeg dijela Zdrijela (nazofarinksa).??

Obradeni podaci
uneseni su MS Excel. Izraunat je postotak tih vrijednosti koji su graficki prikazani kao 1
njihova brojnost. Parametri koji su prac¢eni u obje skupine su: dob (obradeni su samo pacijenti
stariji od 55 godina lijeCeni u Opcoj bolnici Karlovac), leukocitoza— broj leukocita vec¢i od 9,7
x 10°/L kao pokazatelj infekcije, radioloSki potvrdena pneumonija, konac¢ni ishod lije¢enja 1
bakterioloska obrada uzoraka iz donjeg diSnog sustava koji su ukljucivali iskasljaj (sputum),

endotrahealni aspirat (apirat traheje) i/ili BAL iz kojih se traZila izolacija A. baumannii
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u broju >/=10% Izolati 4. baummannii podijeljeni su u dvije grupe od kojih je jedna ukljucivala
multirezistentne izolate (bakterije koje su rezistentne na minimalno tri skupine antibiotika) i na
dobro osjetljive izolate bakterije. 1z skupine pacijenata kod kojih je izoliran A. baumannii
najces¢i uzorak je uzorak dobiven invazivhom metodom, brohoalveolarnom lavazom u kojoj
se segment pluca ispire sterilnom fizioloSkom otopinom i zatim se aspirira (usiSe) minimalno

1 ml uzorka.

Slika 3 - Graficki prikaz obrade pacijenata

Fig. 3 - Graphical representation of patient treatment

Obrada podataka analizirana je iz BIS-a uz nadzor nadleZnog lije¢nika postivaju¢i Zakon o
zastiti tajnosti podataka. Obradene su punoljetne osobe §to nije zahtijevalo eticko povjerenstvo
1 informirani pristanak, a imena i prezimena pacijenata zatamnjena su uz vidljivi datum i godinu
rodenja te se iz epikrize (zavrSnog misljena) moglo is¢itati spol bolesnika. Podaci su analizirani

tijekom zime 2023. godine.

3. Rezultati i rasprava

Rezultati su podijeljeni u dva dijela: izrada antibiograma i analiza bolnickih podataka.
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1. Izradom antibiograma dobiveni su sljedeci rezultati.

Na MacConkey agaru testirana je rezistentnost bakterije i kao rezultat uocljivi su promjeri
oko navedenih antibiotika. Bakterija 4. baumannii ima veliku rezistentnost na antibiotike
koji su pokazali malen promjer, a to su: ampicilin-sulbaktam, meropenem, imipenem,
gentamicin, amikacin, ciprofloksacin, levofloksacin i sulfametoksazol-trimetoprim. Ovi
antibiotici ne mogu utjecati na bakterijsku koinfekciju. Antibiotik kolistin jedini pokazuje
znatno veci promjer. Tim rezultatom uocavamo da bakterija 4. baumannii ima manju

rezistenciju na antibiotik kolistin.

Slika 4 - Antibiogram na MacConkey agaru
Fig. 4 - Antibiogram on MacConkey agar

2. Analizom bolnic¢kih podataka dobiveni su sljedeci rezultati.
Tablica 1 - Rezultati obrade ciljane skupine pacijenata

Table 1 - Treatment results of the target group of patients

redni br. PCR pozitivni _ hospitalizacija  A. b. pozitivni pneumonija leukocitoza spol smrtni ishod
pl + da da da + M +
p2 + da da da + 7 +
p3 + da da da + Z +
p4 + da da da + M +
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Tablica I - (nastavak)

Table 1 - (continued)

redni br. PCR pozitivni _hospitalizacija _A. b. pozitivni pneumonija _leukocitoza spol smrtni ishod

p3 + da da da + V4 +
p6 + da da da + M +
p7 + da da da + M +
p8 + da da da + Z +
p9 + da da da + M +
pl0 + da da da + M +
pll + da da da + 7z +
pl2 + da da da + M +
pl3 + da da da + M +
pl4 + da da da - Z +
pl5 + da da da + M +
pl6 + da da da + M +
pl7 + da da da + M +
pl8 + da da da + M +
pl9 + da da da + M +
p20 + da da da - M +
p21 + ne da da + z -
p22 + da da da + M +
p23 + da da da + z +
p24 + da da da + M +
p25 + da da da + M +
p26 + da da da M -
p27 + da da da - M +
p28 + da da da + M +
p29 + da da da + M +
p30 + da da da + M +
p31 + da da da + Z +
p32 + da da da + M +
p33 + da da da + M +
p34 + da da da + z +
p35 + da da da + M +
p36 + da da da + M +
p37 + da da da + M -
p38 + da da da + M +
p39 + da da da + M +
p40 + da da da - M +
p4l + da da da + Z +
p42 + da da da + Z +
p43 + da da da + z +
p44 + da da da + M +
p45 + da da da + z +
p46 + da da da + M +
p47 + da da da + M +
p48 + da da da + M +
p49 + da da da + M +
p50 + da da da + 7z +
Ciljana skupina:

Prema podacima iz tablice 1, u ciljanoj skupini SARS-CoV-2 pacijenata s radioloski potvrdenom
pneumonijom i A. baumannii koinfekcijom, iS¢itavamo veliki broj hospitaliziranih pacijenata. Na

slici 5 uocljivo je da vecina navedenih pacijenata ima radioloSki potvrdenu leukocitozu i njihov je
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ukupni postotak smrtnosti 96 %. Ciljana skupina sadrzavala je 30 % zenskih pacijenata i 70 %
muskih. Svim pacijentima koji su imali smrtni ishod bila je potrebna hospitalizacija. Broj smrtnih

ishoda gotovo je jednak kod pacijenata muskoga i zenskoga spola, kako prikazuje slika 6.
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70%
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50%
40%
30%
20%
10%

0%

Ciljana skupina - A. b. pozitivni pacijenti

B hospitalizacija leukocitoza pneumonija M smrtni ishod

Slika 5 - Analiza ciljane skupine

Fig. 5 - Target group analysis
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» Ciljana skupina - smrtnost = Ciljana skupina prezivjeli

Slika 6 - Brojc¢ani udio smrtnog ishoda ciljane skupine

Fig. 6 - Numerical share of death outcome in the target group
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Tablica 2 - Rezultati obrade kontrolne skupine pacijenata

Table 2 - Treatment results of the control group of patients

redni br. PCR pozitivni _hospitalizacija _A. b. pozitivni pneumonija _leukocitoza spol smrtni ishod
pSl + - - - -
p52
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Kontrolna skupina:

Prema podacima iz tablice 2, u kontrolnoj skupini SARS-CoV-2 pacijenata bez A. baumannii
koinfekcije, neSto manje od polovine pacijenata bilo je hospitalizirano te su svi hospitalizirani
imali radioloski potvrdenu pneumoniju. Da se uociti da je 42 % pacijenata bilo muskog spola,
a 58 % pacijenata zenskoga. Zbog nizeg postotka hospitalizacije, pacijenti imaju nizi i postotak
pneumonije i leukocitoze. Kao §to je prikazano na slici 7, postoci hospitalizacije, leukocitoze 1
pneumonije vidljivo su manji, nego u ciljanoj skupini pacijenata s koinfekcijom. Iz slike 8

moze se iS¢itati manja smrtnost od ciljane skupine kod oba spola.
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10%
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Kontrolna skupina - A. b. negativni pacijenti

m hospitalizacija ®leukocitoza ™ pneumonija M smrtniishod

Slika 7 - Analiza kontrolne skupine
Fig. 7 - Control group analysis
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m Kontrolna skupina - smrtnost ~ ® Kontrolna skupina - prezivjeli

