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Dear colleagues,

we are extremely honoured to present to you the Proceedings of the

international conference 19™ Rugilka Days, which was successfully held

on September 21723, 2022, in Vukovar, Croatia, in the

hometown town of our famous Croatian scientist and first Nobel
laureate, professor Leopold (Lavoslav) Rugilka.

The main goals of the Conference were to promote excellence,
originality and innovation of interdisciplinary scientific research
as well as the practical application of the obtained results through

collaboration with industry, emphasizing thus the recognizable slogan of

the Rugilka Days conference: "Today Science T Tomorrow Industry". In addition,
the Conference gave the opportunity for meetings, exchanging the ideas, opinions,
experiences and cooperation among participants from different working surroundings.

Itis also important to point out that since 2008, within the international conference Rugilka Days,
Meeting of Young Chemists has also been held, where high school students, with the help of their
mentors, present papers in the field of chemistry, with the aim to direct students and young people
to the technical and natural sciences, especially chemistry.

In its seventh issue (2011, 2013, 2015, 2017, 2019, 2021) the Proceedings publishes scientific and
professional full papers of high quality in the following sections: Chemical analysis and synthesis
(10), Chemical and biochemical engineering (3), Food technology and biotechnology (4),
Chemistry in agriculture and forestry (1), Environmental protection (9) and 8" Meeting of Young
Chemists (3). Full-length papers were subjected to an international review procedure done by
eminent experts from the corresponding fields, to whom we express our gratitude, but they were
not subjected to linguistic proofreading.

On behalf of the Scientific and Organizing Committee of the 19" Rugilka Days we cordially thank
all the authors, reviewers, participants, lecturers, organizers, especially the international organizers
EuCheMS and EHEDG, auspices and sponsors, and all the others who, in any way, supported the
Conference and contributed to the preparation of the Proceedings, especially to our highly skilled
and committed associates, who have put a lot of effort in the preparation of these Proceedings.

At the very end, special thanks to our young, future scientists and their mentors who are faithful
participants of the Meeting of Young Chemists of the Rugilka Days conference.

Enjoy the extremely interesting scientific and professional papers contained in these
Proceedings, until the next 20" jubilee of Rugilka Days in 2024!

We are looking forward to meeting you again in VVukovar!

Yours sincerely,

Chief Editors

Jurislav Babil

Vesna Ocelil Bulatovil
Dajana Kulil Grgil
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Migracija nikla iz nakita od lelika

Urgula Apalovil, Anita Gtrkalj*, Zoran Glavag

Sveuliligte u Zagrebu, Metalurgki fakultet, Aleja narodnih heroja 3, 44000 Sisak, Hrvatska
“Dopisni autor: strkalj@simet.unizg.hr
originalni znanstveni rad

Sagetak

Uloga nakita u givotu lovjeka vrlo malo se mijenjala kroz povijest. Uglavnom se nakit koristi
za ukragavanje ljudskog tijela, ali i kao statusni simbol ili za izragavanje pripadnosti odrel’enim
grupama ili kulturama. Melutim, procesi proizvodnje nakita znalajno su napredovali.
Istragivanja vezana uz utjecaj pojedinih komponenti iz nakita na zdravlje lovjeka takoLer su
znalajno napredovala. Poznato je da tijekom nogenja dolazi do interakcije nakita s kogom.
Znoj koji se oslobala na kogi utjele na migraciju tegkih metala. Ova pojava je posebno
izragena kod nakita koji je napravljen od neplemenitih metala (npr. od ugljilnog lelika i sl.).
U ovom radu istragivana je migracija iona nikla iz nakita napravljenog od razlilitih vrsta lelika
koji je bio u kontaktu s modelnom otopinom znoja. Dobiveni rezultati su pokazali da dolazi
do migracije navedenih iona. Koncentracija iona koja migrira uslijed kontakta nakita i modelne
otopine znoja ovisi 0 vremenu kontakta.

Kljulne rijeli: nakit, nikal, znoj, migracija
Uvod

Najlegle korigteni materijal danagnjice je lelik. Ne zna se tolno kada je polela
njegova proizvodnja, ali smatra se da je to bilo paralelno s proizvodnjom geljeza.
Postupci proizvodnje kao i svojstva pa i definicija mijenjali su se kroz povijest. Danas
se pod pojmom lelika smatra legura geljeza i ugljika u kojoj je udio ugljika O 2 mas.%
uz prisutnost tzv. pratioca kao gto su silicij i mangan, nelistola kao gto su sumpor i
fosfor, ali i namjerno dodanih elemenata, tzv. legirajulih elemenata (Filetin i sur.,
2002). Legirajuli elementi u leliku su od iznimne vagnosti. Ovisno o vrsti i udjelu
legirajulih elemenata mijenja se mikrostruktura lelika, a samim time i svojstva.
Najlegle se kao legirajuli elementi koriste krom, nikal, mangan, silicij, volfram,
molibden i vanadij. Takoler se mogu dodati i kobalt, titan, niobij i dr. gto ovisi o
svojstvima koja se gele postili (Orul i sur. 2005).

Unatol tome, kad god je mogule, odnosno kad nisu potrebni posebni zahtjevi u
primjeni i dalje se koristi obilni ugljilni lelik. Proizvodnja ovog lelika je
jednostavnija i daleko jeftinija u odnosu na legirane lelike. S obzirom na udio ugljika
u leliku, lelici se dijele na niskougljilne, srednjeugljilne i visokougljilne.
Niskougljilni lelici su lelici u kojima je udio ugljika od 0,05 % do 0,25 %.
Mikrostruktura im je najlegle feritna, a prema svojstvima su najbligi geljezu. Zbog
niske cijene najzastupljeniji su na trgigtu i obilno se koriste za izradu konstrukcija.
Srednjeugljilni lelici su lelici u kojima je udio ugljika od 0,25 - 0,60 %.
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Mikrostruktura im je perlitno - feritna. Imaju velu lvrstoli i manju gilavost i
istezljivost od niskougljilnih lelika. TakoLer se koriste za izradu konstrukcija, ali i za
izradu raznih strojnih dijelova. Visokougljilni lelici imaju sadrgaj ugljika od 0,6 %
do 1,7 %. Imaju perlitno - cementitnu strukturu. U usporedbi s nisko i
srednjeugljilnim lelicima imaju povelanu tvrdolu, ali nigu gilavost i istezljivost.
Takoler se koriste kao konstrukcijski lelici , ali i u izradi alata (Ashby, 1992). Bez
obzira o kojoj vrsti ugljilnog lelika se radi, svi imaju zajednilko negativno svojstvo,
a to je loga otpornost na koroziju. Korozijska otpornost uvelike ovisi o pH vrijednosti.
Pri niskim pH vrijednostima razvijanje vodika eliminira mogulnost stvaranja
zagtitnog filma, dok u alkalnim otopinama razvijanje zagtitnog filma uvelike smanjuje
brzinu korozije ugljilnog lelika (Stupnigek ¥ Lisac, 2007). Buduli da je korozivnost
nepogeljno svojstvo lelika lesto se na povrginu materijala nanose razlilite prevlake.
Za(tita od korozije predstavlja primarnu uloga prevlaka, iako se one mogu nanositi i
zbog povelanja dimenzija istrogenih dijelova, postizanja odrelenih fizikalnih
svojstava, zagtite od trogenja, a nerijetko imaju i estetsku ulogu kao gto je to kod nakita
(Juraga i sur. 2005). Upravo je proizvodnja nakita od lelika vrlo interesantna
djelatnost na koju se rijetko pomisli kada se govori o proizvodnji i upotrebi lelika.
Nakit je prisutan u ljudskoj civilizaciji gotovo oduvijek i smatra se prvim nalinom
ukragavanja ljudskog tijela. Jog prije 75 000 godina pojavljuje se prvi nakit koji se
sastojao od nanizanih gkoljki i to kod stanovnika danagnje Afrike. Lovjek je za izradu
nakita koristio kosti, zube, bobice i kamenje, a prva prava proizvodnja nakita od
metala (zlata) zapolinje u Egiptu jog prije 3000 T 5000 godina. Tradicija izrade i
nogenja nakita zadr@ala se i do danas. Obilno se pod pojmom nakita prvo pomisli na
nakit od plemenitih metala (zlata, srebra, platine). MeLutim, danas se izraluje nakit i
od neplemenitih metala, poput bakra, ali i od lelika. Koriste se i neki drugi materijali,
kao gto je keramika, drvo, staklo, polimerni materijali i sl. Pod pojmom biguterije
smatra se nakit od svih ostalih materijala, odnosno nakit koji nije izralen od
plemenitih metala i dragulja (Philips, 1996). Tehnike izrade nakita razlikuju se ovisno
o materijalu od kojeg se izraluje. Izrada nakita od metala moge se provoditi
lijevanjem, sinteriranjem, strojnom obradom, tzv. kemijskom elektrolizom, odnosno
elektroformiranjem itd. Nakit od lelika obilno se izral'uje strojnom obradom koja
podrazumijeva rezanje silueta u tankim limovima metala, savijanje, glodanje, CNC
obradu i slilno. Moge se koristiti velik broj tehnika i strojeva. Za izradu nakita od
lelika moge se koristiti legirani lelik, ali i obilni ugljilni lelik. S obzirom da je obilni
ugljilni lelik podlogan koroziji, nakit od ovog materijala se jog dodatno zagtiluje
prevlakama. Osim ¢to ga prevlake gtite od korozije, daju mu sjaj i lijep izgled.
Prevlake se nanose obilno galvanizacijom. Na ovaj nalin najlegle se na ugljilni lelik
nanosi srebro, zlato (guto i rugilasto), rodij, ali i znatno jeftiniji, ali i dalje estetski
primamljivi krom i nikal. Vrlo lesto se prije nanogenja nikla i kroma nanosi bakar koji
osigurava bolje prianjanje navedenih metala (Philips, 1996). Upravo se u prevlakama
krije opasnost za ljudsko zdravlje. Naime, prevlake su obilno vrlo tanke i nogenjem
nakita na tijelu se uslijed djelovanja znoja ili mehanilki prilikom trenja nakita i koge
uklanjanju, te pritom ostaju na kogi ili preko koge ulaze u organizam. Buduli da jeftini
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nakit od ugljilnog lelika sadrgi obilno prevlake od nikla i kroma, jog je vele opasnost
za zdravlje buduli da su oba metala svrstana u skupinu alergena, a krom u skupinu
kancerogenih tvari. Slilan problem dogal'a se i kod nakita koji je napravljen od
legiranog lelika. Kao legirajuli elementi u leliku za ovu namjenu obilno se koriste
krom i nikal. Ovi elementi osiguravaju kemijsku postojanost lelika. MeLutim, u
dodiru ljudskog znoja i nakita izral’enog od lelika legiranog kromom i niklom dolazi
do migracije navedenih metala na i u ljudski organizam. Reakcije organizma na nikal
i krom su razlilite. Obilno se na mjestima gdje je nakit u dodiru s kogom javlja
alergijska reakcija. Osim toga, neka istragivanja su pokazala da se kod osoba koje su
bile dermalno izlogene spojevima kroma zabiljegila njegova prisutnost u srcu, gelucu,
krvi, migilima i bubrezima, §to ukazuje da krom ne ostaje samo na kogi vel prodire i
do odreLenih organa (Durate i sur., 2018, Dayan i sur., 2001, Hostynek i sur., 2002,
Abadin i sur., 2012, Royer i sur. 2022, Adie i sur, 2020). Unatol gtetnom djelovanju
oba metala, ipak su legle alergijske reakcije i to obilno na nikal.

U ovom radu istragivana je migracija iona nikla iz nakita napravljenog od legiranog
(nehrlajuleg) lelika i nakita od obilnog ugljilnog lelika koji je prevulen previakama
od nikla, kroma i bakra ovisno o vremenu kontakta sa tijelom (znojem).

Materijali i metode

U ovom radu su kao uzorci korigtene dvije vrste nakita: nakit od nehrlajuleg lelika i
nakit od ugljilnog lelika na kojem se nalazila prevlaka od bakra, kroma i nikla.

Obje vrste nakita su stavljane u kontakt s modelnom otopinom znoja. Radi usporedbe
rezultata, ispitivanja su provedena na prethodno korigtenom i nekorigtenom nakitu.
Svi uzoreci bili su u kontaktu s modelnom otopinom znoja 2, 5 i 24 sata. Nakon isteka
vremena kontakta, u modelnim otopinama je odrelivana koncentracija nikla koji je
migrirao iz nakita. Analiza je provedena spektrometrijski pomolu spektrometra s
induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES). Osim toga, svi uzorci su prije i nakon
eksperimenta pregledavani vizualno da bi se uolile eventualne promjene na povrgini.
Na slikama 1 i 2 prikazani su uzorci korigteni u eksperimentu.

a) b)

Slika 1. Narukvica od nehrlajulleg lelika: a) prethodno korigtena, b) nekorigtena
Figure 1. Stainless steel bracelet: a) previously used, b) unused
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a) b)

Slika 2. Naugnice od ugljilnog lelika: a) prethodno korigtena, b) nekorigtena
Figure 2. Carbon steel earrings: a) previously used, b) unused

Sva mjerenja su provedena pri pH znoja od 2,97 i temperaturi 2282 AC. Uzorcima je
prije provolenja eksperimenta odrel’en kemijski sastav.

Rezultati i rasprava

U tablicama 1 i 2 prikazani su kemijski sastavi uzoraka.

Tablica 1. Kemijski sastav uzoraka od ugljilnog lelika
Table 1. Chemical composition of carbon steel samples

Element C Mn Si P S Ni Cr Cu Al

0,
T\,Sf%/; 0,08 | 0,33 | 0,30 | 0,002 | 0,015 | 0,12 | 0,63 | 6,30 | 0,025

Tablica 2. Kemijski sastav uzoraka od nehrlajuleg lelika
Table 2. Chemical composition of stainless steel samples

Element C Mn Si P S Cr Ni Mo

mas. %
(Wt.%) 0,05 1,00 | 0,30 | 0,026 | 0,018 | 17,20 | 11,6 | 2,00

Uvidom u kemijski sastav (Tablice 1 i 2) vidljivo je da su ispitivani uzorci napravljeni
od obilnog ugljilnog, odnosno legiranog (nehrlajuleg) lelika. Kod uzoraka od
obilnog ugljilnog lelika negto je povelan udio Ni, Cr i Cu u odnosu na uobilajeni
sastav ugljilnih lelika gto upuluje na linjenicu da se na navedenim uzorcima nalaze
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prevlake od spomenutih metala. Osim toga, navedene prevlake su vidljive vizualno
na vel korigtenim uzorcima buduli da su na nekim dijelovima ogtelene.

Na slici 3 prikazani su rezultati migracije iona nikla iz novog i prethodno korigtenog
nakita od obilnog ugljilnog lelika koji je bio u kontaktu s modelnom otopinom znoja
2,51 24 sata.

Ni-nova, Ni- new

0,006 0,0054 bin20106Sy11 bindzaSR

0,005
= 0,004
S
> 0,003 0,0025
° 0,002 0,0015

0,00089
0,001 0,00056
0,000026
0
2 5 24
t, h

Slika 3. Ovisnost migracije nikla o vremenu kontakta s modelnom otopinom znoja
(nova i korigtena naugnica)
Figure 3. Dependence of nickel migration on contact time with a model sweat solution
(new and used earring)

1z slike 3 vidljivo je da je u svim slulajevima doglo do otpugtanja nikla i to neovisno
0 vremenu kontakta uzoraka sa modelnom otopinom znoja. Nove naugnice otpugtaju
najvige nikla nakon 2 sata kontakta. Povelanjem vremena kontakta uzoraka sa
otopinom znoja migracija nikla se smanjuje. Kod prethodno korigtenih naugnica
najvele otpugtanje nikla je nakon kontakta od 5 sati. Za olekivati je bilo da le se
povelanjem vremena kontakta povelavati koncentracija nikla u otopini. Razlog
ovakvom odstupanju moge biti u linjenici da je sloj nikla koji je nanesen kao prevlaka
vrlo tanak. Buduli da se radi o vrlo jeftinim naugnicama postoji mogulnost da
postupak nanogenja prevlake nije bio ravnomjerno rasporelen, odnosno da svaka
naugnica ne sadrgi istu kolilinu nikla. Osim toga, kod naugnica koje su prethodno
korigtene vizualno je zamijeleno da je na nekim mjestima sloj nikla vel skinut uslijed
korigtenja nakita (Slika 2), gto je u skladu s dobivenim rezultatima. Na slici 4
prikazane su naugnice nakon provedenog eksperimenta.
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a)

b)

Slika 4. 1zgled naugnica: a) prije i b) nakon eksperimenta, vrijeme kontakta 2 h
Figure 4. Appearance of earrings: a) before and b) after the experiment, contact time 2 h

1z slike 4 je vidljivo da je na haugnicama tijekom eksperimenta uklonjen sjajni srebrni
sloj, odnosno vanjski dio prevlake, gto ukazuje na migraciju nikla u otopinu. Osim
toga, primijeleno je da je na nakitu koji nije prethodno korigten prisutno ogtelenje (na
dijelu koji se stavlja u uho), gto svakako ukazuje na neravnomjernu migraciju iona

nikla, a gto je i u skladu sa dobivenim rezultatima.

U tablici 3 prikazani su rezultati migracije nikla iz nakita od legiranog, tj. nehrlajuleg

lelika koji je bio u kontaktu s modelnom otopinom.

Tablica 3. Rezultati migracije nikla iz nakita od nehrl’ajuleg lelika koji je bio u kontaktu s

modelnom otopinom

Table 3. Results of nickel migration from stainless steel jewelry that was in contact with the

model solution

ELEMENT
novi nakit korigteni nakit
(new jewelry) (used jewelry)
VRIJEME, h Ni, Ni,
(Time, h) gg/lcm? gg/lcm?
2 ispod granice kvantifikacije ispod granice kvantifikacije
(below the quantification limit) | (below the quantification limit)
5 ispod granice kvantifikacije ispod granice kvantifikacije
(below the quantification limit) | (below the quantification limit)
24 0,00018 0,0031
(0.00018) (0.0031)




International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Iz tablice 3 vidljivo je da nakit od legiranog lelika otpugta nikal tek nakon 24 h
kontakta s modelnom otopinom. U slulaju da je do migracije doglo i nakon kontakta
od 2 i 5 h, koncentracije migrirajulih elemenata su bile toliko male, odnosno ispod
granice kvantifikacije instrumenta.

Unatol tome gto su zabiljedene migracije nikla iz obje vrste nakita, njegova
koncentracija je relativno niska i krele se od 0,000026 do 0,0054 £g/lcm?. Prema
Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti predmeta giroke potrognje propisano je da
predmeti i proizvodi koji pri uporabi dolaze u neposredan dodir s kogom ili sluznicom,
u koje spada i nakit, ne smiju otpugtati nikal u kolilini veloj od 0,5 Og/cm?/tjedan.
Buduli da su ispitivanja provedena u periodu od 2, 5 i 24 sata, a migracije nisu velike
te u velini slulajeva pokazuju tendenciju smanjenja s povelanjem vremena kontakta,
za olekivati je da nakon tjedan dana nogenja navedenog nakita nele doli do migracije
nikla u koncentracijama velim od 0,5 Og/cm%tjedan. Bez obzira na olekivano,
preporuka je da se navedeni nakit koristi gto manje, a ako se vel i koristi da to bude u
kralim vremenskim intervalima.

Zakljulci
Iz provedenih eksperimenata i dobivenih rezultata mogule je zakljuliti sljedele:

U Rezultati kemijske analize upuluju na to da je ispitivani nakit izralen od dvije
vrste lelika: ugljilnog i nehrlajuleg (legiranog) lelika. Dobiveni rezultati
ukazuju da je na nakit od ugljilnog lelika nanesena prevlaka od bakra, te
nakon toga prevlaka od nikla i kroma.

U Rezultati dobiveni ispitivanjem migracije iona iz nakita od oba materijala
ukazuju da dolazi do migracije iona nikla.

U Migracija iona najvela je kod novih naugnica od ugljilnog lelika i to nakon
kontakta s modelnom otopinom znoja u vremenu od 2 sata i smanjuje se s
povelanjem vremena kontakta.

U Migracija iona kod prethodno korigtenih naugnica od ugljilnog lelika ne
mijenja se linearno s vremenom, najvela je nakon kontakta s modelnom
otopinom u vremenu od 5 sati. Pretpostavlja se da je razlog tome ogtelena i
nejednako nanesena prevlaka.

U Nakit napravljen od legiranog lelika takoLer pokazuje sklonost ka otpugtanju
iona nikla, ali tek nakon kontakta od 24 sata.

U S obzirom na linjenicu da sav ispitivani nakit neovisno o vrsti materijala i
vremenu kontakta otpugta ione nikla, preporuka je da se takav nakit ne koristi
ili da se korigtenje svede na krali vremenski period.
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Summary

The role of jewelry in human life has changed very little throughout history. Jewelry is mainly
used to decorate the human body, but also as a status symbol or to express belonging to certain
groups or cultures. However, the processes of jewelry production have advanced significantly.
Research related to the influence of individual components from jewelry on human health has
also progressed significantly. It is known that jewelry interacts with the skin during wear.
Sweat released on the skin affects the migration of heavy metals. This phenomenon is
especially pronounced with jewelry made of non-precious metals (e.g. carbon steel, etc.).

In this article, the migration of nickel ions from jewelry made of different types of steel that
was in contact with a model sweat solution was investigated. The obtained results showed that
migration of the mentioned ions occurs. The concentration of ions that migrate due to the
contact between the jewelry and the sweat model solution depends on the contact time.

Keywords: jewelry, nickel, sweat, migration
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Sagetak

U ovom istragivanju klice rikule uzgajane su hidroponski u otopinama selenija razlilitih
koncentracija (1 ppm, 2,5 ppm, 5 ppm, 7,5 ppm i 10 ppm). Razvoj biljaka pralen je 7 dana, a
samo pri najvigoj koncentraciji selenija klice nisu rasle. Glukozinolati su izolirani u
odgovarajulem desulfo-obliku te kvalitativno i kvantitativno analizirani pomolu UHPLC-
DAD-MS/MS-a. Identificirana su letiri glukozinolata: 4-(metilsulfinil)butil-glukozinolat
(glukorafanin), 4-(metilsulfanil)butil-glukozinolat (glukoerucin), dimer 4-merkaptobutil-
glukozinolata koji potjelu od metionina te jedini indolni glukozinolat, 4-metoksiindol-3-
ilmetil-glukozinolat (4-metoksiglukobrasicin) koji potjele od triptofana. Ukupni sadrgaj
glukozinolata se dodatkom razlilitih koncentracija selenija smanjio za 31-75 %, (to odgovara
smanjenju sadrgaja glavnog glukozinolata, glukoerucina.

Kljulne rijeli: glukozinolati, desulfoglukozinolati, selenij, UHPLC-DAD-MS/MS
Uvod

Glukozinolati su specijalizirani metaboliti lije su strukture raznolike te se neprestano
otkrivaju nove. Pronaleni su u 16 razlilitih biljnih porodica reda Brassicales, od kojih
je najznalajnija porodica Brassicaceae (kupusnjale), kojoj pripadaju kupus, brokula,
cvjetala, kelj, rotkva, repa, gorugica i dr. Glukozinolati su vodotopljivi organski
anioni koji dijele iste osnovne strukturne znalajke koje ukljuluju b-D-glukopiranoznu
jedinicu, O-sulfatiranu anomernu (Z)-tiohidroksimatnu funkcijsku skupinu te
promjenjivi bolni lanac (Blagevil i sur., 2017). Broj struktura potvrLenih modernim
spektroskopskim tehnikama (MS i NMR), iznosi 90, dok je jog 49 glukozinolatnih
struktura djelomilno okarakterizirano s vrlo varijabilnim dokazima (Blagevil i sur.,
2020). Na temelju razlilitih aminokiselinskih prekursora mogu se podijeliti u tri
skupine: alifatski glukozinolati koji potjelu od metionina, izoleucina, leucina, valina;
arilalifatski koji potjelu od fenilalanina ili tirozina te indolni od triptofana.
Glukozinolati lije je postojanje s varijabilnim dokazima ukljuluju dva glukozinolata
za koje je pretpostavljeno porijeklo od glutaminske kiseline, kao i deset alifatskih
glukozinolata nepoznatog porijekla (Blagevil i sur., 2020).

Posljednjih godina, mlkropovrle tolnije klice postaju sve zastupljenije u pripremi
domale hrane i predmet sve veleg interesa trgigta i industrije dodataka prehrani.
Klijanje je jednostavan i brz proces i ne ovisi o specifilnim klimatskim uvjetima
(Galieni i sur., 2020). U usporedbi sa sjemenkama ili zrelim biljkama, poznato je da
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klice sadrge male koliline antinutrijenata, a bogate su aminokiselinama, masnim
kiselinama i jednostavnim gelerima, kao i vrlo vagnim specijaliziranim metabolitima
(terpeni, fenoli, karotenoidi, glukozinolati i sl.) zbog lega se nazivaju fitokemijskim
tvornicama. Biljke porodice Brassicaceae, kao gto su brokula, hren, kupus, uzgajaju
se kao klice i smatraju se najzdravijim vrstama zbog glukozinolata koji su prekursori
izotiocijanata s vagnim protuupalnim i antikancerogenim svojstvima (Miyahira i sur.,
2021). Biljke reda Brassicales su poznate po sposobnosti akumulacije selenija gto
pruga moguli put do povelanog unosa selenija hranom, koji je lesto nizak ili ispod
preporulenog dnevnog unosa. Ove biljke u svojim tkivima mogu tolerirati
koncentracije selenija do 1000 Og/g suhog biljnog materijala (Broadley i sur. 2006).
Selenij je analog sumpora i dijeli putove unosa i asimilacije sumpora u biljkama. Unos
selenata i selenita u biljci smatra se analognim onom za sulfat, odnosno sulfit. Selenat
i sulfat ulaze u epidermalne stanice korijena kroz plazma membranu preko sulfatnog
transportera (Gupta i Gupta, 2017, Tian i sur., 2018). Pored glukozinolata, poznati su
i selenoglukozinolati koji su prvotno opisani kao spojevi u kojima atom selenija
zamjenjuje atom sumpora na anomernoj poziciji. Melutim, ovakvi
selenoglukozinolati enzimskom hidrolizom se razlagu na izoselenocijanate te se time
ne uklapaju u definiciju glukozinolata (Blagevil i sur., 2020).

Matich i sur. (2012) su identificirali razgradne produkte glukozinolata u brokuli i cvjetali
zalijevanim  otopinama  selenija:  (4-(metilseleno)butanonitril,  5-(metilseleno)
pentanonitril,  3-metilseleno)propilizotiocijanat,  4-(metilseleno)butilizotiocijanat i
5-(metilseleno)pentilizotiocijanat), a za koje je pretpostavljeno da potjelu od hidrolize
odgovarajulih selenoglukozinolata. LCYMS/MS analizom utvrlen je pologaj atoma selenija
u identificiranim selenoglukozinolatima te njegova ugradnja u strukturu preko
selenometionina u metilselenilnu skupinu, a ne u sulfatnu ili b-tioglukoznu skupinu
(McKenzie i sur., 2019). Ovi glukozinolati sadrge selenij u bolnom lancu su u skladu s
oplom strukturom glukozinolata te se nazivaju glukozinolatima izvedenim iz
selenometionina (Fahey i sur., 2001, Blagevil i sur., 2020). U prethodnim istragivanjima u
klicama rikule identificirani su glukozinolati biosintetizirani iz metionina, glukorafanin,
sinigrin, glukoerucin, te indolni glukozinolati biosintetizirani iz triptofana, glukobrasicin, 4-
metoksiglukobrasicin i neoglukobrasicin (Mart?nez-Zamora i sur., 2022).

Cilj ovog istragivanja ukljuluje hidroponski uzgoj klica rikule (Eruca vesicaria (L.)
Cav.) u otopinama selenija razlilitih koncentracija u svrhu njegova utjecaja na
glukozinolatni profil.

Materijali i metode
Kemikalije
U ovom istragivanju za pripravu otopina selenija korigten je standard selenija 1000

Og/mL u 2 % HNO;3 (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD). Za analizu
glukozinolata  korigteni su standardi  glukorafanin, glukoerucin i 4-
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metoksiglukobrasicin (PhytoPlan, Heidelberg, Njemalka). Mirozinaza, sulfataza,
dekstran i sinigrin pribavljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD).

Uzgoj klica rikule

U eksperimentu su Kkorigtene sjemenke rikule (Kiepenkerl, Njemalka). Klice su
uzgajane hidroponski tijekom sedam dana, referentna biljka u vodovodnoj vodi te
ostale u otopinama selenija razlilitih koncentracija (1 ppm, 2,5 ppm, 5 ppm, 7,5 ppm
i 10 ppm). Klijanje i rast klica praleni su po danima te je biljni materijal posljednji
dan sakupljen i liofiliziran (Labconco liofilizator, Kansas, Missouri, SAD).

Izolacija glukozinolata

U svrhu kvalitativne i kvantitativne analize, glukozinolati su izolirani ultrazvulnom
ekstrakcijom iz 100 mg suhog biljnog materijala dodatkom 70 %-tnog metanola nakon
inaktivacije mirozinaze (kuhanjem pri 90 AC tijekom 5 min). Dobiveni ekstrakt je
podvrgnut anionskoj izmjeni u koloni punjenoj dekstranom. Kolone su isprane
dodatkom metanola i 20 mM natrijevog acetata (NaOAc), nakon lega je dodano 20
OL otopine sulfataze te 50 OL NaOAc te su kolone ostavljene preko noli kako bi se
omogulila enzimska hidroliza sulfatnih estera u glukozinolatima, pri lemu nastaju
nenabijeni desulfoglukozinolati. Isti se potom eluiraju s kolone dodatkom ultraliste
vode. Izolirani desulfoglukozinolati analizirani su koristeli UHPLC-DAD-MS/MS.

Ekstrakcija hlapljivih razgradnih produkata glukozinolata

Za kvalitativnu analizu razgradnih produkata glukozinolata odabrane su uzgojene
Klice rikule tretirane otopinama selenija koncentracija 5 ppm i 7,5 ppm. Nakon
autolize uz dodatak enzima mirozinaze tijekom 24 h, hlapljivi spojevi su ekstrahirani
diklormetanom te analizirani koristeli GC-MS.

UHPLC-DAD-MS/MS analiza

Korigten je tekulinski kromatograf (Ultimate 3000RS, Thermo Fisher Scientific,
SAD) u kombinaciji sa spektrometrom masa u tandemu (kvadrupol-kvadrupol, TSQ
Quantis, Thermo Fisher Scientific, SAD) sa kolonom Hypersil GOLD dimenzija 3,0
mm T 100 mm, promjera lestica 3,0 em (Thermo Fisher Scientific, SAD). Kao
mobilna faza korigtena su otapala A (50 eM NaCl u H20) i otapalo B (acetonitril
30:70 v/v) uz protok od 0,5 mL/min kako slijedi: 0,14 min 96 % A i 4 % B; 7,84 min
14 % A1 86 % B; 8,96 min 14 % A i 86 % B; 9,52 min 5% A i 95 % B; 13,16 min
5% Ai95%B;13,44min96 % Ai4 % B; 15,68 min 96 % A i 4 % B. Temperatura
kolone je odrgavana na 15 AC, a injektirani volumen uzorka je je bio 5 L. Signali su
snimani DAD detektorom pri 227 nm, a maseni spektri su snimani u pozitivnom
nalinu rada pri 350 AC. Za kvantizaciju desulfoglukozinolata je korigtena kalibracijska
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krivulja desulfosinigrina za raspon koncentracija od 13,56 do 542,50 ¢M. Prilikom
izraluna pojedinog dobivenog desulfoglukozinolata korigtene su literaturne
vrijednosti za faktore odaziva: za 1,07 za glukorafanin, 1,04 za glukoerucin, 0,25 za
4-metoksiglukobrasicin (Clarke, 2010) i 1 (arbitrarno) za dimer 4-merkaptobutil-
glukozinolata.

GC-MS analiza

Uzorci su analizirani pomolu plinskog kromatografa sa spektrometrom masa s
trostrukim kvadrupolom (8890 GC-7000D GC/TQ, Agilent Technologies, SAD) na
nepolarnoj koloni HP-5MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 Om, Agilent Inc., SAD). Plin
nositelj je helij, protok je postavljen na 1 mL/min, temperatura injektora iznosila je
250 AC te je volumen injektiranog uzorka 1 L. Temperatura kolone postavljena je 3
min na 60 AC, zatim zagrijavanje na 246 AC brzinom od 3AC / min te se ta temperatura
zadrgavala 25 min. Energija ionizacije iznosi 70 eV, temperatura izvora iona
postavljena je na 200 AC, a m/z raspon je bio postavljen na 40 T 350. Spojevi su
identificirani usporedbom njihovih indeksa zadrgavanja (u odnosu na C8TC40 n-
alkane za HP-5MS Ul kolonu), kao i usporedbom njihovih masenih spektara s
literaturom, bazama podataka Wiley 9N08 MS (Wiley, New York, NY, SAD) i
NIST17 (Gaithersburg, MD, SAD).

Rezultati i rasprava

Desulfoglukozinolati su izolirani iz sjemena korigtenog za uzgoj te klica uzgojenih u
vodovodnoj vodi (referentna) i u otopinama selenija razlilitih koncentracija.
Kromatogrami dobiveni korigtenjem UHPLC-DAD-MS/MS-a prikazani su na slici 1,
lijom je analizom utvrlena prisutnost letiri glukozinolata. Identificirana su tri
glukozinolata koji potjelu od biosinteze metionina, 4-(metilsulfinil)butil-glukozinolat
(glukorafanin, 64), 4-(metilsulfanil)butil-glukozinolat (glukoerucin, 84) i dimer 4-
merkaptobutil-glukozinolata (134) te jedan indolni glukozinolat koji se biosintetizira
iz triptofana, 4-metoksiindol-3-ilmetil-glukozinolat (4-metoksiglukobrasicin, 48).
Identifikacija se temeljila na vremenima zadrgavanja, UV spektrima snimljenih pri
227 nm te MS2 spektrima desulfoglukozinolata (Grmuga, 2021; nulovil, 2022).
Strukture svih identificiranih glukozinolata prikazane su na slici 2.
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Slika 1. Kromatogrami desulfoglukozinolata izoliranih iz klica Eruca vesicaria (L.) Cav.
d48 - 4-metoksiglukobrasicin, d64 - desulfoglukorafanin, d84 - desulfoglukoerucin, d134 -
dimer 4-merkaptobutil-glukozinolata. Brojevi odgovaraju brojevima poznatih glukozinolata

u revijalnom radu Blagevil i sur. 2020.

Figure 1. Chromatograms of desulfoglucosinolates isolated from Eruca vesicaria (L.) Cav.
sprouts. d48 - desulfo-4-methoxyglucobrassicin, d64 - desulfoglucoraphanin, d84 -
desulfoglucoerucin, d134 - dimeric 4-mercaptobutyl desulfoglucosinolate. Numbers are
related to the numbers of known glucosinolates given in review paper by Blagevil et al. 2020

Slika 2. Strukture glukozinolata identificiranih u klicama Eruca vesicaria (L.) Cav.
Brojevi odgovaraju slici 1
Figure 2. Structures of glucosinolates identified in Eruca vesicaria (L.) Cav. sprouts.
The numbers correspond to Figure 1
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Na slici 3 su prikazani MS2 spektri svih identificiranih desulfoglukozinolata.

Slika 3. MS2 spektri desulfoglukozinolata identificiranih u klicama Eruca vesicaria (L.) Cav.
Figure 3. MS2 spectra of desulfoglucosinolates identified in Eruca vesicaria (L.) Cav. sprouts
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Natrijevi adukti dovode do prepoznatljivih fragmentacija na tioglukozu i ostatak
molekule (Slika 4), pri lemu se natrij gotovo uvijek vege na tioglukozu stvarajuli
karakteristilan fragment pri m/z 219. Fragmentacija se odvija i s druge strane sumpora
u desulfoglukozinolatima gto rezultira nastankom dvaju fragmenata: anhidroglukoza
s natrijem pri m/z 185 te ostatni fragment s natrijem ([M T 162 + Na]*).

Slika 4. Karakteristilna cijepanja u MS2 spektru desulfoglukoerucina (d84)
Figure 4. Characteristic fragmentation in MS2 spectrum of desulfoglucoerucin (d84)

Za razliku od metilsulfanilnog d84, MS2 spektar natrijeva adukta
¥-(metilsulfinil)alkil-desulfoglukozinolata d64 sadrgava fragment m/z 316 (Slika 3)
koji odgovara neutralnom gubitku od 64 Da (eliminacija CHsSOH).

U tablici 1 je prikazan sadrgaj pojedinih glukozinolata u sjemenu i uzgojenim klicama
rikule.

Tablica 1. Sadrgaj glukozinolata u sjemenu i uzgojenim klicama Eruca vesicaria (L.) Cav.
Table 1. Glucosinolate content in seeds and cultivated sprouts of Eruca vesicaria (L.) Cav.

Aminokiselins Sadrgaj glukozinolata (Omol / g suhog biljnog materijala)
ki prekursor . tr
Ime [M+Na] (min) Sjeme Ref Sel | Se25 Se5 Se7,5 | Se10
glukozinolata ppm ppm ppm ppm Ppm
Prekursor Met
G'“k(%T)fa”'” 380 255 | 357 | 983 | 660 | 876 | 459 | 7,10 | 1,42
G'“'Egi;“‘"” 364 6,80 | 22079 | 84,17 | 3859 | 44,36 | 30,53 | 38,61 | 22,85
Dimer 4-
merkaptobutil- . .
- 675 8,26 n.i. 1,83 2,83 2,79 0,57 0,30 n.i.
glukozinolata
(134)
Prekursor Trp
4-Metoksi-
glukobrasicin 421 8,40 n.i. 1,13 0,93 1,55 0,34 0,47 n.i.
(48)
Ukupno 224,36 96,96 | 48,95 | 57,46 36,03 46,48 | 24,27

tr T vrijeme zadrgavanja, n.i. ¥ nije identificirano, ref. - referentni uzorak. Brojevi odgovaraju brojevima poznatih
glukozinolata u revijalnom radu Blagevil i sur. (2020)
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Glavni glukozinolat u svim uzorcima je bio glukozinolat 84. Sjeme je sadrgavalo samo
dva alifatska glukozinolata, 64 i vrlo velike koliline 84, lak 220,79 Omol/g suhog
biljnog materijala (DW). Klice su uz navedene glukozinolate sadrgavale i dimerni 134
koji je uobilajen u rikuli i doprinosi cjelokupnoj prepoznatljivosti okusa (Pasini i sur.
2011). Sadrgaj jedinog indolnog glukozinolata 48 nije prelazio 1,55 Omol/g DW.
Uolava se smanjenje ukupnog sadrgaja glukozinolata u svim uzorcima tretiranim
otopinama selenija u odnosu na referentnu vrijednost. Klice rikule u otopini selenija
koncentracije 10 ppm-a nisu se razvijale, dok je iz glukozinolatnog profila vidljivo
smanjenje sadrgaja 84 10 puta (Tablica 1). Prethodna istragivanja pokazala su da
tretiranje selenijem smanjuje razine glukozinolata kod odrel’enih odraslih Brassica
vrsta (Robbins i sur., 2005; Brickman i sur., 2013; Schiavon i sur., 2016). U
cvjetovima i listovima brokule dodatak selenija negativno je utjecao na ukupni sadrgaj
glukozinolata, osobito 64. Razine metionina i fenilalanina, aminokiselinskih
prekursora glukozinolata, kao i ekspresija gena u biosintezi glukozinolata brokule,
znatno su bili smanjeni dodatkom selenija gto objagnjava smanjene Kkoliline
glukozinolata (Tian i sur., 2018). U listovima hidroponski uzgojene odrasle rikule
takoLer je uoleno smanjenje sadrgaja glukozinolata nakon biofortifikacije otopinom
natrijeva selenata (DalléAcqua i sur., 2019). Geni za koje se smatra da su ukljuleni u
hiperakumulaciju i hipertoleranciju nisu specifilni za vrstu, vel su drugalije
regulirani u usporedbi s vrstama koje nisu hiperakumulatori (Verbruggen i sur., 2009).
Usporedne studije o hiperakumulatorima i srodnim neakumulirajulim netolerantnim
vrstama identificirale su veliki niz gena koji su visoko izrageni. Geni MYB28 i
MYB34 ukljuleni su u biosintezu alifatskih i indolnih glukozinolata. Prema
prethodnim istragivanjima izlogenost selenatu je smanjila transkripcijske faktore
MYB lime se utjecalo na gene biosintetskog puta na nalin da je selenij inhibirao iste
(Tian i sur., 2018). Sukladno navedenom moge se pretpostaviti da je uoleni pad
sadrgaja glukozinolata posljedica istog utjecaja na gene biosintetskog puta.
Analizom izoliranih desulfoglukozinolata nisu uoleni desulfoselenoglukozinolati kao
ni desulfoglukozinolati izvedeni iz selenometionina, koji su prethodno otkriveni u
drugim Brassicaceae vrstama. Na ovo je mogao utjecati oblik selenija koji je korigten
u istragivanju. Naime, selenij iz selenata se pokazao kao jedini biodostupan za
asimilaciju i unos u metabolilki put sumpora (Gupta i Gupta, 2017).