Slika 8 - Broj¢ani udio smrtnog ishoda kontrolne skupine

Fig. 8 - Numerical share of death outcome in the control group
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U istrazivanju je analizirana bakterije A. baumannii. Sli¢no kao i kod slu¢ajeva u radu Rangel
i sur.®, veéina pacijenata s A. baumannii koinfekcijom umrli su tijekom hospitalizacije. Za
razliku od njihovih rezultata, pokazalo se kako ove koinfekcije ima viSe, nego $to su oni
pronasli te postoji mogucénost da razvijenost zemalja moze utjecati na ovu koinfekciju. Prema
radu Proti¢'!, dugo intubirani pacijenti imaju oslabljen imunitet i bolje uvjete za razvoj
multirezistentnih bakterija i drugih patogenih organizama. Prema radu Curcic i sur.? bakterija
A. baumannii medu najceS¢im je uzrocnicima bolnickih infekcija te je najeS¢e pronadena
putem BAL-a. Podaci o smrtnosti pacijenata s ovom koinfekcijom sli¢ni su, kao i podaci
smrtnosti prema spolu. Koriste¢i saznanja o rasprostranjenosti 4. baumannii bakterije (Cesta je
u bolnickim prostorima), mozemo razmisljati da je nedovoljna briga za pacijenta te
neodrzavanje potrebne Cistoce bolnickih prostora mogucéi razlog ucestalosti ove infekcije kod
intubiranih pacijenata u bolnici. Pokazalo se kako koinfekcije s 4. baumannii ima mnogo u
SARS-CoV-2 pacijenata koja se moze prevenirati uvodenjem aparata za dezinfekciju prostora
(npr. Glosair) ¢ime je moguce znatno smanjiti infekciju u bolnic¢kih pacijenata, a posljedi¢no 1

24 za koinfekcije, posebice

njihovu smrtnost. Kao S$to su istrazili Rangel i sur.
A. baumannii bakterijom, medu SARS-CoV-2 pacijentima ima malo podataka i istrazivanja §to

oteZava provedbu buducih istrazivanja o ovoj temi.

4. Zakljucci

Usporedbom analiziranih skupina zakljucili smo da je A. baumannii bakterija izolirana u
bolnici, rezistentna na mnoge antibiotike: ampicilin-sulbaktam, meropenem, imipenem,
gentamicin, amikacin, ciprofloksacin, levofloksacin i sulfametoksazol-trimetoprim. Kod
COVID-19 pacijenata starijih od 55 godina, zbog niske oksigenacije, potrebna je mehanicka
ventilacija. Dokazana je ve¢a smrtnost pacijenata s A. baumannii koinfekcijom nego pacijenata
bez bakterijske koinfekcije. Zakljucili smo da su intubirani pacijenti s pozitivnim SARS-CoV-
2 PCR testom ceS¢e obolijjevali od 4. baumannii koinfekcije zbog oslabljenog imuniteta.

Brojnost smrtnosti pacijenata neovisan je o njihovom spolu.

Popis kratica i simbola
SARS CoV-2 - Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (engl. Severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2)
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ECDC - Europski centar za sprecavanje i kontrolu bolesti (engl. European Centre for Disease
Prevention and Control)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)

HZJZ - Hrvatski zavod za javno zdravstvo (engl. Croatian Institute of Public Health)
EUCAST - Europsko povjerenstvo za testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove (engl.
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

BAL - bronhoalveolarna lavaza (engl. Bronchoalveolar lavage)

BIS - Bolnicki informacijski sustav (engl. Hospital Information System)
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Utjecaj otapala na sadrzaj bioaktivnih komponenti i1 antioksidativnu
aktivnost ekstrakata Achillea millefolium L.
Effect of solvents on content of bioactive components and antioxidative

activity of Achillea millefolium L. extracts
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Sazetak

Stolisnik ili hajducka trava (Achillea millefolium L.) je biljka koja se u tradicionalnoj medicini
najcesce koristi za lijeCenje astme, bronhitisa, gastritisa te drugih bolesti diSnog i probavnog sustava.
Povijesno gledano, ova biljna vrsta je prosla brojne analize bioloskog djelovanja u in vitro i in vivo
uvjetima. U ovom radu ispitan je sadrzaj polifenola i flavonoida, te antioksidativno djelovanje
ckstrakata stolisnika koji su pripremljeni maceracijom u vodi, etanolu i metanolu, te smjesi
voda:metanol i voda:etanol u omjeru 1:1. Za ispitivanje antioksidativnog kapaciteta koriStena je
DPPH i FRAP metoda. Biljni materijal je sakupljen na dvije lokacije, u Tuzli i Zep&u. Ispitivanja su
pokazala da ekstrakti pripremljeni u smjesi voda:metanol imaju najve¢u koncentraciju bioaktivnih
komponenti i ujedno najveci antioksidativni kapacitet. Najslabiji ekstrakcijski ucinak imao je etanol,
za Ciji je ekstrakt evidentiran najniZi sadrzaj polifenola i flavonoida. S obzirom na geografsko
porijeklo, biljni materijal sakupljen u okolici Zepéa pokazao se uéinkovitijim u inhibiciji slobodnih
radikala i s ve¢im sadrzajem bioaktivnih komponenti.

Kljuéne rijeci: maceracija, polifenoli, flavonoidi, DPPH, FRAP, Achillea millefolium
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Abstract
Yarrow (Achillea millefolium L.) is a plant that is most commonly used in traditional medicine for
the treatment of asthma, bronchitis, gastritis, and other diseases of the respiratory and digestive
systems. Historically, this plant species has undergone numerous biological activity analyses in both
in vitro and in vivo conditions. This study investigated the content of polyphenols and flavonoids, as
well as the antioxidant activity of yarrow extracts prepared by maceration in water, ethanol, and
methanol, as well as mixtures of water:methanol and water:ethanol. The DPPH and FRAP methods
were used to assess the antioxidant capacity. The plant material was collected from two locations,
Tuzla and Zepé&e. The results showed that extracts prepared in the water:methanol mixture had the
highest concentration of bioactive compounds and the greatest antioxidant capacity. The weakest
extraction effect was observed with ethanol, whose extract exhibited the lowest content of
polyphenols and flavonoids. Based on geographical origin, the plant material collected near Zep&e
proved to be more effective in inhibiting free radicals and had a higher content of bioactive
compounds.

Key words: maceration, polyphenols, flavonoids, DPPH, FRAP
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1. Uvod

Stolisnik ili hajducka trava (Achillea millefolium L.), jedna je od najrasprostranjenijih biljaka,
od davnina poznata po svojim ljekovitim svojstvima. Ova biljna vrsta pripada porodici
Asteraceae i rodu Achillea. Autohtona je vrsta Europe, Azije, Sjeverne i Sredi$nje Amerike.!
Trajnica je koja iz svijetlosmedeg, puzavog podanka razvija prizemne kovrcave listove u
proljece, dok se uspravna stabljika pojavljuje nesto kasnije. Na vrhovima stabljika formiraju se
cvatovi s brojnim malim cvjetovima, koji cvatu od lipnja do kasne jeseni. Stolisnik je
karakteristinog mirisa i specifi¢nog gorkog okusa.? Kao biljna droga koristi se svjezi ili susen
nadzemni dio (herba) od kojeg se pripremaju ekstrakti, poput uvaraka i tinktura.’> Ima brojna
djelovanja, poput antimikrobnog, adstringentnog i protuupalnog,*> a najcesce se upotrebljava
za lije€enje probavnih i menstrualnih tegoba te za zaustavljanje vanjskih i unutarnjih krvarenja.
Stolisnik je biljka poznata po visokom sadrzaju razli¢itih bioaktivnih spojeva. Fitokemijska
ispitivanja pokazala su prisutnost razli¢itih kemijskih spojeva, ukljucujuéi laktone, flavonoide,
alkamide, terpenoide, gorki glikozid ahilein, kumarine, saponine i sterole. Njegov kemijski
sastav varira ovisno o vrsti 1 uvjetima rasta. Antioksidativna svojstva stolisnika potvrdena su u
razli¢itim ekstraktima: vodeno-alkoholnim, metanolnim i vodenim, kao i u esencijalnim
uljima.® Provedene su brojne vrste analiza koje pruzaju vazne informacije o potencijalnoj
primjeni stolisnika u medicini. Dok in vitro studije omogucuju brzu i precizniju analizu, in vivo
istrazivanja su klju¢na za razumijevanje ucinaka na cjelokupni organizam. KoriStenje obaju
pristupa moze pridonijeti razvoju novih terapija ili dodataka prehrani temeljenih na stolisniku.
Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj otapala na ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz stolisnika
te usporediti antioksidativne aktivnosti uzoraka stolisnika ubranih na dvije razlicite lokacije, u

Zepéu i Tuzli.