U prethodnim istragivanjima, glukozinolati izvedeni iz selenometionina identificirani
su neizravnom metodom preko razgradnih produkata. Kako unatol pretragivanju
olekivanih masa, glukozinolati sa selenijem nisu identificirani, izolirani su i razgradni
produkti u svrhu dodatne provjere. Korigtenjem GC-MS-a, u hlapljivim izolatima
identificiran je samo jedan razgradni produkt glukozinolata na 20,50 min, 4-
(metilsulfanil)butil-izotiocijanat koji potjele od razgradnje 84 te nijedan razgradni
produkt sa selenijem u pokrajnjem lancu.
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Slika 5. MS spektar 4-(metilsulfanil)butil-izotiocijanata
Figure 5. MS spectrum of 4-(methylsulfanyl)butyl isothiocyanate

Na slici 5 prikazan je MS spektar 4-(metilsulfanil)butil-izotiocijanata u kojem se
uolava molekulski ion M* (161) gto odgovara tzv. dugikovom pravilu pri lemu je
neparan broj dugikovih atoma prisutnih u molekuli odgovoran za neparnu masu spoja.
Uolljiv je i m/z 72 Kkoji je karakteristilan fragment [CH2NCS]* za izotiocijanate, a
nastaje cijepanjem C-C veze do NCS metilsulfanil-izotiocijanata.

Zakljulci

Biljke hiperakumulatori imaju razvijene fiziologke i biokemijske mehanizme koji
omogulavaju toleranciju (ne)metala do visokih koncentracija. Razumijevanje ovih
procesa u biljkama hiperakumulatorima mogu se iskoristiti za poboljjanje
fitoremedijacije i biofortifikacije selenijem. Selenij je utjecao na metabolizam biljke,
ali nije iskorigten u biosintezi glukozinolata izvedenih iz selenometionina. U
biofortifikaciji je vagan oblik selenija zbog transportera prisutnih u biljkama kojima
se unosi u biosintezu. Smanjenje u biomasi, kao i smanjenje ukupnog sadrgaja
glukozinolata ukazuje na aktivaciju S-gladovanja u biljci. S obzirom da je proces
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hipertolerancija/hiperakumulacija slogen i ukljuluje razlilite procese, u rasponu od
unosa i translokacije (ne)metala do signalizacije, potrebno je istragiti njihov utjecaj na
odrasle biljke, liji metabolizam je sposoban odgovoriti na stres.
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Rad je nastao u okviru projekata ABiljke kao izvor sumporovih spojeva i njihova
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Influence of selenium on glucosinolate profile in rocket sprouts
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Summary

In this study, rocket sprouts were grown hydroponically in selenium solutions of different
concentrations (1 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 7.5 ppm and 10 ppm). The development of the plants
was monitored for 7 days, and only at the highest concentration of selenium, the sprouts did
not grow. Glucosinolates were isolated in their desulfo form and qualitatively and
quantitatively analysed by UHPLC-DAD-MS/MS. Four glucosinolates were identified: 4-
(methylsulfinyl)butyl glucosinolate (glucoraphanin), 4-(methylsulfanyl)butyl glucosinolate
(glucoerucin), dimeric 4-mercaptobutyl glucosinolate that originate from methionine and the
only indolic glucosinolate 4-methoxyiindol-3-ylmethyl glucosinolate (4-
methoxyglucobrasicin) which orginates from tryptophan. The total content of glucosinolates
was reduced by 31-75 % with the addition of different concentrations of selenium, which
corresponds to the reduced content of the main glucosinolate, glucoerucin.

Keywords: glucosinolates, desulfoglucosinolates, selenium, UHPLC-DAD-MS/MS
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Summary

The superior mechanical properties of titanium alloys have singled out this type of alloy as an
essential material for various applications, especially in the field of biomedicine. Due to the
growing demand for permanent implants, it has become necessary to accelerate the growing
development research of biomaterials, and thus titanium alloys. In this research, influence of
corrosive media on elution of titanium-chromium-niobium alloy of chemical composition Ti-
10Cr-10Nb was investigated. It was produced by melting and casting in an electric arc furnace
in argon atmosphere. The alloy was tested in three different media (physiological solution,
saliva and sweet carbonated beverage) at two temperatures (37 C and 39 “C) in the same time
interval. Concentrations of eluted metal ions were determined by inductively coupled plasma
spectroscopy. The surface of the samples was observed by a light microscope and Vickers
hardness was measured as well. pH of corrosive media was measured before and after the
elution. The obtained results showed dependence of eluted metal ions on temperature as well
as on type of corrosive media.

Keywords: titanium alloys, biomedical materials, elution, properties, microstructure
Introduction

Biomaterials research has been on the rise in recent years due to the growing interest
of scientists in discovering new and better materials. It is known that biomaterials can
be used in different parts of the human body where they are used as stents in blood
vessels, replacement implants in hips, knees, dental implants, as artificial valves in
the heart, and the like. One of the main demands for the application of biomedical
implants is biocompatibility, then high wear resistance, as well as corrosion resistance
and good mechanical properties (Zhang, Chen, 2019; de Viteri, Fuentes, 2013; Slokar
et al., 2019). Titanium and its alloys possess good mechanical properties such as high
strength, good corrosion resistance and biocompatibility, relatively low modulus of
elasticity that could be improved by alloying with different elements (Slokar et al.,
2012; Rezaie et al., 2015).

After implantation of metallic materials into the human body metal ions are eluted as
a result of the corrosion reaction in body fluids. It should be emphasized here that
failure of biomedical implants occurs just due to corrosion. Titanium and its alloys
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show good resistance to corrosion due to the formation of the protective surface film.
Further, it was found that corrosion resistance is improved when content of niobium
is between 8 and 16 %. This is because a layer is formed on the substrate, which is a
sealing barrier to further corrosion (Ji et al., 2021; Revathi et al., 2016; Hansen, 2008).
In this work influence of corrosive media on elution of titanium-chromium-niobium
alloy Ti-10Cr-10Nb was investigated.

Materials and methods

Titanium-based alloy with addition of 10 at. % of chromium as well as niobium, Ti-
10Cr-10Nb, was prepared and tested in this research. Chromium and niobium have
the role of promoting and improving the b-phase. Niobium, as a non-toxic element,
does not cause side effects in the human body. It is also a b-stabilizer and forms a
homogeneous solid solution with titanium, while chromium reduces the melting
temperature of pure titanium (Slokar et al., 2012).

The investigated alloy was produced by melting the pure elements: titanium,
chromium and niobium in an electric arc furnace under a protective argon atmosphere.
Re-melting was carried out four times with the aim of homogenizing the composition.
The alloy was then cast into two moulds made of wax. The moulds were plate-shaped,
each measuring 10 x 32 x 1 mm, made according to BS EN ISO standard 9693:2000.
Each of the two plates was cut into three approximately equal parts using a diamond
saw, and six samples were obtained. Samples were metallographically prepared by
grinding and polishing.

Corrosive media used in this work were: physiological solution, saliva and sweet
carbonated drink. The test was conducted at two different temperatures, 37 C and
39 C, in the same time interval lasting 6 hours. A temperature of 37 C simulated the
normal temperature of the human oral cavity, while a temperature of 39 C
represented an elevated body temperature. The desired temperature (37 Cand 39 C)
was maintained in the water bath. The procedure was carried out by pouring 50 mL
of the solution into a 100 ml laboratory beaker in the order (physiological solution,
saliva, sweet carbonated drink). Then, one sample each of Ti-10Cr-10Nb alloy was
immersed in each of the three different media. The initial pH values of three corrosive
media at 23 C were 6.1, 8.2 and 2.8 respectively.

The concentration of eluted metal ions was determined by testing each corrosive
media using an inductively coupled plasma spectroscopy, i.e. the ICP-OES method
on the device Optima 2100 DV, Perkin Elmer. pH values of corrosive media were
measured before and after elution using the inoLab WTW device.

Microstructure of non-immersed sample of the experimental alloy as well of surface
of the samples after immersion, was observed using an Olympus GX51 light
microscope with a DP70 digital camera.
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Hardness of samples, before and after immersion, was determined by the Vickers
method on the Mitutoyo Hardness Testing Machine with load of and 100 N during 10
seconds.

Results and discussion

Concentrations of metal ions of interest (Ti, Cr, Nb) determined by inductively
coupled plasma spectroscopy in each initial media were below the quantification limit
of the device.

Concentrations of metal ions of interest in solutions after the elution at two
temperatures are shown in Table 1.

Table 1. Concentrations of eluted metal ions in three corrosive media

. ; a(Ti), 2(Cr), 9(Nb),
Media T.AC | pH mg(/L(:)m2 mg(/Lc)m2 mg(/Lc)m2
physiological solution 37 6.1 0.061 BQL BQL
39 6.1 0.067 BQL BQL
saliva 37 8.3 0.205 0.132 BQL
39 7.9 0.096 0.127 BQL
. 37 2.6 0.562 0.328 BQL
sweet carbonated drink 39 238 0.439 0.162 BOL

“BQL below quantification limit

From the obtained results, it is evident that titanium is eluted from the Ti-10Cr-10Nb
alloy by changing all parameters (type, pH of the media and temperature). Chromium
is eluted in saliva and sweet carbonated drink, while physiological solution has no
effect or is very small, since the chromium concentration values are below the limit
of quantification (<0.002 mg/5 mL). Temperature and pH have no influence on the
elution of niobium or the influence is very small, considering that the concentrations
of niobium that has potentially passed into the solution are below the limits of
quantification (<0.001 mg/5 mL). From the results given in Table 1, it is evident that
titanium is eluated from the tested alloy that was in contact with a physiological
solution whose pH is slightly acidic already at 37 AC (0.061 mg/Lcm?). When the
temperature increases, the concentration of eluated titanium ions into the solution
increases also. As already stated, it is assumed that chromium and niobium are stable
in physiological solution since the concentration values of the mentioned ions in the
solution after elution are below the limit of quantification.

Furthermore, it can be seen from Table 1 that titanium and chromium ions are released
from the investigated alloy by the effect of the saliva as an alkaline medium. As the
temperature increases, the elution of both titanium and chromium ions decreases. The
results showed that saliva has no influence on the elution of niobium ions. The most
corrosive effect was shown by the sweet carbonated drink, since after contact of the
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alloy with this media, there was a significant elution of titanium (0.562 mg/Lcm? at
37 AC, i.e. 0.439 mg/Lcm? at 39 AC), but also chromium ions (0.328 mg/Lcm? at
37 AC, or 0.162 mg/L.cm? at 39 AC). From the obtained results arises that the mentioned
alloy is not completely resistant to the effect of alkaline and highly acidic media.
Despite this, the alloy is more stable in saliva and carbonated sweet drink at higher
temperatures. The decrease in ion concentration with increasing temperature indicates
that stable oxides have been formed and prevent further elution of titanium and
chromium ions, as well as of niobium, from the experimental alloy into the corrosive
media (Suito et al., 2013).

The surface of titanium can be stable thanks to the formation of an oxide layer.
Nevertheless, elution of titanium ions in the media and redeposition of ions on the
titanium surface occurs again. Since corrosion and elution of metals in given media
ultimately means electrode reaction, it is expected that the elution process itself will
be affected by the pH value of the medium. It is also expected that there will be a pH
value at which the rate of elution increases (Suito et al., 2013).

Considering the measured pH values of tested media and concentrations of eluted
ions, it is evident that there were no significant changes that would affect the final
state of the tested Ti-10Cr-10Nb alloy.

Although the elution of titanium and chromium ions from the tested alloy occurs due
to the effect of different media, the concentrations of eluated ions are very low,
therefore the alloy can be considered as safe for use.

The microstructure of the initial as cast alloy after etching in Krollds reagent was
observed using a light microscope, at a magnification at 200x and is shown in Figure
1.

Figure 1. Light micrograph of non-immersed Ti-10Cr-10Nb alloy, 200x

It can be seen typical two-phase microstructure with large b-grains.
Surface of alloy samples after immersion in each corrosive media was also observed
by light microscope. Micrographs are shown in Figures 2-4.
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a) 37¢C b) 39 eC

Figure 2. Light micrograph of Ti-10Cr-10Nb alloy immersed in
physiological solution, 200x

a) 37¢C b) 39¢C
Figure 3. Light micrograph of Ti-10Cr-10Nb alloy immersed in saliva, 200x

a) 37¢C b) 39¢C

Figure 4. Light micrograph of Ti-10Cr-10Nb alloy immersed
in sweet carbonated drink, 200x
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These micrographs show that surface of immersed samples is covered by corrosion
products, i.e. corresponding oxides. Observing this micrographs, it can be seen that with
change in temperature or pH there is no significant change in surface morphology of
samples.

The hardness of the samples was measured by the Vickers method at 3 different positions
for each sample, and the mean value was calculated. The results are listed in Table 2.

Table 2. Hardness of the measured samples

Media | physiological solution saliva sweet carbonated drink
T,AC 37 39 37 | 39 37 39
HV10 363 364 360 | 360 362 364

Hardness of non-immersed sample was 248 HV10. When this value is compared to
values of immersed samples it is obvious that there was increase in hardness. Reason
for this increase lies in the formation of stable oxides film on the alloy surface.
Hardness values for all six samples given in Table 2 are very similar and within a
narrow range of 360-364 HV10. Of all samples, sample 2 showed the lowest hardness
value. Regarding the temperature of corrosive media, it is obvious that there is no its
significant effect on the hardness values. This also applies to pH effect.

Conclusions

It is evident from the results that the concentration of ions decreased with increasing
temperature, which indicated that stable oxides were formed that prevent further
elution of titanium and chromium ions, as well as niobium, from the alloy into the
corrosive medium. The results of this research show that the process of elution of
metal ions of the tested Ti-10Cr-10Nb alloy is influenced by the pH value of the
medium, that is, the more acidic the medium, the greater the release of metal ions.
Observing the micrograph of the alloy, it can be concluded that with a change in
temperature or pH value, there is no significant change in the morphology of the
surface of the samples. It is also evident that the temperature or pH had no significant
influence on the hardness of the alloy. Finally, this research produced valid results
that will certainly contribute to the improvement and research of new alloys applicable
in dental medicine, that is, to the production of dental implants made of titanium
alloys.
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Sagetak

Od prapovijesnih dana pa sve do danas posule je korigteno za pripremu, luvanje i poslugivanje
hrane. Nekada se izralivalo od materijala koji su pronaleni u prirodi. Danas nove tehnologije
omogulavaju izradu posula od sofisticiranih materijala koji su otporni na visoke temperature,
ogtelenja, osiguravaju neprianjanje hrane prilikom termilke obrade i sl. Sve navedeno ujedno
donosi i odreLene opasnosti koje se odnose na migraciju elemenata iz posula u hranu. U ovom
radu istragivana je migracija iona As, Cd, Cr, Ni, Pb i Zn iz posula od nehrlajuleg lelika u
ovisnosti o vremenu, a uslijed kontakta posula s hranom. lIstragivanja su provedena
korigtenjem dvije modelne otopine koje su simulirale kiselu hranu. Otopine i posuLe bili su u
kontaktu 2 h, 24 h, 4 dana i 10 dana pri sobnoj temperaturi. Dobiveni rezultati su pokazali da
dolazi do migracije nikla i kroma ovisno o vremenu kontakta posul’a s hranom, ali i o starosti
posula.

Koncentracije iona koji su migrirali bile su u rasponu od 0,0040 do 0,0130 mg/l za krom,
odnosno od 0,0011 do 0,0372 mg/l za nikal.

Kljulne rijeli: tegki metali, posule, hrana, migracija iona
Uvod

Na samom poletku civilizacije lovjek je koristio razlilite predmete, kao gto su
gkoljke, oklopi kornjala, kora drva, a kasnije i glinene posude koji su mu slugili za
skupljanje, prenogenje, odrgavanje, pripremu i hranjenje. U poletku je konzumirao
sirovu hranu, a nakon gto je otkrio vatru koristio ju je za pripremu obroka. S razvojem
civilizacije te linjenicom da se obroci mogu termilki pripremiti, raste i interes za
novim vrstama posul'a. Najvagnije posude bile su zdjele i vrlevi za prenogenje vode
napravljeni od drveta ili zemljanih materijala. Otkrilem i razvojem materijala, za
izradu posul'a koristi se staklo, porculan i metal, najlegle kositar, bakar i cink. Bogati
slojevi drugtva koristili su posule od lijevane bronce, srebra i zlata. Otkrilem
aluminija zlatno posule se zamjenjuje aluminijskim jer se smatralo da je vrijednije od
zlata. lako se izgled posula kroz povijest nije znalajnije mijenjao, danagnje posule je
izraleno od drugalijih materijala. Nedostatak vremena uslijed ubrzanog givota, ali i
narugavanje zdravlja zahtijeva i nove materijale koji omoguluju brge _kuhanje,
neprianjanje hrane, upotrebu manje masnole i sl. Stoga se danas najlegle koristi
posule izraleno od razlilitih legura geljeza ili aluminija. Posul'e na bazi geljeza
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najlegle se izraluje od nehrlajulih lelika koji su otporni na korozijsko djelovanje
hrane (Parington, 2006).

Za izradu posul’a obilno se koristi nehrlajuli lelik koji ima minimalno 13 % kroma
te moge sadrgavati i druge legirajule elemente (najlegle nikal), odnosno koriste se
austenitni lelici AISI serije 300 (najlegle 304 i 316) i feritni serije 400 (najlegle 430)
(prema Mel.unarodnom standardu za materijale za prehrambenu opremu Nacionalne
sanitarne zaklade (eng. National Sanitation Foundation, NSF)) (Parington, 2006,
Davis 1992, Jones, 1992, Krauss, 2006).

Tehnologki proces proizvodnje posula od lelika zapolinje rezanjem lima koji je
obilno debljine 0,5 do 2 mm. Oblikovanje lima u posude provodi se dubokim
izvlalenjem u jednoj ili vige faza. Nakon toga slijede jog dodatna izvlalenja pri kojima
se formira rub posula. Posul’e dobiveno dubokim izvlalenjem prolazi proces liglenja,
odnosno odmaglivanja. U ovom koraku proizvodnje s posula se djelovanjem
industrijskih deterdgenata uklanjaju ulja zaostala iz postupka dubokog izvlalenja.
Slijedi ispiranje u toploj i hladnoj vodi te poliranje. Na ovako pripremljeno posule
zavrlu se ili zavaruju rulke, vizualno se kontrolira, pakira i otprema na trgigte.
Unatol tome §to se posule od nehrlajuleg lelika pokazalo izuzetno dobro za
pripremu i luvanje hrane, moge imati negativan utjecaj na ljudsko zdravlje. Uslijed
kiselog ili lugnatog djelovanja hrane legirajuli elementi iz posul’a migriraju u hranu i
pri tome mijenjaju izgled, organoleptilka svojstva, kvalitetu i zdravstvenu ispravnost
hrane. S obzirom na linjenicu da veli dio legirajulih elemenata spada u skupinu tegkih
metala koji u povelanim kolilinama mogu biti gtetni za zdravlje, posebnu pozornost
treba obratiti na migraciju navedenih elemenata (Barnes i sur., 2006). MeLlutim ne
postoje potpuno inertni materijali koji bi se mogli koristiti za proizvodnju, preradu,
pripremu i luvanje hrane. Stoga je bitno da migracija tvari u hranu iz materijala i
predmeta koji su u dodiru s hranom ne smije biti u kolilinama koje ugrogavaju
zdravlje ljudi (Brkil, 2007).

Upravo iz tog razloga zakonski su propisane maksimalne dozvoljene koliline
navedenih elemenata koje su u hranu dospjele uslijed migracije iz materijala i
predmeta koji su bili u dodiru s hranom (Haberle i sur., 1997). U posulu od
nehrlajuleg lelika najlegle se prati migracija iona Pb, Cd, As, Zn, Cr i Ni zbog
gtetnog djelovanja na ljudski organizam. Prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti
materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom (NN, 31/2011), za
metalno posule, pribor, opremu i urel’aje koji dolaze u dodir s hranom propisano je
da Ane smiju stajanjem tijekom 1 do 24 sata pri temperaturi od 23 AC odnosno 100 AC
u direktnom dodiru s destiliranom vodom ili odgovarajulom modelnom otopinom,
otpugtati vige od: 0,6 mg/L olova, 0,05 mg/L kadmija, 0,01 mg/L arsena, 50,0 mg/L
cinka, 0,1 mg/L kroma niti vige od 0,1 mg/L niklaf.

Bez obzira na to {to se olovo ne dodaje kao legirajuli element u lelik, kao i linjenicu da je
otporno na djelovanje kiselina, ono ima vrlo veliku toksilnost te se zbog toga prati njegova
mogulnost migracije iz posul'a u hranu. U ljudskom organizmu olovo dovodi do smanjenja
koliline hemoglobina, uzrokuje i hemolizu, negativno utjele na reproduktivni sustav,
ogtelenje bubrega i sl. (Makun, 2016). Kadmij se takoL'er ne dodaje leliku radi legiranja, ali
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se moge koristiti kod lemljenja pojedinih dijelova posula. Kao i olovo, ne smatra se
esencijalnim elementom. Uzrokuje dijareju i povralanje i bitno je pratiti migraciju ovog
elementa u hranu. Arsen takoler ne spada u skupinu esencijalnih elemenata, ali se ni ne
koristi za legiranje lelika. MeLutim izuzetno je otrovan kao i olovo i kadmij te se zbog
sigurnosti prati njegova potencijalna migracija u hranu. U slulaju da je prisutan u hrani moge
izazvati kancerogene promjene u organizmu. Na opasnost olova i arsena ukazuje i linjenica
da su oba metala svrstavaju u skupinu endokrinih disruptora gto znali da mogu oponagati ili
blokirati endogene steroidne hormone (Nordberg i sur, 2015). Cink je prisutan u velini hrane
i pila. Spada u skupinu esencijalnih elemenata, ali u povelanim koncentracijama moge
djelovati toksilno. Osobe koje u dugem vremenskom periodu u organizam unose povelane
koncentracije cinka, gto se izmel'u ostalog moge dogoditi prilikom duge upotrebe posula
koje otpugta cink u kontaktu s hranom, mogu imati smanjenu imunologku funkciju, manje
koliline Adobrogfi kolesterola i sl. (Wani, 2021). Krom i nikal predstavljaju najlegle
legirajule elemente u leliku. Dodaju se kako bi poboljgali korozijsku otpornost lelika. Oba
elementa su u niskim koncentracijama neophodni za normalno funkcioniranje ljudskog
organizma, mel utim u povelanim koncentracijama su izuzetno gtetni. Krom je gtetan samo
u gesterovalentnom obliku i kao takav je svrstan u skupinu alergena (Abadin i sur., 2012).
Unatol prisutnosti kroma u leliku, njegova migracija u hranu je vrlo mala. Razlog
tome je stvaranje pasivnog filma na leliku koji ga gtiti od daljnje korozije. Vrlo male
migracije kroma dogalaju se kada je posule u kontaktu sa hranom lija je pH
vrijednost manja od 5. Nikal se smatra najalergenijim elementom. Osim toga njegove
soli su svrstane u prvu grupu kancerogena. Nikal je element koji najlegle migrira iz
posula u hranu, ali obilno manje od 0,1 mg/kg (Ceserberg i sur., 2015, Bassioni i sur.
2015, Kamerud i sur., 2013).

U ovom radu pralena je migracija iona Pb, Cd, As, Zn, Cr i Ni iz posul'a napravljenog od
nehrlajuleg lelika. Usporel’ivane su koncentracije elemenata koji su migrirali iz novog i
vel korigtenog posul’a djelovanjem dvije modelne otopine koje je simuliraju kiselu hranu,

Materijali i metode

U radu je ispitivana migracija iona Pb, Cd, As, Zn, Cr i Ni iz novog i korigtenog
posula izralenog od nehrlajuleg lelika. Priprema i eksperiment napravljeni su u
skladu s Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u
neposredan dodir s hranom (NN, 31/2011). PosuLe je oprano u vodi zagrijanoj na
40 AC uz dodatak kulanskog tekuleg deterdgenta, isplahnuto tekulom vodom i ultra
listom vodom, i osugeno na zraku. Oliglene povrgine za ispitivanje vige nisu
dodirivane.

Svi uzorci su prije i nakon izvolenja svake serije eksperimenta vizualno pregledani
da bi se ustanovilo ima li ogtelenje ili drugih promjena na unutragnjosti uzoraka. Na
slici 1 prikazani su uzorci posul’a koji su korigteni za izvolenje eksperimenta.
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b)

Slika 1. Posule (uzorci) izraleno od nehrlajuleg lelika: a) novo posul’e, b) korigteno
posule
Figure 1. Dishes (samples) made of stainless steel: a) new dishes, b) used dishes

Kao otopine koje su simulirale hranu korigtene su: modelna otopina A, odnosno ultra
lista voda i modelna otopina B, odnosno 4 % (v/v) otopina octene Kiseline. Modelna
otopina A predstavlja hranu s visokim sadrgajem vode ili hranu vlagnu na povrgini
koja ima pH vrijednost 4,5 i vige, dok modelna otopina B predstavlja kiselu hranu s
visokim sadrgajem vode ili hranu vlagnu na povrgini koja ima pH vrijednost manju od
4,5. Uzorci su napunjeni modelnim otopinama do razine najmanje 1 mm od tolke
prelijevanja. Ekstrakcija je provedena na sobnoj temperaturi (22 N 2 AC). Uzorci
novog i starog posula bili su u kontaktu s modelnim otopinama 2 i 24 h, te 4 i 10
dana. Nakon isteka predvilenog vremena u modelnim otopinama koje su bile u
kontaktu s posul’em spektrometrijom s induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)
odreLivani su Pb, Cd, As, Zn, Cr i Ni.
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Rezultati i rasprava

U tablicama 1 i 2 prikazane su koncentracije ispitivanih iona u modelnim otopinama
A i B nakon ekstrakcije, a u ovisnosti o vremenu kontakta posul'a i modelnih otopina.

Tablica 1. Koncentracija iona metala koji su migrirali tijekom ekstrakcije posul'a od nehrl’ajuleg
lelika u modelnoj otopini A ovisno o vremenu ekstrakcije (IGK T ispod granice kvantifikacije)
Table 1. Concentration of metal ions that migrated during the extraction of stainless steel dishes in
model solution A depending on the extraction time (BQL I below the quantification limit)

VRIUEME ELEMENT, mg/I

USZOR'IAK KONTAKTA (Element, mg/1)

(Sample) (Contact time) As Cd Cr Ni Pb Zn
Staro posul'e 2h IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(Old dishes) (2h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 24 h IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(Old dishes) (24 h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 4 dana IGK IGK IGK 0,0011 IGK IGK
(Old dishes) (4 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0011) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 10 dana IGK IGK IGK 0,0013 IGK IGK
(Old dishes) (10 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0013) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 2h IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(New dishes) (2h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 24 h IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(New dishes) (24 h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 4 dana IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(New dishes) (4 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 10 dana IGK IGK IGK IGK IGK IGK
(New dishes) (10 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL) | (BQL)

Iz rezultata prikazanih u tablici 1 vidljivo je da su koncentracije iona arsena, kadmija,
kroma, olova i cinka u modelnoj otopini A nakon provedenog eksperimenta ispod
granice kvantifikacije (IGK) instrumenta (granica kvantifikacije: As < 0,014 mg/l, Cd
< 0,0002 mgl/l, Pb < 0,005 mg/l, Zn < 0,001 mg/l). Stoga se moge zakljuliti da do
migracije navedenih iona ili uople ne dolazi ili ako i dolazi migracija je neznatna
buduli da su koncentracije ispitivanih iona toliko niske da ih nije bilo mogule
detektirati spektrometrijom s induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES). Staro
posule koje je bilo u kontaktu s modelnom otopinom A otpugta nikal nakon kontakta
od 4 i 10 dana. Koncentracija nikla koji je migrirao iz posula raste s porastom
vremena kontakta. Ovakvi rezultati su olekivani buduli da je posule od nehrlajuleg
lelika legirano kromom i niklom radi poboljganja korozijske otpornosti. Osim toga,
staro posul’e je prilikom velikog broja korigtenja zadobilo povrginska ogtelenja koja
svakako pridonose migraciji navedenih iona.

Ispitivanja su pokazala da je novo posul’e postojano, odnosno da prilikom kontakta s
modelnom otopinom A ne dolazi do migracije ni jednog od ispitivanih iona u
vremenskim intervalima od 2 i 24 sata, te 4 i 10 dana.
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Tablica 2. Koncentracija iona metala koji su migrirali tijekom ekstrakcije posul'a od nehrlajuleg
lelika u modelnoj otopini B ovisno o vremenu ekstrakcije (IGK T ispod granice kvantifikacije)
Table 2. Concentration of metal ions that migrated during the extraction of stainless steel dishes in
model solution B depending on the extraction time (BQL T below the quantification limit)

ELEMENT mg/I
VRIJEME
Lzszsniﬁl)( KONTAKTA (Element, mg/.l) —
(Contact time) As Cd Cr Ni Pb

Staro posule 2h IGK IGK IGK 0,0329 IGK IGK
(Old dishes) (2h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0329) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 24 IGK IGK IGK 0,0164 IGK IGK
(Old dishes) (24 h) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0164) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 4 dana IGK IGK IGK 0,0064 IGK IGK
(Old dishes) (4 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0064) | (BQL) | (BQL)
Staro posule 10 dana IGK IGK IGK 0,0117 IGK IGK
(Old dishes) (10 days) (BQL) | (BQL) | (BQL) | (0.0117) | (BQL) | (BQL)
Novo posul’e 2h IGK IGK 0,0040 0,0211 IGK IGK
(New dishes) (2h) (BQL) | (BQL) | (0.0040) | (0.0211) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 24 h IGK IGK 0,0080 0,0226 IGK IGK
(New dishes) (24 h) (BQL) | (BQL) | (0.0080) | (0.0226) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 4 dana IGK IGK 0,0089 0,0328 IGK IGK
(New dishes) (4 days) (BQL) | (BQL) | (0.0089) | (0.0328) | (BQL) | (BQL)
Novo posule 10 dana IGK IGK 0,0130 0,0372 IGK IGK
(New dishes) (10 days) (BQL) | (BQL) | (0.0130) | (0.0372) | (BQL) | (BQL)

Iz tablice 2 vidljivo je da je djelovanje modelne otopine B negto agresivnije u odnosu
na modelnu otopinu A. U ispitivanim uvjetima dolazi do otpugtanja iona nikla i kod
novog i kod starog posula. TakoLer dolazi i do migracije kroma, ali samo kod novog
posula. Migracija nikla kod starog posul’a ne pokazuje linearnu promjenu, odnosno
nema linearnog rasta niti linearnog pada koncentracije iona nikla, gto se moge pripisati
ogtelenosti unutragnje strane posul'a (dio posula koji je bio u kontaktu s modelnom
otopinom), a koje je zamijeleno vel prilikom vizualnog pregleda posula.
Koncentracija nikla i kroma kod novog posule raste s porastom vremena kontakta,
gto je i olekivano. Do migracije iona nikla i kroma iz novog posula dolazi zbog
agresivnijeg djelovanja modelne otopine B u odnosu na modelnu otopinu A. TakoLer,
kao gto je vel spomenuto nikal i krom su legirajuli elementi u leliku iz kojeg je
posule napravljeno tako da je olekivana migracija upravo ova dva elementa. Do
migracije iona ostalih ispitivanih elemenata vjerojatno nije doglo ni kod novog ni kod
starog posul'a, odnosno njihove vrijednosti su ispod granice kvantifikacije. Ispitivanja
drugih autora pokazala su vrlo slilne rezultate. (Store i sur., 2011) istragivali su
migraciju iona nikla i geljeza iz posul'a napravljenog od nehrlajuleg lelika koje je
bilo u kontaktu s 3 % octenom kiselinom. Rezultati su pokazali da dolazi do migracije
oba iona te da je migracija izragenija kada je povrgina posula grublja, odnosno
ogtelena. Osim toga, slilne rezultate dobili su i drugi istragivali (Barnes i sur., 2006,
Kamerud i sur., 2013)

32



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

U Republici Hrvatskoj zakonskom regulativom su propisni posebni uvjeti vezani uz
posule i pribor koji dolaze u neposredan dodir s hranom, kao i maksimalna dopugtena
kolilina pojedinih elemenata koji migriraju u hranu, i to Pravilnikom o zdravstvenoj
ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom (NN,
31/2011). Prema navedenom Pravilniku fiposule, pribor, oprema i urelaji koji se
koriste u pripremi, proizvodnji, mjerenju, preradi, doradi, prijevozu ili uporabi hrane
ne smiju biti izraleni od materijala koji otpugta sastojke gtetne za zdravlje, ili u
kolilinama gtetnim za zdravlje, ili nepovoljno utjele na organoleptilka, fizikalna ili
kemijska svojstva hrane kao i na njeno odrgavanje u zdravstveno ispravnom stanju.
Oni ne smiju biti izral'eni od materijala koji je propustljiv i porozan i koji ne gtiti hranu
od nepovoljnog vanjskog utjecaja.fi Osim toga, za metalno posule je u Pravilniku
navedeno sljedele: A..ne smije stajanjem od 1 do 24 sata pri temperaturi od 23 AC
odnosno 100 AC u direktnom kontaktu s destiliranom vodom ili odgovarajulom
modelnom otopinom, sve ovisno o namjeni i nalinu uporabe otpugtati vige od: 0,6
mg/l olova, 0,05 mg/l kadmija, 0,01 mg/l arsena, 50,0 mg/l cinka, 0,1 mg/l kroma niti
vige od 0,1 mg/I niklaf.

S obzirom na gore navedeno i dobivene rezultate ovog istragivanja koji ukazuju da su
migracije iona arsena, olova, kadmija, give i cinka vrlo male ili ih uople nema, kao i
linjenicu da migracije iona kroma i nikla postoje, ali se njihove vrijednosti krelu od
0,0040 do 0,0130 mg/l za krom, odnosno od 0,0011 do 0,0372 mg/l za nikal, gto je
ispod dozvoljenih granica propisanih Pravilnikom, moge se smatrati da je navedeno
posule sigurno za upotrebu u uvjetima u kojima je provedeno navedeno ispitivanje.
Unatol tome, preporuka je da se upotreba posul'a od nehrl’ajuleg lelika svede na gto
krali rok buduli da do migracije iona nikla i kroma ipak dolazi iako su ispod
dopugtenih granica.

Zakljulci

Na osnovi provedenih ispitivanja moge se zakljuliti da iz ispitivanog posula od
nehrlajuleg lelika ne dolazi do migracije arsena, olova, kadmija i cinka bez obzira
na vrijeme kontakta, starost posula kao i agresivnost modelnih otopina. TakoLer je
vidljivo da je modelna otopina B negto agresivnija u odnosu na modelnu otopinu A
buduli da se tijekom 2 i 4 sata, te 4 i 10 dana i iz starog i iz novog posul'a otpugta
nikal. Takoler iz novog posula se djelovanjem modelne otopine B otpugta krom.
Vrijeme kontakta posula s modelnim otopinama nema znalajnu ulogu kod starog
posula jer se nikal otpugta u svim vremenskim intervalima i to nelinearno vjerojatno
uslijed prethodnog ogtelenja unutragnjosti posula uslijed korigtenja. Kod novog
posul'a vrijeme kontakta posula i modelne otopine B ima utjecaja. Povelanjem
vremena kontakta migrira vige iona, i to iona nikla i kroma. Vrsta iona koji migriraju
je u skladu s olekivanjima buduli da su ioni nikla i kroma ujedno i legirajuli elementi
u leliku od kojeg je izral’eno posule.

33



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Literatura

Abadin, W. S., Fay, M. (2012): Toxicological Profile for Chromium, Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, Atlanta.

Barnes, K., Sinclair, R., Watson, D. (2006): Chemical Migration and Food Contact Materials,
Woodhead Publishing Limited, Abington Hall, Abington.

Bassioni, G., Korin, A., Salama, A. E. (2015): Stainless Steel as a Source of Potential Hazard
due to Metal Leaching into Beverages, Int. J. Electrochem. Sci. 10, 3792-3802.

Brkil, S. (2007): Nehrlajuli lelici u farmaceutskoj prehrambenoj i kemijskoj industriji,
prirulnik, Hrvatsko drugtvo za materijale i tribologiju, Zagreb.

Cederberg, D. L., Christiansen, M., Ekroth, S., Engman, J., Fabech, B., GuRj-nsd-ttir, K.,
H-land, J. T., J-nsd-ttir, I., Kostaomo, P., Legind, C., Mikkelsen, B., Clafsson, G.,
Svensson, K. (2015): Food contact materials T metals and alloys, Nordic guidance for
authorities, industry and trade, Nordic Council of Ministers, Copenhagen.

Davis, J. R. (1992): ASM Specialty Handbook, Stainless Steels, ASM International, Ohio.

Haberle, V. Pongralil, J., Grgil, J. (1997): Krom, nikal i mangan u posul'u od nehrl'ajuleg
lelika i zakonski propisi, Arh Hig Rada Toksikol. 48, 235-239.

Jones, R. H. (1992): Stress Corrosion Cracking, ASM International, Ohio.

Kamerud, K. L., Hobbie, K. A., Anderson, K. A. (2013): Stainless Steel Leaches Nickel and
Chromium into Foods During Cooking, J. Agric. Food. Chem. 61, 949579501

Makun, H. (2016): Significance, Prevention and Control of Food Related Diseases,
IntechOpen, London.

Nordberg, G. F., Fowler, B. A., Nordberg, M. (2015): Handbook on the Toxicology of Metals,
Elsevier, Amsterdam.

Partington, E. (2006): Stainless Steel in the Food & Beverage Industry Euro Inox Luxembourg.

Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s
hranom, Narodne novine 31/2011

Stroe, S., Gutt, G., Gutt, S., Poroch-Seritan, M., Severin, T., Maiorescu, M. (2011): Research
on iron and nickel migration from austenitic stainless steels into acid food products, In:
Proceedings of the 22nd International DAAAM Symposium, Katalinic, B. (ed.) Vienna,
Austria, 689.

Wani, A. L.,_Shadab, H. A., Afza, M. (2021): Lead and zinc interactions T An influence of
zinc over lead related toxic manifestations, Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology. 64, 126702.

34


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0946672X20302674#!
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-trace-elements-in-medicine-and-biology
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-trace-elements-in-medicine-and-biology

International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Analysis of stainless steel dishes
Martina Maril, Anita Gtrkalj*, Zoran Glavag

University of Zagreb, Faculty of Metallurgy, Aleja narodnih heroja 3, 44000 Sisak, Croatia
“Corresponding author: strkalj@simet.unizg.hr
original scientific paper
Summary

From prehistoric times until today, dishes have been used to prepare, store and serve food. In
the past, it was made from materials found in nature. Today, new technologies make it possible
to make dishes from sophisticated materials that are resistant to high temperatures, damage,
ensure that food does not stick during heat treatment, and the like. All of the above also brings
certain dangers related to the migration of elements from dishes into food. In this article, the
migration of As, Cd, Cr, Ni, Pb and Zn ions from stainless steel dishes due to food contact was
investigated as a function of contact time. The research was carried out using two model
solutions that simulated acidic food. The solutions and dishes were in contact for 2 h, 24 h, 4
days and 10 days at room temperature. The obtained results showed that there is a migration
of nickel and chromium, which depends on the contact time of the dishes with food, but also
on the age of the dishes. The concentrations of the ions that migrated were in the range from
0.0040 to 0.0130 mg/I for chromium, and from 0.0011 to 0.0372 mg/l for nickel.

Keywords: heavy metals, dishes, food, migration of ions
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Razvoj softverskih senzora za procjenu mjerenja sadrgaja
benzena u lakom reformatu primjenom
metoda strojnog ulenja
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Sveuliligte u Zagrebu, Fakultet kemijskog ingenjerstva i tehnologije,
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Sagetak

Sve strogi ekologki i tehnilki zahtjevi kvalitete proizvoda katalitilkog refominga zahtijevaju
kontinuirano mijerenje sadrgaja benzena u reformatu. Volenje ovog procesa ovisi 0 rijetkim i
dugotrajnim laboratorijskim analizama sadrgaja benzena, dok su trogkovi primjene i odrgavanja on-
line procesnih analizatora iznimno visoki. S druge strane, mogule je na temelju lako mijerljivin
velilina u procesu zakljulivati o stanju tegko mjerljivih velilina razvojem modela softverskih senzora.
U ovome radu prikazan je razvoj modela softverskih senzora za kontinuirano pralenje sadrgaja
benzena u lakom reformatu. Modeli softverskih senzora razvijeni su primjenom neuronskih mrega i
metodom potpornih vektora, a temelje se na realnim mjernim podacima kontinuirano pralenih
varijabli te laboratorijskim mjerenjima sadrgaja benzena u reformatu. Razvoj modela zapoleo je
predobradom prikupljenin mjernih podataka te su u programskom jeziku Python izraleni modeli
softverskih senzora primjenom metoda umjetnih neuronskih mrega i potpornih vektora. Provedena je
statistilka analiza rezultata koja pokazuje da obje vrste modela daju visoke vrijednosti korelacija
podataka modela sa realnim podacima sadrgaja benzena te da se oba modela mogu primijeniti u
rafinerijskom informacijskom sustavu. Primjenom softverskih senzora postige se poboljganje konalne
kvalitete proizvoda te se mogu postili i znalajne ugtede u proizvodnji kao i zadovoljenja strogih
propisa zagtite okoliga.

Kljulne rijeli: softverski senzor, neuronske mrege, benzen, reformat, metoda potpornih
vektora

Uvod

U mnogim procesima i postrojenjima tegko je kontinuirano i pouzdano mijeriti kljulne
procesne veliline i svojstva proizvoda zbog lega se javlja potreba za korigtenjem
inteligentnih algoritama pomolu kojih bi se pratile razlilite procesne veliline.
Zahvaljujuli softverskim senzorima mogule je na temelju lako mjerljivih procesnih
velilina, kao gto su temperatura, tlak i protok, zakljulivati o stanju tegko mjerljivih
velilina odreLivanjem njihovih funkcijskih veza (Ujevil Andrijil i sur., 2018).

Softverski senzori omoguluju procesnim ingenjerima da procijene veliline i stanja koja se
ne mogu mjeriti u stvarnom vremenu na postrojenju te ih koristiti za kvalitetnije volenje
procesa. Problem nemijerenja svojstava produkata posljedica je nekoliko razloga poput toga
da postrojenja nemaju dovoljno instaliranih online procesnih analizatora jer njihova
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instalacija kao i odrgavanje zahtijevaju visoka financijska ulaganja ili uople ne postoji
mogulnost izravnog mjerenja nekih velilina poput konverzija kemijske reakcije. U
kemijskom je ingenjerstvu stoga vrlo pogeljno korigtenje softverskih senzora i to u podrulju
nadzora i volenja procesa, kod otkrivanja pogregaka i dijagnostike procesa, kod
instrumentacije i mjerenja gdje se reducira potreba za mjernom opremom i zamjenjuju
mijerni urel’aji (Fortuna i sur., 2007). U literaturi se mogu nali primjene softverskih senzora
u razlilitim postrojenjima procesne industrije, a u ovom radu se analizira njihova primjena
u rafinerijskom postrojenju.

Razvoj modela softverskih senzora temeljen na fundamentalnim zakonima za rafinerijske
procese moge postati ralunalno previge slogen te se legle primjenjuju metode modeliranja
temeljene na podacima. Najpopularnije tehnike modeliranja softverskih senzora koje se
temelje na podacima su: analiza glavnih komponenti (PCA) u kombinaciji s regresijskim
modelom (Jingjing i sur., 2021), metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS), umjetne
neuronske mre@e (Kurniawan i sur., 2022), neuro-neizraziti sustavi i metode potpornih
vektora (Chitralekha i Shah, 2010, Sharma i sur., 2018).

U rafinerijama nafte neophodno je kontinuirano pratiti sadrgaj benzena u katalitilkom
reformatu zbog ekologkih i tehnilkih razloga. Zbog toksilnosti benzena, zakon o
zagtiti zraka ogranilava sadrgaj benzena u gorivima na maksimalno 1 vol %
(NN 131/2021). Lak i s tehnilkog gledigta, iako ima vrlo visok oktanski broj i visoku
energetsku vrijednost, benzen nije pogeljna komponenta u lakom reformatu, odnosno
daljnjoj sirovini za proces izomerizacije, jer se hidrira u cikloheksan, koji je
nepogeljan zbog niskog oktanskog broja (Ceril, 2006). Cilj je stoga razviti model za
kontinuiranu procjenu sadrgaja benzena u lakom reformatu u rafinerijskom
postrojenju frakcionacije. U ovom procesu u rafinerijskom postrojenju ulazne
varijable modela, odnosno veliline stanja, se mjere kontinuirano, dok se izlazna
varijabla modela, tj. sadrgaj benzena u lakom reformatu, odreluje pomolu procesnog
analizatora svakih 8 sati. Primjenom razvijenih modela softverskih senzora mogule
je dobiti kontinuiranu informaciju o vrijednosti sadrgaja benzena u lakom reformatu.

Materijali i metode
Prikupljanje i predobrada podataka

Iz baze podataka postrojenja prikupljeni su kontinuirano mjereni podaci za procjenu
sadrgaja benzena u lakom reformatu. Preuzeti podaci sadrge podatke ulaznih varijabli
i izlazne varijable izmjerenih u periodu od 17 mjeseci. Uzeto je pribligno 170.000
podataka s vremenom uzorkovanja od 5 minuta za kontinuirano mjerene ulazne
varijable (prikazane u tablici 1), a za izlaznu varijablu (sadrgaj benzena u lakom
reformatu) prikupljeno je 1380 podataka s vremenom uzorkovanja 8 sati.

Vagno je napomenuti da s obzirom da se radi o proizvodnom postrojenju,
ulaznolizlazni signali se mjere za vrijeme uobilajenog rada procesa uz korigtenje
“prirodnih" ispitnih signala, tj. ne koriste se dodatni ili "umjetni" poremelaji kako se
ne bi utjecalo na kvalitetu proizvoda. Za {to bolju uspjegnost modela potrebno je stoga
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prikupiti podatke iz gto dugeg vremenskog razdoblja rada postrojenja, obuhvalajuli
pri tom gto je mogule vige razlilitih regima rada.

Nakon prikupljanja podataka sa postrojenja uslijedila je njihova predobrada. Predobrada
podataka obuhvatila je vremensko usklalivanje mjerenja ulaznih varijabli sa izlaznom
varijablom lime je postignut jednak broj uzoraka svih varijabli, uklanjanje prvih 240
podataka koji su predstavljali poletak procesa do postizanja stabilnog stanja (engl. start-up),
detekciju i uklanjanje ekstremnih vrijednosti (engl. outliers) te odrelivanje korelacija
izmelu ulaznih varijabli i izlazne varijable. Otkrivanje ekstremnih vrijednosti se provelo
uporabom 301 metode te vizualnom provjerom buduli da vrijednosti koje 30 detektira kao
ekstremne mogu predstavljati dio poremelaja u procesu uslijed dinamilkog vladanja
procesa te je takva informacija vagna za izradu modela. Korelacija izmel'u potencijalnih
ulaznih varijabli i izlazne varijable odrel’ena je pomolu Pearsonovog koeficijenta korelacije
te je u konalnici odabrano 8 ulaznih varijabli koje najvige utjelu na izlaznu. Odabrane
ulazne varijable, odnosno one koje utjelu na sadrgaj benzena u lakom reformatu su: protok
ulaznog reformata, temperatura ulaza u kolonu C-1, temperatura na vrhu, sredini i dnu
kolone C-1, temperatura izlaza iz peli, temperatura izlaza iz V-1, tlak na sredini i vrhu
kolone C-1, ukupni protok kroz pel, protok refluksa iz V-1, te protok lakog reformata. Sve
spomenute varijable prikazane su na slici 1, na kojoj je prikazano postrojenje frakcionacije
lakog reformata.

Slika 1. Postrojenje frakcionacije lakog reformata
Figure 1. Light reformate fractionation plant

38



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Metodika razvoja modela neuronske mrege

Neuronska mrega je niz povezanih neurona koji melusobno komuniciraju i
izmijenjuju informacije. ldeja umjetne neuronske mrege zasniva se na tome da postoje
razlilite tegine informacija koje se galju neuronima te se tim nalelom informacije
razdvajaju prema vagnosti. Uvolenjem aktivacijske funkcije, tegine se iterativno
prilagoLlavaju kako bi algoritam postigao geljeno rjegenje. Ako je signal neurona
dovoljno jak da prijele odrel’enu granilnu vrijednost (engl. treshold), informacija Te
se slati dalje do iduleg neurona (Rosenblat, 1958).

Struktura umjetne neuronske mrege sastoji se od neurona koji su smjegteni u slojeve:
ulazni, skriveni i izlazni sloj. Neuroni i informacije povezani su vezama koje ovise 0
tegini informacije koju prenose. Aktivacijska funkcija svakog neurona predstavlja se
kao suma ulaznih vrijednosti i tegina, a matematilki je izragena izrazom:

Or=xa] wt—n (D)

gdje je i broj neurona u prethodnom sloju, —x prag (engl. bias) neurona, a x vrijednost
izlaza proglog neurona. Mrega koja iz skupa ulaznih vrijednosti propagira rezultate do
izlaznog sloja naziva se unaprijedna neuronska mrega. Problem ulenja mrege legi u
podegavanju vrijednosti tegina kOje le davati odgovarajule izlazne vrijednosti
neurona. Ulenje neuronske mrege postavljanjem tegina provodi se raznim
algoritmima od kojih je najkorigteniji algoritam unatragne propagacije (engl.
backpropagation). Algoritam tragi minimalnu pogregku sustava te optimalne
vrijednosti tegina. Pogregka sustava se moge izraziti kao srednja kvadratna pogregka
(engl. Mean Square Error, MSE) prema izrazu:

OYO -B & O )

Promatrani podaci dijele se na skup za ulenje i skup za vrednovanje neuronskih
mrega. U postupku vrednovanja mrega uzima ulazne vrijednosti, odreluje izlaze za
zadane ulaze te se dobivene vrijednosti izlaza usporeluju s pravim vrijednostima na
temelju pogregke MSE. Sukladnost dobivenih rjegenja s pravim vrijednostima izlazne
varijable dokaz je kvalitete neuronske mrege. Set podataka za ulenje mora biti
dovoljno velik kako bi se osiguralo kvalitetno ulenje mrege s razlilitim vrijednostima
ulaza. S druge strane, set podataka za vrednovanje mrege takoler mora biti dovoljno
velik kako bi se provelo ispravno vrednovanje mrege (Lek i sur. 2008).

Prilikom razvoja modela neuronske mrege skup podataka podijeljen je na tri dijela:
skup za ulenje, skup za testiranje te skup za vrednovanje modela. Skup za ulenje
iznosio je 80 % podataka dok je skup za vrednovanje iznosio 20 % podataka. Skup za
vrednovanje modela je iznosio 20 % od skupa za ulenje.

Razvijene su neuronske mrege s jednim skrivenim slojem i s dva skrivena sloja te je
provedeno manualno i k-fold vrednovanje modela. Manualno vrednovanje modela je
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postupak kojim se cjelokupni skup podataka ulaznih i izlaznih varijabli dijeli na skup
za ulenje i skup za vrednovanje u proizvoljnom omjeru. K-fold vrednovanje modela
je postupak kojim se cjelokupni skup podataka ulaznih i izlaznih vrijednosti dijeli na
k jednakih podskupova. Postupak vrednovanja ponavlja se k puta pri lemu se svaki
od skupova jednom koristi kao skup za vrednovanje dok je ostalih k-1 puta korigten
kao skup za ulenje. Ukupna pogregka modela se raluna kao prosjelna pogregka svih
k iteracija (Lyu i sur., 2022).

Prilikom razvoja modela s jednim skrivenim slojem i manualnim vrednovanjem
korigtene su tanh, sigmoid, relu i elu aktivacijske funkcije za skriveni sloj mrege.
Najpogodnija aktivacijska funkcija odabrana je na osnovu preliminarnog ralunalnog
eksperimenta kojim je za svaku od aktivacijskih funkcija napravljen grafilki prikaz
ovisnosti srednje kvadratne pogregke i korelacijskog faktora o broju neurona. Broj
neurona u skrivenom sloju je varirao od 1 do 200. Kriterij odabira najbolje
aktivacijske funkcije mrege je maksimalan koeficijent korelacije, a srednja kvadratna
pogregka modela neuronske mrege.

Pri razvoju modela neuronske mrege korigteni su algoritmi optimizacije koji se
temelje na algoritmu gradijentnog spusta kao gto su Adam, Nadam, Adadelta i
RMSprop od kojih se algoritam Nadam pokazao najpovoljnijim.

Prilikom razvoja modela s jednim skrivenim slojem i k-fold vrednovanjem kao i
modela s dva skrivena sloja dalje je korigtena samo tanh aktivacijska funkcija za
skriveni sloj. Maksimalno ispitivani broj neurona po skrivenom sloju je iznosio 20.
Odabrana je po jedna najbolja mrega iz svake skupine modela te je u konalnici
odabrana ukupna najbolja mrega.

Usporedba razvijenih modela provedena je na temelju iznosa srednje kvadratne
pogregke na skupu za ulenje i skupu za vrednovanje te na temelju Pearsonovog
koeficijenta korelacije izmelu podataka izralunatin modelom i stvarnih podataka.
Najbolji modeli dodatno su vrednovani analizom reziduala putem histograma
pogregke.

Metodika razvoja modela potpornih vektora

Metoda potpornih vektora (engl. Support Vector Machine, SVM) je metoda strojnog
ulenja namijenjena rjegavanju klasifikacijskih i regresijskih problema. SVM rjegava
probleme binarne klasifikacije definirajuli ih kao probleme konveksne optimizacije.
Generalizacija SVM na SVR (engl. Support Vector Regression) postige se uvolenjem
U-intenzivnog podrulja oko funkcije (Slika 2), koje se naziva U-cijev (engl. (-tube).
Ova tzv. cijev omogulava rjegavanje problema optimizacije na nalin da se tragi
podrulje koje najbolje opisuje kontinuiranu funkciju, dok se istovremeno balansira
slogenost modela i vrijednost pogregke predvilanja. Hiperravnina je definirana
tolkama potpornih vektora podataka skupa za ulenje koje lege izvan granica U-cijevi.
Kao i u SVM-u, potporni vektori u SVR-u su najutjecajnije tolke koje utjelu na oblik
U-cijevi (Awad, i Khanna, 2015). Nelinearni regresijski problem moge se procijeniti
linearnom aproksimacijom prema jednadgbi (3):
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@)

Korigtenjem (-intenzivne funkcije cilja i uvolenjem regularizacijske konstante C,
problem optimizacije iz jednadgbe (3) moge se napisati jednadgbom (4):

(4)

uz ogranilenja:

®)

Gdje je C regularizacijska konstanta, tj. penalizirajuli faktor slogenosti modela

izragen kao , dok je U parametar preciznosti koji predstavlja radijus U-cijevi

smjegtene oko regresijske funkcije f(x) (Herceg i sur., 2020, Sharma i sur., 2018)
(Slika 2).

Slika 2. Grafilka interpretacija SVR metode
Figure 2. Graphical interpretation of the SVR method
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Formulacija iz jednadgbe (4) predstavlja pogregku predvilanja

korigtenjem varijabli 3 i 3*, koje su mjera odstupanja izvan podrulja [0, -0]. Podrulje
od f(x) + 0 do f(x) - U predstavlja U-intenzivno podrulje i funkcija cilja u tom podrulju
poprima nultu vrijednost. Dakle, SVR model sadrgi dva parametra, C i U koji
kontroliraju tolnost predvil'anja i sposobnost generalizacije SVR modela. Parametar
C definira velilinu do koje se toleriraju pogregke predvil'anja izvan U-zone. Ako je
velilina C prevelika, tada se minimizira samo pogregka predvilanja bez minimiziranja
slogenosti modela. S druge strane, ako je C parametar premalen, model bi mogao biti
prejednostavan. Smanjenjem iznosa parametra U raste broj podataka skupa za ulenje
oznalenih kao potporni vektori lime se povelava slogenost modela. Za nige
vrijednosti parametra U postoji rizik od pretreniranja modela i loge generalizacije
podataka. S druge strane, za velike vrijednosti U moge se postili relativno bolja
generalizacija, uz rizik dobivanja velike pogregke predvilanja (Herceg i sur., 2020,
Zhang i sur., 2014).

(6)

Jednadgba (6) predstavlja rjegenje optimizacijskog problema izragenog u jednadgbi
(4), gdje K(x, x;) predstavlja kernel funkciju, a U, U* su Lagrangeovi mnogitelji. Postoji
vige razlilitih kernel funkcija kao gto su linearna, polinomna, radijalna bazna funkcija
(RBF). Kernel je funkcija kojom se podaci prenose iz prostora nige dimenzije u
prostor vige dimenzije. Ono gto kernel omogulava jest da bilo koja ravnina u
trodimenzionalnom prostoru presijeca dvodimenzionalnu ravninu koja sadrgi podatke
u zakrivljenoj, a ne ravnoj liniji. Najlegle korigtena funkcija je radijalna bazna
funkcija kojom se formulacija K(x, xi) izragava kao:

()

gdje je o parametar RB funkcije. Gamma je skalar koji definira koliki utjecaj ima jedan
podatak iz skupa za ulenje gto znali da se moge kontrolirati utjecaj pojedinih tolaka
na cjelokupni algoritam. Gto je vrijednost gamma vela, druge tolke moraju biti blige
da bi utjecale na model. Gto je veli 9, to je model slogeniji i obrnuto (Herceg i sur.,
2020).

Prilikom razvoja modela potpornih vektora skup podataka podijeljen je na dva dijela:
skup za razvoj modela te skup za vrednovanje modela. Skup za razvoj modela iznosio
je 80 % podataka dok je skup za vrednovanje iznosio 20 % podataka. U ovom radu
hiperparametri SVR modela C, U i 9 optimirani su uz pomol GridSearchCV algoritma
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(Zhang i sur., 2014). Pored primjene GridSearchCV algoritma koji koristi k-fold
unakrsno vrednovanje modela, vrednovanje modela provedena je i manualno.

Kao i kod modela neuronske mrege modeli potpornih vektora usporelivani su na
temelju srednje kvadratne pogregke na skupu za ulenje i vrednovanje modela te na
temelju Pearsonovog koeficijenta korelacije izmelu podataka izralunatih modelom i
stvarnih podataka, dok su najbolji modeli dodatno vrednovani grafilkom analizom
reziduala modela.

Rezultati i rasprava

S postrojenja su prikupljeni podaci od 12 potencijalnih ulaznih varijabli s vremenom
uzorkovanja 5 minuta te jedne izlazne varijable, odnosno sadrgaja benzena u lakom
reformatu, s vremenom uzorkovanja 8 sati. Prikupljeno je pribligno 170.000 podataka
za ulazne varijable, a za izlaznu varijablu 1381 podatak. UsklaLlivanjem vremena
mjerenja ulaznih varijabli sa izlaznom varijablom dobiven je skup podataka od 1381
uzorka. Uklanjanjem prvih 240 podataka koji su predstavljali ustaljivanje procesnih
uvjeta preostao je 1141 uzorak od svake varijable. Da bi podaci ulaznih varijabli bili
valjani za razvoj modela, trebaju se vremenski uskladiti s vremenom laboratorijskog
odrelivanja sadrgaja benzena u lakom reformatu. Iz podataka su dalje uklonjene
nedostajule vrijednosti (engl. missing data) dok su pravilom 3¢ detektirane ekstremne
vrijednosti. Vrijednosti poput 0 i pravih ekstremnih vrijednosti su uklonjene, dok je
za jednu ulaznu varijablu, tj. temperaturu izlaza iz V-1, uolen klaster od 110
neprikladnih podataka. Ta skupina odstupajulih podataka bez fizikalnog znalenja je
deklarirana kao neprikladna za razvoj modela jer na drugim ulaznim varijablama u
tom periodu nije uoleno toliko odstupanje od uobilajenog procesnog regima. Taj
klaster podataka je stoga uklonjen i nanovo rekreiran razvojem manje neuronske
mrege trenirane uz pomol tlaka na sredini kolone C-1 i protoka refluksa iz V-1.
Kreiranom neuronskom mregom za kompletiranje podataka temperature izlaza iz V-
1 saluvani su podaci za ostale ulazne varijable koje u tom Kkritilnom periodu
poremelaja procesa prenose bitnu informaciju o kolilini benzena u lakom reformatu.
Vizualnom analizom dodatno su pregledane detektirane ekstremne vrijednosti kako
bi se prije njihovog uklanjanja izuzeli uzorci koji predstavljaju dinamilko vladanje
procesa.

Korelacija izmelu ulaznih varijabli i izlazne varijable odrelena je pomolu
Pearsonovog koeficijenta korelacije. Broj ulaznih velilina mora biti dovoljno velik da
obuhvati bitne informacije od svih utjecajnih velilina, ali ne i prevelik zbog potrebe
jednostavnosti modela. Na temelju dobivenih korelacija, neke od ulaznih varijabli
nisu razmatrane kod daljnjeg razvoja modela. Osam ulaznih varijabli koje su imale
izvjesnu korelaciju (iznad 0,1) sa izlazom kao i one koje su mel.usobno imale nisku
korelaciju su odabrane za daljnji razvoj modela (Tablica 1).
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Tablica 1. Ulazne varijable odabrane za razvoj modela i njihov koeficijent korelacije s
izlaznom varijablom

Table 1. Input variables selected for model development and their correlation coefficient with
the output variable

Varijable Pearsonov koeficijent | Poredak
Protok ulaznog reformata 0.179 4
Temperatura na vrhu kolone 0.238 3
Temperatura sredina kolone 0.540 1
Tlak sredina 0.134 7
Temperatura dna izlaz 0.242 2
Temperatura izlaza iz V-1 0.165 5
Protok - refluks iz V-1 0.103 8
Protok - lakog reformata 0.159 6

Razvoj modela neuronskih mrega

Modeli su razvijani uz pomol programskog jezika Python (verzija Python 3.9.7) i
njegove distribucije Anaconda (verzija Anaconda Navigator 2.1.1). Preliminarno je
razvijeno preko 1000 modela neuronskih mrega lija se struktura razlikovala s obzirom
na hiperparametre modela neuronskih mrega kao gto su broj skrivenih slojeva, broj
neurona u skrivenim slojevima, postupak vrednovanja modela te Kkorijtene
aktivacijske funkcije.

Prvo se pristupilo razvoju modela neuronskih mrega s jednim skrivenim slojem i
rulnim vrednovanjem. Cjelokupni podaci podijeljeni su na skup za ulenje i skup za
vrednovanje u omjeru 0.8:0.2. Za svaku od odabranih aktivacijskih funkcija (tanh,
sigmoid, relu i elu) proveden je ralunalni eksperiment kojim je odreLen broj neurona
u skrivenom sloju pri kojemu se postige maksimalan korelacijski faktor i minimalna
srednja kvadratna pogregka na skupu podataka za ulenje. Osim korelacijskog faktora
i srednje kvadratne pogregke, na uspjegnost modela utjele i melusobna usklalenost
korelacijskih faktora na skupu za ulenje i skupu za vrednovanje te na cjelokupnim
podacima, jer model sa najvelom korelacijom u skupu za ulenje mogda nele dati i
najvelu korelaciju na skupu za vrednovanje i na cjelokupnim podacima. Takoler,
prilikom odreLivanja uspjegnosti modela bitno je pratiti i vrijednost srednje kvadratne
pogredke na svim skupovima podataka. Rezultati utjecaja broja neurona u skrivenom
sloju na tolnost modela prikazani su grafilki na slici 3.
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a)

b)

d)

Slika 3. Utjecaj broja neurona modela u skrivenom sloju na korelacijski faktor (R) i srednju
kvadratnu pogregku (MSE) za aktivacijske funkcije a) tanh, b) sigmoid, c) relu i d) elu
Figure 3. Influence of the number of neurons in the hidden layer on the correlation factor (R) and the
mean squared error (MSE) for the activation functions a) tanh, b) sigmoid, c) relu i d) elu
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Prema rezultatima prikazanim naslici 3 vidljivo je da modeli s aktivacijskom funkcijom
tanh imaju najstabilniji koeficijent korelacije i srednju kvadratnu pogredku. 1z tog
razloga, za razvoj ostalih vrsta mrega uzeta je u obzir samo aktivacijska funkcija tanh.
Nakon detaljnije analize dobivenih modela kao najbolji model s obzirom na iznose
koeficijenata korelacije i srednje kvadratne pogregke izabran je model s aktivacijskom
funkcijom tanh i 5 neurona u skrivenom sloju. Za ovu neuronsku mregu prikazani su
rezultati grafilke usporedbe modela i realnih podataka na skupu za ulenje, skupu za
vrednovanje i cjelokupnim podacima. U tablici 2 prikazane su vrijednosti srednje
kvadratne pogregke na skupu za ulenje i skupu za vrednovanje te korelacijski faktor
na skupu za ulenje, skupu za vrednovanije i cjelokupnim podacima. Optimalan model
trebao bi imati visoke i ujednalene korelacijske faktore i niske i ujednalene pogregke
za sve skupove podataka.

Tablica 2. Rezultati modela mrege s tanh funkcijom i 5 neurona u skrivenom sloju
Table 2. Results of a neural network with a tanh function and 5 neurons in the hidden layer

Korelacija cjelokupni podaci 0.597

Korelacija na skupu za vrednovanje | 0.610

Korelacija, skup za ulenje 0.605
Pogregka

Skup za vrednovanje (MSE) 0.484

Pogregka, skup za ulenje (MSE) 0.717

Pri daljnjem razvoju modela provedena je i unakrsna metoda vrednovanja (engl. cross
validation) podjelom na proizvoljan broj podskupova. Dostupni podaci su podijeljeni
na 10 podskupova dok se broj neurona u skrivenom sloju prilikom razvoja mrege
kretao od 1 do 20. Za svaki broj neurona u skrivenom sloju razvijeno je po 10 modela
pa je tako u konalnici razvijeno 200 modela od kojih je izabran jedan najbolji na
temelju vrijednosti korelacijskog faktora i srednje kvadratne pogregke. Kao najbolji
model iz skupine modela s unakrsnim vrednovanjem izabran je model s aktivacijskom
funkcijom tanh i 12 neurona u skrivenom sloju liji statistilki pokazatelji kvalitete su
prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Rezultati za model s tanh funkcijom, 12 neurona u skrivenom sloju
Table 3. Results for model with tanh function, 12 neurons in hidden layer

Korelacija sve 0.671
MSE skup za vrednovanje | 0.353

Kao posljednji ispitivani tip neuronskih mrega razvijani su modeli sa dva skrivena
sloja i rulnim vrednovanjem. Pri tome je korigtena tanh aktivacijska funkcija za
skrivene slojeve jer je iz prijagnjeg eksperimenta zakljuleno da je tanh aktivacijska
funkcija najstabilnija. Broj neurona po pojedinom skrivenom sloju iznosio je
maksimalno 20. | izmelu modela sa dva skrivena sloja odabrana je ukupna najbolja
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neuronska mrega s obzirom na koeficijent korelacije na skupu za ulenje, skupu za
vrednovanje i cjelokupnim podacima te s obzirom na vrijednost srednje kvadratne
pogregke kao i vizualnom usporedbom grafilkih prikaza pogregke. Najbolji model iz
skupine modela sa dva skrivena sloja postignut je s aktivacijskom funkcijom tanh, 12
neurona u prvom skrivenom sloju te 11 neurona u drugom skrivenom sloju liji
statistilki rezultati su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati za model sa tanh funkcijom, 12 neurona u prvom skrivenom sloju te
11neurona u drugom skrivenom sloju
Table 4. Results for model with tanh function, 12 neurons in the first hidden layer and
11neurons in the second hidden layer

Korelacija sve 0.638
Korelacija, skup za vrednovanje | 0.622
Korelacija, skup za ulenje 0.647
MSE, skup za vrednovanje 0.461
MSE, skup za ulenje 0.656

U konalnici je kao sveukupno najbolji model neuronske mrege u ovom radu odabran
model mrege koja sadrgi dva skrivena sloja i kod koje je provedeno rulno vrednovanje
modela. Mrega kod koje je provedeno rulno vrednovanje je odabrana kao najbolja
iako ima negto vige vrijednosti pogregke i nige korelacije od mrege kod koje je
provedeno k-fold unakrsno vrednovanje. Razlog njezinog odabira je jer kod razvoja
mrege s kfold vrednovanjem mjerodavna pogregka predstavlja prosjelnu pogregku
svih k iteracija, a koja je logija od pogregke za mregu s dva sloja i rulnim
vrednovanjem. Za sveukupno najbolju neuronsku mregu prikazani su dijagrami
usporedbe sadrgaja benzena modela i realnih podataka na slikama 4., 5. i 6.

Slika 4. Usporedba izmelu stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na podacima za ulenje za model tanh, 12 neurona u prvom
skrivenom sloju i 11 neurona u drugom skrivenom sloju
Figure 4. Comparison between the actual benzene data (dotted line) and the values obtained
by the model (solid line) on the training data for the tanh model, 12 neurons in the first
hidden layer and 11 neurons in the second hidden layer
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Slika 5. Usporedba izmelu stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na cjelokupnim podacima za model tanh, 12 neurona u
prvom skrivenom sloju i 11 neurona u drugom skrivenom sloju
Figure 5. Comparison between the actual benzene data (dotted line) and the values obtained
by the model (solid line) on the entire dataset for the tanh model, 12 neurons in the first
hidden layer and 11 neurons in the second hidden layer

Slika 6. Usporedba izmelu stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na skupu za vrednovanje za model tanh, 12 neurona u
prvom skrivenom sloju i 11 neurona u drugom skrivenom sloju
Figure 6. Comparison between the actual benzene data (dotted line) and the values obtained
by the model (solid line) on the test data for the tanh model, 12 neurons in the first hidden
layer and 11 neurons in the second hidden layer

Slika 7. Grafilki prikaz trenda vrijednosti pogregke za model tanh, 12 neurona u prvom
skrivenom sloju i 11 u drugom skrivenom sloju
Figure 7. Graphical representation of the residual trend for the tanh model, 12 neurons in the
first hidden layer and 11 in the second hidden layer
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Slika 8. Histogram raspodjele vrijednosti pogrejke za model tanh, 12 neurona u prvom
skrivenom sloju i 11 u drugom skrivenom sloju
Figure 8. Histogram of the residual distribution for the tanh model, 12 neurons in the first
hidden layer and 11 in the second hidden layer

Iz grafilkog prikaza vrijednosti pogregke prikazanog na slici 7 vidljivo je da se velika
velina pogregaka nalazi izmelu N 0.5 vol %. Detaljnijom analizom pogregke putem
histograma pogregke modela prikazanog na slici 8. vidljivo je da je raspodjela
pogregke normalna, centrirana oko nule, te da se velina pogregaka nalazi izmelu N
0.2 vol % gto je zadovoljavajule za primjenu modela na postrojenju.

Razvoj modela potpornih vektora

Modeli potpornih vektora razvijani su u programskom jeziku Python. Optimalni
hiperparametri modela procijenjeni su pomolu GridSearchCV algoritma. Mrega
potencijalnih vrijednosti parametara postavljena je na sljedeli nalin: parametar C je
varirao od 0.1 do 10000, parametri gamma i epsilon od 0.0001 do 1. U prvom slulaju
podaci su podijeljeni u 5 podskupova (k=5), a u drugom u 10 (k=10). U oba slulaja
programom su dobiveni isti rezultati hiperparametara. Kao najbolji parametri izabrani
su C=10, gamma=0.0001 te epsilon=0.01. Statistilki rezultati SVR modela kod kojeg
su parametri procijenjeni pomolu GridSearchCV algoritma prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati SVR modela (kernel="rbf', C=10, epsilon=0.01, gamma=0.0001)
Table 5. SVR model results (kernel="rbf', C=10, epsilon=0.01, gamma=0.0001)

Korelacija na cjelokupnim podacima 0.573
Korelacija na skupu za vrednovanje 0.521
Korelacija na skupu za ulenje 0.587
Pogregka na skupu za vrednovanje (MSE) | 0.031
Pogregka na skupu za ulenje (MSE) 0.037

Podegavanjem vrijednosti hiperparametara pomolu GridSearch algoritma s manualnim
vrednovanjem, utvrleno je kako su dobivene kombinacije parametara davale negto bolje
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rezultate od kombinacije parametara vrednovanih k-fold metodom, a to su parametri
C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001. Manualno vrednovanje provodila se u istom
rasponu vrijednosti parametara kao i za k-fold algoritam, sa korakom od po jednoga reda
veliline. Statistilki pokazatelji SVR modela s manualnim vrednovanjem prikazani su u
tablici 6. Za taj model dodatno je napravljena analiza reziduala putem histograma pogregke.
Grafilki rezultati usporedbe najboljeg SVR modela i realnih podataka benzena prikazani su
na slikama 9-11.

Tablica 6. Rezultati SVR modela (kernel="rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)
Tablica 6. SVR model results (kernel="rbf’, C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Korelacija na cjelokupnim podacima 0.635
Korelacija, na skupu za vrednovanje 0.604
Korelacija, skup za ulenje 0.645
Pogregka na skupu za vrednovanje (MSE) | 0.027
Pogregka, skup za ulenje (MSE) 0.031

Slika 9. Usporedba izmelu stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na podacima na skupu za ulenje za model SVR
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Figure 9. Comparison between actual benzene data (dotted line) and values obtained by the
model (solid line) on training data for the SVR model
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Slika 10. Usporedba izmel u stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na podacima na skupu za vrednovanje za model SVR
(kernel= "rbf*, C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Figure 10. Comparison between actual benzene data (dotted line) and values obtained by the
model (solid line) on test data for the SVR model
(kernel="rbf*, C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)
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Slika 11. Usporedba izmelu stvarnih podataka benzena (tolkasta linija) i vrijednosti
dobivenih modelom (puna linija) na sveukupnim podacima za model SVR
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Figure 11. Comparison between actual benzene data (dotted line) and values obtained by the
model (solid line) on overall data for the SVR model
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Trend pogregke izmeLu stvarnih i predvilenih vrijednosti benzena u lakom reformatu
pomolu SVR metode prikazan je na slici 12.

Slika 12. Prikaz trenda vrijednosti pogregke za SVR model
(kernel="rbf*, C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)
Figure 12. Trend of residual for SVR model
(kernel= "rbf*, C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

Histogram pogregke SVR modela prikazan je na slici 13.
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Slika 13. Histogram raspodjele vrijednosti pogregke za SVR model
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)
Figure 13. Histogram of the residual distribution for SVR model
(kernel= "rbf', C=1000, epsilon=0.0001, gamma=0.001)

|z grafilkog prikaza vrijednosti pogregke prikazane na slici 13 vidljivo je da se velina
pogregaka nalazi izmel'u N 0.5 vol %. Detaljnijom analizom histograma pogregke SVR
modela prikazanog na slici 13 vidljivo je da se velina pogregaka nalazi u rasponu N 0.2
vol % gto je zadovoljavajule za primjenu razvijenog SVR modela na postrojenju.

Zakljulci

Kontinuirano mjerenje koliline benzena u produktu procesa katalitilkog reforminga
vrlo je vagno zbog ekologkih i tehnilkih zahtjeva. U tu svrhu razvijeni su modeli
softverskog senzora za on-line provjeru kvalitete proizvoda lija primjena bi uvelike
olakgala i poboljgala volenje procesa buduli da su trenutne analize sadrgaja benzena
pomolu procesnog analizatora u laboratoriju rijetke (samo 3 puta dnevno). U radu su
prikazani razvoj modela neuronskih mrega i modela potpornih vektora u svrhu
pralenja sadrgaja benzena u lakom reformatu. Od tisule razvijenih modela softverskih
senzora izabran je po jedan najbolji model za neuronske mrege i potporne vektore.
Najbolji model neuronske mrege sadrgavao je dva skrivena sloja pri lemu je broj
neurona u prvom skrivenom sloju bio 12, a u drugom 11. Najbolji model potpornih
vektora postignut je uz parametre C koji je iznosio 1000, gamma 0.001 te epsilon
0.0001. Najbolji NN model i najbolji SVR model dali su slilne vrijednosti
koeficijenata korelacije i pogregke modela (N 0.2 vol %) te se oba modela mogu
primijeniti u rafinerijskom informacijskom sustavu. Primjenom razvijenog
softverskog senzora informacija o sadrgaju benzena postaje trenutna i kontinuirana
lime se omoguluje poboljganje volenja procesa u vidu pravovremene reakcije na
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detektiranu promjenu sadrgaja benzena. Na temelju primjene razvijenih softverskih
senzora mogule je olekivati poboljganje konalne kvalitete proizvoda, a time i
znalajne ugtede u proizvodnji kao i zadovoljenje strogih propisa zagtite okoliga.
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Summary

Strict environmental and technical quality requirements of catalytic reforming products require
continuous measurement of the benzene content in the reformate. The process control of this
process depends on rare and long laboratory analyzes of the benzene content, while the costs
of application and maintenance of on-line process analyzers are extremely high. On the other
hand, it is possible to conclude about the state of difficult-to-measure quantities on the basis
of easily measurable quantities in the process by developing soft sensor models. This paper
presents the development of soft sensor models for continuous monitoring of benzene content
in light reformate. The soft sensor models were developed using neural networks and the
support vector regression method. Developed models are based on real measurement data of
continuously monitored process variables and laboratory measurements of the benzene content
in the light reformate. The development of the model began with the preprocessing of the
collected measurement data. Soft sensor models were created in the Python programming
language using the methods of artificial neural networks and support vector machine. A
statistical analysis of the results was carried out, which shows that both types of models give
high correlation values of model data with real benzene content data, so both models can be
applied in the refinery information system. By applying the developed soft sensors, the
information about the benzene content becomes immediate and continuous, which enables the
improvement of process control in the form of a timely reaction to the detected change in the
benzene content. The application of soft sensors improves the final product quality, and
significant savings in production can be achieved as well as compliance with strict
environmental protection regulations.

Kewwords: soft sensor, neural network, benzene, reformate, support vector regression
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vodenim otopinama amonijevih soli
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Sagetak

U znanstvenoistragivalkoj i strulnoj praksi i literaturi poznate su mnoge, razlilite, metode
odreliivanja metala i metaloida u uzorcima tla. Odabir metode ponajprije ovisi o ciljevima
istragivanja. Tako je ispitivanje bioraspologivosti metala i metaloida u tlima pogodnije izvoditi
primjenom nekog blagog ekstrakcijskog sredstva, umjesto provolenja ekstrakcije takvih
analita jakim sredstvima (melu kojima je zlatotopka najlegle korigtena) u gestokim uvjetima.
Izlaganjem uzoraka tla blagim uvjetima ekstrakcije nastoji se oponagati uvjete koji vladaju u
prirodi te na osnovi dobivenih rezultata zakljuliti o moguloj sudbini takvih zagal ivala u tlima
nekog podrulja. U ovom radu opisane su dvije metode analize odabranih kemijskih elemenata
u uzorcima tla koje se sastoje od ekstrakcije pomolu jedne od vodenih otopina amonijevih soli
meLusobno jednakih mnoginskih koncentracija (NH4Cl odnosno NH4NOs, 0,1 mol dm™) te
kvantitativnog odrelivanja odabranih 25 analit® (Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, Zn) u ekstraktima tehnikom atomske emisijske
spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES). Kao modelni uzorak tla korigten
je certificirani referentni materijal Metranal-33.

Kljulne rijeli: amonijev klorid, amonijev nitrat, ekstrakcija, elementi u tragovima, ICP-OES,
tlo

Uvod

Tlo je dio ekosustava te je ujedno vrlo slogen sustav. Kao takvo, tlo je izlogeno unosu
razlilitih tvari, melu kojima su i za give organizme potencijalno toksilne tvari. Neki
autori tlo razumiju i kao spremnik razlilitih tvari zato gto lestice tla imaju sposobnost
vezivanja razlilitih tvari na svojoj povrgini (Dube i sur., 2001). Tvari koje mogu
dospjeti i vezati se na povrginu lestica tla su metali i metaloidi.

Mel.u metalima i metaloidima koji su prisutni u tlu razlikuju se:

1) prirodno, geogeno, prisutni elementi

2) antropogeno unijeti metali i metaloidi.

Nadalje, svrhe analiziranja antropogeno unesenih metala i metaloida u tlo mogu biti
(a) procjena bioraspologivosti, odnosno mogulnosti njihova ulaska u hranidbeni lanac
(Chojnacka i sur., 2005) i (b) procjena prisutnosti metal® u zraku, tj. zagal'enosti u
urbanim i industrijskim podruljima (Kingston i sur., 1997).
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Procjena bioraspologivosti T tj. mogulnosti da metali, a §to se poglavito odnosi na one
toksilne, iz tla putem biljaka ulu u hranidbeni lanac T zahtijeva primjenu
odgovarajulih analitilkih metoda. Te se metode sastoje od dviju glavnih faza:

(i) prevolenje analit® u vodenu otopinu, i

(ii) mjerenje odabranih elemenata u prireLenim otopinama (ekstraktima) nekom
pogodnom analitilkom tehnikom.