2. Eksperimentalni dio

Uzorci nadzemnog biljnog materijala stolisnika prikupljeni su u svibnju 2024. godine na dva
lokaliteta, naselje Vitlaci (Zep&e) i naselje Solina (Tuzla). Biljni materijal osusen je na sobnoj
temperaturi i tamnom mjestu Cetrnaest dana, nakon ¢ega je usitnjen u elektricnom mlinu u fini
prah 1 kao takav koriSten za pripremu ekstrakata. Za pripremu radnih otopina koristena je
demineralizirana voda. Za pripremu ekstrakata koriStena je serija otapala, 1 to: voda, metanol,
etanol, te smjese navedenih alkohola i1 vode u jednakim volumnim omjerima.

Spektrofotometrijska mjerenja vrSena su na spektrofotometru Perkin Elmer A25 (USA).
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2.1. Priprema ekstrakata
Ekstrakti su pripremljeni mijeSanjem 0,5 grama usitnjenog biljnog materijala s 50 ml otapala.
Smjese su mijeSane na magnetnoj mijesalici 20 minuta pri 150 obrtaja/minuti, a nakon toga

filtrirane. Prikupljeni filtrati (ekstrakti) su odmah nakon filtriranja analizirani.

2.2. Odredivanje sadrzaja polifenola

Ukupni polifenoli kvantificirani su spektrofotometrijski koriStenjem Folin-Ciocalteu testa
prema publiciranom protokolu,” uz odredene modifikacije. 200 pl maticnog ekstrakta
pomijesano je s 2,54 ml 10% Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 5 minuta dodano je 420 ul 10%
natrijeva karbonata. Intenzitet razvijenog plavog obojenja izmjeren je nakon 1 sat inkubacije
na sobnoj temperaturi na 765 nm. Kvantitativna mjerenja provedena su na temelju standardne
kalibracijske krivulje galne kiseline (y = 0,0042x + 0,0076, R? = 0,9998). Ukupni sadrzaj fenola
izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u miligramima po gramu suhog biljnog

materijala.

2.3. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Ukupni sadrzaj flavonoida u ekstraktima odreden je prethodno opisanom metodom,® uz
odredene modifikacije. 1 ml otopine ekstrakta pomijeSano je s 0,3 ml 5% natrijeva nitrita.
Nakon 5 minuta dodano je 0,3 ml 10% aluminijevog klorida. Nakon 6 minuta inkubacije na
sobnoj temperaturi, 1 ml 1 M natrijeva hidroksida je dodano u reakcijsku smjesu. Konac¢ni
volumen je dopunjen do 10 ml s destiliranom vodom. Apsorbanca uzorka je mjerena u odnosu
na slijepu probu na 510 nm. Rezultati su izvedeni iz kalibracijske krivulje (y = 3,024x - 0,0034;
R? = 0,9984) kvercetina i izrazeni u ekvivalentima kvercetina (QE) po gramu suhog biljnog

materijala.

2.4. Odredivanje redukcijskog kapaciteta ekstrakata (FRAP metoda)

Redukcijski kapacitet ekstrakata (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) koji odrazava
njihovu antioksidacijsku aktivnost odreden su prema protokolu.” 3 ml pripremljenog FRAP reagensa
pomijesano je s 100 pl razrijedenih ekstrakata. Apsorbanca na 593 nm biljezi se nakon 30 minuta
inkubacije na 37 °C. FRAP vrijednost izracunata je iz kalibracijske krivulje Zeljezovog(Il) sulfata
heptahidrata (y = 0,001x + 0,0698; R? = 0,9997) i izraZena u mol po gramu suhog biljnog materijala.
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2.5. Ispitivanje inhibicije DPPH radikala

DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil)metoda provedena je prema ranije opisanoj metodi Horozi¢ i
sur.'% Ekstrakt je mijesan u razli¢itim volumnim odnosima s metanolom nakon &ega je dodano 500
ul 0,5 mM otopine DPPH radikala. Apsorbanca je izmjerena na 517 nm. Kontrolni uzorak
pripremljen je mijeSanjem 0,5 ml 0,5 mM otopine DPPH radikala s 4 ml metanola. Efikasnost

inhibicije DPPH radikala biljnim ekstraktima izracunat je prema jednadzbi:

Ac S
P x100 (1) (D)

pri ¢emu je As apsorbanca otopine koja sadrzi uzorak na 517 nm, a Ac je apsorbanca DPPH

% inhibicije =

otopine. Rezultati su izrazeni kao ICso vrijednosti, odnosno koncentracije ekstrakata koje

inhibiraju 50 % DPPH radikala.

3. Rezultati i rasprava

U cilju jasnijeg pradenja rezultata, ekstrakti pripremljeni s biljnim materijalom s podrucja
Zepéa oznaleni su oznakom A, dok su ekstrakti biljnog materijala s podru¢ja Tuzle oznadeni
oznakom B. Voda, metanol, etanol, te smjese metanol:voda i etanol:voda oznafene su
brojevima od 1 do 5, respektivno. Rezultati ispitivanja sadrZaja polifenola, flavonoida i

antioksidativne aktivnosti u in vitro uvjetima prikazani su u tablici 1.

Tablica 1 - Rezultati sadrzaja bioaktivnih komponenti i antioksidativne aktivnosti ekstrakata stolisnika

Table I - Results of the content of bioactive components and antioxidant activity of yarrow extracts

Polifenoli ~ Flavonoidi FRAP vrijednost 1Cso

Vzorak g GAE/g] [mg QE/g] [wmol/g] [mg/mL]
A-1 13,86 0,089 165,55 0,097
B-1 8,84 0,044 131,44 0,196
A-2 16,29 0,185 201,35 0,032
B-2 13,05 0,172 173,82 0,036
A-3 5,55 0,043 89,54 0,155
B-3 4,60 0,043 65,24 0,268
A-4 26,93 0,270 206,52 0,027
B-4 17,53 0,181 195,80 0,028
A-5 16,27 0,176 195,90 0,032
B-5 13,05 0,108 165,20 0,032

Rezultati ukazuju na razlike u sadrzaju bioaktivnih komponenti u biljnom materijalu s razlic¢itih
lokaliteta. Za ekstrakte pripremljene s biljnim materijalom s podrudja Zep&a potvrden je veci
sadrzaj polifenola i flavonoida, a time i ve¢i antioksidativni kapacitet u odnosu na ekstrakte

pripremljene s istom biljnom vrstom koja je prikupljena na podrucju Tuzle. Brojni su ¢imbenici
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kojima se mogu objasniti dobiveni rezultati. Razli¢ito geografsko porijeklo uzoraka, uvjeti pri
kojima biljka raste, kao 1 prisustvo industrijskih postrojenja znac¢ajno utjeCu na rast i razvoj
biljke, a time direktno i na sadrzaj polifenola i bioloske aktivnosti biljnih vrsta. Razvijena
kemijska industrija i urbanizacija na podrucju tuzlanske regije povecava sadrzaj polutanata u
zraku, vodi i tlu, $to se odrazava na fizioloske funkcije i procese sinteze fitokemikalija.!!