Analitilke tehnike koje se uobilajeno koriste u takvim istragivanjima su atomske
spektrometrijske tehnike, najlegle one s induktivno spregnutom plazmom kao
sredstvom za pobul’ivanje atomh analita: ICP-AES, odnosno jog osjetljivija ICP-MS.
MeLutim, prilikom planiranja analize potrebno je posebnu pozornost posvetiti izboru
metode ekstrakcije (reagensa i reakcijskih uvjeta) za prevolenje analitd u vodenu
otopinu. U analitici kemijskih elemenata u tlu, za prevolenje u otopinu najlegle se
koristi zlatotopka i to pri drastiInim reakcijskim uvjetima (Kingston i sur., 1997; Lima
i sur., 2016) gto su nedvojbeno preagresivni uvjeti za procjenu bioraspologivosti
elemenata u tlu, zato gto se lestice tla raglinjavaju na nalin da se u vodenu otopinu
otpugta vela kolilina metal® i metaloid’ nego gto se to dogal’a u uobilajenim uvjetima
u prirodi. Zbog toga, ral’ena su mnoga istragivanja prevolenja (ekstrakcije) razlilitih
metala i metaloida iz uzoraka tla blagim sredstvima, pri sobnoj temperaturi. U
znanstvenoj literaturi postoje opisi brojnih metoda ekstrakcije blagim reagensima u
jednom koraku, kao i metoda sekvencijske ekstrakcijske, koje podrazumijevaju
primjenu deionizirane vode, nepuferiranih otopina pojedinih soli (npr. Ca(NOs)-,
(Mg(NOs3),, CaCl,, MgCl;, CH3COONH., NHsNOsg, itd.), ili razrijeLenih jakih ili
slabih kiselina (npr. HNOs, HCI, CH;COOH), kompleksirajulih reagensa (EDTA,
DTPA) (Novozamsky i sur., 1993; Lebourg i sur., 1996; Sahuquillo i sur., 2003; Rao
i sur., 2008).

Ovaj rad nastao je u girem kontekstu nagih istragivanja metala i metaloida u tlima uz
primjenu blagih sredstava za ekstrakciju (Roje i sur., 2015; Roje i Galinec, 2019; Roje
i Grba, 2021.). U tekstu su opisane dvije metode za analizu 25 odabranih kemijskih
elemenata u uzorcima tla, a sastoje se od: (i) ekstrakcije vodenom otopinom
amonijeve soli T NH.Cl odnosno NH4NO; T mnoginske koncentracije 0,1 mol dm™,
te (ii) kvantifikacije analit®© atomskom emisijskom spektrometrijom uz induktivno
spregnutu plazmu (ICP-AES). Analize su ralene na certificiranom referentnom
materijalu za tlo Metranal-33. Rezultati prikazani u ovom radu prugaju uvid u razlilite
ekstrakcijske moli ispitivanih dvaju reagensa te le ujedno moli poslugiti kao
orijentacijske vrijednosti u budulim primjenama ovog certificiranog referentnog
materijala u slilnim analizama, posebice zato gto su podaci o udjelima elemenata u
referentnim materijalima za tla dobiveni nakon ekstrakcije blagim sredstvima
malobrojni.

56



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Materijali i metode
Kemikalije i pribor

U ovom istragivanju korigten je certificirani referentni materijal (CRM) za tlo
Metranal-33 (Analytika, Prague, Czech Republic).

Otopine za ekstrakciju pripravljene su otapanjem amonijeva klorida (NH4CI, p.a.,
GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska) odnosno amonijeva nitrata (NHsNOs, p.a., GRAM-
MOL, Zagreb, Hrvatska).

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

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

T Multielement standard solution Il for ICP (Ca, Mg, K, Na; 5 % HNOs3), Fluka,
Gvicarska.

Provedena je matrici prilagoLena eksterna kalibracija, dodavanjem vodene otopine
amonijeva klorida odnosno amonijeva nitrata u prireLene kalibracijske standardne
otopine do konalne koncentracije od 0,1 mol dm™,

U radu je korigtena ultralista voda (0.055 0S/cm, Siemens Ultra clear).

Za zakiseljavanje otopina korigtena je ultralista dugilna kiselina (HNOs, 65 %, supra
pur, Merck, Njemalka).

Sve korigteno posule je od polipropilenske (PP) plastike. Prije upotrebe, posule je
bilo namoleno u dugilnoj kiselini 10 % (v/v), HNOs, 65 %, p.a., Carlo Erba Reagenti,
Italija te potom isprano ultralistom vodom.

Ekstrakcija

Uzorci tla (svaki cca. 1,0000 g) izvagani su u polipropilenske scintilacijske posudice
volumena 20 mL. Kao ekstraktanti korigtene su vodenen otopine amonijevih soli:
amonijeva klorida odnosno amonijeva nitrata, svaka koncentracije 0,1 mol dm3.
Omjer (m/V) uzorka i ekstrakcijske otopine bio je 1 g / 10 mL. PrireLene smjese
mulkane su na tresilici 24 h, 200 okr/min. Za mulkanje je korigtena tresilica Tehtnica
VIBROMIX 403 EVT.

Odvajanje ekstrakata od krutih ostataka uzoraka provedeno je filtriranjem (Sartorius,
0,45 em) pomolu injekcijskih gprica. Prirel’ene otopine zakiseljene su dugilnom
kiselinom (v/v 1 %, supra pur).

Paralelno s uzorcima tla, na isti nalin tretirane su i slijepe probe (N = 5). Detekcijske
granice metode (MDL) izralunate su kao trostruka standardna devijacija mjerenjo
proceduralnih slijepih proba, uvagavajuli faktor razrjelenja. Vrijednosti MDL dani
su zajedno s rezultatima analiza uzoraka tla (Tablice 2 i 3).
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Multielementna analiza tehnikom ICP-AES

OdreLivanje analit® u ekstraktima obavljeno je atomskim emisijskim spektrometrom
uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) Thermo Fisher iCAP6300 Duo, liji
parametri su bili namjegteni sa svrhom osiguravanja stabilnih uvjeta rada instrumenta
(Roje i Galinec, 2019; Roje i Grba, 2021). Vige podataka o spektrometru navedeno je
u tablici 1.

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

Parametar Vrijednost
Instrument Thermo Fisher iCAP6300 Duo
Snaga RF-a 1150 W

Protok rashladnog plina 12 L/min

Protok plina za uzorak 0,65 L/min

Protok pomolnog plina 0,5 L/min

T automatski uzorkival CETAC ASX-260
T koncentrilni rasprgival s vrtlognom komorom za rasprgivanje
45 okr/min
T uzorak: naranlasto-bijela
T ispiranje: bijelo-bijela

Sustav za uvolenje uzorka

Brzina peristaltilke pumpe

Cijevlice peristaltilke pumpe

Vrijeme uvolenja uzorka 45s
Vrijeme ispiranja 60 s
Analiza plazme Automatska (Auto View)

(Plasma view)

T niske valne duljine (160-230 nm): 15 s

Maksimalno vrijeme mjerenja T visoke valne duljine (230-847 nm): 5 s

Al T 167,079 Cu T 324,754
As T 189,042 Fe T 238,204 Pb T 220,353
B T208.959 KT 766,490 Sh T 217,581
Ba 1 455,403 Li T 670,784 Se T 196,090
Mjerene linije (nm) Be T 234,861 Mg T 279,553 Sr1407,771
Ca T 393,366 Mn T 257,610 TiT 334,941
Cd 7214,438 Mo T 202,030 TI 7 190,856
Co T228,616 Na 1 589,592 Zn 1213,856
Cr T 205,552 Ni T 231,604

Kalibracijske otopine

T0; 1; 10; 100 Og/L

T 1000 Og/L Na, 200 Og/L K, 400 Og/L Mg,

2000 Og/L Ca

T prireL’ene u otopinama za ekstrakciju
(matrilno prilagol'ena kalibracija)

Otopina za ispiranje sustava

Dugilna kiselina, HNOs, supra pur, 1 % (v/v)
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Rezultati i rasprava

Rezultati kvantitativne analize odabranih metala i polumetala u certificiranom
referentnom materijalu za tlo Metranal-33, nakon ekstrakcije vodenom otopinom
amonijeva klorida (NH4Cl) odnosno vodenom otopinom amonijeva nitrata (NHsNOs)
prikazani su u tablicama 2 i 3.

Tablica 2. Rezultati analize odabranih elemenata u certificiranom referentnom materijalu za
tlo  Metranal-33  nakon ekstrakcije vodenom  otopinom amonijeva  Klorida,
¢(NH4CI) = 0,1 mol dm™ (N = 5)
Table 2. Results of the analyses of the selected elements in the soil certified reference material
Metranal-33, after the extraction performed with aqueous solution of ammonium chloride,
¢(NH4CI) = 0,1 mol dm™ (N = 5)

Certificirane Odrel’eno

vrij. - totalni | MDL* sr.vrij.N . N

maseni udjeli std.dev. Iscrpak RSD

mg/kg mg/kg mg/kg % %

Al 65095 0,016 0,041 N 0,009 0,00006 22,6
As 16,7 0,020 0,028 N 0,004 0,17 12,8
B T 0,012 0,642 N 0,007 n.d. 1,0
Ba 495 0,030 10,7 N 0,1 2,16 1,2
Be | 2,18N0,16 0,015 < 0,015 n.d. n.d.
Ca 9860 0,328 n.d.x*=* n.d. n.d.
Ccd | 0,32K0,04 0,001 | 0,0039 N 0,0002 1,22 4.4
Co 115N0,7 0,001 0,023 N 0,001 0,20 2,7
Cr 79,8 N 6,7 0,001 0,004 N 0,001 0,005 17,9
Cu 29,1N0,8 0,125 0,245 N 0,058 0,84 23,6
Fe 29030 0,146 < 0,146 n.d. n.d.
K 18350 1,05 306 N 3 1,67 1,0
Li T 0,033 0,242 N 0,010 n.d. 40
Mg 6150 0,236 162 N 2 2,63 1,4
Mn 600 N 37 0,032 10,3N 0,2 1,72 2.4
Mo T 0,002 0,055 N 0,002 n.d. 31
Na 5490 1,86 145N 6 2,64 4.4
Ni 313N 15 0,005 0,072 N 0,002 0,23 3,0
Pb 335N2,4 0,007 < 0,007 n.d. n.d.
Sh T 0,018 0,025 N 0,009 n.d. 343
Se T 0,018 <0,018 n.d. n.d.
Sr T 0,001 818N 0,11 n.d. 1.4
Ti 4080 0,033 0,179 N 0,014 0,004 7.7
TI T 0,017 < 0,017 n.d. n.d.
Zn 810N7,6 0,017 <0,017 n.d. n.d.

* Detekcijska granica (od engl. Method detection limit)
** Relativna standardna devijacija
*** Nije odrel’eno (od engl. Not determined)

59



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Ekstrakcija vodenom otopinom amonijeva klorida

Iz podataka prikazanih u tablici 2, razvidno je da je od 25 elemenata, koliko ih je u
ovom radu bilo odabrano za analizu, u ekstraktima prireLenim vodenom otopinom
NH.CI kvantificirano njih 18. Elemente Be, Fe, Pb, Se, Tl i Zn ovom metodom nije
bilo mogule kvantificirati, jer su u prirelenim ekstraktima bili prisutni u
koncentracijama koje su nige od njihovih detekcijskih granica. Istodobno, Ca nije bilo
mogule kvantificirati zato gto se u ekstraktima nalazio u koncentracijama koje su
premagivale mjerne mogulnosti instrumenta; za kvantifikaciju tog makro-elementa
ekstrakte bi bilo potrebno razrijediti gto je izlazilo iz okvira ovog istragivanja (Roje i
Grba, 2021).

Detaljnijim uvidom u rezultate navedene u tablici 2, moge se uoliti da su elementi B,
Ba, Cd, Co, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Sr i Ti mjereni s visokim stupnjem
preciznosti; niske vrijednosti (< 5 %) relativnih standardnih devijacija (RSD) za te
elemente ukazuju na visoku melusobnu podudarnost analiza paralelnih uzoraka
(‘replika"). Nasuprot tome, vrijednosti RSD za elemente Al, As, Cr, Cu i Sb su mnogo
vige (> 10 %), te ukazuju na mnogo vigu mjernu nesigurnost za ove elemente. To se
moge pripisati razmjerno niskim koncentracijama ovih pet elemenata u prireLenim
ekstraktima, pri lemu su dobivene vrijednosti istih redova velilina kao i detekcijske
granice tih elemenata.

Ekstrakcija vodenom otopinom amonijeva nitrata

Rezultati prikazani u tablici 3 sugeriraju da je u ekstraktima (prireLenim vodenom
otopinom NH4NO3) analiziranog certificiranog referentnog materijala za tla
zadovoljavajule pouzdano (RSD <10 %) kvantificirano sljedelih 15 metala i
metaloida: Al, B, Ba, Co, Cu, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Sh, Sr i Ti. Gtovige, za
velinu tih elemenata vrijednosti RSD su nige od 5 %. Osim navedenog, u frakciji
ispitivanog CRM-a za tla zahvalenoj ekstrakcijom vodenom otopinom amonijeva
klorida kvantificirano je i daljnjih 6 elemenata T As, Cd, Cr, Fe, Se, Tli Zn T no
vrijednosti RSD za te elemente su 2 10 % gto upuluje na velu nesigurnost mjerenja
tih elemenata ovom metodom. Pri tome, mel’u navedenima se posebno (u negativnhom
smislu) istile Zn, lija je kvantifikacija u paralelnim uzorcima bila pralena velikim
melusobnim odstupanjima te se moge zakljuliti da ova metoda nije pogodna za
analizu toga elementa u tlima.

Ovom metodom nije bilo mogule kvantificirati Be i Pb, jer se u frakciji ispitivanog
tla koju zahvala navedena ekstrakcijska otopina ta dva metala nalaze u vrijednostima
masenih udjela koji su nigi od njihovih detekcijskih granica. Najzad, u tablici 3
mogule je uoliti da ovom metodom nije mogule kvantificirati Ca u tlu, jer se taj
element u prireLenim ekstraktima nalazi u koncentracijama previsokima za detekciju.
Kvantifikacija Ca zahtijevala bi daljnje razrjelivanje ekstrakata (predvidivo od barem
100 3), no taj bi postupak izlazio izvan okvira ovog istragivanja (Roje i Grba, 2021).
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Tablica 3. Rezultati analize odabranih elemenata u certificiranom referentnom materijalu za
tlo Metranal-33 nakon  ekstrakcije vodenom  otopinom  amonijeva nitrata,
c(NHsNO3) = 0,1 mol dm™ (N = 5)
Table 3. Results of the analyses of the selected elements in the soil certified reference material
Metranal-33, after the extraction performed with aqueous solution of ammonium nitrate,
¢(NH4NO3) = 0,1 mol dm™ (N =5)

Certificirane Odreleno
- . * —
vrij. - _tota_lnl. MDL sr.vrij.N iscrpak | RSD**
maseni udjeli std.dev.
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg | mg/kg
Al 65095 0,027 0,038 N 0,002 | 0,00006 54
As 16,7 0,012 0,036 N 0,006 0,22 15,7
B - 0,010 0,677 N 0,020 n.d. 2,9
Ba 495 0,007 125N0,3 2,53 2,2
Be | 2,18N0,16 0,009 < 0,009 n.d. n.d.
Ca 9860 0,299 n.d.*** n.d. n.d.

Cd 0,32 N 0,04 0,0005 | 0,0011 N 0,0002 0,34 16,4
Co 115N0,7 0,002 0,018 N 0,001 0,16 45
Cr 798N 6,7 0,001 | 0,005N0,0005 | 0,006 10,0
Cu 29,1N0,8 0,038 0,256 N 0,020 0,88 78

Fe 29030 0,107 | 0,131K0,040 | 0,0005 | 306
K 18350 0,810 327N 3 1,78 1,0
Li - 0,025 | 0,266 N 0,000 n.d. 34
Mg 6150 0,014 1252 2,03 1.2
Mn 600 N 37 0,005 9,07 N 0,13 1,51 1.4
Mo - 0,004 | 0,052 R 0,002 n.d. 47
Na 5490 0,221 392N 0,4 0,71 1,0
Ni 313N15 0,003 0,067 N 0,003 0,21 45
Ph 335N24 0,011 < 0,011 n.d. n.d.
Sh - 0,009 | 0,021 N 0,001 n.d. 57
Se - 0,009 | 0,012 0,003 n.d. 26,5
Sr - 0,003 8,52 N 0,10 n.d. 1,1
Ti 4080 0,028 | 0,178 N 0,011 0,004 6,1
Tl 0,007 | 0,019 N 0,006 n.d. 30,4

Zn | 810N76 0,008 | 0,011N0,010 | 0,014 88,7
* Detekcijska granica (od engl. Method detection limit)

** Relativna standardna devijacija

*** Nije odreleno (od engl. Not determined)

Usporedba ekstrakcijskih moli

Za vodene otopine NH.4Cl odnosno NH4NOs kao sredstava za ekstrakciju metala i
metaloida iz uzoraka tla, u literaturi se moge nali da ekstrahiraju zamjenjivu (engl.
‘exchangeable') frakciju metala i metaloida (Sahuquillo i sur., 2003; Rao i sur., 2008).
Preciznije, radi se o elementima koji su za povrginu lestica tla vezani slabim
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elektrostatskim interakcijama te ih se odande lako istiskuje kationima iz otopina soli.
Pritom, utvrleno je da dvovalentni kationi (primjerice Ca2* ili Mg?*) imaju velu mol
istiskivanja kationa s povrgine lestica soli od monovalentnog kationa NH4* (Lebourg
i sur., 1996).

Ovo istragivanje provedeno je na (alikvotnim) uzorcima istog certificiranog
referentnog materijala, uz primjenu vodenih otopinama dviju amonijevih soli jednakih
mnoginskih koncentracija i jednakih trajanja procesa ekstrakcije. Slijedom toga
dobivene je rezultate mogule usporelivati, tolnije mogule je usporediti ekstrakcijske
moli tih dvaju slilnih ekstrakcijskih sredstava. Uvidom u vrijednosti masenih udjela
navedenima u tablicama 2 i 3 mogule je uoliti da je usporedba mogula za sljedele
elemente: Al, As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Sh, Sri Ti.
UsporeLivanjem tih vrijednosti, vidljivo je da su za Al, Cr, Ni i Ti s objema metodama
ekstrakcije dobivene melusobno jednake ili neznatno razlilite vrijednosti masenih
udjela. Za elemente As, B, Ba, Cu, K, Li i Sr mogule je uoliti da su u veloj mjeri bili
ekstrahirani pomolu vodene otopine NH4NO3, dok je suprotan trend uolen za Cd, Co,
Mg, Mn, Mo, Na i Sb. Izragena razlika u ekstraktabilnosti Cd, odnosno viga vrijednost
masenog udjela toga elementa izmjerena nakon ekstrakcije vodenom otopinom NH4ClI
sa sigurnoglu biti pripisana kompleksirajulem djelovanju CI" iona (Lebourg i sur.,
1996).

Najzad, usporedbom ovih rezultata s rezultatima prethodnog istragivanja provedenog
na istom certificiranom referentnom materijalu, ali s razrijeLenim kiselinama (HCI
odnosno CH3sCOOH) kao ekstraktantima (Roje i Grba, 2021), moge se uoliti da je
ekstrakcijska mol vodenih otopina amonijevih soli bitno manja od ekstrakcijske moli
razrijeLenih kiselina istih koncentracija gto je u suglasju s usvojenom i uvrijegenom
tezom da kiseline 'napadaju’ na frakciju lestice tla (karbonatni sloj) za koju su metali
i metaloidi jale vezani (Ure, 1996).

Zakljulci

U ovom radu istragene su metode multielemente kvantitativne analize tla, koje se
sastoje od ekstrakcije vodenom otopinom amonijeve soli (NH4Cl odnosno NHsNOs)
u jednom koraku te susljednog kvantitativnog odrelivanja odabranih metala i
metaloida u prirelenim ekstraktima pomolu tehnike ICP-AES. Istragivanje je
provedeno na certificiranom referenthnom materijalu za tlo Metranal-33, koji
predstavlja listo, nezagaleno glineno-ilovasto tlo. Analizirano je 25 odabranih
elemenata, §to elemenata u tragovima gto tzv. glavnih elemenata: Al, As, B, Ba, Be,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sh, Se, Sr, Ti, TIl, Zn.
Istragivanim metodama mogule je pouzdano kvantificirati velinu navedenih
elemenata. Niti jednom od metoda nije bilo mogule odrediti masene udjele Be i Pb
zbog njihovih masenih udjela koji su nigi od detekcijskih granica. TakoLer, niti Ca
nije bilo mogule odrediti ovim metodama, uslijed njegovih previsokih masenih
koncentracija u ekstraktima.
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Obje otopine podjednaku ekstrakcijsku mol demonstrirale su za elemente: Al, Cr, Ni i Ti.
Za velinu ostalih elemenata za koje je takva usporedba mogula (As, B, Ba, Cd, Co, Cu,
K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Sbh i Sr) postotak ekstrakcije s oba ovdje testirana ekstrakcijska
sredstva podjednak je. Iznimku od prethodno navedenog predstavlja Cd koji je mnogo
jale bio ekstrahiran pomolu NH4Cl, zbog kompleksirajuleg djelovanja iona CI".

Zahvala

Ovo istragivanje nastalo je u sklopu znanstvenoistragivalkog projekta AProcjena
mobilnosti elemenata u tragovima u tlu Medvednicef, koji je financirala tvrtka
AHrvatske gume d.o.0..
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Summary

In research and professional practice there is known a lot of different methods for analysis of
metals and metalloids in soil samples. The choice of a method mainly depends on aims and
scopes of a research. So, a testing of bioavailability of metals and metalloids in soils is more
appropriately performed by applying some mild extraction reagent than by use of a strong
reagent (e.g. aqua regia) in strong reaction conditions, for extraction of such analytes from
soil samples. By exposing the soil samples to mild extraction conditions one tends to arrange
such conditions that resemble conditions that exist in the environment; the results that are
obtained in such manner allow to draw conclusions about possible fate of such contaminants
in the soil of a researched area. Two analytical methods for determination of selected chemical
elements in soil samples are described in this paper. The methods consist of the extraction step
that implies shaking of the samples with a solution of ammonium salt (NH4Cl or NHsNOs, 0.1
mol dm™) and quantification of the selected 25 analytes (Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, and Zn) in the prepared extract by
inductively coupled plasma T atomic emission spectrometry. The tests were performed on the
certified reference material for soil Metranal-33.

Keywords: ammonium chloride, ammonium nitrate, extraction, ICP-OES, soil, trace elements
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OdrelLivanje granice stvaranja trostrukih iona u otopinama
kalijevog bromida u 90 % -tnom butan-2-olu

Vesna Sokol”, Boris-Marko Kukovec, Ante Radog

Sveuliligte u Splitu, Kemijsko-tehnologki fakultet, Rul'era Bogkovila 35,

21000 Split, Hrvatska
“Dopisni autor: vsokol @ktf-split.hr
originalni znanstveni rad

Sagetak

U radu je istragivana vodljivost otopina kalijevog bromida u 90 %-tnom butan-2-olu pri pet
temperatura u podrulju od 15 do 35 AC. Eksperimentalni podaci su obraleni kemijskim
modelima provodnosti utemeljenim na jednadgbi Fuoss-Hsia. Odrelene su granilne molarne
provodnosti elektrolita (L,) i termodinamilka konstanta ravnotede (Ka) pri svim
temperaturama, te su izvedene termodinamilke veliline za reakciju asocijacije (DG°, DH® i
DS°) kao i aktivacijska entalpija ionskog gibanja (@HY) pri 25 AC. Procijenjena je granilna
koncentracija nastajanja trostrukih iona. Reakcija stvaranja trostrukih iona istragena je uz
pretpostavku da su ravnotegne konstante trostrukih kationa i aniona jednake Kt = Kt~ = Kr.
Odrelene su vrijednosti granilne molarne provodnosti trostrukih iona (L") i konstante
ravnotege (Kr) te su izralunate termodinamilke veliline za reakciju nastajanja trostrukih iona.

Kljulne rijeli: KBr, smjesa butan-2-ola i vode, ionski parovi, trostruki ioni, termodinamilke
veliline

Uvod

Izborom specifilnog medija za proulavanje kemijskih procesa mogule je odrediti
termodinamilka i kinetilka svojstva koja ovise 0 svojstvima medija. Mijegana otapala
su osobito znalajna pa se uglavnom koriste dva otapala u razlilitim omjerima. Za
provolenje eksperimenata najlegle se koristi voda u kombinaciji s nekim organskim
otapalom kao gto su primjerice alkoholi (Bhat i Shetty, 2010; Borun et al., 2010; Pura
i Atun 2003). Spoznaje o karakteristikama otapala dobiju se pralenjem njihova
utjecaja na kinetilko i termodinamilko ponaganje otopljenog elektrolita.

U otapalima niske relativne elektrilne permitivnosti dolazi do reakcije ionske
asocijacije pri nigim koncentracijama, a kod velih koncentracija dolazi do reakcije
asocijacije ionskog para s drugim kationima i anionima, pa nastaju trostruki ioni
(Wright, 2007).

65



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

U ovom radu ispitano je ponaganje kalijevog bromida u smjesi butan-2-ola i vode u
kojoj je maseni udio alkohola bio 90 %. Iz koncentracijske ovisnosti elektrolitne
vodljivosti razrijelenih otopina izvedene su granilna molarna provodnost (Lo) i
termodinamilka konstanta ravnotege za ionsku asocijaciju (Ka). Interakcije ion-ion
opisuje termodinamilka konstanta ravnotege Ka, odnosno velilina DG, a na njih
uglavnom utjele relativna permitivnost otapala. Za obradu podataka korigten je kemijski
model provodnosti utemeljen na jednadgbi Fuoss-Hsia (Fuoss i Hsia, 1967). TakoLer,
kemijskim modelom provodnosti procijenjena je i granilna koncentracija nastajanja
trostrukih iona. Modelom provodnosti trostrukih iona (Beronius, 1974) odrelene su
vrijednosti granilne molarne provodnosti trostrukih iona (L") i konstante ravnotege
(Kr), te su izralunate termodinamilke veliline za reakciju nastajanja trostrukih iona.

Materijali i metode

Za pripremu radnih otopina korigteni su redestilirana voda (elektrilna provodnost ~
10'® S/cm), butan-2-ol (Merck, p.a.), KBr (Merck, suprapur). Butan-2-ol je destiliran
u Vigreuxovoj koloni. Prva i zadnja frakcija destilata su odbalene dok je srednja
frakcija korigtena za pripremu radnih otopina. KBr je sugen na 105 AC do konstantne
mase. Listo 90 %-tno mijegano otapalo pripremljeno je vaganjem butan-2-ola i
redestilirane vode. Matilna otopina ima najvelu koncentraciju elektrolita u
mijeganom otapalu i koristi se za pripremu radnih otopina manjih koncentracija.

Za mijerenje otpora radnih otopina korigten je LCR-metar Wayne-Kerr 6430 A koji je
povezan s uranjajulom konduktometrijskom Telijom Orion 018001. Tolnost mjerenja je
0,02 %, napon se moge mijenjati u rasponu od 0 do 2 V, a frekvencija od 20 Hz do 500 kHz.
Mijerenja su obavljena pri pet temperatura: 15, 20, 25, 30 i 35 AC. Lelija je termostatirana u
kupelji Thermo Haake DC 10 TV 15/B koja odrgava temperaturu unutar © 0,01 AC. Otpori
su mijereni pri frekvencijama od 500, 800, 1000 i 2000 Hz pri izlaznom naponu od 400 mV.
Ovisnost otpora o reciprolnoj vrijednosti frekvencije (1/f) moge se prikazati pravcem. Otpor
radne otopine R, odreluje se ekstrapolacijom pravca na beskonalno veliku frekvenciju
(1/f = 0). Za homogeniziranje radnih otopina korigtena je uronjiva magnetska mijegalica
HMC Cyclone Power 7. Prije mjerenja otpora radnih otopina odrel’ena je konstanta Telije
bagdarenjem s razrijeLenim otopinama KCI (Barthel et al., 1980). Srednja vrijednost
konstante Telije iznosi C = 0,104 1/cm.

Eksperimentalna molarna provodnost L / Scm?/mol radnih otopina raluna se prema izrazu:

L = (10%c)(C/R,-Ls) Q)
gdje je Ls/ S/cm elektrilna provodnost listog otapala, R, /  otpor radne otopine, a C
/ 1/cm konstanta lelije. Koncentracija ¢ / mol dm odrel'uje se iz molalnosti i gustole
prema izrazu:
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c=bri(1+ Mb) (2)
gdje su b molalnost, r/ kg/dm? gustola otopine, M molarna masa elektrolita (Mxgr =
0,119 kg/mol). Gustola matilne otopine odrel’ena je mjeralem gustole Anton Paar
DMA 4500M pri 20 AC. Tolnost mjerenja gustole iznosi N 5/10° g cm. Gradijent
gustole (D = 0,035 kg? /(dm? mol) odrelen je uz pretpostavku da gustola otopine
pokazuje linearnu ovisnost o molalnosti. Gustola otopina KBr () molalnosti (b)
raluna se prema izrazu:

r= ry+Db 3)
gdje je 1o / kg/dm? gustola listog otapala.

Eksperimentalni podaci obraleni su jednadgbom za provodnost Fuoss-Hsia (Fuoss i
Hsia, 1967) u verziji Fern§ndez-Prinia (Fernandez-Prini, 1969):

L=L,TS()?+EcIn(c)+J:i(c)-J2(c)*? 4)
Parametri jednadgbe S, E, J1 i J» ovise o relativnoj permitivnosti (&) i viskoznosti (/)
otapala, temperaturi, granilnoj molarnoj provodnosti, naboju iona; J: i J, ovise jog i 0
asocijacijskom razmaku.

Kemijski model provodnosti
Reakcija asocijacije prikazana je izrazom:
K* + Br-# K*LBr- (5)

lonskom asocijacijom se smanjuje broj slobodnih iona elektrolita. Povezivanjem
jednadgbi za provodnost sa stupnjem disocijacije a i termodinamilkom konstantom
asocijacije Ka dobije se izraz za kemijski model provodnosti /:

- Q7Tp Odr (6)
oy srednji koeficijent aktiviteta slobodnih iona koncentracije ca. Srednji koeficijent
aktiviteta u gore navedenoj jednadgbi raluna se prema Debyeu i H¢ ckelu:

I AD ki p KY ()
gdje asocijacijski razmak R predstavlja udaljenost izmelu centara dvaju suprotno
nabijenih iona pri najvelem pribligenju u slobodnom stanju ili pri najveloj
razdvojenosti u ionskom paru, a k je Debyev parametar:
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9% =16"Nagac ; (8)

Kao vrijednost Lca U izrazu (6) uvodi se jednadgba za provodnost jakih elektrolita
Fuoss-Hsia (4) koja se tako postavljena odnosi na frakciju ca slobodnih iona slabog
elektrolita, (model FHFP):

La=L,TS(ca)?+Ecaln(ca) +Ji(ca) - J. (ca)*? (9)
Rjegenja kemijskog modela su granilna molarna provodnost L, i termodinamilka
konstanta ravnotege Ka za reakciju asocijacije.

Model provodnosti trostrukih iona

U otopinama simetrilnih elektrolita tipa 1:1 kod velih koncentracija dolazi do reakcije
asocijacije ionskog para s drugim kationima i anionima, pa nastaju trostruki ioni.
Navedene reakcije prikazane su slijedelim ravnotegnim reakcijama:

K* + (K*Br) # (K'Br- K*)* (10)

Br + (K*Br) # (Br- K" Br)- (1)
Obilno se pretpostavlja jednaka vjerojatnost formiranja trostrukih kationa i aniona,
gto ima za posljedicu da su i ravnotegne konstante jednake: Kr* = Ky~ = Ky (Barthel
et al., 1998). Model provodnosti trostrukih iona dan je izrazom:

—1Q | Q (12)

Kao vrijednost L. u izrazu (12) uvodi se jednadgba za provodnost jakih elektrolita
Fuoss-Hsia (4) (model TRIPLFHFP); s a i ar oznalava se dio ionskih parova,
odnosno trostrukih iona nastao od 1 mola elektrolita. Rjegenja modela su granilna
molarna provodnost trostrukih iona L," i termodinamilka konstanta ravnotege Kr za
reakciju nastajanja trostrukih iona.

Standardne termodinamilke veliline
Standardne termodinamilke veliline za reakciju asocijacije dobivene su korigtenjem
podataka za termodinamilku konstantu ravnotege Ka pri temperaturama od 15 AC do 35

AC. Standardni prirast entalpije (DH®) odrel uje se iz nagiba pravca prema relaciji (13):

In Ka = - DHY/(RT) + C (13)
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Prirast standardne Gibbsove energije (DG®) raluna se prema relaciji (14):

DG°=-RT InKa (14)
a prirast entropije (DS°) prema relaciji (15):

DH° = DG° + T DS° (15)

Standardne termodinamilke veliline za reakciju nastajanja trostrukih iona dobivene
su preko izraza (13 T 15) korigtenjem podataka za termodinamilku konstantu
ravnotege K pri temperaturama od 15 AC do 35 AC.

Aktivacijska entalpija ionskog gibanja (qpHY) odreluje se iz nagiba pravca prema
relaciji (16):
InL, + 2/3Inr, = TDHY/RT + B (16)

Rezultati i rasprava
Eksperimentalne molarne provodnosti

U tablici 1 prikazana su svojstva 90 %-tnog butan-2-ola. Gustola (r3) odrelena je
mjeralem gustole Anton Paar DMA 4500M, a Kkoeficijent viskoznosti ()
Ostwaldovim viskozimetrom. Vrijednosti relativne elektrilne permitivnosti (&)
preuzete su iz literature (Bald et al., 1992), a vrijednosti vodljivosti (Ls) prosjek su
vige odvojenih mjerenja.

Tablica 1. Svojstva mijeganog otapala 90 %-tnog butan-2-ola
Table 1. Properties of the mixed solvent 90 % butan-2-ol

15AC | 20AC | 25AC | 30AC | 35AC

ro/glcm3 | 0,8308 | 0,8262 | 0,8216 | 0,8174 | 0,8131
103 AlPas | 4,069 | 3,363 | 2,811 | 2,373 | 2,027
& 17,8 17,2 16,6 16 15,4
108Lg/S/em® | 1,9 2,1 23 2.6 2.8

U tablici 2 prikazane su eksperimentalne molarne provodnosti otopina KBr u
90 %-tnom butan-2-olu pri raznim temperaturama.
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Tablica 2. Molarna provodnost (L / S cm?mol) otopina KBr molalnosti b u 90 %-tnom butan-2-olu
Table 2. Molar conductivities (L / S cm?/mol) for KBr in 90 % butan-2-ol mixture

L /S cm?/mol

(b /mol/kg)10* | 156AC | 20AC [ 254AC | 30AC | 354AC
1,9971 11,294 | 13,424 | 15,854 | 18,468 | 21,343
3,279 10,683 | 12,659 | 14,864 | 17,258 | 19,772
4,564 10,112 | 11,959 | 14,011 | 16,21 | 18,583
5,8148 9,729 | 11,478 | 13,400 | 15,464 | 17,664
7,0397 9,364 | 11,025 | 12,863 | 14,814 | 16,917
8,3305 9,053 10,64 | 12,387 | 14,254 | 16,243
9,6396 8,755 | 10,274 | 11,948 | 13,744 | 15,646
10,861 8,537 | 10,011 | 11,628 | 13,357 | 15,161
12,092 8,323 9,762 | 11,323 | 12,98 | 14,748
13,414 8,136 9,517 | 11,029 | 12,631 | 14,332
14,692 7,944 9,302 | 10,775 | 12,342 | 13,975
15,925 7,795 9,111 | 10,549 | 12,076 | 13,67
17,202 7,648 8,926 | 10,339 | 11,829 | 13,385
18,441 7,535 8,797 | 10,172 | 11,629 | 13,123
19,702 7,403 8,633 9,985 | 11,403 | 12,904
31,556 6,518 7,577 8,731 9,945 | 11,225
43,372 5,95 6,901 7,942 9,022 | 10,151
55,19 5,521 6,403 7,356 8,35 9,383
67,001 5,207 6,024 6,915 7,843 8,81
78,806 4,953 5,733 6,574 7,456 8,372
90,645 4,738 5,48 6,282 7,122 7,974
102,46 4,548 5,259 6,028 6,826 7,638
114,28 4,395 5,079 5,817 6,586 7,383
126,12 4,258 4,921 5,636 6,381 7,135
137,93 4,135 | 4,778 5,469 6,191 6,933
149,26 4,025 4,651 5,324 6,028 6,744
161,61 3,919 | 4,531 5,184 5,866 6,565
173,37 3,83 4,426 5,068 5,735 6,423
185,15 3,746 | 4,329 | 4,958 5,609 6,271
199,98 3,648 4,213 4,822 5,459 6,103

Granilna koncentracija nastajanja trostrukih iona

U svrhu procjene granilne koncentracije nastajanja trostrukih iona u 90 %-tnom
butan-2-olu, kemijskim modelom provodnosti izgralenim na jednadgbi FHFP
obralene su vrijednosti molarne provodnosti otopina KBr u girokom
koncentracijskom podrulju. Preciznost kojom je odrel.en model provodnosti opisuje
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standardna devijacija (ss?) koja se odreluje iz odstupanja eksperimentalnih molarnih
provodnosti (S) od modela FHFP (a):

s =F(s-2)*/(n-2) (17)
n je broj koncentracija.

Iz grafilkog prikaza ovisnosti standardne devijacije dobivenih kemijskim modelom o
koncentraciji, procijenjena je vrijednost granilne koncentracije elektrolita pri kojoj se
polinju formirati trostruki ioni. Na slici 1 prikazana je ovisnost standardne devijacije
o koncentraciji otopina kalijevog bromida u 90 %-tnom butan-2-olu na 25 AC.

Slika 1. Ovisnost standardne devijacije (ss) 0 koncentraciji (c / mol dm) otopina
kalijevog bromida u 90 %-tnom butan-2-olu na 25 AC
Figure 1. Dependence of the standard deviation (ss) on the concentration (c / mol dm®) of
potassium bromide solutions in 90 % butan-2-ol at 25 AC

Na slici 1 su ispugtene neke najvige tolke zbog bolje preglednosti 9 najnigih.
Vrijednosti standardne devijacije se smanjuju u podrulju nigih koncentracija gto znali
da se u tom koncentracijskom podrulju stvaraju samo ionski parovi. Desno od
minimuma krivulje (oko 20/10* mol dm) opaga se postojani porast standardne
devijacije. Tu se u znatnoj mjeri polinju stvarati trostruki ioni, situacija u otopini
postaje slogena i kemijski model provodnosti vige je ne moge dobro opisati. Minimum
krivulje odgovara, dakle, granilnoj koncentraciji trostrukih iona. Granilna
koncentracija nastajanja trostrukih iona procijenjena je na 0,002 mol dm.
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Rjegenja kemijskih modela provodnosti FHFP i TRIPLFHFP

Eksperimentalni podaci iz tablice 2 (samo koncentracije do granilne vrijednosti)
obraleni su kemijskim modelom provodnosti FHFP uz asocijacijski razmak R = g
(Justice, 1971). Prema ovom modelu udaljenost sredigta iona u ionskom paru ovisi
samo o fizikalnim svojstvima otapala. Vrijednosti L, i Ka prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Vrijednosti Lo, Ka za KBr u 90 %-tnom butan-2-olu u temperaturnom podrulju od
15 AC do 30 AC prema modelu FHFP uz R =q
Table 3. Lo, Ka for KBr in 90 % butan-2-ol mixture, FHFP model, R =g

T/AC | Lo/Scm?mol | Ka | Rinm
15 13,42 1107 | 1,629
20 16,16 1245 | 1,657
25 19,33 1413 | 1,688
30 22,84 1594 | 1,722
35 26,80 1815 | 1,760

Povelanje granilne molarne provodnosti s porastom temperature uzrokovano je
smanjivanjem viskoznosti mijeganog otapala.

Vrijednosti standarnih termodinamilkih velilina DH°, DG°® i DS° za reakciju
asocijacije elektrolita KBr prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Termodinamilke veliline za reakciju ionske asocijacije KBr u
90 %-tnom butan-2-olu pri 25 AC
Table 4. Thermodynamic quantities for the reaction of ionic association KBr in
90 % butan-2-ol mixture at 25 AC

DAP/ ki/mol | DG/ kd/mol | DS°®/J/Kmol | qHY/kd/mol
18,2 -17,9 122 25

Veliline Ka i DG daju uvid u mel udjelovanja ion-ion, a najveli utjecaj na te veliline
ima relativna elektrilna permitivnost otapala. Preko velilina DH® i DS° mogu se dobiti
saznanja o melLudjelovanjima ion-otapalo. Standardni prirast Gibbsove energije je
negativan iz lega proizlazi da je reakcija asocijacije spontana. Vrijednosti
standardnog prirasta entalpije i entropije su pozitivne. Entropijski llan TDS°
prevladava u odnosu na DH°, a to ukazuje na jake strukturne efekte gdje razgradnja
solvatacijskog omotala dominira nad izgradnjom strukture otapala i smanjenjem broja
slobodnih iona zbog asocijacije. Eyringova aktivacijska entalpija ionskog gibanja
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opisuje temperaturnu ovisnost granilne molarne provodnosti. Dobivena vrijednost
DHY prikazana je u tablici 4.

Eksperimentalni podaci iz Tablice 2 (samo koncentracije iznad granilne vrijednosti)
obraleni su modelom provodnosti trostrukih iona TRIPLFHFP za lvrstu vrijednost
omjera L,"/L, = 0,67 (Barthel et al., 1998). Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Vrijednosti L," i Kt za KBr u 90 %-tnom butan-2-olu u temperaturnom podrulju
od 15 AC do 30 AC prema modelu TRIPLFHFP za L,'/L, = 0,67
Table 5. L,", Ky for KBr in 90 % butan-2-ol mixture, TRIPLFHFP model, L,"/L, = 0,67

T/AC | Lo"/S cm?/mol Kr
15 8,95 8,62
20 10,78 18,32
25 12,89 30,52
30 15,23 44,52
35 17,87 59,32

Vrijednosti granilne molarne provodnosti trostrukih iona (L") i konstante ravnotege
za reakciju nastajanja trostrukih iona (Kr) ujednaleno rastu s porastom temperature.
Vrijednosti standarnih termodinamilkih velilina DH®, DG° i DS° za reakciju nastajanja
trostrukih iona prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Termodinamilke veliline za reakciju nastajanja trostrukih iona pri 25 AC
Table 6. Thermodynamic quantities for the triple ion formation at 25 AC

DA / kiimol | DG® / kd/mol | DS° / J/(Kmol)
50,5 9,3 200

U odnosu na asocijaciju u parove, entalpijske i entropijske promjene su pozitivnije,
najvjerojatnije zbog potpunijeg rugenja solvatacijskog omotala u tijeku reakcije.

Zakljulci

Granilna koncentracija nastajanja trostrukih iona kalijevog bromida u 90 %-tnom
butan-2-olu procijenjena je na 0,002 mol/dm3. Povelanje granilne molarne
provodnosti s porastom temperature uzrokovano je smanjivanjem viskoznosti
mijeganog otapala. Vrijednosti standardnog prirasta entalpije i entropije za reakcije
nastajanja ionskih parova i trostrukih iona su pozitivne. U odnosu na asocijaciju u
parove, veliline DH® i DS° su pozitivnije, gto ukazuje da trostruki ioni mogule
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zadrgavaju tek neznatni dio solvatacijskih omotala sastavnih iona. Reakcije nastajanja
ionskih parova i trostrukih iona su spontane. Endotermne reakcije mogu biti spontane
jedino ako im je entropijski llan (TDS?) veli od DH° kao §to je u ispitivanoj smjesi
slulaj. Ispituju li se elektroliti sa zajednilkim ionom u istom mijeganom otapalu, moge
se ustanoviti i utjecaj prirode ko-iona na ponaganje elektrolita. U tu svrhu nastavak
istragivanja bit Te usmjeren prema mjerenju vodljivosti alkalijskih bromida u istom
mijeganom otapalu.
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Summary

Molar conductivity of potassium bromide in binary mixture of butan-2-ol and water with
90 % alcohol content was investigated at five temperatures in the range from 15 AC to 35 AC.
Data were processed using conductivity models based on the Fuoss-Hsia equation. The
limiting molar conductivity of electrolyte (L,) and the thermodynamic equilibrium constant
for the ion-association reaction (Ka) were derived at each temperature. Thermodynamic
quantities of the association reaction (DG°, DH® and DS°), as well as the activation enthalpy of
the ionic movement (qpHY) were derived at 25 AC. The limiting concentration for the triple ion
formation was estimated. The formation of triple ions was investigated assuming equal
equilibrium constants of triple cation and anion, Ky* = Ky~ = Ky. The limiting molar
conductivity of triple ions (L,") and the constant Kt were determined, and thermodynamic
quantities of the triple ion formation were derived.

Keywords: potassium bromide, butan-2-ol and water mixture, ion pairs, triple ions,
thermodynamic quantities
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Summary

In this report, we studied the volumetric properties (apparent molar volume, standard partial
molar volumes, apparent molar volume at infinite dilution, limiting apparent molar
expansibilities and Heppler's coefficient) of 1-methylimidazolium acetate, [Mim][Ac] ionic
liquid, IL binary mixtures with two polar aprotic amides: N,N-dimethylacetamide (DMA), and
N,N-dimethylformamide (DMF), and one polar aprotic organosulfur and environmentally-
friendly solvent: dimethyl sulfoxide (DMSO). Namely, volumetric parameters are calculated
from the experimental densities and reported in the temperature range from (278.15 to 313.15)
K in water, DMA and DMF or (293.15 to 318.15) K in DMSO at atmospheric pressure (0.1
MPa) and the molality range from (~0.0050 to ~0.1000) mol kg', respectively. The validity
of Masson's equation was checked and applied to describe the apparent molar volume
dependence on molarity. The apparent molar volume at infinite dilution and interaction
coefficient were obtained from this dependence at each temperature. Finally, structure-maker
or structure-breaker properties of investigated IL in various solvents are discussed. According
to the values of Hepplerds coefficients, [Mim][Ac] IL, in DMF, DMA, and DMSO could be
described as structure-breakers. Values of the Hepplerds coefficient for [Mim][Ac] in water
medium is around zero, so this investigated IL is classified as the borderline.

Keywords: 1-methylimidazolium acetate ionic liquid, water, N,N-dimethylformamide,
N,N-dimethylacetamide, dimethyl sulfoxide, Massonds equation, volumetric properties

Introduction

Volumetric analysis is required to elucidate the physicochemical phenomena of
solutes in solutions. E.g., the standard partial molal entropy, heat capacity, volume of
the solutes are sensitive to the rearrangement of solvent molecules around a solute
particle. Various concepts regarding molecular processes in solutions such as,
electrostriction, hydrophobic hydration, micellization, and co-sphere overlap during
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solute-solute interactions have been mainly derived and interpreted from the partial
molar volume data of many compounds (Gurung and Roy, 2010; Chen et al., 2022).
Fundamental physicochemical properties for the systems involving ionic liquids (ILs)
in different solvents are stil necessary, which are associated with applying of ILs.
Tomag (2021) recently published a review paper on imidazolium-based ILs and
described in details some research method of investigations, applications and
physicochemical properties. In general, we can say that ILs have many significant
properties, e.g. high thermal stability, negligible vapor pressures, and high ionic
conductivity.

Following our recent systematic reports on volumetric and viscosimetric studies for
various imidazolium chloride ILs with different lenght chain in water (Tomag et al.,
2018), and conductivity and volumetric studies for the same ILs in ethylene glycol
(Tomag et al., 2022), in this work is extended study using synthesized 1-
methylimidazolium acetate IL, [Mim][Ac] in water (W), N,N-dimethylformamide
(DMF), N,N-dimethylacetamide (DMA) and dymethyl sulfoxide (DMSO). Namely,
by precise density measurement of solutions of [Mim][Ac] in different polar protic or
polar aprotic solvents, at temperature range, T=278.157313.15 K or 293.1571313.15
K and different molalities, m = ~0.0050 T ~0.1000 mol kg™ other fundamental
volumetric data were obtained such as apparent molar volume, partial molar volumes
for IL and solvents, apparent molar volume at infinite dilution, limiting apparent
molar expansibility and Hepplerds coefficient.

To our knowledge, these data have not yet been published in literature. Only,
physicochemical properties (density and viscosity) of aqueous solutions of [Mim][Ac]
at several temperatures are presented (Chen et al., 2014). Similar investigations were
performed for pure [Mim][Ac] and its binary mixtures with alcohols, i.e. methanaol,
ethanol, propan-1-ol and butan-1-ol at different temperatures (Qian et al., 2012).
Furthermore, Shekaari et. al. (2008) reported volumetric properties of the ILs, 1-butyl-
3-methylimidazolium tetrafluoroborate, [bmim][BF4] in different organic solvents
(methanol, MeOH, acetonitrile, MeCN, tetrahydrofuran, THF, DMA and DMSO) at
298.15 K. They was found that the strength of interaction between [bmimm][BF:]
with the studied organic slovents has the order: DMSO > DMA > MeOH > MeCN >
THF. Almeida et. al. (2012) investigated thermophysical properties for five acetate-
based ILs, such as, N,N-dimethyl-N-ethylammonium acetate, 1-ethylimidazolium
acetate, 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate, and 1-butyl-1-methylpyrrolidinium
acetate. The temperature dependence of the measured properties (density, viscosity,
refractive index, surface tension), the surface entropy and enthalpy, and the critical
temperature, were estimated. The IL as 1-hexyl-3-methylimidazolium acetate is
widely used in chemical and bio-chemical processes (Yang and Feng, 2020). Namely
the thermophysical properties of density and viscosity for IL in DMA, DMF and
DMSO were mesured from 303.15 to 338.15 K. Based on the measurement values,
the derived properties of excess molar volumes, thermal expansion coefficient, and
the energy barrier were calculated in this work. Yang et. al. (2017) studied densities
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and viscosities of binary mixtures of 1-octyl-3-methylimidazolium chloride with
aprotic cosolvents, i.e., DMA, DMF, DMSO, and pyridine at temperatures ranging
from (303.15 to 353.15) K at atmospheric pressure. The effects of cosolvents on the
density and viscosity are discussed. Yan et. al. (2014), measured density, refractive
index, and viscosity for different imidazolium chloride ILs in DMF at atmospheric
pressure from 288.15 K to 318.15 K. Their results show that DMF can effectively
adjust the physicochemical properties of 1-alkyl-3-methylimidazolium ILs. Begter-
Rogal et. al. (2010) in their work characterized 1-butyl-3-methylimidazolium chloride
and 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate in MeOH and DMSO by
conductometry. Volumetric properties of binary mixtures of 1-butyl-3-methylimidazolium
tris(pentafluoroethyl)trifluorophosphate  with N-methylformamide, N-ethylformamide,
DMF, N,N-dibutylformamide and DMA from 293.15 to 323.15 K were measured by Vrane(
et. al. (2014). Stoppa et. al. (2009) reported data at 298.15 K for the conductivity of selected
binary mixtures of the ILs [emim][BF4], [omim][BF.], [bmim][PF¢], [bmim][DCA], and
[hmim][BFs] with polar solvents (water, propylene carbonate, DMSO, MeOH,
dichloromethane.

Clases of imidazolium-based ILs with acetate anion have received more and more
attention and shown a great potential in absorption of acidic gas, dissolution of
cellulose and biomass and extractive distillation (Chen et al., 2014).

Experimental section
Materials

Solvents DMF, DMA, and DMSO were purchased from Merck (p.a. quality) and were
used without furher purification. Reagents 1-methylimidazole, 99 mass. %, and acetic
acid, 2 99.7 mass. % are also used without further purification for synthesis
[Mim][Ac]. Demineralized water was distilled two times.

All the solutions of investigated IL in organic solvents and water medium were made
by weight using an analytical balance (Sartorius RC 210D with an uncertainty of © 1
3 10° g. Molalities, b, of IL in investigated solvents, were converted into molar
concentration, ¢, by using the following standard relation:

1)

where ris density of the solutions, and M, is the molar mass of the investigated IL.
Experimental data for density of solutions and for solvents at different temperatures
are given in Table 1a) and Table 1b) as functions on temperature and molality. For all
tested systems, three times measurements were performed. Therefore, the following
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are the average data. Our densities for investigated solvents are in good agreement
with literature data.

Synthesis of Mim//Ac/in our laboratory

[Mim][Ac] was obtained in our laboratory from 1-methylimidazole and acetic acid
following the literature method (Qian et. al., 2012) (see Scheme 1), and dried under
vacuum at 60 C for at least 48 h before use. The water content (274 ppm) was
determined by Karl Fischer titration, and the structure of [Mim][Ac] was identified
by FTIR spectroscopy (see Figure 1).

Density measurements

The densities of [Mim][Ac] solutions in water, DMA, DMF and DMSO were
measured at atmospheric pressure of 101.3 kPa using fully automated a vibrating tube
Anton Paar DMA 4500 M densimeter with a measurement accuracy of © 5 3 10° g
cm 2 and repetability of © 10-° g cm™. The thermal control and stability over the entire
investigated temperature change are estimated to be 0.01 K. Before each series of
measurements, instrument was calibrated at atmospheric pressure using triple-
distilled water in the investigated temperature range.

[IR neat: 3120.82 (sym. stretching 3 HC((4)C(5)H); 1704.77 (sym. stretching 3 of imidazole ring 3 CH;HCH);
1518.20 (asym. stretching 3 C-H of -CH3); 1363.55 (sym:. stretching 3 CH3); 1651 (stretching 3 C=C); 1455 (C-N-H
stretching of imidazole); 1259 (in-plane asymetric stretching 3 of imidazole ring, CCCC stretching); 1105.79 (in-
plane 3 of imidazolium ring); 1082.99; 1006.97 (CCC in-plane ring bending); 743.84, 732 (out-of-plane C-H
bending 3 of imidazole ring); 616 (bending 3 of imidazole ring)].

Figure 1. FTIR spectrum for ionic liquid 1-methylimidazolium acetate, [Mim][Ac]

79



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Kemijska analiza i sinteza/Chemical Analysis and Synthesis
Zbornik radova / Proceedings

Scheme 1. Molecular structure and synthesis of [Mim][Ac]

Results and discussion

A summary of the density values, r; as a function on molality, b, and temperature, T,
for [Mim][Ac] in water, DMF, DMA, and DMSO solvents are compiled in
Tables 1 a) and b). In the same Tables are given density values for investigated
solvents, rv; these values are in good agreement with the literature values. From the
Table 1a) it can be seen that the density for [Mim][Ac] in water, DMF, and DMA
increases continuously with IL molality in the mixture. On the other hand, the IL
density in DMSO increases, reaches a maximum at b © 0.04 mol kg?, and then
decreases with molality. Densities of all investigated systems in this work decrease
with temperature. Regression analysis showed that the second-order polynomial could
adequately fit the dependence of ron b:

)

where r, Ao and A; are polynomial coefficients for investigated systems
(IL + solvent). These values are tabulated in Table 2, together with their standard
deviations.

The apparent molar volume, Vg, can be calculated from the density of the solution
using the following expression:

@)

where b is molality of solution, r; and rare the density of solvent and solution, while

M. is the molar mass of IL (solute).
The partial molar volumes of solvents, , and [Mim][Ac] IL, , were calculated
using Egs. (4) and (5) (Dogil et. al. 2014; Vraneg et. al. 2016).
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(4)

(®)

These volumetric data for investigated systems are given in Tables 3 T 6 of this paper.
In Table 3 are given, for comparison, Ve values for ([Mim][Ac] + water) binary
mixture from literature (Chen et. al., 2014). These values are in good agreement with
our present study. For molar concentration dependence of partial molar volume of

solvent, , and partial molar volume of solute, , at 293.15 K see Figure 4 a) and

b). Values do not show significant changes with concentartion at a constant

temperature. It can also be seen that the  values of investigated IL in this study

increase significantly with increse of IL concentration in DMA, DMSO, and DMF; in
water medium this change is less pronounced.

The Ve values are then fitted against square-root of IL molar concentration, ¢, using
Massonbs equation (Masson D. O., 1929) (see also Figure 2):

(6)

In Eqg. (6) represents the apparent molar volume of an IL at infinite dilution or
intercept, while Sy is the experimental slope, which is a measure of IL-IL interactions.
Calculated data for and Sy for studied IL in different solvents and different

temperatures are summarized in Table 7, together with their standard deviation (s, ©)
and regression coefficient (R?). In addition, the temperature dependence of Sy
coefficients is presented on Figure 3. The coefficient of Sy gives us valuble
information about solute-solute interaction in solution; its negative values indicates
weak and positive values strong solute-solute interaction. These interaction increases
in the following order: Sy (water) < Sy (DMSO) < Sy (DMF) < Sy (DMA). On the

order hend, increases in the next order: (DMA) < (DMF) < (water)

< (DMSO).
In this series, solute-solvent (ion solvation) interactions are strengthened.
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Table 1 a). Molalities, b and experimental densities, # for solutions of 1-methylimidazolium
acetate, [Mim][Ac] in water, DMA and DMF at different temperatures, T at p = 101,3 kPa?

m orlnl;li gt rigkecm

[Mim][Ac] + water
T/K: 278.15 283.15 288.15 293.15 298.15 303.15 308.15 313.15
0.0000 0.99989 0.99964 0.99905 0.99815 0.99700 0.99560 0.99399 0.99217

0.999964° | 0.999699° | 0.999099° | 0.998203° | 0.997043" | 0.995645° | 0.994029° | 0.992212°

0.0054 1.00003 0.99977 0.99918 0.99828 0.99713 0.99573 0.99411 0.99230
0.0115 1.00020 0.99993 0.99933 0.99843 0.99727 0.99587 0.99426 0.99244
0.0199 1.00040 1.00014 0.99953 0.99863 0.99746 0.99606 0.99444 0.99262
0.0299 1.00065 1.00038 0.99977 0.99886 0.99769 0.99629 0.99466 0.99284
0.0399 1.00092 1.00064 1.00002 0.99911 0.99794 0.99653 0.99490 0.99307
0.0499 1.00118 1.00089 1.00026 0.99934 0.99816 0.99674 0.99512 0.99329
0.0626 1.00150 1.00120 1.00057 0.99965 0.99846 0.99704 0.99540 0.99357
0.0740 1.00179 1.00148 1.00084 0.99991 0.99872 0.99730 0.99566 0.99382
0.0987 1.00241 1.00209 1.00143 1.00049 0.99929 0.99786 0.99621 0.99437

[Mim][Ac] + DMF
0.0000 0.96309 0.95838 0.95362 0.94887 0.94410 0.93933 0.93454 0.92974

- 0.95896° | 0.95379¢ | 0.94939¢ | 0.94426° - 0.93469¢ -

0.0052 0.96328 0.95857 0.95382 0.94905 0.94429 0.93951 0.93473 0.92993
0.0099 0.96345 0.95873 0.95398 0.94922 0.94445 0.93969 0.93489 0.93010
0.0192 0.96376 0.95904 0.95429 0.94953 0.94477 0.94000 0.93521 0.93042
0.0290 0.96407 0.95935 0.95461 0.94985 0.94508 0.94031 0.93553 0.93073
0.0395 0.96438 0.95965 0.95492 0.95016 0.94539 0.94062 0.93584 0.93105
0.0491 0.96464 0.95992 0.95518 0.95042 0.94565 0.94089 0.93611 0.93132
0.0569 0.96484 0.96012 0.95538 0.95063 0.94586 0.94109 0.93631 0.93151
0.0737 0.96522 0.96050 0.95577 0.95101 0.94625 0.94148 0.93670 0.93191
0.0986 0.96569 0.96098 0.95624 0.95148 0.94672 0.94196 0.93717 0.93238

[Mim][Ac] + DMA
0.0000 0.95459 0.95001 0.94541 0.94090 0.93628 0.93167 0.92705 0.92242
- - - 0.94092¢ | 0.93630° 0.9316¢ 0.92689° 0.9221¢
0.0050 0.95500 0.95058 0.94597 0.94137 0.93675 0.93213 0.92752 0.92288
0.0099 0.95542 0.95084 0.94624 0.94163 0.93702 0.93240 0.92778 0.92315
0.0200 0.95598 0.95180 0.94752 0.94292 0.93830 0.93368 0.92906 0.92443
0.0296 0.95652 0.95245 0.94785 0.94324 0.93863 0.93401 0.92939 0.92475
0.0397 0.95704 0.95319 0.94859 0.94398 0.93937 0.93475 0.93013 0.92549
0.0493 0.95747 0.95345 0.94885 0.94425 0.93964 0.93502 0.93039 0.92575
0.0600 0.95787 0.95381 0.94921 0.94460 0.93999 0.93537 0.93074 0.92611
0.0737 0.95826 0.95407 0.94947 0.94447 0.94025 0.93563 0.93101 0.92637
0.0994 0.95875 0.95417 0.94957 0.94479 0.94035 0.93573 0.93111 0.92647

aStandard uncertainties are: u(T) = © 0.01 K, u(b) = ° 1 3 10 mol kg™, u(#) = © 0.00005 g cm.
°Ref. Spieweck, Bettin (1992), °Ref. Bernal-Garcia et. al. (2008), “Ref. Yan et. al. (2014), *Ref. Vraneg et. al. (2014).
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Table 1 b). Molalities, b and experimental densities, r for solutions of 1-methylimidazolium
acetate, [Mim][Ac] in DMSO at different temperatures, T at p = 101,3 kPa?

m / moltkg? | d/gtem?
[Mim][Ac] + DMSO
T/K 293.15 298.15 303.15 308.15 313.15 318.15
0.0000 1.10019 1.09519 1.09018 1.08514 1.08014 1.07512

1.100424° | 1.095448° | 1.090467" | 1.085281° | 1.080490° | 1.075393°
0.0057 1.10022 1.09523 1.09021 1.08519 1.08019 1.07518
0.0100 1.10027 1.09528 1.09023 1.08526 1.08025 1.07522
0.0200 1.10029 1.09529 1.09029 1.08528 1.08029 1.07528
0.0300 1.10028 1.09530 1.09030 1.08531 1.08031 1.07531
0.0394 1.10028 1.09532 1.09031 1.08534 1.08032 1.07533
0.0493 1.10027 1.09530 1.09032 1.08534 1.08035 1.07536
0.0584 1.10025 1.09528 1.09030 1.08532 1.08033 1.07535
0.0749 1.10017 1.09523 1.09025 1.08525 1.08028 1.07528
0.0973 1.09999 1.09502 1.09004 1.08506 1.08007 1.07509

aStandard uncertainties are: u(T) = © 0.01 K, u(b) = ° 1 3 10 mol kg-1, u(r) = © 0.00005 g cm,

bRef. Begter-Rogal et. al. (2010).

Table 2. Adjustable coefficients do, Ao and A; of Eq. (2) for [Mim][Ac] in water, DMF, DMA
and DMSO at different temperatures

T/K n | A | A [10%(nH/gcm?
[Mim][Ac] + water
278.15 | 0.9999 | 0.0259 | -0.0037 7.7
283.15 | 0.9996 | 0.0251 | -0.0029 4.1
288.15 | 0.9990 | 0.0244 | -0.0028 34
293.15 | 0.9982 | 0.0241 | -0.0041 4.9
298.15 | 0.9970 | 0.0234 | -0.0023 5.6
303.15 | 0.9956 | 0.0231 | -0.0025 5.7
308.15 | 0.9940 | 0.0227 | -0.0020 5.6
313.15 | 0.9922 | 0.0224 | -0.0023 45
[Mim][Ac] + DMF
278.15 | 0.9631 | 0.0367 | -0.1052 3.2
283.15 | 0.9584 | 0.0361 | -0.0996 3.7
288.15 | 0.9536 | 0.0369 | -0.1049 4.1
293.15 | 0.9489 | 0.0369 | -0.1055 43
208.15 | 0.9441 | 0.0367 | -0.1031 3.1
303.15 | 0.9393 | 0.0368 | -0.1026 4.3
308.15 | 0.9345 | 0.0372 | -0.1067 3.0
313.15 | 0.9297 | 0.0373 | -0.1071 3.9
[Mim][Ac] + DMA
278.15 | 0.9546 | 0.0731 | -0.3212 3.9
283.15 | 0.9500 | 0.0983 | -0.5755 9.0
288.15 | 0.9455 | 0.0988 | -0.5872 9.9
293.15 | 0.9409 | 0.0967 | -0.5969 9.8
208.15 | 0.9363 | 0.0974 | -0.5759 9.5
303.15 | 0.9317 | 0.0972 | -0.5745 9.5
308.15 | 0.9271 | 0.0969 | -0.5714 9.4
313.15 | 0.9224 | 0.0967 | -0.5709 9.6
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Table 2. (continued)

[Mim][Ac] + DMSO

293.15 | 1.1002 [ 0.0052 | -0.0758 | 10.3
298.15 | 1.0952 | 0.0063 | -0.0827 | 10.5
303.15 | 1.0902 | 0.0073 | -0.0876 | 12.9
308.15 | 1.0852 | 0.0087 | -0.0985 | 14.1
313.15 | 1.0801 | 0.0088 | -0.0976 | 16.7
318.15 | 1.0751 | 0.0097 | -0.1027 | 10.5

Table 3. Derived values for partial molar volumes for IL ( ), and solvent and apparent

molar volume, (Vs), of [Mim][Ac] + water mixtures in the temperature range from T = (278.15
t0 313.15) K at p = 101.3 kPa

¢/ mol dm-? | 2/ (mol dm3)v2 | Ve / cm? molt | / cm? mol™* | / cm? mol*
T=27815K
0.00540 0.07348 116.22 18.02 116.29
0.01148 0.10714 116.23 18.02 116.44
0.01985 0.14089 116.24 18.02 116.49
0.02979 0.17260 116.25 18.02 116.52
0.03971 0.19927 116.25 18.02 116.41
0.04961 0.22273 116.25 18.02 116.36
0.06214 0.24928 116.26 18.02 116.48
0.07336 0.27085 116.26 18.02 116.51
0.09757 0.31236 116.27 18.02 116.62
T=283.15K
0.00539 0.07348 116.91 18.02 116.84
0.01148 0.10714 116.94 18.02 116.82
0.01985 0.14089 116.95 18.02 116.85
0.02978 0.17257 116.98 18.02 116.85
0.03970 0.19925 117.01 18.02 116.79
0.04959 0.22269 116.99 18.02 116.74
0.06212 0.24924 117.03 18.02 116.81
0.07334 0.27081 117.05 18.02 116.80
0.09754 0.31231 117.08 18.02 116.75
T=288.15K
0.00539 0.07348 117.80 18.03 117.96
0.01147 0.10710 117.80 18.03 117.88
0.01983 0.14082 117.82 18.03 117.99
0.02977 0.17254 117.83 18.03 117.76
0.03968 0.19920 117.83 18.03 117.71
0.04956 0.22262 117.84 18.03 117.73
0.06208 0.24916 117.85 18.03 117.68
0.07329 0.27072 117.85 18.03 117.69
0.09747 0.31220 117.86 18.03 117.67
T=293.15K
0.00539 0.07348 118.14 18.05 118.16
0.01146 0.10705 118.14 18.05 118.22
0.01982 0.14078 118.16 18.05 118.26
0.02974 0.17245 118.16 18.05 118.31
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Table 3. (continued)

T=293.15K
0.03964 0.19910 118.16 18.05 118.35
118.18
0.04952 0.22253 118.2272 18.05 118.44
0.06203 0.24906 118.19 18.05 118.41
0.07322 0.27059 118.19 18.05 118.46
0.09738 0.31206 118.20 18.05 118.49
T=298.15K
0.00538 0.07335 118.35 18.07 118.62
0.01145 0.10700 118.46 18.07 118.88
0.01979 0.14068 118.57 18.07 119.06
0.02970 0.17234 118.68 18.07 119.17
0.03959 0.19897 118.77 18.07 119.23
118.85 18.07 119.19
0.04946 0.22240 118.884%
0.06195 0.24890 118.95 18.07 119.22
0.07314 0.27044 119.00 18.07 119.16
0.09727 0.31188 119.14 18.07 119.15
T=303.15K
0.00537 0.07328 118.49 18.09 119.12
0.01143 0.10691 118.67 18.09 119.18
0.01977 0.14061 118.83 18.09 119.41
0.02966 0.17222 119.00 18.09 119.42
0.03954 0.19885 119.16 18.09 119.39
119.23
0.04939 0.22224 119.518° 18.09 119.42
0.06186 0.24872 119.41 18.09 119.41
0.07303 0.27024 119.40 18.09 119.40
0.09713 0.31166 119.66 18.09 119.42
T=308.15K
0.00536 0.07321 119.03 18.12 120.51
0.01142 0.10686 119.22 18.12 120.24
0.01973 0.14046 119.44 18.12 120.08
0.02961 0.17208 119.63 18.12 120.26
0.03947 0.19867 119.83 18.12 120.02
119.96
0.04931 0.22206 120.1482 18.12 119.96
0.06176 0.24852 120.05 18.12 120.05
0.07291 0.27002 120.22 18.12 119.98
0.09697 0.31140 120.45 18.12 120.00
T=313.15K
0.00535 0.07314 120.19 18.16 118.81
0.01139 0.10672 120.22 18.16 119.40
0.01970 0.14036 120.26 18.16 120.26
0.02956 0.17193 120.28 18.16 120.44
0.03940 0.19849 120.31 18.16 120.26
120.35
0.04922 0.22186 120,773 18.16 120.35
0.06165 0.24829 120.39 18.16 120.39
0.07278 0.26978 120.43 18.16 120.43
0.09679 0.31111 120.42 18.16 120.37

2Ref. Chen et. al. (2014).
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Table 4. Derived values for partial molar volumes for IL (

molar volume, (V¢), of [Mim][Ac] + DMF mixtures

from T = (278.15 to 313.15) K at p = 101.3 kPa

), and solvent (
in the temperature

) and apparent

¢/ mol dm-3 | c¥2/ (mol dm3)12 | Ve / cm® molt / cm® mol™ | / cm® mol*
T=27815K
0.00501 0.07078 107.47 75.90 109.79
0.00952 0.09757 108.36 75.89 110.57
0.01845 0.13583 109.91 75.89 112.99
0.02784 0.16685 111.06 75.88 114.84
0.03788 0.19463 112.25 75.88 116.66
0.04704 0.21689 113.39 75.87 118.31
0.05446 0.23337 114.24 75.87 119.54
0.07040 0.26533 116.19 75.86 122.22
0.09390 0.30643 117.26 75.84 125.83
T=28315K
0.00498 0.07057 108.11 76.26 110.07
0.00948 0.09737 109.29 76.26 111.93
0.01836 0.13550 110.83 76.26 113.79
0.02771 0.16646 111.80 76.26 115.44
0.03769 0.19414 113.18 76.25 117.42
0.04681 0.21636 114.00 76.25 118.73
0.05419 0.23278 114.83 76.24 119.92
0.07005 0.26467 116.63 76.23 122.55
0.09344 0.30568 118.43 76.22 126.00
T=288.15K
0.00496 0.07043 106.76 76.64 108.53
0.00943 0.09711 108.32 76.64 111.49
0.01827 0.13517 110.25 76.64 114.02
0.02757 0.16604 111.42 76.64 115.60
0.03751 0.19367 112.73 76.63 117.61
0.04657 0.21580 113.95 76.63 119.39
0.05392 0.23221 114.85 76.62 120.70
0.06971 0.26403 116.73 76.61 123.39
0.09298 0.30493 118.83 76.59 127.23
T=293.15K
0.00493 0.07021 109.28 77.03 112.70
0.00938 0.09685 110.51 77.03 112.37
0.01818 0.13483 111.56 77.02 114.15
0.02743 0.16562 112.17 77.02 115.35
0.03732 0.19318 113.39 77.02 117.10
0.04634 0.21527 114.57 77.01 118.71
0.05366 0.23165 115.25 77.01 119.70
0.06936 0.26336 116.10 77.00 122.37
0.09251 0.30415 117.55 76.99 125.95
T=298.15K
0.00491 0.07007 107.46 77.42 111.11
0.00934 0.09664 108.88 77.42 113.00
0.01809 0.13450 111.35 77.41 114.32
0.02729 0.16519 112.55 77.41 116.20
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Table 4. (continued)

T=298.15K
0.03713 0.19269 113.78 7741 118.05
0.04611 0.21473 114.97 77.40 119.72
0.05339 0.23106 115.66 77.40 120.77
0.06902 0.26272 117.58 77.39 123.40
0.09205 0.30339 120.43 77.37 127.17
T=303.15K
0.00488 0.06986 108.27 77.81 112.08
0.00929 0.09638 109.62 77.81 110.08
0.01800 0.13416 111.71 77.81 111.70
0.02716 0.16480 112.92 77.81 112.91
0.03695 0.19222 114.17 77.81 114.15
0.04588 0.21419 115.14 77.81 115.12
0.05312 0.23048 116.07 77.81 116.05
0.06867 0.26205 118.00 77.81 117.98
0.09159 0.30264 120.77 77.81 120.74
T=308.15K
0.00486 0.06971 107.83 78.21 110.25
0.00924 0.09612 109.29 78.21 111.59
0.01791 0.13383 111.36 78.21 112.07
0.02702 0.16438 112.91 78.21 112.89
0.03676 0.19173 114.28 78.21 114.26
0.04564 0.21364 115.31 78.21 115.29
0.05285 0.22989 116.28 78.21 116.26
0.06832 0.26138 118.29 78.21 118.26
0.09113 0.30188 121.24 78.21 121.21
T=313.15K
0.00483 0.06950 107.69 78.61 110.60
0.00920 0.09592 109.22 78.61 110.78
0.01782 0.13349 111.85 78.61 111.83
0.02688 0.16395 113.29 78.61 113.27
0.03657 0.19123 114.38 78.61 114.35
0.04541 0.21310 115.48 78.61 115.46
0.05258 0.22930 116.69 78.61 116.67
0.06797 0.26071 118.56 78.61 118.54
0.09066 0.30110 121.58 78.61 121.55

Table 5. Derived values for partial molar volumes for IL (), and solvent () and apparent

molar volume, (V¢), of [Mim][Ac] + DMA mixtures in the temperature range
from T = (278.15 to 313.15) K at p = 101.3 kPa

¢/ mol dm-3 | ¢2/ (mol dm3)¥2 | Ve / cm? molt / cm? mol* | / cm? mol*
T=278.15K
0.00477 0.06907 58.91 91.26 65.52
0.00945 0.09721 64.14 91.26 66.16
0.01907 0.13809 72.55 91.24 85.76
0.02819 0.16790 77.21 91.22 93.29
0.03778 0.19437 80.99 91.20 99.61
0.04687 0.21649 84.56 91.18 105.30
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Table 5. (continued)

T=278.15K
0.05699 0.23873 88.63 91.14 111.51
0.06989 0.26437 93.91 91.10 119.28
0.09397 0.30655 102.55 91.10 132.00
T=283.15K
0.00475 0.06892 23.31 91.70 33.02
0.00940 0.09695 33.52 91.70 47.15
0.01898 0.13777 46.85 91.67 69.79
0.02807 0.16754 58.16 91.64 81.77
0.03763 0.19398 65.20 91.61 88.03
0.04668 0.21606 72.06 91.57 102.54
0.05674 0.23820 79.15 91.53 112.77
0.06959 0.26380 88.23 91.47 125.48
0.09352 0.30581 101.73 91.33 146.08
T=288.15K
0.00473 0.06877 25.05 92.14 35.29
0.00935 0.09669 33.11 92.14 52.75
0.01890 0.13748 46.52 92.14 70.93
0.02794 0.16715 57.99 92.09 82.92
0.03745 0.19352 60.55 92.05 89.41
0.04645 0.21552 72.04 92.01 104.20
0.05647 0.23763 79.19 91.97 114.68
0.06925 0.26315 88.36 91.97 127.69
0.09307 0.30507 101.63 91.90 148.77
T=293.15K
0.00470 0.06856 22.86 92.58 53.34
0.00931 0.09649 32.83 92.58 53.83
0.01880 0.13711 47.33 92.56 79.64
0.02780 0.16673 61.64 92.53 82.21
0.03727 0.19305 67.31 92.51 87.07
0.04623 0.21501 74.07 92.48 100.62
0.05621 0.23709 81.11 92.44 110.40
0.06889 0.26247 96.00 92.38 128.47
0.09260 0.30430 106.44 92.27 144.14
T=298.15K
0.00468 0.06841 25.02 93.05 52.68
0.00926 0.09623 34.34 93.04 52.74
0.01871 0.13678 47.92 93.02 7791
0.02767 0.16634 61.11 93.00 80.82
0.03708 0.19256 62.84 92.97 85.66
0.04600 0.21448 73.82 92.94 99.25
0.05592 0.23647 80.98 92.90 109.03
0.06858 0.26188 90.00 92.85 121.09
0.09217 0.30360 104.67 92.85 140.77
T=303.15K
0.00466 0.06826 25.07 93.51 46.54
0.00922 0.09602 34.43 93.51 36.66
0.01862 0.13646 48.07 93.51 67.53
0.02753 0.16592 61.36 93.51 61.27
0.03690 0.19209 63.00 93.51 62.90
0.04578 0.21396 74.04 93.51 73.93
0.05565 0.23590 81.22 93.50 81.10
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Table 5. (continued)

T=303.15K
0.06824 0.26123 90.30 93.51 90.17
0.09172 0.30285 105.07 93.51 104.92

T=308.15K
0.00463 0.06804 24.64 93.98 36.23
0.00917 0.09576 34.10 93.98 43.90
0.01853 0.13612 47.87 93.98 61.08
0.02739 0.16550 57.90 93.98 67.42
0.03672 0.19162 62.87 93.98 62.72
0.04555 0.21342 74.25 93.98 74.09
0.05537 0.23531 81.46 93.98 81.29
0.06791 0.26060 90.44 93.98 90.25
0.09126 0.30209 105.36 93.98 105.13

T=31315K
0.00461 0.06790 24.65 94.45 35.82
0.00913 0.09555 34.14 94.45 45.91
0.01844 0.13579 47.97 94.45 61.32
0.02726 0.16511 58.04 94.45 67.33
0.03654 0.19115 63.02 94.45 62.87
0.04532 0.21288 74.46 94.45 74.29
0.05510 0.23473 81.51 94.45 81.33
0.06757 0.25994 90.74 94.45 90.53
0.09081 0.30135 105.77 94.44 105.52

Table 6. Derived values for partial molar volumes for IL (), and solvent () and apparent

molar volume, (V¢), of [Mim][Ac] + DMSO mixtures in the temperature range from T =
(293.15 t0 318.15) K at p = 101.3 kPa

¢/ mol dm-3 | ¢/ (mol dm3)12 | Ve / cm? mol™ / cm® mol* | ! cm® mol™
T=293.15K
0.00627 0.07918 123.19 71.02 124.14
0.01099 0.10483 123.99 71.02 126.03
0.02194 0.14812 125.07 71.02 127.25
0.03287 0.18130 126.73 71.02 129.40
0.04311 0.20763 127.32 71.02 130.38
0.05387 0.23210 127.86 71.01 131.29
0.06373 0.25245 128.36 71.01 132.08
0.08153 0.28553 129.44 71.00 133.66
0.10557 0.32492 130.80 70.99 135.75
T=298.15K
0.00624 0.07899 123.68 71.35 123.98
0.01094 0.10459 124.42 71.35 125.23
0.02184 0.14778 125.62 71.35 128.02
0.03272 0.18089 126.73 71.34 129.67
0.04292 0.20717 127.04 71.34 130.40
0.05362 0.23156 127.93 71.33 131.69
0.06344 0.25187 128.51 71.33 132.60
0.08117 0.28490 129.35 71.32 133.99
0.10509 0.32418 130.73 71.32 136.56
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Table 6. (continued)

T=303.15K
0.00621 0.07880 123.57 71.68 126.83
0.01089 0.10436 124.37 71.68 127.33
0.02174 0.14744 125.76 71.67 127.38
0.03257 0.18047 127.02 71.67 129.00
0.04272 0.20669 127.61 71.67 129.89
0.05338 0.23104 127.99 71.67 130.54
0.06315 0.25130 128.66 71.66 131.43
0.08080 0.28425 129.61 71.66 132.74
0.10461 0.32343 131.15 71.66 135.21
T=308.15K
0.00618 0.07861 122.93 72.01 122.79
0.01084 0.10412 123.77 72.01 125.05
0.02164 0.14711 125.05 72.00 127.85
0.03242 0.18006 126.17 72.00 129.61
0.04252 0.20620 126.67 72.00 130.61
0.05313 0.23050 127.54 71.99 131.95
0.06286 0.25072 128.37 71.99 133.17
0.08043 0.28360 129.75 71.98 135.18
0.10414 0.32271 130.99 71.96 137.91
T=31315K
0.00615 0.07842 122.63 72.34 124.07
0.01079 0.10387 123.59 72.34 125.52
0.02154 0.14677 125.17 72.34 127.85
0.03227 0.17964 126.74 72.33 130.02
0.04233 0.20574 127.68 72.33 131.44
0.05289 0.22998 127.94 72.33 132.15
0.06257 0.25014 128.80 72.32 133.38
0.08006 0.28295 129.99 72.31 135.18
0.10366 0.32196 131.78 72.31 138.15
T=31815K
0.00612 0.07823 123.11 72.68 123.11
0.01074 0.10363 123.56 72.68 123.55
0.02144 0.14642 125.29 72.68 125.28
0.03212 0.17922 126.73 72.68 126.71
0.04213 0.20526 127.59 72.68 127.58
0.05265 0.22946 127.98 72.68 127.97
0.06228 0.24956 128.79 72.68 128.77
0.07969 0.28229 130.36 72.68 130.33
0.10318 0.32122 131.91 72.68 132.48
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Figure 2. Variation of apparent molar volume, Ve, for [Mim][Ac] in investigated solvents,

with the second root of molar concentration, ¢*?, at T = 293.15 K (Massonds graph)

Table 7. Parameters of Massonds equation (6), (
DMF, DMA and DMSO with their standard deviation, (s), and correlation coefficient (R?)