U pogledu efikasnosti koriStenih otapala, smjese vode i1 nizih alkohola pokazale su najvecu
ucinkovitost u ekstrakciji bioaktivnih komponenti iz biljnog materijala. Smjesa metanola i vode
pripremljena mijeSanjem otapala u jednakom volumnom odnosu pokazala je najvecu ekstrakcijsku
mo¢. Voda povecava proces difuzije, ¢ime se olakSava ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnog
tkiva.!? Etanol se pokazao kao najmanje u¢inkovit za ekstrakciju polifenola iz stolisnika. Rezultati
sadrzaja polifenola i flavonoida su u potpunoj korelaciji s antioksidativnim kapacitetom ekstrakata.
Na slici 1 prikazani su histogrami za analizu sadrzaja bioaktivnih komponenti (polifenola i

flavonoida) te antioksidativnu aktivnost u in vitro uvjetima.
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Slika 1 - Histogramski prikazi: (A) sadrzaja polifenola, (B) sadrzaja flavonoida, (C) redukcijske
sposobnosti ekstrakata i (D) ICso vrijednosti inhibicije DPPH radikala
Fig. I - Histograms: (A) polyphenol content, (B) flavonoid content, (C) reducing ability of extracts
and (D) ICsy value of DPPH radical inhibition
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Ispitivanje biljnih vrsta s ciljem utvrdivanja sadrzaja bioaktivnih komponenti, bioloskih
aktivnosti biljnih pripravaka, komparacije rezultata razliitih znanstvenika i dr. vrlo je
aktualno. S tim u vezi, pronadeno je nekoliko znanstvenih radova koji obraduju ovu temu.

3 su analizirali sadrzaj bioaktivnih komponenti i inhibiciju DPPH radikala

Eghdami i sur.!
vodenih i metanolnih ekstrakata cvjetova stolisnika prikupljenih iz autohtonih populacija na
razli¢itim lokacijama regije Saveh u Iranu. Vodeni ekstrakti su pripremljeni zagrijavanjem
30 minuta na 100 °C, a metanolni ekstrakti mijeSanjem smjese biljnog materijala i 80 %
metanola na 40 °C 24h. Rezultati su pokazali veéi sadrzaj polifenola i flavonoida u odnosu na

4 ispitivani su fitokemijski profil i antioksidativnu aktivnost

ovu studiju. Geogrieva i sur.!
ekstrakata stolisnika kupljenog u lokalnoj ljekarni na podrucju Plovdiva (Bugarska). U sklopu
istrazivanja koristili su vodu kao ekstrakcijsko sredstvo i vise vrsta ekstrakcijskih tehnika, i to:
infuzija, dekokcija, ultrazvu¢na i mikrotalasna ekstrakcija. Prijavljen je znacajno nizi sadrzaj
polifenola u usporedbi s ovim istrazivanjem. Moguci ¢imbenici koji su utjecali na manju
koncentraciju polifenola, pored prije navedenih, mogu biti i visoke temperature pri kojima su
Geogrieva i sur.'* pripremali ekstrakte jer je poznato da su odredene polifenolne komponente
termolabilne, §to ovisi o biljnoj vrsti. Koragi i sur.'® publicirali su rezultate ispitivanja sadrzaja
bioaktivnih komponenti 1 antioksidativne aktivnosti ekstrakata stolisnika prikupljenog na
Kosovu. Za pripremu ekstrakata koristili su vodu i nekoliko organskih otapala (metanol, etanol,
etil acetat i aceton). Usporedivanjem rezultata koje su publicirali Koragi i sur.'> s ovom
studijom, moZe se uociti slican prinos u ekstrakciji polifenolnih spojeva iz uzoraka stolisnika.

U navedenom istraZivanju potvrdena je bolja efikasnost metanola u odnosu na ¢istu vodu, $to

je evidentirano i kroz provedeno istrazivanje u ovom radu.

4. Zakljuéci

Ekstrakti pripremljeni s biljnim materijalom s podru¢ja Zepéa sadrze veéu koncentraciju
bioaktivnih komponenti i vecu antioksidativnu aktivnost. Smjese vode i nizih alkohola
pokazale su se najucinkovitijim za ekstrakciju polifenolnih spojeva. Efikasnost vodeno-
alkoholnih smjesa objaSnjava se utjecajem vode u procesu difuzije, ¢ime se olakSava
ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnog tkiva. Razlike u sadrzaju bioaktivnih komponenti mogu
se objasniti razli¢itim geografskim porijeklom uzoraka, ali 1 uvjetima okoline pri kojima biljka

raste i razvija se.
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Utjecaj temperature 1 pH-vrijednosti na stabilnost antocijanina
za primjenu u bojom senzibiliziranim solarnim ¢elijama
Influence of temperature and pH-value on stability of

anthocyanins for use in dye-sensitized solar cells

Marija Zeljana Kustura,” Marijana Zgela Putnikovié
V. gimnazija, Klai¢eva 1, 10000 Zagreb, Hrvatska (Croatia)

*Autor za dopisivanje: Marija Zeljana Kustura, marijakustura5@gmail.com

Sazetak

Antocijanini su pigmenti koji se nalaze u brojnim biljnim vrstama, a zahvaljujuc¢i svojoj sposobnosti
apsorpcije svjetlosti koriste se i u bojom senzibiliziranim solarnim ¢elijama (eng. Dye-Sensitized Solar
Cells — DSSC). U takvim se solarnim ¢elijama mogu koristiti prirodne boje, medu kojima su i
antocijanini, koje imaju sposobnost fotoelektricnog efekta. Njihova primjena u DSSC-u privukla je
paznju istrazivaca zbog ekoloske prihvatljivosti i potencijalne ekonomske isplativosti. Ipak, istraZivanja
su pokazala da na njihovu stabilnost, to jest sposobnost zadrzavanja kemijske strukture, utjecu razliciti
vanjski ¢imbenici, poput promjena temperature i pH-vrijednosti. Takve promjene mogu ograniciti rad
DSSC-a, ¢ime se smanjuje njihova dugoro¢na pouzdanost i primjena. Ovo istraZivanje usmjereno je
odredivanju uvjeta temperature i pH-vrijednosti u kojima su kemijske strukture antocijanina
najstabilnije. U istrazivanju je spektrofotometrijski ispitan utjecaj temperature, u rasponu od 8 °C do
80 °C, te pH-vrijednosti, u intervalu od 2,15 do 8,20, na stabilnost antocijanina izdvojenih iz plodova
kupina. Mjerenja su provedena pomocu spektrofotometra, snimanjem Vis-spektara uzoraka, nakon
odredenih vremenskih intervala pri razli¢itim temperaturama i pH-vrijednostima uzoraka. Posebno je
promatrana apsorbancija pri 526 nm. Rezultati istrazivanja u navedenim intervalima mjerenja pokazali
su vecu stabilnost antocijanina pri nizim temperaturama te kiselijim uvjetima. Dakle, u¢inkovitost 1
trajnost solarnih ¢elija moZe se znacajno poboljSati hladenjem i zakiseljavanjem boje.

Kljuéne rijeci: antocijanini, temperatura, pH-vrijednost, spektrofotometrija, DSSC

Abstract
Anthocyanins are pigments found in numerous plant species and are also, thanks to their ability to
absorb light, utilized in dye-sensitized solar cells (Dye-Sensitized Solar Cells - DSSC). Such solar cells

can use natural colors, including anthocyanins, which are known for their photoelectric properties. Their
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application in DSSC has attracted the attention of researchers due to their environmental acceptability
and potential cost-effectiveness. However, research has shown that their stability, i.e., the ability to
retain their chemical structure, is affected by various external factors, such as changes in temperature
and pH. These changes can limit the operation of DSSCs, thereby reducing their long-term reliability
and applicability. Consequently, this research focuses on determining the optimal temperature and pH
conditions under which the chemical structures of anthocyanins remain most stable. The study involved
a spectrophotometric examination of the effects of temperature, ranging from 8 °C to 80 °C, and pH
levels, spanning from 2.15 to 8.20, on the stability of anthocyanins extracted from blackberries.
Measurements were conducted by recording Vis-spectra of samples after specific time intervals under
altered conditions using a spectrophotometer, with particular attention given to absorbance at 526 nm.
The research results within the specified measurement intervals showed greater stability of
anthocyanins at lower temperatures and more acidic conditions. Thus, the efficiency and durability of
solar cells can be significantly improved by cooling and acidifying the dye.

Key words: anthocyanins, temperature, pH, spectrophotometry, DSSC
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1. Uvod

Povecanje potraznje energije u 21. stolje¢u rezultat je porasta svjetskog stanovnistva te sve
veceg oslanjanja na tehnologiju. Vecina se elektri¢ne energije u svijetu jos uvijek proizvodi
koristenjem fosilnih goriva (60,65 %), Cija upotreba Stetno utjeCe na okolis. Zbog toga su u
proteklim desetlje¢ima istrazivani obnovljivi izvori energije, poput solarnih ¢elija, Cija je
upotreba u proizvodnji elektriéne energije u porastu (4,59 %).!

Solarne ¢elije nude ekoloski prihvatljivo i odrzivo rjeSenje.

Slika 1 — Bojom senzibilizirana solarna ¢elija

Fig. 1 — Dye-sensitized solar cell

Slika 2 — Grada DSSC-a
Fig. 2 — Structure of DSSC

Trenutno se najcesSc¢e koriste solarne celije koje sadrze silicij kao fotoelektri¢ni materijal. No,
zbog visokih troskova proizvodnje silicija, razvijaju se 1 druge vrste solarnih ¢elija, medu
kojima se posebno isti¢u bojom senzibilizirane solarne ¢elije (eng. Dye-Sensitized Solar Cells
— DSSC) (slika 1), zbog moguénosti koriStenja lako dostupnih i jeftinih boja, poput
antocijanina.” Antocijanini (antocijani) ¢ine skupinu biljnih pigmenata topljivih u vodi te
smjestenih u vakuolama biljnih stanica gdje pridonose crvenom, ljubi¢astom i plavom obojenju
tkiva mnogih biljaka poput kupina, borovnica, malina, jagoda i dr.> Unutar DSSC-a,

antocijanini apsorbiraju energiju elektromagnetskog vala, nakon ¢ega dolazi do oslobadanja
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elektrona, §to omoguéuje kruzenje elektrona, to jest protok struje (slika 2). Unato¢ prednostima
upotrebe antocijanina u DSSC-u, njihov je glavni nedostatak kemijska nestabilnost. Naime,
antocijanini su skloni promjeni kemijske strukture kada su izlozeni razli¢itim uvjetima okoline,
poput promjena temperature i pH-vrijednosti, §to negativno utjeée na rad DSSC-a.* Budu¢i da
porast temperature povecava brzinu kemijske reakcije, u ovom je istrazivanju pretpostavljeno
da ¢e se antocijanini brze razgradivati pri viSim temperaturama. Strukture antocijanina unutar
nekog medija (najéesc¢e vode) medusobno su u ravnotezi, pri ¢emu prevladavajuca struktura
ovisi o pH-vrijednosti okoline. U vrlo kiselom okruzenju (pH<2) prevladava crveni flavilium
kation, dok u umjereno kiselom (pH 4-6) prevladava kinonoidna baza ljubicaste boje.
PoviSenjem pH-vrijednosti nastaju strukture podlozne degradaciji, poput bezbojnog
hemiketala/karbinol pseudobaze i stereoizomeri kalkona Zutog obojenja.’> Stoga su postavljene
sljedece hipoteze:

1. Antocijanini ¢e se brze razgradivati pri viSim temperaturama.

2. Na brzinu razgradnje antocijanina utjece pH-vrijednost otopine.
U ovom istrazivanju, spektrofotometrijski je pracena brzina promjene strukture antocijanina
pri razli¢itim temperaturama i pH-vrijednostima, s ciljem utvrdivanja optimalnih uvjeta
stabilnosti antocijanina, ¢ime bi se povecala njihova ucinkovitost i dugotrajnost u primjeni u

bojom senzibiliziranim solarnim ¢elijama (DSSC).

2. Eksperimentalni dio

Uzorci antocijanina koristeni u ovom istrazivanju izdvojeni su iz kupina (Rubus fruticosus L.).
Tijekom ekstrakcije antocijanina, plodovi kupine usitnjeni su u tarioniku uz dodatak vode u
omjeru 1 mL vode na 1 g ploda. Izdvojeni tekuc¢i dio smjese zatim je prebacen u kivete te je
centrifugiran 10 minuta pri brzini od 6000 rpm, ¢ime je dobiven bistri supernatant. Nakon
centrifugiranja, vodeni ekstrakt antocijanina pohranjen je u kivetama zatvorenim ¢epovima
kako bi se izbjeglo isparavanje. Tijekom skladiStenja, uzorci su ¢uvani na 8 °C.

Prije pocetka eksperimentalnih mjerenja, izmjerena je pH-vrijednost vodenog ekstrakta
antocijanina, a zatim je, spektrofotometrom snimljen njegov apsorpcijski spektar u intervalu
0d 400 do 750 nm. Na temelju snimljenog spektra za daljnja mjerenja apsorbancije uzoraka pri
razli¢itim temperaturama ili pH-vrijednostima u odredenom vremenskom intervalu, odabrana
je valna duljina od 526 nm, pri kojoj uzorak pokazuje visoku apsorbanciju. Sva mjerenja

apsorbancije provedena su pri 27 °C.
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Tijekom ispitivanja utjecaja temperature na stabilnost antocijanina koriStena je prva polovina
vodenog ekstrakta antocijanina, koja je podijeljena na cetiri uzorka. Zatim su uzorci
antocijanina izloZeni jednoj od razli¢itih temperatura (27, 40, 60 i 80 °C) u vodenoj kupelji,
koja je omogucila ravnomjerno zagrijavanje uzoraka. Apsorbancija svakog uzorka mjerena je
svakih pola sata pri 526 nm tijekom Cetiri sata zagrijavanja.

Druga polovina ekstrakta koriStena je pri ispitivanju utjecaja razli¢itih pH-vrijednosti na
stabilnost antocijanina. Za pripremu otopina antocijanina razli¢itih pH-vrijednosti koristeni su
citratni puferi pH-vrijednosti 2 i 6, te boratni puferi pH-vrijednosti 8 i 9. Dodatkom 2 mL
odgovarajuceg pufera u 1 mL ekstrakta, pripremljene su otopine antocijanina (slika 3) ¢ije su

pH-vrijednosti (2,15, 5,72, 7,13 1 8,20) izmjerene pH-metrom.

Slika 3 — Eksperimentalni tijek rada: a) koriSteni materijali pri ekstrakciji antocijanina; b) mjerenje
pH-vrijednosti; ¢) zagrijavanje u vodenoj kupelji; d) spektrofotometar
Fig. 3 — Experimental workflow: a) materials used for anthocyanin extraction; b) measurement of pH

value; c) heating treatment of sample in water bath; d) spectrophotometer

Nakon pripreme, svakoj je otopini snimljen apsorpcijski spektar u intervalu od 400 do 750 nm.
Potom je ponovljen postupak zagrijavanja u vodenoj kupelji na 80 °C u trajanju od tri sata.
Apsorbancije uzoraka su mjerene svakih sat vremena pri valnoj duljini 526 nm kako bi se

utvrdio utjecaj razli¢itih pH-vrijednosti na razgradnju antocijanina pri visokim temperaturama.
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Slika 4 — Otopine antocijanina razli¢itih pH-vrijednosti

Fig. 4 — Solutions of anthocyanins at different pH values

3. Rezultati i rasprava

Na temelju rezultata mjerenja (slika 5) vidljivo je da nakon izlaganja antocijanina
temperaturama od 27 i 40 °C, apsorbancija pri 526 nm ostaje gotovo nepromijenjena, $to
ukazuje na vecu stabilnost kemijske strukture antocijanina pri navedenim temperaturama.
Medutim, pri viS§im temperarturama od 60 1 80 °C opazen je pad apsorbancije, pri cemu se

apsorbancija pri 60 °C smanjila za 9,78 %, a pri 80 °C za 22,51 % u odnosu na pocetnu.
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Slika 5 — Ovisnost apsorbancije vodenog ekstrakta antocijanina o vremenu izloZenosti odredenoj temperaturi
Fig. 5 — Dependence of the absorbance of water extract of anthocyanin

on exposure time to a certain temperature
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Razlika u padu apsorbancije pri temperaturama od 60 i 80 °C ukazuje na brze raspadanje
antocijanina pri 80 °C. Zbog toga je odredena prosjecna brzina troSenja antocijanina nakon
Cetiri sata zagrijavanja na 60 i1 80 °C. Prosje¢na brzina troSenja iskazana je jednadzbom 2, §to
je uskladu s Lambert-Beerovim zakonom (jednadzba 1), koji definira proporcionalnost izmedu

apsorbancije i koncentracije.
A =¢ebc = A~c (1)
gdje je:

A — apsorbancija, & — molarna apsorptivnost (L mol! cm™), b — duljina puta svjetlosti kroz

uzorak (cm), ¢ — mnozinska koncentracija (mol L)

AMR)  Ac(R)
T T T

7(R) = (2)

gdje je:
¥ — prosjeéna brzina trosenja (h™!), A4 — promjena apsorbancije, ¢ — vrijeme (h), Ac — promjena

mnoZinske koncentracije (mol L)

Uvrstavanjem prikupljenih podataka tijekom istraZivanja, dobivamo sljedec¢e vrijednosti

prosjecne brzine troSenja pri 60 1 80 °C:

_ L 1,375 — 1,524 )
Ugoec(antocijanin) = — i = 0,03725 h™ (3)

_ o 1,181 — 1,524
Vggec(antocijanin) = — i = 0,08575 h™1 (4)

Konaéno, pri 80 °C prosjecna brzina trosenja antocijanina bila je 2,3 puta vecéa, nego pri 60 °C.
Iz slika 6 1 7 vidljivo je da dodatak pufera znacajno utjece na spektar antocijanina, mijenjajuci
njegov oblik u odnosu na pocetni spektar pri pH-vrijednosti od 3,46, $to upucuje na nastanak

novih kemijskih struktura antocijanina.
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Slike 6 i 7 — Pocetni vis-spektri vodenog ekstrakta antocijanina (slika 6)
i otopina antocijanina razli¢itih pH-vrijednosti (slika 7)
Figs. 6 and 7 — Initial Vis-spectra of the aqueous anthocyanin extract (Fig. 6)

and anthocyanin solutions at different pH values (Fig. 7)

S obzirom na mogucéu prisutnost razlicitih struktura, pretpostavljeno je da svaka otopina
antocijanina prije zagrijavanja postize maksimalnu apsorbanciju za specificnu strukturu
antocijanina, koja se zatim smanjuje s vremenom zagrijavanja. Stoga su rezultati utjecaja pH-
vrijednosti na stabilnost antocijanina tijekom zagrijavanja (slika 8) iskazani u obliku postotka

preostale apsorbancije (jednadzba 5).
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Slika 8 — Ovisnost postotka preostale apsorbancije otopina antocijanina
razli¢itih pH-vrijednosti o vremenu izloZenosti temperaturi od 80 °C
Fig. 8§ — Dependence of the percentage of remaining absorbance of anthocyanin solutions

at different pH values to a temperature of 80 °C
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Atrenutno

postotak preostale apsorbancije = X 100% (5)

pocetno

1z rezultata prikazanih na slici 8, vidljivo je da najvisi postotak preostale apsorbancije, nakon
3 sata zagrijavanja, postignut pri pH-vrijednosti 2,15. Nadalje, povisenje pH-vrijednosti na
5,72, 7,13 1 8,20 dovelo je do smanjenja preostale apsorbancije na 77,65 %, 69,71 % i
71,51 %, pri ¢emu je najnizi postotak postignut pri pH-vrijednosti 7,13.

4. Zakljucci

Istrazivanje je pokazalo da dugotrajna izloZenost razli¢itim temperaturama ima znacajan
utjecaj na stabilnost antocijanina u vodenom ekstraktu. Pri pH-vrijednosti 3,46, apsorbancija
antocijanina pri 526 nm ostaje konstantna do 40 °C. Medutim, izlaganje temperaturama od
60 °C 1 80 °C tijekom 4 sata, uzrokuje znac¢ajno smanjenje apsorbancije. Dakle, dobiveni
rezultati potvrduju prvu hipotezu, prema kojoj poviSena temperatura ubrzava razgradnju
antocijanina. U skladu s drugom hipotezom, koja je predvidala da pH-vrijednost utjeCe na
stabilnost antocijanina, utvrdeno je da sniZzavanje pH-vrijednosti otopine na 2,15 znatno
povecava otpornost antocijanina na temperaturu od 80 °C. Stovise, pri pH-vrijednosti 2,15
antocijanini zadrzavaju ¢ak 22,21 % viSe pocetne apsorbancije pri 526 nm, u usporedbi s
antocijaninima pri pH-vrijednosti 7,13. To ukazuje da kiselo okruZenje moze poboljsati
otpornost antocijanina na visoke temperature.

Zakljucno, za izradu DSSC-a koje koriste antocijanine kao fotoelektri¢na sredstva, preporucuje
se odrzavanje temperature ispod 40 °C te zakiseljavanje otopine antocijanina. Navedeni uvjeti
osiguravaju vecu stabilnost antocijanina, ¢ine¢1t DSSC-ove efikasnijima u pretvorbi svjetlosne

energije.

Literatura
1. URL: https://ourworldindata.org/electricity-mix (15. 11. 2024.)
2. N. Y. Amogne, D. W. Ayele, Y. A. Tsigie, Recent advances in anthocyanin dyes
extracted from plants for dye sensitized solar cell, Mater. Renew. Sustain. Energy 9
(23) (2020) 1-16, doi: https://doi.org/10.1007/s40243-020-00183-5.
3. URL: https://www.enciklopedija.hr/clanak/antocijani (15. 11. 2024.)

226



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
SEKCIJA/TOPIC:

9. SUSRET MLADIH KEMICARA/9™ MEETING OF YOUNG CHEMISTS
4. S. Oancea, A Review of the current knowledge of thermal stability of anthocyanins and
approaches to their stabilization to heat, Antioxidants 10 (9) (2021) 13-37, doi:
https://doi.org/10.3390/antiox10091337.
5. A. Houghton, 1. Appelhagen, C. Martin, Natural blues: structure meets function in
anthocyanins, Plants 10 (4) (2021) 726, doi: https://doi.org/10.3390/plants10040726.
6. D. A. Skoog, D. M. West, F. J. Holler, Uvod u spektrofotometrijske analiticke metode,
Osnove analiticke kemije. Vol 1, Skolska knjiga, Zagreb, 1999, str. 500.

227



——e KAZALO AUTORA
AUTHOR INDEX



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS

B

Bariéevi¢, Nikica
Barlovi¢, Nikolina
Basi¢, Anita
Benkovi¢, Maja
Bertovi¢, Barbara
Bicani¢, Aurora
Blazic, Roko
Brajnovié¢, Ana

Bule Mozar, Kristina

Buli¢, Ida

(@3

Civljaku, Andela

D

Dorner, Amanda

b
Pulabié, Luka

E

Eude, Solenn

F

Faraguna, Fabio

G
Gajdos Kljusuri¢, Jasenka
Glavas, Zoran

Grahovac, Patrik

H
Halasz, Ivan

Horozi¢, Emir

J

Jozinovi¢, Antun

123
14
86
182
194
14

164
139

209

58

209

68

49

86
139
49

106
209

29

KAZALO AUTORA/AUTHOR INDEX

Jukié, Slavica
Jurina, Tamara

Jurinjak Tusek, Ana

K

Kanizai Sari¢, Gabriella
Komes, Drazenka
Kova¢, Mario

Kuc¢ié¢ Grgi¢, Dajana
Kustura, Marija Zeljana
Kuzmi¢, Lucija

Kuzmié, Petra

L
Ladesi¢, Zvonimir

Lonc¢ar, Mateo

M

Maji¢, Ivana
Mandura Jari¢, Ana
Mestrovié, Ernest
Mileti¢, Ena
Miloloza, Martina
Mirt, Tin