TIK / cm® mol* ‘ Sv / cm®2 mol32 ‘ R?
[Mim][Ac] + water
278.15 | 116.21 ° 0.05 0.21°0.01 0.9309
283.15 | 116.87 ° 0.03 0.66 © 0.09 0.9251
288.15 | 117.78 ° 0.01 0.25°0.01 0.9844
293.15 | 118.12°0.02 0.27 © 0.03 0.9387
298.15 | 118.10 ° 0.04 3.34°0.03 0.9984
303.15 | 118.15°0.03 4.83°0.12 0.9923
308.15 | 118.59 © 0.03 5.92°0.14 0.9973
313.15 | 120.11 ° 0.05 1.11 ©0.07 0.9838
[Mim][Ac] + DMF
278.15 | 104.11°0.22 43.3°1.3 0.9931
283.15 | 104.87 °0.21 435°1.1 0.9955
288.15 | 103.21°0.19 50.6 ° 1.0 0.9974
293.15 | 106.80 ° 0.24 353°11 0.9921
298.15 | 103.72 ° 0.30 534°15 0.9945
303.15 | 104.52 © 0.33 516°1.6 0.9928
308.15 | 103.77 © 0.30 55.8°15 0.9949
313.15 | 103.70° 0.34 576°17 0.9939

) and (Sv) for [Mim][Ac] in water medium,
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Table 7. (continued)

[Mim][Ac] + DMA

278.15 | 46.77°0.76 | 178.7 ° 3.8 | 0.9967
28315 | 1.46°0.74 | 3285°3.7 | 0.9991
28815 | 1.83°0.65 | 325.2°8.2 | 0.9949
29315 | 1.27°0.87 | 357.5°9.8 | 0.9947
29815 | 2.09°0.76 | 335.1°8.8 | 0.9952
303.15 | 2.04°0.79 | 337.3°9.0 | 0.9950
30815 | 0.79°0.13 | 342.7°6.7 | 0.9975
313.15 | 0.67°0.13 | 345.0°6.9 | 0.9972
[Mim][Ac] + DMSO
293.15 | 120.79°0.18 | 30.6°0.8 | 0.9944
298.15 | 121.46°0.13 | 28.1°0.6 | 0.9968
303.15 | 121.30°0.18 | 29.9°0.9 | 0.9942
308.15 | 120.24°0.19 | 32.8°0.8 | 0.9950
313.15 | 119.85°0.22 | 36.5°1.0 | 0.9941
318.15 | 120.02°0.23 | 36.3°1.1 | 0.9935

Further, temperature dependence of can be described by a second-order
polynomial function:

()

where Bo, B1 and B; are fitted coefficients. The values of from present study can
be expressed in dependence on investigated temperature by the following relations:

[Mim][Ac] in water:

[Mim][Ac] in DMF:

[Mim][Ac] in DMA:

[Mim][Ac] in DMSO:
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Figure 3. Temperature dependence of Sy coefficient for [Mim][Ac] in investigated solvents
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Figure 4. Molar concentration dependence of the a) partial molar volume of solvent,
, and the b) partial molar volume of solute, , at 293.15 K

The temperature-dependent limiting apparent molar expansibility, , can be
obtained by differentiating Eq. (7):

(8)

From Eg. (8) follows expresion for Hepplerbs coefficient (Heppler, 1969):

(9)

According to the values of Hepplerds coefficients, ILs can be divided into 3 groups:
a) structure-breaker with negative Hepplerbs coefficient, b) structure-maker with
positive Hepplerés coefficient, and ¢) borderline with Hepplerds coefficient around
zero. Calculated values of the limiting molar expansibilities, , at different
temperatures and Hepplerds coefficients for investigated systems are compiled in
Table 9.
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Table 9. Values of the limiting molar expansibilities, , at different temperatures and
Hepplerds coefficients for investigated IL in water, DMF, DMA and DMSO

/ cm® mol* K za [Mim][Ac] + voda

T/K | 278.15 | 283.15 | 288.15 | 293.15 | 298.15 | 303.15 | 308.15 | 313.15

0.085 | 0.087 | 0.089 | 0.092 | 0.093 | 0.095 | 0.097 | 0.099 0.0004

/ cm® mol* K za [Mim][Ac] + DMF

T/K | 278.15 | 283.15 | 288.15 | 293.15 | 298.15 | 303.15 | 308.15 | 313.15

0.070 | 0.040 | 0.010 | -0.020 | -0.050 | -0.079 | -0.109 | -0.140 -0.0060

/ cm® mol* K za [Mim][Ac] + DMA

T/K | 278.15 | 283.15 | 288.15 | 293.15 | 298.15 | 303.15 | 308.15 | 313.15

0.140 | 0.104 | 0.007 | 0.003 | -0.004 | -0.040 | -0.076 | -0.112 -0.0072

/ cm® mol ! K1 za [Mim][Ac] + DMSO

T/K | 293.15 | 298.15 | 303.15 | 308.15 | 313.15 | 318.15 - -

0.031 | 0.007 | -0.017 | -0.041 | -0.065 | -0.089 - - -0.0048

Obtained values decrease with temperature in DMF, DMA, and DMSO, while in
water medium slightly increase with temperature. In the case of [Mim][Ac] in DMF,
DMA, and DMSO values of the Hepperbs coefficient are negative, indicating that this
IL in these solvents could be described as structure-breakers. Values of the Heppleros
coefficient for [Mim][Ac] in water medium is around zero, so this investigated IL is
classified as the borderline.

Conclusions
This work represents the continuation of systematic ionic liquid Tsolvent system

resarch. A new compound has been synthesized: 1-methylimidazolium acetate,
[Mim][Ac] ionic liquid, IL. The IL obtained in our laboratory was thoroughly
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analyzed by FTIR spectroscopy, and its water content was determined. In this study,
the binary mixtures of [Mim][Ac] IL and W, DMF, DMA, and DMSO were
investigated by applying density measurements. The experimental measurements
were performed at different molalities of IL and different temperatures. From the
density measurements, volumetric properties were calculated, as apparent molar
volume, partial molar volumes for IL and solvents, parameters of Massonds equation,

and Sy, limiting molar expansibility, and Hepplerbs coefficient. In the case of

[Mim][Ac] in DMF, DMA, and DMSO values of the Hepperds coefficients are
negative, indicating that this IL in these solvents could be described as structure-
breakers. Values of the Heppleris coefficient for [Mim][Ac] in water medium is
around zero, so this investigated IL is classified as the borderline.
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Summary

Large data sets generated and stored by continuous monitoring of process variables in process
plants enable the development of data-driven mathematical models of a process. While such
models do not provide detailed insight into the process, they do provide a feasible description
of the nonlinear complex process dynamics. Data-driven models are often used to estimate
important process characteristics in real-time. This paper presents an industrial case study of
data-driven models based on multilayer perceptron (MLP) artificial neural networks (ANN)
for the isomerization process of light naphtha in refineries. Models were developed for
estimating critical quality characteristics of the product. Special attention was paid to the
selection and analysis of data sets for different time periods to capture different process
conditions. Optimal models were achieved by changing the types of learning function and
transfer function, as well as the number of neurons in the hidden layer. Models based on MLP
neural networks have shown better generalization capabilities compared to previously
developed polynomial linear and nonlinear models for isomerization processes. This makes
the developed MLP network models suitable for application to such a process, especially in
the area of advanced process control.

Keywords: data-driven model, process monitoring, MLP artificial neural network,
isomerisation process

Introduction

Process production facilities are large consumers of energy, and efforts are made to
reduce their energy consumption as much as possible in order to keep production
profitable. At the same time, high demands are placed on product quality, so it is
necessary to monitor the most important process variables and react in time when their
malfunction occurs. By developing a process model, the most important process states
are continuously estimated. In this way, it is possible to react to disturbances at an
early stage to avoid unnecessary energy losses and product quality degradation. Such
inferential models can be used for advanced process control, diagnostic purposes, and
as replacements for failed physical sensors or process analyzers.

In large process plants where a lot of continuous data is stored, it is possible to develop
empirical, data-driven models for continuous estimation of important process
variables. It is possible to develop fundamental models (first-principal models), but
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such models are not practical for complex industrial plants with strong nonlinearity
and complex reaction mechanisms.

When creating a data-driven model, it is crucial to choose a set of data, i.e.,
continuously measured values, usually of temperature, pressure, flow and
composition of a product, where the dynamics of the process are emphasized, usually
in a period of two to four weeks. In the book by Fortuna et al. (2007), the traditional
steps of developing such models are summarized, which include: selection of
historical data from plant database, data preprocessing, model structure and regressor
selection, model estimation and validation.

Various techniques are used to develop data-driven models, such as regression
techniques, principal component analysis (PCA), partial least squares (PLS), support
vector machines (SVM) and others. The use of artificial neural networks (ANN) is
especially present.

ANN models are the simplification of human neural systems. It comprises of
computational units analogous to the neurons of the biological nervous system known
as artificial neurons. The ANN models may be useful in solving different engineering
and science problems (Jeswal and Chakraverty, 2021). Pirdashti et al. (2013),
presented an extensive review of the literature on ANN methodology and its
applications in chemical engineering. Panerati et al. (2019), emphasized that ANNs
are one of the most powerful and versatile tools exploited by chemical engineers for
several decades in countless application. Morlanes et al. (2022) used ANN to improve
robustness of kinetic models for steam reforming of hydrocarbons T still leading
technology for hydrogen production. Xing et al. (2022) developed data-driven model
for fault diagnosis for proton exchange membrane (PEM) fuel cell system. Sildir et
al. (2022) applied ANN for modelling an industrial ethylene oxide plant. Lima et al.
(2022) used, among other methods, MLP NN for controlling the concentration of a
crystallization process.

Papers on the development and application of mathematical models to the
isomerisation process are rarely published. Recently, a paper by Khajah and Chehadeh
(2022) was published, where an ANN-based model is used to minimize the energy
consumption of the isomerisation process.

In this paper, data-driven models based on MLP NN were developed for the
continuous estimation of the content of key process attributes (2,3-dimethylbutane
(2,3-DMB) and 2-methylpentane (2-MP)) in the product of the refinery light naphtha
isomerisation process. The content of these components directly affects the research
octane number (RON) of petrol. The models were compared with previously
developed dynamic polynomial linear and nonlinear models (Herceg et al., 2018). The
developed models will find application related to the advanced control of the
isomerisation process.
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Materials and methods

This chapter contains a detailed description of the isomerization process with an
emphasis on the deisohexanization section, and a methodology for developing a data-
driven model for evaluating the key variables that affect the product quality.

Process description

Isomerisation is the catalytic process where the paraffins are converted to the high-
octane number branch structures. Basically, normal pentane (nCs) converts to
isopentane (iCs), and normal hexane (nCs) to 2,2 and 2,3 dimethylbutane (2,2-DMB
and 2,3-DMB). The reactions occur in hydrogen environment on a fix catalyst layer,
and at process conditions that promote isomerisation and minimise unfavourable
reactions. The main operating conditions are moderate operating pressure, low
temperature and low hydrogen partial pressure (Cusher, 2003).

High-octane isomerate is the product of isomerisation that not containing aromatics
and olefins, and therefore is an excellent component to meet the required, very
rigorous characteristics of petrol (Ceril, 2012).

The process starts by mixing a stream of light naphtha feed with a stream of make-up
hydrogen. The streams are then heat-exchanged against reactor effluent and enter the
isomerisation reactors. The reactor effluent is cooled before entering a product
stabilizer. Finally, the stabilizer overhead gas flows to a fuel gas system, while the
stabilized, isomerized liquid product from the bottom of the stabilizer passes to petrol
blending. The octane rating shows an increase of some 14 numbers, from ordinarily
60 to 70 RON (research octane number).

The isomerisation process can be improved by the additional separation of the
stabilizer bottoms into normal and isoparaffins. It can be achieved by a fractionation,
molecular-sieve separation or combination of the two methods to obtain recycle of the
normal paraffins and low-octane methylpentanes (MeCs).

One of the typical recycle flow scheme is a combination of the straight-through
isomerisation process with a deisohexanizer fractionation column (Figure 1). The low-
octane methylpentanes and normal hexanes are concentrated in the sidecut stream,
combine with the fresh feed and enter the reactors to reprocessing. The overhead
product (primarily high-octane isopentane, 2,2-DMB and 2,3-DMB) passes to petrol
blending, while the bottom product (Cs naphthene and heptane) is used for petrol
blending or as reformer feed.

The typical feed and product octane levels for Cs-Cs feedstock depending on various
recycle flow schemes are shown in Table 1.

Deisohexanization section
The process flow diagram of an isomerisation unit deisohexanization section is

illustrated in Figure 2. As shown in the diagram, stabilized isomerate enters the V17
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deisohexanizer column at the 41% tray, reflux flow enters at the 1% tray, while the side
product comes out from the deisohexanizer column 90" tray. For heating of the
column bottom, the E13 reboiler is used.

The temperatures of the deisohexanizer column are indicated and controlled by
several thermocouple positions: T1-045 T side product temperature, T1-046 T overhead
column temperature, TIC-047 T 21% column tray temperature, TI1-048 T stabilized
isomerate at the 41% column tray temperature, T1-049 T bottom temperature. Pressure
in the column is indicated and controlled by PIC-025 controller.

The column overhead product T isomerate T is condensed in the EA04 air cooler, and
condensed hydrocarbons pass to the V12 reflux drum. The temperature of isomerate
downstream of the EAO4 outlet is indicated and controlled by TIC-053, changing the
rotational speed of the electromotor fans.

The reflux flow rate is indicated and controlled by FIC-029 controller, which is
affected by the sum of values from FI-028 reflux flow rate indicator and FIC-027
isomerate discharge flow rate controller. The reflux flow rate is also corrected by the
level control of the V12 reflux drum. Isomerate, routed from the unit as the final
product, passes cooling at the EAQ5 air cooler, and finally at the E11 trim water cooler.
The side product of the V17 column is sent by the P10A/B pump from the column
accumulation (chimney) tray to the EAOQ3 air cooler. The cooled side product flow
rate is indicated and controlled by FIC-020 controller with the correction by the
column bottom level controller.

The column bottom product T heptane fraction is sent from the column as the product
by the P11A/B pump to the EAQ6 air cooler, and the E14 water cooler. The outlet
flow is indicated and controlled by FIC-026 flow controller.

In order to control the conditions in the V17 deisohexanizer column, the pressure and
inlet heat parameters are kept constant, and the reflux flow rate is set up by the level
of the V12 reflux drum. The final product (isomerate) discharge flow rate is controlled
either by a hydrocarbon composition or a temperature at the characteristic tray. The
meaning of it is that the amount of isomerate is provided from the following three
positions: TIC-047 T 21% column tray temperature, Al-005B T a low-octane mole
fraction of 2-MP in the column overhead product (located downstream of the V12
drum and analysed on-line chromatographically), and Al-004B T a high-octane mole
fraction of 2,3-DMB in the column side product, analysed on-line
chromatographically. Changing between the three positions is done using hand
switches (Herceg, 2021).

The goal of the process is to maintain the high-octane 2,3-DMB in the overhead
stream, and to maintain the low octane 2-MP in the sidecut stream by controlling the
content of these product critical quality attributes (Herceg et al., 2019).

Model development
When developing a data-driven model, it is essential to choose easily to measure

influential variables that affect difficult to measure and often unavailable, but
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important output variables. In this case, the output variables are product critical
quality attributes, i.e., 2,3-DMB and 2-MP.

In order to successfully carry out the selection of input variables, it is important to
gain theoretical insight into the process under study, but it is even more important to
talk to the operators of the actual plant, who will point out certain influencing
variables. After selecting a certain number of influential variables, the final number is
reached using various statistical techniques such as correlation analysis or, for
example, PCA and PLS methods.

Finally, the following influential variables were selected: T1-046 T deisohexanizer
column top stream temperature, TIC-047 T column 21% tray temperature, TI-045 T
sidecut stream temperature, TI1-049 T bottom stream temperature, FI-028 T reflux
flow, FIC-029 T reflux flow and isomerate outlet flow sum, and FIC-026 T bottom
stream flow (Herceg et al., 2018). These variables are specially marked and visible on
the process flow diagram in Figure 2.

The selection of influential variables is followed by data-collection and preprocessing.
For the selected input variables and for the critical outputs (2,3-DMB and 2-MP), a
continuous set of data is required for a period of 2 to 3 weeks. It is also important that
the selected data belong, if possible, to different process dynamic regime. In the
process of searching for a period with emphasized process dynamics two different sets
of data were chosen, one for the development of a model for estimating the content of
2,3-DMB, and the other for 2-MP. Regarding the preprocessing of the selected data,
it should be emphasized that there were not many missing data, outliers or noise.
Although input data were available every minute, the sampling period was set to 3
minutes since the process dynamics of such a large industrial plant allows it. Output
variables are determined using on-line chromatographs with a sampling period of 30
minutes. As it is necessary to coordinate the sampling periods of input and output
variables, the period of 30 minutes of output data is supplemented with interpolation
data using cubic spline interpolation.

Multilayer perceptron (MLP) neural networks (NN) were used to estimate the value
of the output variables. MLP is a class of feedforward neural networks. It consists of
three types of layers: the input layer, output layer and hidden layer. The input layer
receives the input signals (e.g., input variables) to be processed. The required task
such as prediction is performed by the output layer. The hidden layer is placed in
between the input and output layer and the complete calculation takes place in it. The
data flows in the forward direction from input to output layer. The neurons in the MLP
are trained with the back propagation learning algorithm. MLPs are designed to
approximate any continuous function and can solve problems which are not linearly
separable (Abirami and Chitra, 2020).

The structure of the MLP NN model is shown in Figure 3. For 2,3-DMB and 2-MP
content NN models, the development data sets consist of 6 667 and 10 078 continuous
samples, respectively. A randomized permutation of data was made on the entire data
sets and such randomized data were divided into training, validation and test sets in
the ratio of 70:15:15. When learning the network and calculating weights, Levenberg-
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Marquardt (LMA), BroydenTFletcheriGoldfarbTShanno (BFGS) quasi-Newton and
scaled conjugate gradient (SCG) learning algorithms were investigated. For the
transfer function, tangent-sigmoid (tansig), logarithmic-sigmoid (logsig), positive
linear transfer function (poslin) and linear transfer function (purelin) were used. The
number of neurons in the hidden layer ranged from 2 to 50. The optimal number of
neurons have to be empirically determined in a trade-off manner T too many neurons
can lead to overtraining, too few affect generalization capabilities. The network
learning algorithm stops in iteration when the error related to the test data set reaches
a tolerated value or when the maximum number of predefined iterations is reached.
The models were developed using MathWorks MATLAB programming environment,
version 2018a.

The evaluation of the developed models was carried out on the training and
independent (test) data sets, based on four statistical indicators: Pearson correlation
coefficient (R), determination coefficient (R?), root mean square error (RMSE) and
mean absolute error (MAE). Eq. (1T 4).

()

)

©)

(4)

The 2,3-DMB and 2-MP MLP NN model evaluation results are compared with
previously developed polynomial linear (finite impulse response T FIR,
autoregressive with exogenous inputs T ARX, output error T OE) and nonlinear
(nonlinear ARX T NARX, Hammerstein-Wiener T HW) models. The development
and results of the polynomial dynamic models are presented in the paper
by Herceg et al. (2018).
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Figure 1. MeCs and nCg recycle option via deisohexanizer column (Cusher, 2003)

Table 1. Typical feed and product octane levels

RON
Feed 69
Option 1: no recycle 83
Product Option 2 (deisohex. column): recycle of MeCs + nCs 88
Option 3 (molecular sieves): recycle of nCs + nCs 89
Option 4 (combination): recycle of nCs + nCes + MeCs 92

Figure 2. Deisohexanizer section of isomerisation process (Herceg et al., 2018)
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Figure 3. The structure of the MLP neural network model

Results and discussion

Considering the results of the estimation of the 2,3-DMB and 2-MP contents for each
combination of learning algorithm, transfer function, and number of neurons in the
hidden layer, the top five optimal NN results for training, validation and test data sets
are shown in Tables 2 T 7.

Regarding the 2,3-DMB content estimation model, the tangent-sigmoid (tansig) and
logarithmic-sigmoid (logsig) transfer functions describe the system of interest much
better than the linear functions (poslin and purelin). The tansig transfer function gives
slightly better results in combination with the Levenberg-Marquardt (LMA)! learning
algorithm and the optimal number of neurons in the hidden layer of 15. The results of
the estimation of the content of 2,3-DMB considering the training, validation and test
sets are presented in Tables 2, 4 and 6, respectively. The high values of the Pearson
correlation coefficient (R) and the coefficient of determination (R?) are evidence of a
very good match between the results provided by the model and the real (measured)
values. High correlation values and similarity in results on all sets (training, validation
and test) are proof of good generalization abilities. Small values of root mean square
(RMSE) and mean absolute error (MAE) show that the model is reliable enough for
application. This is especially important in applications for advanced process control

1 The Levenberg-Marquardt Algorithm is a technique that uses the Gauss-Newton approach
and the steepest descent approach to converge at an optimal solution. The approach is often
used to assign the best characteristics of different algorithms to solve a wider range of
problems. This technique is effective in solving nonlinear behaviour problems (Wilson and
Mantooth, 2013).
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where the high accuracy of the model for estimating the 2,3-DMB content is extremely
important.

In the case of 2-MP content estimation, tansig and logsig transfer functions also
describe the system of interest much better than linear ones. The logsig transfer
function proved somewhat better in combination with the LMA learning algorithm
and the optimal number of neurons of 15. High correlation values and similarity in
results on training, validation and test sets (Tables 3, 5 and 7) proving the good
generalization abilities of the model. The good matching of the results provided by
the model with the real measurements is reflected in the high values of the Pearson
correlation coefficient and the coefficient of determination, as well as in the small
values of the root mean square and mean absolute error. This shows that the model is
reliable for on-site application, especially for advanced process control.

Diagrams of comparison for the NN model results and real measured data (Figures 4
and 5) show a good match, in accordance with the evaluation results on test data sets
from Tables 6 and 7. The Figures 4 and 5 refer to first in a row of neural networks
from Tables 6 and 7, respectively.

Comparing the results obtained using MLP neural networks with the results of
dynamic polynomial models (Tables 8 and 9) published in the work by Herceg et al.
(2018), it is evident that in the case of 2,3-DMB content estimation, MLP NN gives
better results, including all four statistical parameters (R, R%, RMSE and MAE). It is
concluded that even in the data set where the dynamics of the process is not so
enhanced (the data set on which the models were developed for the estimation of 2,3-
DMB content is slightly less diverse than the data set for the development of the
models for the 2-MP content T tables 10 and 11), MLP NN show good generalization
abilities. However, in the case of comparing the results of the 2-MP content model
based on neural networks with the results of dynamic polynomial models (Table 9), it
is evident that the MLP NN give somewhat worse results. Only in comparison with
the simple linear dynamic FIR model, the NN model is slightly better. It is concluded
that in this case the feed-forward NN network generally describes the complex
dynamics of the process worse than dynamic polynomial models. Based on this fact,
further research related to the development of dynamic neural networks is suggested.

Table 2. 2,3-DMB content NN model evaluation results on training data set

MLP NN Learning | Transfer N””}ber R R2 RMSE MAE
structure function | Function nelj)rons (train) (train) [% mol] | [% mol]
7-15-1 LMA tansig 15 0.975 0.951 0.171 0.133
7-15-1 LMA logsig 15 0.974 0.949 0.175 0.136
7-15-1 LMA tansig 15 0.972 0.945 0.180 0.143
7-10-1 LMA tansig 10 0.966 0.933 0.201 0.160
7-10-1 LMA logsig 10 0.965 0.932 0.205 0.163
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Table 3. 2-MP content NN model evaluation results on training data set

MLPNN | Learning | Transfer | T | R R? RMSE | MAE
structure function | function neurons (train (train) [% mol] | [% mol]
6-15-1 LMA logsig 15 0.963 0.928 0.792 0.600
6-15-1 LMA logsig 15 0.963 0.928 0.796 0.595
6-15-1 LMA logsig 15 0.961 0.923 0.819 0.612
6-15-1 LMA tansig 15 0.960 0.922 0.826 0.623
6-10-1 LMA tansig 10 0.957 0.915 0.864 0.662

Table 4. 2,3-DMB content NN model evaluation results on validation data set

MLPNN | Learning | Transfer N“”}ber R R? RMSE | MAE
structure function | Function neuorons (train) (train) [% mol] | [% mol]
7-15-1 LMA tansig 15 0.974 0.949 0.172 0.134
7-15-1 LMA logsig 15 0.973 0.948 0.179 0.142
7-15-1 LMA tansig 15 0.970 0.941 0.189 0.148
7-10-1 LMA tansig 10 0.965 0.931 0.212 0.164
7-10-1 LMA logsig 10 0.962 0.926 0.210 0.162

Table 5. 2-MP content NN model evaluation results on validation data set

MLP NN Learning | Transfer Nun}ber R R2 RMSE MAE
structure function | function nel?rons (train (train) [% mol] | [% mol]
6-15-1 LMA logsig 15 0.963 0.927 0.812 0.623
6-15-1 LMA logsig 15 0.962 0.925 0.818 0.613
6-15-1 LMA logsig 15 0.960 0.921 0.831 0.596
6-15-1 LMA tansig 15 0.957 0.915 0.860 0.635
6-10-1 LMA tansig 10 0.952 0.907 0.907 0.680

Table 6. 2,3-DMB content NN model evaluation results on test data set

MLP NN Learning | Transfer N“”}ber R R RMSE MAE
structure function | function neL?rons (test) (test) [% mol] | [% mol]
7-15-1 LMA tansig 15 0.974 0.949 0.179 0.141
7-15-1 LMA logsig 15 0.973 0.946 0.180 0.140
7-15-1 LMA tansig 15 0.971 0.944 0.194 0.150
7-10-1 LMA tansig 10 0.964 | 0.930 0.207 0.170
7-10-1 LMA logsig 10 0.962 | 0.925 0.202 0.162
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Table 7. 2-MP content NN model evaluation results on test data set

MLPNN | Leaming | Transfer | "M | R R2 | RMSE | MAE
structure function | function NEUTONS (test) (test) [% mol] | [% mol]
6-15-1 LMA logsig 15 0.965 0.932 0.791 0.600
6-15-1 LMA logsig 15 0.961 0.924 0.796 0.600
6-15-1 LMA logsig 15 0.960 0.921 0.829 0.622
6-15-1 LMA tansig 15 0.959 0.920 0.834 0.624
6-10-1 LMA tansig 10 0.954 0.912 0.865 0.673

Figure 4. Comparison between measured data and 2,3-DMB content NN model results

Figure 5. Comparison between measured data and 2-MP content NN model results
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Table 8. 2,3-DMB content NN versus dynamic polynomial model evaluation results
(Herceg et al., 2018)

(Herceg et al., 2018)

2 RMSE MAE
Model R (test) | R (test) [% mol] | [% mol]
NN MLP 7-15-1 | 0.974 0.949 0.179 0.141
FIR 0.948 0.878 0.266 0.213
Dynamic ARX 0.963 0.925 0.209 0.163
polynomial OE 0.965 0.928 0.204 0.152
models NARX 0.965 0.927 0.206 0.163
HW 0.967 0.934 0.196 0.149

Table 9. 2-MP content NN versus dynamic polynomial model evaluation
2 RMSE MAE
Model R (test) | R (test) [% mol] | [% mol]
NN MLP 6-15-1 | 0.965 0.932 0.791 0.600
FIR 0.932 0.866 0.857 0.681
Dynamic ARX 0.988 0.973 0.386 0.320
polynomial OE 0.993 0.987 0.270 0.218
models NARX 0.987 0.973 0.386 0.326
HW 0.993 0.986 0.277 0.204

results

Table 10. Descriptive statistics in the case of 2,3-DMB content NN model development
(Herceg et al., 2019)

- Variable Samples Mean Median Min Max Variance | Std. dev.
1 TIR-046 6667 75.43 75.72 7254 | 7757 1.083 1.041
2 TIRC-047 6667 87.29 87.65 82.55 | 88.40 1.072 1.035
3 TIR-045 6667 97.23 97.26 96.19 | 98.19 0.072 0.268
4 TIR-049 6667 121.7 121.8 1174 | 125.0 1.078 1.038
5 FIR-028 6667 378.2 3774 360.8 | 3975 38.22 6.182
6 FIRC-029 6667 426.2 426.5 404.7 | 448.9 29.69 5.448
7 FIRC-026 6667 5.534 5.497 2.966 | 11.00 1.826 1.351
AIR-004B (2,3-DMB) 6667 7.417 7.278 5.871 10.12 0.605 0.778

Table 11. Descriptive statistics in the case of 2-MP content NN model development
(Herceg et al., 2019)

- Variable Samples | Mean Median Min Max Variance | Std. dev.
1 TIR-046 10078 75.93 75.99 73.44 77.89 0.804 0.897
2 TIRC-047 10078 87.67 87.76 86.26 88.65 0.175 0.418
3 TIR-045 10078 97.15 97.16 96.21 97.89 0.060 0.245
4 TIR-049 10078 122.7 122.8 119.6 125.3 1.004 1.002
5 FIR-028 10078 3724 372.2 357.1 386.7 36.67 6.056
6 FIRC-029 10078 422.3 422.6 404.7 439.0 18.19 4.265
AIR-005B (2-MP) 10078 11.05 11.74 4.605 16.91 8.788 2.965
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Conclusions

Neural network models were developed for estimating the content of 2,3-DMB and
2- MP as critical quality components of an isomerization process. The models show
good generalization capabilities and are able to reliably estimate the content of critical
quality attributes. In the case of 2,3-DMB content, the MLP NN model shows slightly
better results compared to dynamic polynomial models. However, in the case of the 2
MP content, the dynamic polynomial models have better results, except for the simple
model FIR. In this sense, there is room for further development and testing of dynamic
neural networks, and it is possible to assume overall results at the level of dynamic
polynomial models or better.
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Summary

A novel oxa-aza macrocycle 1R (1R = 1,6,20,25-tetraaza-2,5:8,9:17,18:21,24:27,28:36,37-
hexabenzo-10,16,29,35-tetraoxa-cyclooctatriakonta) was prepared by reduction of previously
reported porous Schiff base macrocycle 1 (1 = 1,6,20,25-tetraaza-2,5:8,9:17,18:21,24:27,28:36,37-
hexabenzo-10,16,29,35-tetraoxa-cyclooctatriakonta-1,6,20,25-tetraen) using NaBH.. The compound
was characterized by FT-IR and NMR spectroscopy. The extractability of metal cation by compounds
1 and 1R indicates that the highest extraction is achieved for Cu?* (87%) in the case of compound 1
and for Au®* (100%), Cu?* (100%) and Fe** (100%) in the case of compound 2. The composition of
extracted species in case of 1R and Cu?* is 1:1 (ligand: metal ratio, Ke = 11.062), and 1:1 ratio for 1R
and Ag* and Au®* (Kex = 8.7107 and 17.667, respectively).

Keywords: metal cation, extraction, oxa-aza macrocycles, porous materials

Introduction

Removal of highly toxic gases, water and soil pollutants from the environment is a
major scientific topic. Macrocycles are organic compounds that can bind toxic species
and be designed for the extraction of specific metal cations (Morillo et al., 2002;
Lindoy et al., 2010). Macrocycles containing

oxygen and nitrogen donor atoms in the inner macrocyclic ring (oxa-aza macrocycles)
have been studied for that purpose (Balil et al., 2016a; Reyes-Marquez et al., 2009).
The affinity of an oxa-aza macrocycle towards specific cations can be designed by
changing several factors: ring size (cavity size), HSAB principle, donor atom
properties, planarity of the system (puckering) and orientation of donor atoms
(exodentate or endodentate) (Park et al., 2003; Adam et al. 2003; Hancock et
al.,1989). In our previous investigations on oxa-aza macrocyclic ligands (Balil et al.,
2016a; Paurevil et al., 2020) we have found that the reduction of the imine group into
secondary amine group increases both the basicity and flexibility of the macrocyclic
system. These changes in structural and chemical features dramatically increase the
extractability of metal cations.

In this study, we have prepared a novel oxa-aza macrocyclic compound 1R by simple
reduction of porous imine analogue using NaBH.. The synthesized compound was
characterized by spectroscopy methods (*HNMR and FT-IR spectroscopy) and
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molecular structure was elucidated using these methods. Compounds 1 and 1R were
tested for liquid-liqguid metal cation extractions and structure-extractability
relationship was determined.

Materials and methods

All commercially available chemicals were of reagent grade. IR spectra were recorded
on Shimadzu FTIR 8400S spectrophotometer using a DRS 8000 attachment, in the
4000-400 cm™ region. The *H NMR spectrum was recorded on Bruker Avance IlI
500 DMSO-d6 and TMS as standard. The UV-VIS analyses were done on Shimadzu
UV-VIS spectrophotometer UV-1800 at 356 nm.

Extraction experiments

Metal picrate solutions of Ni%*, Cd?*, Zn?*, Ag*, Co?*, Hg®', Cu?*, Fe**, Mn**, Au®"
and Cr®* for extraction experiments were prepared by addition of 5 mL aqueous metal
picrate solutions (2.5T10* M) to 5 mL 2.5110° M solution of picric acid. The
resulting mixture was diluted to 50 mL. The oxa-aza macrocyclic compounds
solutions (2.5T10° M) were prepared by dissolving compounds in 100 mL of
dichloromethane. Mixed 5 mL metal picrate solutions were layered on 5 mL
dichloromethane solution of the macrocyclic compound in glass vials and vigorously
stirred on a mechanical shaker for 3 h at 25 C. Prior to spectroscopic measurements,
the solutions were left to stabilize for 24 h. The spectrophotometric measurements of
picrate remaining in the aqueous phase were carried out at 356 nm. For each
experiment blank test was performed. To investigate the composition of extracted
species (logD-logL plot analyses) the dependence of distribution ratio (D) on ligand
concentration was examined. The concentration of oxa-aza macrocycles solutions
used for the experiments were: 1.6110*M, 1.2110*M, 8T10°M, 4110°M and 2T10°
5M and concentrations of Au* and Ag* metal picrate solutions were 1T10* M. The
extraction equilibrium can be determined by Equation 1, and plot of log {D/[Pic]"}
as function of log [L] gives a straight line with a slope m and Kex. The composition of
extracted species can be calculated by Equation 2.

O &0l ab © OO’ b 1)
€0 ——  TIC0 &N b 2
Synthesis
Synthesis and crystal structure description of compound 1 was previously reported
(Balil et al., 2016b). Synthetic pathway is shown in Scheme 1.

Synthesis of 1R: In a 25 mL round bottom flask, 150 mg of previously prepared
Schiff's base analog 1 was dissolved in a solvent mixture of dichloromethane and
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methanol in a ratio of 3:1. Sodium borohydride was gradually added to the prepared
solution. The mixture was stirred for 24 h, and then 15 mL of deionized water was
added. After a few days of the mixture standing at room temperature, yellow product
was formed (m = 0.087 g, % yield = 23.51%); 3max (cm™) 756(m), 860(m), 1010(m),
1047(m), 1122(m), 1250(s), 1600(s), 2850(m), 2950(m), 3230(m), 3345(m).

Scheme 1. Synthetic route for the preparation of compound 1R

Results and discussion
Molecular and crystal structure of 1

The crystal and molecular structure of compound 1 was previously described by Balil
et al. 2016b, and herein we present a short overview of the structure of the compound.
The compound crystallizes in a monoclinic system and can be described as an N4Oa-
donor macrocyclic Schiff base with 38 atoms in the inner macrocyclic ring (Figure 1).
The compound has a planar structure with the size of the free bonding space in the
range of 5.713 T 6.779 j. The molecules of the compound are connected by weak van
der Waals interactions along the a axis, and such stacking of molecules results in the
porous channel structure shown in Figure 2. The cavities inside the crystal lattice are
441.8 j 3 per unit cell.
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Figure 1. Molecular structure of 1 with displacement ellipsoids of non-hydrogen atoms
drawn at the 50% probability level

Figure 2. Representation of crystal packing of 1 along a-axis. Green spheres represent voids
in the crystal structure
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FT-IR and *H NMR spectra of 1R

The FT-IR spectrum of the 1R sample (Figure 3) shows maxima in the region of 2950-
2850 cm™, which corresponds to C-H stretching. At 1600 cm™ are maxima
corresponding to C=C stretching. In the region of 1250 cm™ are maxima
corresponding to C-O-C stretching. In the compound, the C=N vibration is not
observed and the N-H vibration is present (at 3400 cm™), which is proof of the
reduction of the imine into a secondary amine.

Figure 3. FT-IR spectrum of 1R

In the *H NMR spectrum of 1R (Figure 4), maxima in the range 1.5 to 7.5 ppm are
observed. The maxima in the range from 1.5 to 2 ppm and in the range from 3.5t0 4.5
are attributed to hydrogen atoms in the aliphatic chain of the molecule. At 4.95 ppm
there is a maximum that can be attributed to the resonance of the hydrogen atom
attached to the nitrogen atom, which confirms that the initial imine has been reduced
to a secondary amine. Resonances in the region of 6 to 7.5 ppm can be attributed to
hydrogen atoms attached to aromatic systems. Also, the resonance at 8 to 8.5 ppm
typical for the hydrogen atom attached to the imino group is not observed in this
spectrum, which is an additional confirmation of the successful reduction of the
compound.
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Figure 4. *H NMR spectrum of 1R

Metal picrate extraction

The extractability percentages for individual metal ions extracted using compounds 1
and 1R are shown in Table 1. Considering the obtained results, it is possible to make
several conclusions related to the extraction abilities of the prepared macrocycles. In
the case of compound 1, a distinct tendency towards the extraction of copper (I1)
cations can be observed (87% extraction). Considering other cations, small
percentages of extraction were observed for HAUCIl, (53%) and Hg?* (19%). It is
interesting to note that the compound extracts gold cations when HAuCl4 was used,
while no extraction occurs in the case of AuPIK (the solution with picrate anions). We
assume that in the case of HAUCI,, the extraction of the anionic species [AuCls]*
occurs, which according to its properties (acidity and size of the anion) corresponds
to a macrocyclic compound. Similar results were previously observed for tetraaza
macrocyclic compounds in a paper reported by Liu et al. (2018). The obtained result
indicates the possibility of selective extraction of Cu?" from aqueous solutions
containing a mixture of cations of transition elements of the first period.
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Table 1. The extractability of metal cations for compounds 1 and 1R

Metal ion Extractability (%)*
1 1R
Fe3* 0 100
Hg?* 19.40 83.28
Ag* 4.94 91.01
Cr#* 5.85 73.21
Cu? 86.97 100
Ni* 7.12 49.94
Cd* 0 29.05
Zn% 0 63.67
Co* 11.88 90.61
Mn?* 5.67 52.07
AUPIK 0 (-1.61) 93.1
HAuUCI4 x 3H20 52.70 100

jhe extractability was calculated using equation: E(%) = [(A¢ - A)/Aq]
I 100. A, and A is absorbance in absence and presence of the ligand,
respectively.

The results of the extraction of metal cations by the reduced compound (1R) show that the
compound extracts almost all tested cations in substantial amounts. The compound fully
extracts Fe**, Cu** and HAuCI, from aqueous solutions, and very good results were also
obtained for Ag*, Hg* and Co?. In relation to the imine analog, this increase in the
percentage of extraction is quite surprising and can be explained by the increase in the
basicity of the reduced macrocyclic compound. Although this compound shows a drastic
increase in the extraction of metal cations, unfortunately, the selectivity towards a specific
cation does not exist, which is a problem when extracting a specific cation from a mixture
of several metal cations. According to the HSAB (Hard and Soft Acid and Bases) principle,
the synthesized secondary amine contains a hard base (ether group) and a semi-hard base
(amino group). Considering the above, high extraction percentages should be observed for
hard to semi-hard acids (cations with a small radius and high oxidation state), which is
somewhat reflected in the fairly good extraction of Fe**, Cu?* and Co?*. The compound also
extracts the large (by radius) and soft cations, Ag* and Hg?*, which contradicts the HSAB
principle. As previously explained by Balil et al., 2016a and Paurevil et al., 2020 such
extraction properties indicate the possibility of the existence of two (or more) binding sites
for cations; one site that shows a tendency to bind hard and small cations, and the other to
bind soft and large cations.