N
Nikola Muzek, Mario

Normand-Dubeau, Cléa

(0]

Oceli¢ Bulatovi¢, Vesna

P
Pani¢, Manuela
Pozar, Elena

Pranji¢, Nika

209
86
86

153
68
29
1,29, 164
218
106
106

58
139

153
68
106

164

164

14
68

1,29, 139, 164

86
194
209

228



ZBORNIK RADOVA/PROCEEDINGS
KAZALO AUTORA/AUTHOR INDEX

R v
Rastija, Vesna 153 Valinger, Davor 86
Rimaj, Nika 106 Vlahovi¢, Lucija 1
Rogosi¢, Marko 49 Vojvodi¢ Cebin, Aleksandra 68
Vugrin, Leonarda 106
S Vukovi¢ Domanovac, Marija 182
Strazi¢i¢, Karla 1
Svilovi¢, Sandra 14 Z
Zagajski Kucan, Kristina 49
S Zeman, Antonia 86
Sabié Runjavec, Monika 182 Zovko, Mariela 209
Seremet, Danijela 68
Spanié, Nikola 123 Z
Strkalj, Anita 139 Zgela Putnikovi¢, Marijana 218
Subari¢, Drago 29 Ziza, Jasminka 194
Zutié, Stipo 123
T
Tomi¢, Ella 209
Tonkovi¢, Juraj 58
Tot, Tatjana 194

229



—* SPONZORI, DONATORI, PARTNERI
| IZLAGACI

SPONSORS, DONORS, PARTNERS
AND EXHIBITORS



' ]gl@ ©rriva ‘ teva

)
Lip antenpaar  (\m| BELUP)  EISHMADZU

) A ok

PARTNER | PARTNER

. Podra\ﬂgg')

. @" AGROPROTEINKA (/] Altium Aﬂnﬂs

NALYTICAL ASSISTANCE

.Q
| )
fRorovo

e bio-mi biovit

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;

4% 1LOCKI
& PODRUMI

EMUS  #HGK

\=k)eyproject
LKB] g MEDIC  METTLER TOLEDO

Ru-Ve By Vlcoren VUPIK
tvoj lab partner TURISTICKA ZAJEDNICA GRADA VUKOVARA /

VUKOVAR TOURIS T BOARD VUKOVAR

[ |
@® Labtim

amember of the Metrohm group



siosuods pjoD | 1lozuods [uie|z







Citavo stoljece posveceni
brizi za zdravlje.

pliva.hr

@ruiva | teva



slosuods JaA(IS | 1Jozuods |Ulgals







Cuvajmo zdravlje
zajedno!

@muru

wwwwwwwwwww
wwwwwwwwwwwwwwww






siosuods ozuo.dg | 11ozuods [uepuolg




(\J avantor-

Chemistry Solutions
from Avantor®

Avantor® is proud to offer one of the largest selection of

chemicals from one source to our customers. As well as ML(EQE':T
extensive investment in our own chemical production, our SLVWR.COM
mission is to make getting the products you need effortless.

Avantor® carries a broad range of products to meet
the specialized needs of all chemistry laboratories.

We offer high-quality products from the world's most
trusted brands to help you and your colleagues answer
the most challenging questions in biomedical research,
environmental and forensic work, clinical diagnostics,
and other materials science applications.

- Mass spectrometry

- High Performance Liquid Chromatography
- Low Pressure Chromatography

- Gas Chromatography

- Atomic Spectroscopy

- Molecular Spectroscopy

- Titration

- Karl Fischer water determination

- pH & Conductivity Measurement

- Physical Measurement

- X-ray fluorescence spectroscopy (XRF)

SUPPLIERS:

(\J avantor vwrezs #: RON-

CHEMICAL

avantor- VWR.COM

delivered by VWI™

VWR International GmbH
Graumanngasse 7 | A-1150 Vienna | export.at@vwr.com | si.vwr.com

IHA-351686-24

08/2024-BB-CP



Svaki put uz vas
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Tvrtka Jasika d.o.o. osnovana je 1997. godine sa sjedistem u Zagrebu i po-
druznicom u Splitu te sestrinskim firmama na podrucju Bosne i Hercegovine,
Slovenije i Srbije. Vise od 20 godina usko je specijalizirana za zastupanje, uvoz i
distribuciju te odrzavanje razne laboratorijske opreme i usluga svjetskih renomi-
ranih proizvodaca. Danas zaposljava oko 40 visoko obrazovanih djelatnika, uz
organizacijsku strukturu podijeljenu na 4 odjela. Odjel za medicinske proizvode,
Odjel medicinske dijagnostike, Farmaceutski odjel povezan s lijekovima te Odjel
Analitike na koji se uspjesno prosirila prije otprilike pet godina.

Odjel Analitike tvrtke Jasika d.o.o. specijaliziran je za distribuciju laboratorijske
opreme brojnih renomiranih svjetskih proizvodaca od kojih izdvajamo PerkinEl-
mer u podrucjima molekularne spektroskopije (UV-Vis, FT-IR, fluorimetrija), ter-
malne analize (DSC, TGA, STA i DMA), kromatografije (GC, LC, GC-MS, LC-MS/
MS), hipernacijskih sustava (IR-TGA, TGA-GC/MS, IR-TGA-GC/MS) te anorgan-
skih tehnika analize (AAS, ICP-OES i ICP-MS), Berghof (uredaji za mikrovalnu
digestiju, reaktori te prociscivaci kiselina), ColeParmer (SpexSamplePrep - ho-
mogenizatori, kriogeni mlinovi te SpexCertiPrep standardi i custome made stan-
dardi), Labtech (generatori plinova, centrifuge, uparivaci) te Evoqua (uredaji za
vodu). Evoqua (uredaji za vodu). Odjel Analitike takoder obuhvaca i program
Life Science namijenjen za istrazivacke i dijagnosticke institucije u poljima bio-
kemije, molekularne i stanicne biologije, protocne citometrije te mikrobiologije.
Program se specijalizirao za distribuciju opreme brojnih renomiranih svjetskih
proizvodaca poput Rewvity (Citaci mikrotitarskih plocica, homogenizatori, NGS
reagensi), eBioscience (ELISA, protutijela), Luminex te PCR Biosystems.

Nas dinamican tim strucnjaka uvest ¢e Vas u svijet vodecih svjetskih tehnologija
I inovacija i upravo za Vase potrebe predloziti najbolje rjesenje, a prodajni sa-
vietnici s dugogodisnjim iskustvom stoje Vam na raspolaganju za sve informacije
vezane za program prodaje instrumenata, potrosnog materijala i rezervnih dije-
lova te ideja za provedbu projekata.
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\' AGROPROTEINKA
é

PRERADA NUSPROIZVODA | ZDRAVLJE LJUDI | OKOLISA

Vjerojatno ste vec puno puta culi da biorazgradivi ostaci i nusproizvodi zivotinjskog
podrijetla nisu otpad i da njihova prerada ima visestruku korist. Skupljanjem otpada i
nusproizvoda sprjecava se njihovo gomilanje u okolisu te se na taj nacin Cuva okalis,
a i Sirenje potencijalnih zaraznih bolesti. To je prva, ujedno i najvaznija korist razdva-
janja i skupljanja otpada. Druga korist od skupljenih nusproizvoda i otpada je njihova
prerada. Preradom se dobivaju novi vrijedni proizvodi te se potice nacelo kruznog
gospodarstva. Novi proizvodi mogu se koristiti u razlicitim industrijama poput kemijske,
prehrambene, energetske i u pet food industriji. Ono Sto je pritom kljucno naglasiti je
da se pravilnim zbrinjavanjem Cuva zdravlje ljudi i zivotinja te vodi briga o nasem okoli-
Su. Stoga je javnozdravstvena uloga ove djelatnosti, njezin - glavni i sredisnji naglasak.
Skupljanje nusproizvoda zivotinjskog podrijetla je neposredna aktivnost na suzbijanju
zaraznih bolesti. Bez nje, bez pravovremenog i ispravnog prikupljanja odvoza i zbrinja-
vanja nusproizvoda, zarazne bi se bolesti mogle nekontrolirano Siriti. Zamislimo samo
koliko se na dnevnoj razini proizvede otpada po jednoj osobi, dodajmo tome otpad u
ugostiteljstvu, prehrambenoj industriji, farmama i slicno, i da se sav taj otpad odlozi u
prirodi, improvizacijski zakopa po poljima, ili spontano baci u rijeke ili jezera itd. Bilo bi
to pogubno za zdravlje ljudi i zivotinja i stanje okolisa. Jednostavno, zastita zdravlja
judi i zivotinja | oCuvanje zdravog okolisa preduvjet je svake sigurnosti i buduc¢nosti zi-
vota uopce.