Further analyses of extraction properties were done for the compound 1 and Cu?
cation and the compound 1R and Co?*, Ag*, Au** and Fe** cations. The measurement
was repeated with different concentrations of compounds 1 and 1R. From the
measurements, it was possible to determine the composition of the extracted species
in relation to the distribution coefficient (D) only for 1R and silver(l) and gold(I1)
cation. As a final result, it is possible to determine the extraction constant (Key) and
the ligand : metal ratio. The results are shown in Figures 5 and 6.
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Figure 5. Plot of (€

versus log L for the extraction of Ag picrate and 1R
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Figure 6. Plot of (€0

versus log L for the extraction of Au®* and 1R

The slope values (m = 1.1172 for Ag* and m = 1.2999 for Au®*) in both cases suggest
that the composition of the extracted complex is 1:1. The extraction constants are
8.7107 for Ag* and 17.667 for Au®", which indicates a more effective transport of
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Au** cations from the aqueous phase compared to Ag* cations. It can be concluded
that the 1R compound extracts gold cations from an aqueous solution better than silver
cations, which indicates the possibility of selective extraction of gold cations from
aqueous solution containing admixtures of silver cations. Unfortunately, the
determination of the extraction constant and the composition of the extracted complex
for other ligand-cation systems in the studied concentration range did not give
consistent results (graphs show large deviations from linearity) and further research
is needed which are beyond the scope of this work.

Conclusions

A novel oxa-aza macrocyclic compound was prepared by simple reduction of imine
based analogue. Spectroscopic data have confirmed the formation and molecular
structure of 1R compound. Both synthesized compounds show a certain affinity for
cation extraction, the reduced form (1R) extracts almost all metal cations in significant
percentages, while the imine analogue (1) is specific for copper (1) cations. Based on
the obtained results, it is possible to conclude that the synthesized compounds have a
potential application for the extraction of copper and cations of precious metals
(gold(111) and silver(l)).
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Summary

The sorption of copper ions on zeolite NaX is a heterogeneous process, and as such dependent
on hydrodynamics in a batch reactor. Therefore, this work aimed to study the effect of mixing
speed (N/Njs ratio values, i.e. impeller speed/minimum impeller speed for complete
suspension) on the kinetics and power consumption of the process examined. The experiments
were carried out in a glass batch reactor of nonstandard configuration (D/dt = 0.6, C/H = 0.1),
equipped with baffles and the SBT impeller. A transient multiphase computational fluid
dynamics model was developed to gain valuable insight into complex flow kinetics. The
Blanchard model, Mixed surface reaction and diffusion-controlled sorption kinetic model, and
Weber-Morris model were used for the kinetic analysis of the experimental kinetic data.
According to t and RMSE values, the reaction is kinetic controlled in all experiments
performed.

Keywords: SBT impeller, NaX zeolite, kinetics, Computational fluid dynamics
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Introduction

Zeolites are hydrated natural or synthetic aluminosilicate compounds (Kr-1, 2020)
characterized by specific 3D network structures built mostly of Y00 and 06d0
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tetrahedra connected via common oxygen atoms forming cavities and channels of
shape and size characteristic for each type of zeolite (Subotil et al., 1994) The unique
structure of zeolite is the reason for the wide range of specific and diverse zeolite
properties, which is the reason why zeolites application as catalysts and sorbents
increase, especially in environmental protection. NaX zeolite is a synthetic analogue
of natural zeolite faujasite. Because of its wide pores NaX zeolite is commonly used
for the purification and separation of gases and organic components (Weber et al.,
2008; Narag et al., 2020). The high NaX zeolite exchange capacity enables the
sorption of heavy cations and radionuclides (Derkowski, 2007). The development of
technology and industry has led to growing interest in sorption processes as a method
of water and wastewater treatment (Ankrah et al., 2020; Ezzeddine et al., 2018; Flieger
et al, 2020; Taamneh et al., 2017). If the sorption is carried out in a batch reactor, it is
necessary to ensure the mixing speed that suspends all particles and ensures maximum
contact surface of the phases. This speed is known as just off-bottom suspension
speed, N;s (Zwietering, 1958). At speeds lower than the Njs, part of the particles lags
at the bottom of the reactor, whereby part of the particle surface is blocked and
unavailable for transfer processes. At the same time, at speeds above the Njs even
though the level of particles homogeneity is higher the transfer processes are not
significantly faster, while energy consumption is increased (Paul et al., 2004).
Sorption experiments were conducted at different N/N;s ratios. The goal of this work
was to investigate the influence of the mixing speed, i.e. the influence of N/N;s ratio
on the kinetics of copper (Il) ions sorption on NaX zeolite and mixing power
consumption. The work also aimed to test if at defined N/Njs ratios the diffusion
affects the overall process rate. The obtained experimental data were analysed by
Blanchard model, Mixed surface reaction and diffusion controlled adsorption kinetic
model and Weber - Morris kinetic models.

Materials and methods

Materials

Copper (I1) ion solution was prepared by dissolving the appropriate weight of copper
(1) nitrate trihydrate (Kemika) in ultrapure water and itsé initial concentration was
checked by Perkin EImer Lambda 25 UV/Vis spectrophotometer. NaX zeolite (Alfa
Aesar) was crushed and sieved to gain the particles in the range from 50 to 60 Om.
Experimental procedure

The suspension, 10.50 g of zeolite NaX and 2.1 dm?® of copper (Il) ion solution
constant initial concentration (5.61 mmol dm=), was mixed using four straight blade

turbine impeller, SBT (Figure 1a) at isothermal conditions (27 AC). In all experiments
glass batch reactor, equipped with four baffles, placed around the vessel periphery at
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90A, was used (Figure 1b). Suspension height, H, and reactor diameter, dr, were equal.
The baffles width, Ry, was equal 1/10 dy. Impeller off-bottom clearance, C/H, was 0.1
and impeller diameter batch reactor diameter ratio was, D/dr, was 0.6.

dr=H=14cm
D/dr =0.6
C/H=0.1
Ry =1/10dr
a= 454
h/H=0.8
ds/dr =0.8

a) SBT impeller b) baffled batch reactor design details

Figure 1. Design details of baffled batch reactor and straight blade turbine impeller

Minimum impeller speed for complete suspension, Njs, was determined by visual
method applying Zweitering criterion 1 s as described in detail elsewhere (Zwietering,
1958; Bagil et al., 2021).

At determined N;s and at impeller speeds corresponding to 70%, 90% and 120% of
N;s value kinetic experiments were performed for 60 minutes and transient multiphase
computational fluid dynamics model was developed using commercial software
ANSYS Fluent v17.2 as described in detail elsewhere (Bagil et al., 2022).

The suspension samples were always taken from the same place in the reactor
(h/H=0.8, dJ/ =0.8) at defined process times during the experiments without
stopping the clock or mixing. Centrifuged and then filtered samples were analyzed by
UV/Vis spectrophotometer to determine the concentration of the copper (1) ions in
the solution. The experimentally obtained values of copper (1) ions concentration in
the solution were used to calculate the amount of copper retained on the zeolite, g
(mmol/g), as:

n — M

where co is the initial concentration of copper solution (mmol dm?), ¢ is the
concentration of copper solution at defined time t (mmol dm=3), V is the volume of
solution (dm?®) and m is the mass of zeolite (g).
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In addition, for all N/N;s ratios examined, the torque U (N cm), was measured and used
to calculate the mixing power consumption, P (W), as (Yang et al., 2010):

0 ¢)“It)I0 )

Kinetic models

The kinetic model represents the mathematical equation that describes the dependence
of the process rate on the process variables and parameters. In this work the
experimental kinetic data gained were tested using three different kinetic models;
Blanchard model, Mixed surface reaction and diffusion controlled adsorption kinetic
model, and Weber-Morris model.

Blanchard kinetic model assumes that the overall sorption rate is controlled by the
rate of the reaction that occurs on the surface and is expressed as (Blanchard, 1984):

n —— @)

It is reaction based model where ge is maximum amount of copper ions exchanged at
equilibrium i.e. equilibrium capacity (mmol/g), t is time (min) and Kk is the rate
constant of the second order kinetic model (g/mmol min).

The model in which reaction and diffusion are incorporated, i.e. the model that
assumes that reaction and diffusion rates are comparable, is the Mixed surface reaction
and diffusion controlled adsorption kinetic model (Mixed kinetic model) and is
expressed as (Haerifar et al., 2013):

n N ———— )

where: 6 p —, % 00 6 p,0 cQbr T o6 p, ce is the
concentration at equilibrium, [ is a parameter that defines the contribution of a
diffusion process on the rate of the sorption (> 0 the diffusion affects the kinetics).
A method by which it is possible to prove whether the rate of intraparticle diffusion
or the rate of diffusion through film is the slowest step of sorption process is Morris-
Weber model. This model is presented as (Weber at al., 1963):

n Qwm 0 (5)

This model is diffusion based model where kg is the rate constant (mmol/g min?), t
is time (min) and I is the intercept (mmol/g).
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Results and discussion

From the obtained data shown in Figure 2, it is evident that the amount of copper (l1)
ions retained on the zeolite increases over the process time. In approximately first four
minutes, the increase of the amount of copper (I1) ions retained on the zeolite is fast.
After the fourth minute, this increase is less pronounced as the amount of copper (I1)
ions retained onto the zeolite over the process time slows down as the system
approaches equilibrium at all examined conditions. It is evident that even though the
differences in reaction kinetics could be observed, the defined N/Njs ratios do not
significantly affect the maximum amount of copper (I1) ions sorbed on NaX zeolite.

1,20
@gew g @ @ @
o

8

1,00
0,80
0,60

g, (mmol/g)

0,40 N/Njq

0,20 607 009
000 ® 41 ol2

0 10 20 30 40 50 60
t (min)

Figure 2. Graphic representation of the dependence of the amount of retained
copper (I1) ions on the zeolite on time at N/N;s equal to 0.7, 0.9, 1.0 and 1.2

The density of NaX zeolite and the density of the copper (Il) ions solution are
approximately equal. Therefore, the density of the NaX zeolite used in the
experiments does not affect the rheological properties of the copper (1) ions solution.
Also, if the mass fraction of solid particles in the system, ¥y, is relatively low (in this
paper ¥, = 0.5%), due to difficulties related to the precise determination of a
multiphase system density, it can be assumed the density of the suspension is equal to
the density of the solution of copper (I1) ions (Kuzmanil, 2003.). Despite this
assumption, the system was observed as heterogeneous with two phases of different
densities at fluid flow simulations. With this said, in Figure 3 velocity in stationary
frame contours and vectors plot show the suspension flow pattern in the reactors at
different N/Njs ratios.
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Velocity in
Stn Frame
m/s

N/NJS =0.7 N/NJS =0.9 N/NJS =1.0 N/NJS =12

Figure 3. Velocity in stationary frame contours and vector plots

Since the experiments were performed in a batch reactor of nonstandard
configuration, the goal of the computational fluid dynamics (CFD) simulations was to
investigate how the nonstandard system configuration affects the suspension flow. If
standard configuration batch reactor with a SBT impeller is used, the suspension is
directed towards the reactor wall where the flow is divided into two streams. One
stream flows towards the surface, while the other towards the bottom of the vessel,
from where they reach the axis of rotation, i.e. the radial suspension flow pattern in
the system develops (Doran, 2013). It is known that the impellersd off-bottom
clearance, as well as the impellersé diameter, have impact on the puid pow pattern
(Gao et al., 2021). In the nonstandard configuration investigated, the suspension is
directed towards the reactor wall, but as the impeller is located close to the bottom of
the reactor, the lower circulation loop is suppressed and the characteristic radial flow
pattern does not develop.

The Kinetic analysis of the obtained experimental data using the mathematical
software package MATHCAD 15 aimed to determine the kinetic parameters of the
model and to find a kinetic model that most accurately describes the experimental
data, i.e. reaction kinetics. To estimate the agreement between the experimental data
and the data determined by the kinetic models used in this work, the root-mean-square
error, RMSE was calculated.

The agreement of the experimental data with models used and kinetic analysis results
are shown in Figures 416 and Table 1, respectively.
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N/Nys =0.7 N/Njs = 0.9

©00 Experimental data

OO0 Experimental data
Blanchard model

Blanchard model

g: (mmol/g)

N/Nss = 1.0 N/Nss = 1.2

AAA Experimental data

OO0 Experimental data
Blanchard model

Blanchard model

t (min)

Figure 4. Graphical representation of the agreement of Blanchard model with the
experimental data for different N/N;s ratio

N/Nys = 0.7 N/Nis = 0.9

©6¢ Experimental data

Ooo Experimental data
— Mixed kinetic model

Mixed kinetic model

g: (mmol/g)

N/Njs = 1.0 N/Njs = 1.2

AAA Experimental data

o0oo Experimental data
— Mixed kinetic model

— Mixed kinetic model
t (min)

Figure 5. Graphical representation of the agreement of Mixed kinetic model with the
experimental data for different N/N;s ratio
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N/Nys = 0.7 N/Nis = 0.9
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Figure 6. Graphical representation of the agreement of Weber-Morris model with the
experimental data for different N/N;s ratio

Table 1. Kinetic analysis results

N/Nyg 0.7 0.9 1.0 1.2
s Nis
é “ (rom) 92 119 132 158
R Geexp 1.074 1.094 1.080 1.093
s (mmol/g)
a Ue g 0.963 0.966 0.948 0.971
Qe
T _ (mmolig) 1.075 1.096 1.083 1.097
=
23 k 4814 5.386 5.982 7.670
8 E (g/mmol min)
[a1] -3 -3 -3 -3
RMSE 12910 7.8)10 8.2710 40710
§28 Oe 1.076 1.083 1.075 1.090
538 & (mmol/g)
SE o k
2z S E (Limmol min) 0.834 0.872 0.893 1.233
£ 5 = i 3 -3 -3 -3
238 (min) 1.2710 07710 1.0010 1.4710
23 ‘g Ue 0.996 0.932 0.913 0.960
25 3 3 -3 -3
=58 RMSE 13110 6.4110 37710 26710
]
5 ke 0.075 0.076 0.074 0.073
ST (mmol/g min)
L o |
zE (mmollg) 0.671 0.691 0.694 0.715
= RMSE 0.272 0.278 0.279 0.286
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Under the given operating conditions, according to the graphical representations and
calculated RMSE values, it can be concluded that the Weber-Morris model doesndt show
good agreement with the obtained experimental data. At the same time, it is evident that
the Blanchard model shows an excellent agreement between the amount of removed
copper (I1) ions by mass of NaX zeolite in equilibrium calculated with the experimentally
obtained values. The RMSE values calculated for the Blanchard model are almost equal
to zero, so it can be concluded that the Blanchard model is an acceptable kinetic model
for describing the sorption kinetics of copper (I1) ion on NaX zeolite under given reaction
conditions. The rate constant for the second order reaction increases with the increasing
N/N;s ratio. The reason for the increase in the value of the sorption rate constant for the
Blanchard model with the N/N;s ratio increase up to N/Njs equal to 1.0 lies in the fact that
at lower N/N;s ratios the maximum contact surface of NaX solid zeolite particles and
copper (1) ion solution is not provided. At N/Njs ratios above 1.0 mixing intensity
increases, but should not affect the maximum contact surface. But as zeolite have low
mechanical resistance, even though the particles used are quite small, their breakage could
occur (Rioland et al., 2016, Bagil et al., 2022). It is presumed that due to the increase in
the mixing speed and higher velocities in the reactor, especially in the impeller vicinity,
the collision of zeolite particles with the SBT impeller blades is more pronounced and the
zeolite particles are additionally crushed, which results in a larger surface area. Also, more
intensive circulation produces lower mixing times (L_elan et al., 2018). All the above could
result in higher reaction rate constants, regardless of already established complete solid
suspension. The RMSE values for the Mixed kinetic model are in the same order as those
calculated for the Blanchard model. But the Mixed model parameter[ values are almost
equal to zero, so it can be concluded that the diffusion process does not affect the overall
rate of copper (Il) ion sorption on NaX zeolite for the conditions investigated. The
agreement between experimental and calculated ue values of the Mixed model is mediocre
and additionally leads to a conclusion that the diffusion process does not affect the overall
rate of the investigated process. Shown confirms that the process takes place in the kinetic
domain.

Relationships between impeller speed or power consumption, P, and corresponding
second order rate constant are presented in Figure 7.

N (rpm)
(uiw jowwy/B) 3
P (W)
(uiw jowwyB) 3

Figure 7. Reaction rate constant - impeller speed / reaction rate constant T power
consumption relationship
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An almost linear increase of reaction constant rate with N/N;s ratio increase till N/Nys
equals 1.0 can be noticed i.e. the same change in rate constant is observed for the
change in mixing speed from 0.7 to 0.9 N/N;s ratio as for the change from 0.9 to 1.0
N/Njs. A somewhat more pronounced change in rate constant is observed for change
in mixing speed from 1.0 to 1.2 N/Njs ratio. So, the change of the reaction constant
rate with the change of the mixing rate (Figure 7), indicates the more notable influence
of mixing on the value of the rate constant at higher mixing speeds.

As already stated, for all N/N;s ratios defined, the torque was determined and used to
calculate the mixing power consumption. From the obtained values of mixing power
consumption, it is evident that the mixing power consumption increases as the N/N;s
ratio increases (Figure 7). This was expected according the fact that mixing power
consumption is proportional to the impeller speed and the torque (Eq. 2), which also
increases as the N/N;s ratio increases. As for relationship between power consumption
and rate constant it is noticeable that increase in power consumption is more
pronounced in regards to rate constant for the increase in mixing speed from 0.7 to
0.9 N/Njs and from 1.0 to 1.2 N/N;s. While increase of power and rate constant in
range from 0.9 to 1.0 N/N;sis comparable.

Conclusions

A series of experiments was conducted in the baffled glass batch reactor of
nonstandard configuration (D/dr = 0.6, C/H = 0.1) equipped with a SBT impeller at
N/Njs ratio values equal 0.7, 0.9, 1.0 and 1.2. It was observed that the amount of copper
(11) ions retained on the zeolite increased over the experimental time at all N/Njs ratios
examined. The experimental values of g. obtained for different N/N;s ratios almost
coincide leading to a conclusion that the defined N/Njs ratios do not affect
significantly the maximum amount of copper (I1) ions sorbed on the NaX zeolite.
Since the experiments were conducted in a reactor with a nonstandard impellerd
clearance, despite the SBT impeller used in all experiments, the characteristic radial
suspension flow pattern did not develop.

Under the given operating conditions, of the three tested models, Blanchard's model
proved to be the best for describing the copper (I1) ions sorption process on NaX
zeolite. The RMSE values calculated almost equal to zero for the Blanchard model
confirm that the Blanchard model is an acceptable kinetic model for describing the
sorption Kinetics of copper (I1) ions on NaX zeolite under given reaction conditions.
Calculated values of Mixed model parameter[ almost equal to zero and calculated ue
values deviation from experimentally determined ones, confirm that copper (1) ions
sorption on NaX zeolite for the conditions investigated takes place in the kinetic
domain.

The sorption constant rate increase as the N/N;s ratio increases, uniform till the N/N;s
ratio equals 1.0 and then slightly more pronounced to the N/Njs ratio equals 1.2. The
rate constant for the second order reaction increases with the N/N;s ratio increase
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probably because at lower N/Njs ratios the maximum contact surface of NaX solid
zeolite particles and copper ion solution is not provided. At higher N/Njs ratios zeolite
particleso collision with the SBT impeller blades results in a larger surface area and
lower mixing time resulting in higher reaction rate constants.

The mixing power consumption increases as the N/N;s ratio increases too, but the
mixing power consumption increase does not follow the trend of the N/N;s ratio
increase. Comparing the change in power consumption and rate constant for
corresponding impeller speed it can be concluded that optimal conditions are obtained
at N/Njs ratio equals 1.0.
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Sagetak

Ispitan je utjecaj razlilitih oksidnih nosala g¢eljezovih nanolestica na krajnja svojstva
kompozitnog materijala sa polilaktidnom matricom (PLA). Nanolestice geljeza su
sintetizirane i modificirane koristeli SiO ili TiO, kao njihove nosale u svrhu izrade hibridnog
punila. Za pripremu PLA kompozita korijtene su razlilite kombinacije punila. Prvo su
pripremljeni kompoziti sa 0,5 % masenog udjela punila oksida. Zatim, pripremljeni su
kompoziti s 0,5 % masenih oksida i 0,5 % masenih udjela hibridnog punila. TakoLer, prireleni
su kompoziti samo sa 0,5 % masenog udjela hibridnog punila. Pripremljenim kompozitnim
materijalima ispitana su razlilita primjenska svojstva. Toplinska stabilnost pralena je uz
pomol termogravimetrijske analize, toplinska vodljivost ispitana je metodom tzv. Avruleg
mostafi, a volumna elektrilna otpornost pomolu urel’aja konstruiranog prema normi ASTM
D257. TakoLer je provjeren utjecaj pripremljenih lestica i na mehanilka svojstva kompozitnog
materijala mehanilkim vlalnim ispitivanjem. Rezultati pokazuju kako Kkorigtenje razlilitih
nosala za ¢eljezove nanolestice moge imati razlilit utjecaj na primjenska svojstva; primjerice
dodatak TiO, kao nosala uvelike narugava mehanilka svojstva kompozita za razliku od SiO.
Dodatno, SiO; povelava toplinsku vodljivost, dok TiO, nema znalajan utjecaj na to svojstvo.

Kljulne rijeli: kompozit, silicijev dioksid, titanijev dioksid, geljezove nanolestice
Uvod

Poli(mlijelna kiselina) ili polilaktid (PLA) je najpoznatiji predstavnik biorazgradivih
polimera. Kroz zadnjih 10 godina njegova se upotreba u industriji povelala nakon
strogih mjera zagtite okoliga i zakonskih direktiva o Azelenojii kemiji (Wolf et.al,
2008; Huang et al., 2016; Ebnesajjad, 2012). Prednost PLA u usporedbi sa ostalim
konvencionalnim polimerima, primjerice polistirenom (PS) ili polietilenom (PE) jesu
njegova mehanilka svojstva, tolnije njegov Youngov modul i lvrstola (Hamad et al.,
2015). Dodatna prednost PLA je §to pokazuje dobru toplinsku otpornost, otpornost na
plamen i njegova biokompatibilnost (Yadav, 2015; Pawar et al., 2014; Bleach et al.,
2002). Silicijev dioksid, drugog naziva silika (SiOy), se lesto koristi kao anorgansko
punilo prilikom proizvodnje raznih kompozitnih materijala. Silika doprinosi
povelanju kemijske stabilnosti i toplinske otpornosti kompozita. Razlog leste
primjene SiO; je njegova velika dostupnost u prirodi, jednostavna priprema i povoljna
cijena (Beraetal., 2011; Lietal., 2020; Najam et al., 2019). SiO, u polimernoj matrici
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PLA prema velini radova, poboljgava primjenska svojstva kompozita kao gto su
mehanilka i toplinska te olakgava preradu kompozita utjecajem na viskoznost taline
kompozita (Lv et al., 2016; Palma-Ramirez et al., 2021; Kaseem et al., 2021).
Titanijev dioksid (TiO,) je takoLer jedan od lestih anorganskih punila koji se koristi
u proizvodnji kompozitnih materijala. Netoksilnost, kemijska stabilnost,
antibakterijska i fotokatalitilka svojstva su razlog leste uporabe ovog punila u
polimernim matricama (Chen et al., 2007; Zapata et al., 2012; Allodi et al., 2016). U
biopolimernoj matrici polilaktida, osim navedenih svojstava TiO,, prema velini
radova, doprinosi poboljganju mehanilkih svojstava pri lemu povelava Youngov
modul i prekidnu Ivrstolu kompozita (Alberton et al., 2014). Takoler djeluje kao
centar nukleacije i povelava udio kristalnosti kompozita (Farhoodi et al., 2012).
Razvojem nanotehnologije, u industriji se polinju koristiti nanodimenzijske lestice
punila u svrhu proizvodnje nanokompozita za razne industrije od biomedicinske do
izrade elektronskih dijelova (Abhilash, 2010). Za navedene primjene razne
nanolestice geljeza i geljezova oksida se u industriji koriste kako bi poboljgale ili
uvele magnetna, elektrilna ili mehanilka svojstva zavrgnom kompozitnom materijalu.
Geljezova punila koja se navige upotrebljavaju jesu hematit, (U-Fe.0s), maghemit (o-
Fe,03), magnetit (FesOy) i elementarne lestice geljeza (Fe®) (Dgunuzovil et al. 2009;
Ganapathe et al., 2020; Klekotka et al., 2021). Nanolestice elementarnog geljeza
mogu se pripremiti na vige nalina, hidrotermalnom sintezom, usitnjavanjem liste rude
i slilno, no uglavnom se koristi metoda kemijske sinteze Fe° redukcijom geljezovih
soli uz pomol redukcijskog sredstva (Sun et al., 2006; Eljamal et al., 2018; Turabik
et al., 2017). Hibridni materijali, takoLer zvani i kompozitima, su oni materijali koji
su konstituirani od dvije ili vige vrsta materijala (Bouhfid et al., 2019). Interakcije u
hibridnom materijalu su na molekulskoj razini u obliku kemijske veze, hibridizacije
ili strukturnog povezivanja. Zbog tih interakcija, kao i kod klasilnog primjera
kompozita, dogal'aju se promjene u svojstvima materijala (Wintermantel et al., 2001).
Hibridni materijali u obliku lestica predmet su istragivanja brojnih radova. Primjer
hibrida u radovima su razni hibridi oksidnih punila sa elementarnim lesticama geljeza
primjerice, TiO,@nZVI (Diao et al., 2022), SiO2/TiO.@nZVI (Huang et al., 2018),
hibridi dva oksida Fe.Os@TiO, (Mahajan et al., 2018), hibridi lestica srebra i oksida
Ag@TiO, (Guptaetal., 2013) ili lak trokomponentne lestice nZVI1-g-C3N4/TiO; (Wei
etal., 2021). Silika/geljezo i titanijev dioksid/geljezo kompoziti istraguju se primarno
za primjenu kao lestice za specifilne primjene (Li et al., 2013; Diao et al., 2022).
Tako se u oba slulaja SiO; i TiO. koristi kao zagtitni sloj Fe® nanolestica kako ne bi
doglo do oksidacije geljeza gto dovodi do smanjene reaktivnosti Fe® nanolestica (Lu
et al., 2016; Diao et al., 2022). Hibrid silicijevog dioksida i geljezovih nanolestica se
prema literaturi istragivao u svrhe uklanjanja tegkih metala iz otpadnih voda, (Li et
al., 2013; Li et al., 2011; Guan et al., 2015) dok je hibrid titanijevog dioksida i geljeza
pokazao sposobnost uklanjanja farmaceutika iz otpadnih voda te fotokatalitilka
svojstva (Diao et al., 2022; Kazemi et al., 2020; Ma et al., 2017). Za razliku od toga,
dosada nije istragen utjecaj navedenih oksida kao nosala ¢eljezovih nanolestica gto je
bila motivacija ovoga istragivanja. Pregledom dostupne literature nisu pronalena
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istragivanja na temu utjecaja ovakve vrste hibridnih punila na mehanilka, toplinska i
elektrilna svojstva kompozita. Cilj istragivanja je karakterizacija kompozitnog
materijala PLA i odrelivanje utjecaja korigtenih punila na primjenska svojstva:
mehanilka, toplinska i elektrilna, krajnjeg proizvoda.

Materijali i metode
Materijali

PLA granule (NatureWorks, Ingeo 4043D), geljezov (111) klorid heksahidrat (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH), NaBH4 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), NaOH granule
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 2,6-piridin-dikarboksilna kiselina (PDCA) (Acros
Organics), komercijalno punilo SiO; (MKNano) i TiO, (Nanografi), tehnilki etanol.

Sinteza hibridnog punila TiOx/Fe i SiO2/Fe

Procedura pripreme geljezovih nanolestica preuzeta je i modificirana prema literaturi.
(Ronlevil et al., 2019) Odvaga komercijalnog punila titanovog dioksida odnosno
silicijeva dioksida (0,200 g) rasprjena je u 200 ml destilirane H,O uz pomol
ultrazvulne sonde u trajanju od 5 minuta. U drugoj lagi otopljen je geljezov (111) klorid
heksahidrat (0,528 g) u 50 ml destilirane vode. Potom su se suspenzija nanolestica
oksida i otopina geljezove soli zamijegale i stavile na magnetnu mijegalicu pri brzini
mijeganja od 1500 rpm. Pripremi se otopina PDCA (0,355 g) u 150 ml destilirane vode
i dodatno se mijegana na ultrazvulnoj sondi 5 minuta. PDCA se doda u smjesu
metalne soli i nanolestica oksida te se mijega 10 minuta. PDCA kiselina kompleksira
nastale nanolestice geljeza, dodatno ih oksidira, no sprelava aglomeraciju lestica gto
je bio glavni cilj njene uporabe. Vrijednost pH otopine se uz pomol dodatka
koncentrirane natrijeve lugine namjesti u neutralno podrulje. Pripremljena je svjega
otopina reducensa otapanjem odvage (0,36 g NaBHs) u 50 ml destilirane vode.
Reducirajule sredstvo se polagano dodaje, kap po kap te se nakon njegovog dodatka
reakcijska smjesa mijega 30 minuta. Mogule je zapaziti promjenu boje iz svijetlogute
u naranlasto-crvenu (u slulaju TiO,), odnosno promjena boje iz svijetlogute u smelu
(u slulaju SiO,). Kod obje je prisutno zamulenje zbog nastalih lestica. Smjesa se
nakon reakcije ostavi 1 dan kako bi se lestice istalogile, te se one nakon dekantiranja,
centrifugiraju i ispiru 3 puta etanolom. Lestice hibrida su sugene na 50 AC, 2 sata pod
tlakom od 0,08 MPa u vakuum sugioniku.

Priprema kompozitnog materijala PLA i hibridnog punila
Uzorci kompozita pripremani su zamijegavanjem u Brabender gnjetilici

zamijegavanjem PLA granula sa prahom nanolestica pri temperaturi od 180 AC.
Pragkaste nanolestice su dodane pri niskom broju okretaja pugnica Brabendera (10
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okretaja u minuti) te nakon njihovog dodavanja smjesa se mijegala 5 minuta na brzini
od 60 okretaja u minuti. Sljedeli korak u pripremi je preganje uzoraka u geljenom
kalupu u vruloj pregi. 1zrezani komadi kompozita su postavljeni u kalup te su uneseni
u pregu na predgrijavanje u trajanju od 4 minute na 200 AC. Zatim su uzorci pregani
pod tlakom od 11 MPa u trajanju od 4 minute pri 200 AC. Uzorci koji sadrge
komercijalno punilo silicijeva, odnosno titanijevog dioksida oznaleni su sa oznakom
S, tj. T, dok su hibridi lestica silike, odnosno titanijevog dioksida i geljeza oznaleni
sa HSI, tj. HTI. Nazivi, udjeli i mase pojedinih komponenti za pripremu kompozita
dane su tablicama 1 i 2.

Tablica 1. Odvage masa punila (SiO, SiO./Fe hibrida) i PLA polimera
Table 1. Mass of fillers (SiOz and SiOx/iron hybrid) and PLA polymer granules

Uzorak Masa punila, g | Masa PLA, g
(PLA+0,59) 0,2 39,8
(PLA+0,5S/0,5 HSI) 0,2+0,2 39,6
(PLA +0,5HSI) 0,2 39,8

*S-Si0,; HSI-hibrid SiO, i nanolestica geljeza

Tablica 2. Odvage masa punila (TiO2, TiO2/Fe hibrida) i PLA polimera
Table 2. Mass of fillers (TiO2 and TiOx/iron hybrid) and PLA polymer granules

Uzorak Masa punila, g | Masa PLA, g
(PLA+05T) 0,2 39,8
(PLA+05T/05HTI 0,2+0,2 39,6
(PLA + 0,5 HTI) 0,2 39,8

*T-TiO,; HTI-hibrid TiO, i nanolestica geljeza

Karakterizacija kompozitnog materijala

Kompozitima PLA sa oksidnim punilima i sa hibridnim punilima ispitana su
toplinska, mehanilka i elektrilna svojstva. Termogravimetrijskom analizom (TGA)
(TA Instruments, TGA Q 500) utvrlena je toplinska stabilnost pripremljenog
kompozitnog materijala i odrel’en je utjecaj punila na toplinska svojstva polimerne
matrice. Kompoziti su ispitani zagrijavanjem u rasponu od sobne temperature do
600 AC, brzinom zagrijavanja od 10 AC / min u struji dugika. Elektrilna svojstva
kompozita odrel’ena su pomolu industrijske inalice Ohmmetra konstruiranog za
mjerenje otpora izolatora kao gto su polimeri (IET Labs 1850+). Mjerenje volumne
elektrilne otpornosti kompozitnih uzoraka provedeno je prema ASTM D257 normi.
Mjerenje toplinske vodljivosti i toplinske difuzivnosti kompozitnog materijala
provedeno je metodom Avruleg mostafi (Linseis THB-1). Ispitivanje mehanilkih
svojstava izvrgeno je standardnom metodom na mehanilkoj kidalici (Zwick).
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Rezultati i rasprava
Toplinska vodljivost i difuzivnost kompozita

Rezultati analize toplinskih svojstava PLA homopolimera i njegovih kompozita prikazani
su shematskim prikazom na slici 1. Na shematskom prikazu mogule je vidjeti utjecaj punila
na vrijednost toplinske vodljivosti i toplinske difuzivnosti punila u PLA kompozitu.
Primjeluje se trend poboljganja toplinske vodljivosti korigtenjem komercijalnog punila
TiO,, dok SiO, smanjuje toplinsku vodljivost materijala. Za razliku od toga, njihove
hibridne lestice za ¢eljezom imaju suprotan utjecaj na toplinska svojstva kompozita.
Dodatkom hibrida SiO: i ¢eljeza sposobnost volenja topline kompozitnog materijala je
bolja. Hibrid TiO; i geljeza ne pokazuje znalajan utjecaj na toplinsku vodljivost kompozita.
Vrijednosti toplinske difuzivnosti kompozita u SiO; sustavu se mijenjaju nasumilno, bez
jasnog trenda i utjecaja punila. Na rezultate mogu utjecati razni limbenici u koje se ubraja i
nehomogenost materijala za kojega se smatra da je moguli uzrok. Razlog tome jest nalin
priprave kompozita iz taline koji moge ishoditi dobivanjem nehomogenog materijala, kao
gto i drugi radovi potvrLuju (Montava-Jorda et Al., 2019). lako rezultati trenutno nisu u
mogulnosti biti razjagnjeni, planirana je nakladna DSC analiza uz pomol koje se mogu
dobiti vrijednosti specifilnog toplinskog kapaciteta koji bi mogao razjasniti rezultate
toplinske difuzivnosti. Dodatkom TiO; ili hibrida TiO- i ¢eljeza kao punila poboljgana je
toplinska difuzivnost kompozita. PLA + 0,5 HTI kompozit pokazao je najbolje rezultate
toplinske difuzivnosti gto znali da Te taj materijal najbrge disipirati toplinu koja se u njemu
akumulira.

Slika 1. Grafilki prikaz trenda vrijednosti toplinske vodljivosti i toplinske difuzivnosti
PLA polimera i njegovih kompozita
Figure 1. Results of thermal conductivity and thermal diffusivity
of neat PLA and PLA composites
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Elektrilna svojstva kompozita

Rezultati mjerenja volumne elektrilne otpornosti uzoraka polimera i kompozita
prikazani su shematski na slici 2. Prema dobivenim rezultatima, SiO, pospjeguje
elektrilnu provodnost kompozitnog PLA materijala dok hibrid SiO; i geljeza nije
znalajnije promijenio elektrilna svojstva materijala. Prema tome se moge zakljuliti
kako geljezo u ovom slulaju ne doprinosi poboljganju elektrilne provodnosti. Za
razliku od toga TiO. neznatno povelava vrijednost elektrilnog otpora PLA
kompozita. U slulaju kompozita PLA + 0,5 T/ 0,5 HTI i PLA + 0,5 HTI rezultati
pokazuju suprotne trendove i ne moge se jednoznalno odrediti utjecaj hibrida TiO- i
geljeza na elektrilna svojstva materijala.

Slika 2. Grafilki prikaz trenda volumne elektrilne otpornosti
PLA polimera i njegovih kompozita
Figure 2. Results of volume electrical resistance of neat PLA and PLA composites

Ispitivanje mehanilkih svojstava

Rezultati mehanilkog ispitivanja prikazani su shemom trenda vrijednosti prekidnog
istezanja, prekidnog naprezanja, Youngovog modula i gilavosti na slici 3. Rezultati
mehanilkog ispitivanja pokazali su da dodatak bilo kojeg punila urugava neko od
mehanilkih svojstava ovisno o sustavu punila. Kompoziti PLA+ 05 TiPLAOS T/
0,5 HTI zadrgavaju istezljivost, lvrstola i gilavost materijala no Youngov modul
opada. Za razliku od toga, PLA + 0,5 S kompozit ima narugena mehanilka svojstva
kompozita, dok kod PLA + 0,5 S/ 0,5 HSI kompozita je smanjena !vrstol'a, gilavost
i istezljivost materijala, no povelana vrijednost Youngovog modula. Kada se
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izdvojeno usporede hibridna punila, ona pokazuju suprotan ulinak na mehanilka
svojstva (istezljivost, lvrstola, gilavost i Youngov modul) kompozita, pri lemu je u
kompozitu PLA + 0,5 HSI doglo do poboljganja, a kod PLA + 0,5 HTI do znalajnog
pogorganja svojstava.

Slika 3. Grafilki prikaz rezultata mehanilkog ispitivanja PLA polimera i njegovih
kompozita; prekidno naprezanje (a), prekidno istezanje (b), Youngov modul (c) i gilavost d)
Figure 3. Results of mechanical testing of neat PLA and PLA composites; stress at break (a),
strain and break (b), Young modulus (c) and ductility (d)

Termogravimetrijska analiza (TGA)

Rezultati termogravimetrijske analize prikazani su termogravimetrijskom krivuljom
(Slika 4), a karakteristilne temperature razgradnje dane su u tablici 3.

Rezultati termogravimetrijske analize pokazuju da je toplinska stabilnost PLA
polimera narugena dodatkom ovih punila. Dodatak komercijalnog oksidnog punila
(SiO2 odnosno TiO;) PLA matrici podjednako smanjuju toplinsku stabilnost
proizvedenog kompozitnog materijala. Kompoziti u kojima se nalazi hibridno punilo
imaju znalajan utjecaj na pad toplinske stabilnosti. Primjeluje se ovisnost pada
toplinske stabilnosti o sustavu hibrida. Naime, kompoziti PLA + 0,5 HT1i PLA + 0,5
T /0,5 HTI su toplinski stabilniji nego kompoziti PLA + 0,5 HSI i PLA+0,5S/0,5
HSI. TakoLer, u slulaju sustava sa silicijevim oksidom, dodatkom hibridnog punila u
kombinaciji sa komercijalnim znalajno se smanjuje temperatura maksimalne brzine
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razgradnje. Ovaj fenomen nije toliko izragen u sustavu s titanijevim dioksidom.
Usporedbom vrijednosti temperatura maksimalne brzine razgradnje za kompozite koji
sadrge samo hibridno punilo dokazano je kako le se maksimalna razgradnja
kompozita PLA + 0,5 HTI odvijati pri vigim temperaturama nego kompozit PLA +
0,5 HSI. Na ovaj nalin mogemo zakljuliti kako modifikacija silicijevog dioksida sa
geljezovim nanolesticama ima znalajan utjecaj na toplinsku stabilnost punila.