Kako bi se ideje o ispravnom razdvajanju i 0 nasoj vlastitoj odgovornosti spram otpada
koji stvaramo prosirile drustvom i dosle do sto veceg broja ljudi, potrebna je trajna edu-
kacija, pozitivni primjeri, prenosenje znanja sa strucne javnosti na sve razine i skupine
javnosti i drustva. OtvorenoS¢u znanstvene i poslovne zajednice prema okruzenju pu-
tem edukacija, potporama, organiziranjem i poticanjem razlicitih ekoloskih akcija, stvara
se i njeguje kultura i spoznaja o vrijednosti oCuvanja prirode kao temeljnog preduvjeta
opstanka zivota. To je najbolji i najuvjerljiviji nacin vracanja prirodi i okoliSu ono sto od
njih i dobivamo. | konacno, potvrduje da priroda svoju cjelovitost i svoje zdravlje moze
vratiti i saCuvati samo ako s njom suradujemo. Jer ako okolis ne bude zdrav, nece niti
covjek biti zdrav. Covjek i okolis jedino i mogu zivjeti i opstati zajedno.

https://www.agroproteinka.hr/
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SUSTAINABLE SOLUTIONS https://b|0‘m|.eu

Bio-mi d.o.0. je mala i srednja tvrtka za istrazivanje i razvoj sa sjedi-
stem u Matuljima, posvecena proizvodnji termoplasticnih materijala i
proizvoda iz bioloskog izvora koji se koriste za proizvodnju primarne i
sekundarne ambalaze te poljoprivrednih proizvoda.

Glavne aktivnosti tvrtke ukljuCuju napredni inzenjering novih ma-
terijala na osnovi biomase i odrzivih plasticnih materijala. Prvi smo
proizvodac certificiranih granulata i proizvoda u Istocnoj i Jugoistocnoj
Europi, a ponosno isticemo da smo jedni od malobrojnih proizvoda-
Ca na svijetu koji ¢e nakon dvije godine analize, u vrlo kratkom roku,
ishodovati i TUV certifikat za biorazgradnju u tlu kojim ¢e se svakom
poljoprivredniku, tj. korisniku folije za malciranje, jamciti potpuna bio-
razgradnja, bez rizika oneciscenja tla ili kontaminacije usjeva. Upravo iz
osjetljivosti proizvoda koji direktno utjeCe na proizvodnju hrane, sama
analiza i proces ishodovanja certifikata je dugotrajan i iznimno temeljit.

Nase aktivnosti imaju za cilj proizvodnju materijala na bioloskoj os-
novi koji bi zamijenili materijale iz tradicionalnih, fosilnih izvora, istrazu-
jucina taj nacin biorazgradivost i moguc¢nost recikliranja bioloskih mate-
rijala, procjenjujuci njihov potencijal, posebno biopolimera i bioplastike.

Osim razvijanja novih sastavnih elemenata (building blocks) i materi-
jala na bioloskoj osnovi, Bio-Mi pruza usluge savjetovanja i edukacije u
podrudju transformacije i reciklaze plastike i ostalih naprednih materija-
la u gotove proizvode koji su u skladu s ciljevima bioekonomije. Ukrat-
ko, zelimo pridonijeti odrzivoj buduc¢nosti i odgovoriti na drustvene
izazove koji su povecanjem fosilne plastike u sustavu sve veci.

Bio-Mi je jedna od rijetkih tvrtki u Hrvatskoj i ovom dijelu Euro-
pe koja je postala punopravna clanica Konzorcija bio-industrije (BIC)
i nastoji aktivno pridonijeti razvoju bioekonomije u Europi  sudjelujuci
sa ostalim clanovima konzorcija na kolaborativnim projektima koji su
direktno usmjereni na bioindustriju. Konzorcij bio-industrije omogu-
¢ava da se dizanjem svijesti potrosaca i umrezivanjem svih sudionika
lanca vrijednosti u inovativne projekte s ambicioznim ciljevima, poveca
konkurentnost bio proizvoda, kreiraju radna mjesta u bioindustriji, i u
konacnici stvori klimatski-neutralana i resursno ucinkovita Europa koja
je konkurentna na globalnoj sceni.
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More than equipment!

U EMUS-u ponosno nudimo sirok spektar prilagodenih rjesenja za kontrolu kva-
litete zahvaljuju¢i naSem dugogodisnjem iskustvu i stru¢nosti. Bez obzira trazite i
standardni proizvod ili prilagodeno rjeSenje, nas tim strucnjaka ovdje je da vam
pomogne pronaci pravo rjesenje za vasu specificnu primjenu.

Nasa sveobuhvatna ponuda pruza korisnicima rjeSenje koje ¢e ih podrzavati tije-
kom citavog procesa. Od instalacije do odrzavanja, nas koncept je osmisljen kako
bi zadovoljili vase specificne potrebe i napravili razliku u vasem poslovanju. Pouz-
dajte se u EMUS za sve vase potrebe u rjeSenjima za kontrolu kvalitete i opremanje
postrojenja, tvornica, inspekcijskih kuca, laboratorija, instituta.

EMUS odrzava partnerske odnose s vodecim proizvodacima u industriji, sto nam
omogucuje da nasim klijentima ponudimo najbolje sustave za kontrolu kvalitete,
mjerenje i usluge. U EMUS-u shvacamo vaznost odrzavanja visokih standarda kon-
trole kvalitete u vasem poslovanju. Zato se nas tim posvecuje pruzanju inovativnih
rieSenja. S EMUS-om mozete biti sigurni da su vase potrebe za kontrolom kvalitete
u strucnim rukama. Nadogradite svoje procese kontrole kvalitete s nama vec da-
nas, i dozivite razliku brzo i osobno.

EMUS pruza sustave za kontrolu kvalitete, ispitivanje zahvaljujuci bliskim partner-
skim odnosima s vodecim proizvodacima u industriji. Nas se tim posvecuje osigu-
ravanju preciznosti i pouzdanosti u svakom sustavu koji isporucujemo, ukljucujudi
instalaciju, odrzavanje i kalibraciju. Nadogradite svoje poslovanje s nasim stru¢nim
rieSenjima i dozivite razliku s EMUS-om.

EMUS je na Celu uvodenja novih tehnologija pruzajudi pouzdana rjesenja za mje-
renje svojstva materijala i komponenti. Pouzdajte se u EMUS za rjesenja za mjere-
nje, kontrolu kvalitete i ispitivanja materijala.

S potporom nasih partnera, EMUS moze biti vas pouzdani dobavljac novih tehno-
logija za vas!

Nasi partneri: Industrije: Struénost: Usluge:

o Affri * Automobilska * Kemijska analiza * Instalacija
* Bruker Alicona * Elektronika * Metrologija * Podrska
» Comet Xray * Avio-industrija * NDT Ispitivanja * Obuke

* Eddyf * Strojna obrada bez razaranja * Servis

* CGM NDT * Metalurgija + X-Ray tehnolo- * Mjerenja
* GNR ltaly * Baterije gije

* IBG * Kemijska indu- * Racunalni vid

* Vericon strija * Ispitivanje mate-

* Vigor * Laboratoriji rijala

* BowmanXRF

* Uniterm

- Acer Industries http://www.emus.hr/
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