Slika 4. Termogravimetrijska krivulja PLA polimera i PLA kompozita.
Figure 4. Thermogravimetric curve of neat PLA and PLA composites

Tablica 3. Vrijednosti karakteristilnih temperatura PLA polimera i njegovih kompozita, Tes
temperatura poletka razgradnje, Tmax temperatura pri najveloj brzini razgradnje i Ts
temperatura kraja razgradnje

Table 3. Values of characteristic temperatures of neat PLA and PLA compostites, Tos Start of
degradation temperature, Tmax temperature of maximum rate of weight loss i Ts end of
degradation temperature

Uzorak Tosv, AC | Tmax, AC | Tsu, AC

PLA 326,53 372,33 | 384,00
PLA+0,5S 308,22 343,19 | 368,38
PLA+05S/05HSI | 272,75 301,47 | 317,64
PLA + 0,5 HSI 272,75 301,54 | 320,54
PLA+05T 308,30 339,11 | 351,66
PLA+05T/05HTI | 289,08 324,83 | 334,18
PLA + 0,5 HTI 277,75 327,41 337,91

141



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Kemijsko i biokemijsko ingenjerstvo/Chemical and biochemical engineering
Zbornik radova / Proceedings

Zakljulci

U radu je prikazana priprema hibridnih lestica nanogenjem geljezovih nanolestica na
oksid silicija i titanija koje su korigtene kao punila u PLA polimernoj matrici za
pripravu kompozita. TakoLer, pripremljeni su kompoziti PLA sa komercijalnim
punilima SiO; i TiO; te se pokazalo kako ona nemaju znalajan utjecaj na elektrilna
svojstva, no narugavaju toplinska svojstva PLA. Mehanilka svojstva su narugena
dodatkom SiO, punila, dok dodatak TiO; neznatno utjele na njih. Kompoziti sa
hibridom SiO; i ¢eljeza pokazali su logija toplinska svojstva ali bolja elektrilna i
mehanilka svojstva i svojstva toplinske vodljivosti u usporedbi sa kompozitom PLA
sa SiO,. Za razliku od toga, kompoziti koji sadrge hibrid TiO, i geljeza pokazuju
narugena mehanilka, elektrilna i toplinska svojstva. Rezultati pokazuju kako hibridna
punila dvije vrste lestica mogu razlilito doprinijeti svojstvima krajnjeg materijala.
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on application properties of PLA composites
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Summary

The influence of different oxide carriers of iron nanoparticles on the final properties of
composite material with polylactide matrix (PLA) was examined. Iron nanoparticles were
synthesized and modified using SiO or TiO; as their carriers. Different combinations of fillers
were used to prepare PLA composites. First, composites were prepared with 0.5 wt% of pure
oxide fillers. Subsequently, 0.5 wt% of hybrid fillers were added to such initial mixture. In
addition, composites were prepared with only 0.5 wt% of hybrid filler. Various application
properties of the prepared composite materials were tested. Thermal stability was monitored
using thermogravimetric analysis, thermal conductivity was tested using the "hot bridge"
method, and volume electrical resistance using a device constructed according to the ASTM
D257 standard method. Mechanical tensile testing also checked the influence of the prepared
particles on the mechanical properties of the composite material. The results show that the use
of a different type of carrier for iron nanoparticles can have a different effect on the application
properties; for example, the addition of TiO2 as a carrier greatly impairs the mechanical
properties of the composite. In contrast, SiO, increases thermal conductivity, while the
addition of TiO has no significant effect on it.

Keywords: composite, silicon dioxide, titanium dioxide, iron nanoparticles
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Sagetak

Tijekom posljednjih nekoliko desetljela, rizici povezani s oneliglenjem procjednim vodama
postali su sve oligledniji, kako za okolig, tako i za zdravlje ljudi. Procjedne vode se mogu
kategorizirati kao specifilna vrsta otpadnih voda na koju utjele varijabilnost u sastavu otpada
i njegovih fizikalnih, kemijskih i biologkih promjena. Kontrola onellglenja procjednim
vodama je globalna briga, a smanjenje izvora oneliglenja i uklanjanje onellgIUJullh tvari
veliki izazov. Biologka obrada predstavlja potencijalno prihvatljivo rjegenje za proliglavanje
procjednih voda s okolignog i ekonomskog stajalijta zahvaljujuli djelovanju
mikroorganizama.

U ovome radu istragivana je kinetika procesa bioremedijacije pri uklanjanju organskih
oneliglujulih tvari iz simulirane procjedne vode iz biootpada u gargnim uvjetima. Proces je
opisan Monodovim i Endo-Haldaneovim modelom. Vrijednosti parametara iznosile su: Omax =
1,04 d?%, Ks=36,75gdm3iY =0,20 g g za Monodov model, te Omax = 2,03 d%, Ks = 45,07 g
dm3,Y=0,24g9g*% Ki=73,08gdm?iks=0,10 d* za Endo-Haldaneov model. Na temelju
procijenjenih vrijednosti kinetilkih parametara i ocjene prihvatljivosti predlogenih modela,
rezultati pokazuju da Endo-Haldaneov model bolje opisuje proces bioremedijacije procjedne
vode iz biootpada.

Kljulne rijeli: bioremedijacija, biootpad, simulirana procjedna voda, kinetika
Uvod

S porastom globalne populacije i sve velom potragnjom za hranom i drugim
osnovnim potrepgtinama dolazi do porasta koliline otpada koji svakodnevno stvara
svako kulanstvo. Ukoliko se njime ne upravlja na odgovarajuli nalin predstavlja
izvor oneliglenja. Otpad nakon gto se odlogi na odlagaligte prolazi kroz niz biologkih
i fizikalno-kemijskih transformacija pri lemu nastaje visoko opterelena otpadna voda
koja se naziva procjedna voda (Mojiri i sur., 2021). Sastav procjednih voda ovisi 0
vige limbenika, ukljulujuli svojstva otpada, lokaciju, godignja doba, strukturu,
vrijeme zadrgavanja u posudama za odlaganje, naline rada pretovarnih stanica,
skladigtenje u_postrojenjima za obradu (mehanilko- b|ologka ili termilka obrada).
Neodgovarajulim upravljanjem procjednim vodama moge doli do oneliglenja
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povrginskih i podzemnih voda te tla (Narayanan and Narayan, 2019). Procjedne vode
sadrge organske i anorganske spojeve, ukljulujuli organske kiseline, pesticide,
hlapljive organske spojeve, farmaceutske proizvode, tegke metale itd. (Kumarathilaka
i sur., 2016).

Ispugtanje neobral.ene otpadne vode u okolig uzrokuje niz ekologkih, zdravstvenih i
sigurnosnih problema. Saznanjima o gtetnim ulincima neobralenih otpadnih vodenih
tokova razvijaju se razliliti postupci i uvode unaprjelenja u tehnologije za obradu
otpadne vode (Davarazar i sur., 2020). Trenutalno se koriste razliliti postupci za
obradu procjednih voda, kao (to je biologka obrada, fizikalno-kemijska obrada,
koagulacija, adsorpcija i ionska izmjena.

Aerobna obrada je najlegle primjenjivan biologki postupak. Proces s aktivnim muljem
zahtijeva visoke koncentracije mikroorganizama i moge ulinkovito ukloniti
biorazgradivi organski materijal potpunom transformacijom u ugljikov dioksid i vodu
(Yong i sur., 2018). Sve vige pozornosti se usmjerava na primjenu mikroorganizama
za obradu otpadnih voda i razgradnju oneliglujulih tvari bez nastanka toksilnih
nusprodukata (Hamza i sur., 2016). U procjeni rizika utjecaja organskih oneliglenja
na okolig, biorazgradnja ima kljulnu ulogu (Dimitrov i sur., 2007).

Bioremedijacija ukljuluje biologko uklanjanje oneliglenja iz okoliga koristeli
okoligno prihvatljive tehnike. Smatra se sigurnom i odrgivom tehnologijom, jer se
oslanja na djelovanje mikroorganizama u uklanjaju oneliglenja, gto ju lini i
ekonomski prihvatljivom (Dang i sur., 2019). Princip obrade bioremedijacije se
zashiva na poboljganju uvjeta za odvijanje procesa biorazgradnje te odrgavanju uvjeta
za rast i razvoj mikroorganizama. Biostimulacijom se potile rast i metabolizam
mikroorganizama dodavanjem hranjivih tvari poput fosfora, dugika, Kkisika.
Bioaugmentacija ukljuluje inokulaciju selektivnih mikroorganizama koji imaju
sposobnost biorazgradnje ciljanih oneliglujulih tvari (Azubuike i sur., 2018; Moris i
sur., 2018).

Za opisivanje rasta mikroorganizama razvijeno je vige matematilkih modela razlilitih
razina slogenosti. Kinetilki modeli omoguluju definiranje optimalnih uvjeta za
razgradnju organske tvari mikrobnom aktivnoglu u oneliglenom okoligu (Vukovil
Domanovac i sur., 2013, Hedhili i sur., 2014). Primjena kinetilkih modela ima kljulnu
ulogu u predvilanju i optimizaciji stupnja bioremedijacije (Dimitrov i sur., 2007).

U ovome radu je istragena bioremedijacija organskih tvari u procjednoj vodi
dobivenoj iz biootpada uz biostimulaciju autohtonih i bioaugmentaciju ezogenih
mikrobnih kultura u gargnim uvjetima. Navedeni je proces opisan Monodovim i Endo-
Haldaneovim modelima iz kojih su, na temelju rezultata iz provedenih eksperimenata,
optimiranjem procijenjeni biokinetilki parametri.

Materijali i metode

Za pripravu biootpada korigteni su supstrati pomijegani u udjelima kako je prikazano
na slici 1. Poletne vrijednosti prireLene mjegavine biootpada za pH, vlagnost i C:N
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omjer su iznosile 5,5; 64 % i 30:1. Prema standardnoj metodi (EN 12457-4:2002)
pripremljena je procjedna voda iz biootpada. Tlo glinaste teksture u okolici Zagreba
tretirano je herbicidom STOMP 330E, koji sadrgi 330 g/L pendimetalina, te je
korigteno za uzgoj mjegovite bakterijske kulture.

Proces bioremedijacije procjedne vode dobivene iz biootpada proveden je u gargnim
uvjetima, u Erlenmeyerovoj tikvici od 1 dm?® radnog volumena 0,5 dm? pri poletnoj
koncentraciji supstrata S = 16,20 g dm™. Provedena su dva eksperimenta; eksperiment
biostimulacije i eksperiment bioaugmentacije. 1z tla oneliglenog pendimetalinom
uzgojena je mjegovita bakterijska kultura na hranjivoj podlozi (Biolife Manual, TS-
4018104). Izrasla kultura je korigtena za pripremu suspenzije optilke gustole OG =
0,6 (7 = 600 nm) te inokulirana u eksperimentu bioaugmentacije. Odrgavanjem
submerznih uvjeta provedena je biostimulacija. Eksperimenti su provedeni na
rotacijskoj tresilici (Heidolph Unimax 1010, Heidolph Instruments GmbH & CO.,
Germany) pri 160 okretaja u minuti i temperaturi od 23 N 2 AC tijekom 10 dana.
Tijekom eksperimenata u procjednoj vodi su odrelivane kemijska potrognja kisika
(KPK) i suspendirana tvar (APHA, 2012). Koncentracija supstrata (S), koja
predstavlja ukupno oneliglenje procjedne vode, izragena je preko vrijednosti
kemijska potrognje kisike. Koncentracija biomase (X) izragena je preko
koncentracijske vrijednosti suspendirane tvari.

Slika 1. Udio supstrata u prirelenoj mjegavini biootpada
Figure 1. Proportion of substrate in the prepared biowaste mixture
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Na temelju eksperimentalnih rezultata procijenjeni su Kinetilki parametri modela.
Parametri modela procijenjeni su nelinearnom regresijom primjenjujuli simpleksnu
metodu i metodu najmanjih kvadrata koje su sadrgane u programskom paketu
Scientist  (Scientist Handbook). Rezultati dobiveni simulacijom pomolu
matematilkog modela usporeleni su s eksperimentalnim rezultatima, ponovno
proralunati u optimizacijskom potprogramu sve dok nije postignuta minimalno
odstupanje izmel'u eksperimentalnih rezultata i vrijednosti izralunatih pomolu
modela. Skup optimalnih parametara modela upotrijebljen je za simulacije koje su
usporelene s rezultatima eksperimenta.

Rezultati i rasprava

U prirodnom okoligu uvjeti za biorazgradnju su vrlo slogeni te brzina i stupanj
biorazgradnje ovise o kemijskim, fizikalnim i biologkim limbenicima, koji mogu biti
razliliti za razlilite ekosustave (Vukovil i sur., 2012). Mikrobiologka razgradnja
oneliglujulih tvari vrlo je kompleksan proces, a za bolje razumijevanje koriste se
kinetilki modeli. Kao posljedica procesa biorazgradnje dolazi do povelanja
koncentracije biomase X, g dm= i smanjenja koncentracije supstrata, S, g dm. Brzine
rasta biomase ry, g dm? d* i potrognje supstrata r, g dm= d! mogu se opisati
kinetilkim jednadgbama (Wang i sur., 2009):

1)
)

gdje je O specifilna brzina rasta biomase, d*, a Y koeficijent prinosa biomase, g g*.

Najpoznatiji model koji povezuje rast biomase s koncentracijom supstrata postavio je
Monod:

@)

gdje su Omax maksimalna specifilna brzina rasta, d i Ks konstanta zasilenja, g dm?,
koja je definirana kao koncentracija supstrata pri vrijednosti polovine maksimalne
specifilne brzine rasta. Mnogi supstrati na kojima mikroorganizmi rastu mogu pri
velim koncentracijama djelovati inhibitorno na rast. Poznato je da u procesima obrade
otpadnih voda toksilne komponente imaju inhibicijski ulinak na rast
mikroorganizama. Modificiranjem Monodovog modela ukljulivanjem konstante
inhibicije Ki, g dm3, koja odgovara najveloj koncentraciji supstrata pri kojoj
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specifilna brzina rasta biomase O odgovara polovini maksimalne specifilne brzine
rasta Omax bez inhibicije i konstante odumiranja kg, d, dobiva se Endo-Haldaneov
model (Okpokwasili i Nweke, 2006):

(4)

Endo-Haldaneov model se vrlo lesto koristi pri opisivanju procesa biorazgradnje jer
uzima u obzir inhibicijski ulinak supstrata na rast mikroorganizama i endogeni
metabolizam biomase.

Ocjena prihvatljivosti modela provedena je na temelju srednjeg kvadratnog
odstupanja i Fisher-Snedecorovim F-testom (Brongtejn i sur., 2004). Statistilka
analiza korigtena za usporedbu varijanci razlilitih uzoraka temelji se na jednadgbi:

0 — (5)
gdje su s1?i s,? varijance koje usporel’ujemo.
Monodovom i Endo-Haldaneovom kinetikom (Jednadgbe 3 i 4) procijenjeni su
biokinetilki parametri. Optimiranjem su dobivene vrijednosti biokinetilkih
parametara €max, Ks, Y, Kii kg (Tablica 1) koje su korigtene za simulaciju procesa

biorazgradnje procjedne vode iz biootpada u gargnom reaktoru (Slike 2 i 3).

Tablica 1. Biokinetilki parametri modela za bioremedijaciju procjedne vode iz biootpada
Table 1. Biokinetic parameters of models for biowaste leachate bioremediation

Emax, Ks, Y, Ki, ke, | F-test,
Model dl | gdm?® | gg! | gdm? | d? -
Monod 1,04 | 36,75 | 0,20 - - 0,74
Endo-Haldane | 2,03 | 45,07 | 0,24 | 73,08 | 0,10 | 0,88

U tablici 1 prikazani su biokinetilki parametri modela. Koeficijent prinosa biomase, Y,
izragava koncentraciju biomase koja se proizvede po jedinici uklonjenog supstrata.
Konstanta zasilenja suspstratom, Ks, ukazuje na afinitet mikroorganizama prema supstratu.
Dobivene vrijednosti za Y i Ks su pribligno jednake za provedene eksperimente i iznose 0,20
i 0,24 g g* odnosno 36,75 i 45,07 g dm=za Monodov model i Endo-Haldanov model.
Konstanta inhibicije, Ki, znalajna je za procese u kojima je visoke vrijednost poletne
koncentracije organske tvari i iznosila je 73,08 g dm?. Vrijednosti dobivenih biokinetilkih
parametara u rasponu su olekivanih vrijednosti za proces biorazgradnje u gargnim uvjetima
(Losil i sur., 2012; Gabil i sur., 2015).

150



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemijsko i biokemijsko ingenjerstvo/Chemical and biochemical engineering
Zbornik radova / Proceedings

Slika 2. Promjena koncentracija supstrata i biomase u eksperimentu biostimulacije.
Usporedba eksperimentalnih rezultata i kinetilkih modela.
Figure 2. Change in substrate and biomass concentrations in the biostimulation experiment.
Comparison of experimental results and kinetic models.

Slika 3. Promjena koncentracija supstrata i biomase u eksperimentu bioaugmentacije.
Usporedba eksperimentalnih rezultata i kinetilkih modela.
Figure 3. Change in substrate and biomass concentrations in the bioaugmentation
experiment. Comparison of experimental results and kinetic models.
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Promjene koncentracije supstrata i biomase u eksperimentima biostimulacije i
bioaugmentacije prikazane su na slikama 2 i 3. Tijekom eksperimenta uolava se
smanjenje koncentracije supstrata i rast koncentracije biomase. U 2. danu
koncentracija supstrata je niga za 31,4 %, a nakon toga se smanjuje do 8. dana kada je
vrijednost ulinkovitosti bioremedijacije iznosila 81,2 % u oba eksperimenta. Nakon
8. dana vrijednost se znalajnije ne mijenja te u 10. danu ukupna ulinkovitost
bioremedijacije iznosi 88,6 %.

Na temelju ocjene prihvatljivosti predlogenih modela iz dobivenih vrijednosti Fisher-
Snedecorovim F-testom prikazanih u tablici 1 i slikama 2 i 3 vidljivo je da Endo-
Haldaneov model bolje opisuje proces bioremedijacije procjedne vode iz biootpada
od Monodovog modela.

Zakljulci

U radu je istragena bioremedijacija procjedne vode iz biootpada u gargnim uvjetima
pri visokoj vrijednosti poletne koncentracije supstrata od 16,20 g dm=3. Kako bi se
dobio uvid u tijek uklanjanja organskih oneliglujulih tvari, provedena je kinetilka
analiza istragivanog procesa pomolu matematilkih modela. Na temelju procijenjenih
vrijednosti kinetilkih parametara i ocjene prihvatljivosti predlogenih modela
zakljuluje se da Endo-Haldaneov model bolje opisuje proces bioremedijacije od
Monodovog modela. Ulinkovitost procesa bioremedijacije u prosjeku je iznosila
88,6 % za provedene eksperimente. Bioremedijacijske tehnike se mogu primijeniti za
poboljganje ulinkovitosti biologke obrade te znalajno doprinijeti zagtiti okoliga na
jednostavan i ekonomilan te okoligno prihvatljiv nalin.
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Summary

In recent decades, the risks associated with leachate pollution have become increasingly
evident, both to the environment and to human health. Leachate can be classified as a specific
type of wastewater affected by the variability of the waste's composition and its physical,
chemical, and biological changes. The control of leachate pollution is a global concern and a
major challenge in the reduction of pollutant sources and elimination. Biological treatment,
thanks to the action of microorganisms, represents a potentially acceptable solution for the
purification of leachate from an environmental and economic point of view.

In this work, the kinetics of the bioremediation process in the removal of organic pollutants
from simulated leachate of biowaste under batch conditions was studied. The process is
described by the Monod and Endo-Haldane models. The parameter values were: Omax = 1.04
d?, Ks=36.75gdm?and Y = 0.20 g g'* for the Monod model and Oma = 2.03 d*, K¢ = 45.07
gdm?3,Y=0.24gg? Ki=73.08 g dm= and kg = 0.10 d* for the Endo-Haldane model. Based
on the estimated values of the kinetic parameters and the evaluation of the acceptability of the
proposed models, the results show that the Endo-Haldane model better describes the process
of bioremediation of leachate from biowaste.

Keywords: bioremediation, biowaste, simulated leachate, Kinetics
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Utjecaj zamrzavanja i mariniranja na nutritivna i
mikrobiologka svojstva zelenih gparoga
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originalni znanstveni rad
Sagetak

Zelena gparoga se najlegle prodaje kao svjega uz primjenu konzerviranja hlalenjem. Ipak,
relativno kratka sezona berbe, koja tek u treloj godini uzgoja traje do dva mjeseca, namele
potrebu i za drugim metodama konzerviranja. U ovom radu su zelene gparoge sorte Asparagus
argenteuil konzervirane pasterizacijom u slano kiselom naljevu (10 uzoraka) i zamrzavanjem
(10 uzoraka). Nakon gest mjeseci skladigtenja ispitani su sljedeli mikrobiologki parametri:
Enterobacteriaceae, koagulaza pozitivni stafilokoki/Staphylococcus aureus,
sulfitoreducirajule klostridije, Salmonella, Listeria monocytogenes, aerobne mezofilne
bakterije, kvasci i plijesni. Odreleni su i sljedeli kemijski parametri: udio vode, masti,
ugljikohidrata, bjelanlevina, pepela, ¢elera i soli. Gparoge koje nisu bile blangirane prije
zamrzavanja nisu zadovoljile mikrobiologke kriterije za zelenu gparogu, upulujuli na nugnost
pravilne pripreme prije zamrzavanja, dok su svi pasterizirani uzorci imali zadovoljavajule
mikrobiologke parametre. Oba postupka konzerviranja su uzrokovali minimalne promjene
kemijskog sastava u odnosu na svjegu zelenu gparogu, uz negto manje vrijednosti bjelanlevina
kod mariniranih gparoga zbog denaturacije uslijed termilke obrade.

Kljulne rijeli: zelena {¢paroga, zamrzavanje, pasterizacija, nutritivna vrijednost,
mikrobiologka analiza

Uvod

Gparoga pripada u rod Asparagus koji obuhvala oko 200 vrsta (Legil et al., 2002).
Uzgaja se u kontinentalnim podruljima i u priobalju (Kantocl, 2009). U Hrvatskoj se
ozbiljnije polela uzgajati najprije u dolinama Neretve i Rage, no bez znalajnijeg
komercijalnog uspjeha (Legil et al., 2002). Posljednjih godina, dolazi do porasta
interesa za hranom kojoj se pripisuju pozitivni ulinci na ljudsko zdravlje, pri lemu je
povrle melu vodelim namirnicama koje je potrebno ukljuliti u svakodnevnu
prehranu (GrbczyEski, 2007). Zelena gparoga je nutritivno vrijedno povrle bogato
antioksidansima kao gto su flavonoidi od kojih je najpoznatiji rutin, te kamferol i
kvercetin, zatim askorbinska kislina, tokoferoli i drugi (Sun et al., 2007a; Palfi et al.,
2017). Gparoge takol'er sadrge i esencijalna ulja, asparagin, arginin, tirozin, resin i
tanine (Negi et al., 2010). U skladu s navedenim, trend porasta konzumacije povrla
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odrazio se i na porast proizvodnje povrtnih kultura. Prema podacima Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske (2021), uzgoj fiostalog lisnatog povrlad u koje se
ubrajaju gparoga, blitva, gpinat, celer, radil, artiloka i drugi, porastao je sa 143 ha
(2.201 t) u 2013. godini na 540 ha (11.709 t) u 2020. godini.

Branje zelene gparoge u prvoj godini traje svega dva tjedna, a u drugoj godini mjesec
dana. Poletak Apravefi berbe je trela godina nakon sadnje, koja traje od mjesec i pol
do dva. Kroz taj period gparoga se bere svaki dan. Berba sorte Asparagus argenteuil,
korigtene u ovom radu, krele krajem ogujka i poletkom travnja. U slulaju nepovoljnih
uvjeta prelazi u stanje mirovanja i odbacuje dijelove koji su iznad zemlje. Idealna
temperatura zemlje za rast gparoge je od 12 AC do 25 AC, a berba moge krenuti kada
je gparoga izrasla minimalno deset centimetara iznad tla (Biggs et al., 2005). Dodatno,
problem uzgajivalima ovog povrla je linjenica da propada vrlo brzo nakon berbe i
tegko ju je skladigtiti (Sun et al., 2007b). Gparoga se najlegle ne pere, vel se klasira
po girini i dugini, te slage u snopile. Korisnim se pokazalo stavljanje snopila u bazene
s 1-2 cm vode na nekoliko sati prije otpreme na trgigte, kako bi izboji nadoknadili
vodu koju su izgubili nakon berbe ili tzv. vlagno skladigtenje na nalin da se snopili
slagu okomito na nekolko slojeva vlagnog papirnatog rulnika. Ipak, dio plodova koje
proizvode uzgajivali povrla, ne moge se plasirati u svjejem stanju jer nije tolika
potragnja, te je potrebno primijeniti odrelene metode konzerviranja. U tu svrhu se
najlegle koriste konzerviranje pasterizacijom i zamrzavanjem (Palfi et al., 2014).
Istragivanje u ovom radu provedeno je u suradnji s obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvom s podrulja istolne Slavonije. Navedeno gospodarstvo je vijgak gparoga
koje nisu mogli plasirati na trgigte konzervirao pasterizacijom u slano kiselom naljevu,
te metodom zamrzavanja. U svrhu kontrole procesa i kakvole navedenih proizvoda,
provedena je mikrobiologka i nutritivna kontrola konzerviranih gparoga. Buduli da je
na podrulju istolne Slavonije uzgoj gparoga postao sve popularniji, a lokalni
proizvolali tek trage najbolje opcije za plasiranje ovog visokovrjednog povrla,
kakvola i zdravstvena ispravnost konzerviranih proizvoda prvi je korak u ostvarivanju
dodane vrijednosti kroz nove proizvode i produgeno vrijeme plasiranja.

Materijali i metode
Priprema uzoraka

U svrhu konzerviranja pasterizacijom, gparoge su narezane na odrelenu duljinu,
oprane i potom slogene u sterilizirane staklenke. Staklenke su se nakon toga punile
pripremljenom otopinom (voda, alkoholni ocat, geler i sol) i pasterizirale 20 minuta
na 85 AC. Po zavrgetku pasterizacije i hlalenja, staklenke su slogene na tamno i hladno
mjesto gdje je temperatura do 15 AC.

U svrhu konzerviranja zamrzavanjem, gparoge su izuzete iz hladnjale (0 - 2 AC) u
koju su smjegtene odmah po berbi. Zmrzavanje je provedeno u komornom
zamrzivalu, bez ikakve prethodne obrade plodova.
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Mikrobiologka analiza

Preporuleni i obvezni mikroorganizmi prema Vodilu za mikrobiologke kriterije za
hranu (2011) i Pravilniku o mikrobiologkim kriterijima za hranu (2008) su odrelLeni
prema metodama prikazanima u tablici 1.

Tablica 1. Metode mikrobiologke analize
Table 1. Methods for mycrobiological analysis

Mikroorganizam Metoda
Aerobne mezofilne bakterije HRN EN ISO 4833-1:2013
Salmonella spp. HRN EN ISO 6579-1:2017
Enterobacteriaceae HRN 1SO 21528-2:2017
Sulfitoreducirajule klostridije HRN 1SO 15213:2004

Koagulaza pozitivni stafilokoki/ Staphylococcus aureus | HRN EN ISO 6888-1:2004
HRN ISO 21527-1:2012
HRN ISO 21527-2:2012
Listeria monocytogenes HRN EN ISO 11290-2:2017

Kvasci i plijesni

Provedena je mikrobiologka analiza 10 jedinica zamrznutih i 10 jedinica mariniranih
gparoga (po 5 jedinica iz dvije razlilite garge) nakon 6 mjeseci skladigtenja. Broj
jedinica za analizu odrelen s obzirom na kriterij uzorkovanja pasteriziranih i
zamrznutih proizvoda od povrla (Tablice 4 i 5) prema kojem 5 elementarnih jedinica
salinjava uzorak. Razlilite garge su iz razlilitih dana berbe i daljnje obrade.

Nutritivna vrijednost uzoraka

Metode korigtene za analizu kemijskih sastojaka uzoraka (paroga prikazane su u
tablici 2. Analize su provedene nakon 6 mjeseci skladigtenja.

Tablica 2. Metode odrelivanja kemijskih parametara
Table 2. Methods for chemical parameters determination

PARAMETAR METODA
Odrelivanje vode HRN ISO 6496:2001
OdreLivanje pepela HRN ISO 5984:2004
Odrelivanje masti HRN ISO 1443:1999 i HRN 1SO 6492:2001
OdreLivanje koliline dugika i izralunavanje 1SO 1871:2009, HRN 1SO 937:1999, HRN
koliline bjelanlevina 1SO 5983-2:2010
OdreLivanje gelera Metoda po Luff-Schoorlu (NN 39/09)
OdreLivanje soli Metoda po Mohru (lvandil, 2019)
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Rezultati i rasprava

Rezultati mikrobiologke analize marinirane gparoge prikazani su u tablici 3, a kriteriji
prema kojima se uzorak moge smatrati prihvatljivima u tablici 4. Jedinice 1-1 do
1-5 line uzorak 1 (5 elementarnih jedinica iz prve garge), a jedinice 2-1 do 2-5 line
uzorak 2 (5 elementarnih jedinica iz druge garge).

Tablica 3. Rezultati mikrobiologke analize marinirane gparoge
Table 3. Results of microbiological analysis of marinated asparagus

Oznaka analizirane jedinice E KPS SRK P LM
(cfulg) (cfulg) (cfulg) (cfulg) (cfu/25g)
1-1 <10 <10 <10 <10 0
1-2 <10 <10 <10 <10 0
1-3 <10 <10 <10 <10 0
1-4 <10 <10 <10 <10 0
1-5 <10 <10 <10 <10 0
2-1 <10 <10 <10 <10 0
2-2 <10 <10 <10 <10 0
2-3 <10 <10 <10 <10 0
2-4 <10 <10 <10 <10 0
2-5 <10 <10 <10 <10 0

E - enterobakterije; KPS - koagulaza pozitivni stafilokoki; LM - Listeria monocytogenes; SRK -
sulfitoreducirajule klostridije; P T plijesni

Tablica 4. Plan uzorkovanja i kriteriji za pasterizirane proizvode od vola, povrla i gljiva
(Vodil za mikrobiologke kriterije za hranu, 2011)

Table 4. Sampling plan and criteria for pasteurized products from fruits, vegetables and
mushrooms (Guidance for microbiological criteria for food, 2011)

Preporuleni parametar Plan uzorkovanja Kriteriji
n c
Enterobakterije 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Koagulaza pozitivni stafilokoki 5 1 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Sulfitoreducirajule klostridije 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Kvasci i plijesni 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Listeria monocytogenes 5 0 M=0 cfu/25g

n - broj elementarnih jedinica uzorka koji line uzorak, c - broj jedinica uzorka, gdje se broj
bakterija moge nalaziti izmeLu “m" i “M", m - granilna vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavajulim, M - granilna dopugtena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju
nezadovoljavajulim

S obzirom na kriterije uzorkovanja i granilne parametre prikazane u tablici 4, rezultati
mikrobiologke analize svih pasteriziranih uzoraka prikazanih u tablici 3 smatraju se
zadovoljavajulima. Dakle, priprema uzoraka, ambalaje, kao i sam proces
pasterizacije uspjegno su provedeni na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu.
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Rezultati mikrobiologke analize zamrznute gparoge prikazani su u tablici 5, a kriteriji

prema kojima se uzorak moge smatrati prihvatljivima u tablici 6.

Tablica 5. Rezultati mikrobiologke analize zamrznute gparoge
Table 5. Results of microbiological analysis of frozen asparagus

Oznaka analizirane jedinice | AMB (cfu/g) | E (cfu/g) | S (cfu/25g) | SRK (cfu/g)
1-1 8501104 | 1,301 103 n.n. <10
1-2 1,23T104 | 3507 103 n.n. <10
1-3 2901105 | 7,257 102 n.n. <10
1-4 8,68T110° | 1,857 103 n.n. 8,0 T 10!
1-5 1,05T104 | 1,50 T 103 n.n. <10
2-1 2,18 1104 | 39071 103 n.n. <10
2-2 2351104 | 2607 103 n.n. 407 10!
2-3 3301104 | 1,407 103 n.n. <10
2-4 1,80 T104 | 2,50 T 103 n.n. <10
2-5 1551105 | 3,90T 103 n.n. <10

n.n.- nije naleno; AMB- aerobne mezofilne bakterije; E- enterobakterije; S- Salmonella spp.; SRK-
sulfitoreducirajule klostridije

Tablica 6. Plan uzorkovanja i kriteriji za zamrznuto vole, povrle i gljive (Vodil za
mikrobiologke kriterije za hranu, 2011)

Table 6. Sampling plan and criteria for frozen fruits, vegetables and mushrooms (Guidance
for microbiological criteria for food, 2011)

Preporuleni parametar Plan uzorkovanja Kriteriji
n c
Aerobne mezofilne bakterije 5 2 m=10%cfu/g; M=10°cfu/g
Salmonella spp. 5 0 M=0 cfu/25g
Enterobacteriaceae 5 2 m=10?cfu/g; M=10%cfu/g
Sulfitreducirajule klostridije 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g

n - broj elementarnih jedinica uzorka koji line uzorak, ¢ - broj jedinica uzorka, gdje se broj
bakterija moge nalaziti izmelu “m" i “M", m - granilna vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavajulim, M - granilna dopugtena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju
nezadovoljavajulim

Uzorci zamrznutih gparoga ne zadovoljavaju s obzirom na prisutnost aerobnih
mezofilnih bakterija (Tablice 5 i 6), buduli da je od 10 analiziranih jedinica, lak 2
iznad propisanih fiMo granilnih vrijednosti (po jedna u svakom uzorku), a osim toga
7 ostalih uzoraka je izmelu granilnih vrijednosti imo i iMo. Prema Vodilu za
mikrobiologke kriterije za hranu (2011), ukoliko je samo 1 vrijednost (od propisanih
5 koji line uzorak) iznad fiM0, uzorak se smatra nezadovoljavajulim. TakoLer su svi
uzorci zamrznutih gparoga nezadovoljavajuli s obzirom na prisutnost enterobakterija,
buduli da je lak 9 analiziranih jedinica imalo vrijednosti iznad granilnog fiMo
(Tablice 5 i 6). Salmonela vrste nisu nal’ene niti u jednom uzorku, dok su rezultati za
sulfitoreducirajule klostridije u skladu s propisanim granilnim vrijednostima
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(Tablice 5 i 6). 1z svega navedenog, vidljivo je da proces zamrzavanja uzoraka nije
adekvatno proveden, odnosno izostanak pripreme uzoraka koja ukljuluje pranje i
blangiranje je rezultirao neispravnim uzorcima u pogledu mikrobiologke ispravnosti.

Tablica 7. Nutritivna vrijednost zamrznutih i mariniranih uzoraka gparoga
Table 7. Nutritional values of frozen and marinated asparagus

Vrijednosti za zamrznute gparoge izragene na Vrijednosti za marinirane gparoge izragene na
100 g namirnice 100 g namirnice
Energetska vrijednost 321’38k|g?|/ Energetska vrijednost 301‘26k|53“/
m (vode)/g 91,3 m (vode)/g 92,19
m (masti)/g 0,3 m (masti)/g 0,37
m (bjelanlevina)/g 3,75 m (bjelanlevina)/g 2,75
m (ugljikohidrata)/g 3,8 m (ugljikohidrata)/g 39
od kojih geleri: 1,49 od kojih geleri: 2,13
m (pepela)/g 0,85 m (pepela)/g 0,77
m (soli)/g 0,04 m (soli)/g 0,52

Gparoga je blago kisela hrana bogata proteinima i vlaknima, ali s malim udjelom
kalorija i ugljikohidrata (Hartmann, 2007). Vrijednosti prikazane u tablici 7 u
sukladnosti su s vrijednostima prikazanima u literaturi (Hartmann, 2007; Palfi et al.,
2014). Udio masti, bjelanlevina, ugljikohidrata, pepela i soli prikazan u tablici 7,
podrazumijeva udjele u 100 g gparoge koja sadrgava i vodu u sebi. Hartmann (2007)
takoLer navodi kako gparoge sadrge mali udio natrijevog klorida, melutim u slulaju
marinirane gparoge udio soli je znatno veli zbog mariniranja u slano kiselom naljevu
(Tablica 7). Peng et al. (2017) navode kako termilka pasterizacija uzrokuje promjene
u teksturi, ali i brojnim nutrijetima porijeklom iz povrla, vitaminima, fenolnim
spojevima, a u nekim slulajevima i ugljikohidratima. Pasterizacija u ovom slulaju
nije utjecala na udio ugljikohidrata, no pasterizirane gparoge imaju negto manji udio
proteina od zamrznutih kao posljedica denaturacije uslijed povigene temperature.

Zakljulci

Primjena jednostavnih i dostupnih metoda konzerviranja povrla za obiteljska
poljoprivredna gospodarstva pogeljna je u svrhu oluvanja plodova koji se ne mogu
plasirati na trgigte u vrijeme sezone berbe plodova. Zamrzavanje i pasterizacija u slano
kiselom naljevu su primjeri jednostavnih i lako primijenjivih metoda koje
gospodarstva mogu implementirati bez posebnih ulaganja u opremu. Ipak, nedostatak
vremena i radne snage ne smije rezultirati neadekvatnom pripremom povrla, uz
izostanak pranja i blangiranja, buduli da dovodi do mikrobiologki, odnosno
zdravstveno neispravnih proizvoda koji se u krajnjem slulaju ne mogu plasirati na
trgigte.
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Summary

Green asparagus is most often sold fresh with the application of cold preservation. However, the
relatively short harvest season, which only lasts up to two months in the third year of cultivation,
imposes the need for other conservation methods. In this work, green asparagus of the variety
Asparagus argenteuil were preserved by pasteurization in a salty-acidic infusion (10 samples) and by
freezing (10 samples). After six months of storage, the following microbiological parameters were
tested: Enterobacteriaceae, coagulase-positive staphylococci/Staphylococcus aureus, sulfite-reducing
clostridia, Salmonella, Listeria monocytogenes, aerobic mesophilic bacteria, yeasts and molds. The
following chemical parameters were also determined: the proportion of water, fat, carbohydrates,
proteins, ash, sugar and salt. Asparagus samples that were not blanched before freezing did not meet
the microbiological criteria for green asparagus, indicating the necessity of proper preparation before
freezing, while all pasteurized samples had satisfactory microbiological parameters. Both
conservation procedures caused minimal changes in the chemical composition compared to fresh
green asparagus, with slightly lower protein values in marinated asparagus due to denaturation due to
heat treatment.

Keywords: green asparagus, freezing, pasteurization, nutritional value, microbiological analysis
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Sagetak

Travarica je jako alkoholno pile koje u Hrvatskoj ima dugu tradiciju proizvodnje, posebice na
podrulju Dalmacije, Istre i otoka. Pripada skupini specijalnih rakija te se proizvodi
aromatiziranjem vinskog destilata, komovice, lozovale ili volnih rakija odabranim
aromatilnim biljem ili njihovim maceratima. U ovom radu analiziran je aromatilni profil
rakija travarica kupljenih na trgigtu Republike Hrvatske. Hlapljivi spojevi izolirani su pomolu
mikroekstrakcije vrgnih para na krutoj fazi (HS-SPME) korigtenjem (CAR/PDMS) i
(DVB/CAR/PDMS) vlakana, te analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-masena
spektrometrija (GC-MS). Identificirani hlapljivi spojevi pripadaju sljedelim skupinama
spojeva: esteri, alkoholi, ketoni, ugljikovodici, fenoli i eteri. Melu hlapljivim spojevima
dominantni su bili esteri, a najzastupljeniji spoj u svim uzorcima bio je etil-dekanoat koji je
karakteriziran volnim aromama. Dobiveni rezultati ukazali su na postojanje razlika u
aromatilnom profilu rakija travarica, gto je bilo i olekivano obzirom da svaki proizvolal ima
svoju recepturu i specifilnost u tehnologkom procesu proizvodnje.

Kljulne rijeli: hlapljivi spojevi, rakija travarica, HS-SPME/GC-MS
Uvod

Jaka alkoholna pila (JAP) su pila namijenjena za ljudsku potrognju, imaju posebna
senzorska svojstva i sadrge minimalno 15 % vol. alkohola. Proizvode se direktno,
destilacijom prevrelih sirovina poljoprivrednog podrijetla koje sadrge geler ili
maceracijom aromatilnog bilja i/ili volnih plodova u etilnom alkoholu (Pravilnik o
jakim alkoholnim pilima, NN 61/09).

Prema porijeklu sirovine i nalinu proizvodnije jaka alkoholna pila se dijele na: rakije,
rakije po posebnim postupcima, jaka alkoholna pila po posebnim postupcima, likere
i mijegana jaka alkoholna pila (Lulil, 1986). Rakije su alkoholna pila vrlo popularna
na nagim prostorima i lesto ukazuju na prepoznatljivost pojedinih regija (Slika 1).
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Slika 1. Podjela rakija
Figure 1. Classification of brandies

Kad je rijel o volnim rakijama, najlegle vole koje se koristi za njihovu proizvodnju
su gljive, krugke, dunje, vignje i jabuke. Uz navedeno, visoki udio u proizvodniji rakija
imaju rakije od grogl’a mel'u kojima su uglavnom prisutna dva tipa: lozovala koja se
dobiva fermentacijom groglanog masulja i komovica proizvedena iz komine grogla
nakon proizvodnje vina (Stamenkovil i Stojanovil, 2020). Vrlo lesto proizvolali u
ova dva tipa rakija dodaju razlilito ljekovito i aromatilno bilje, vole, med i druge
dodatke. Tako su na prostorima Hrvatske poznate i vrlo cijenjene specijalne rakije
travarice koje se proizvode maceriranjem raznog aromatilnog bilja u baznom
alkoholu tj. rakiji, a najlegle se koriste rakije od grogla poput vinskog destilata,
lozovale ili komovice.

Za proizvodnju travarice najlegle se koriste rakije od grogla, razliliti macerati,
perkolati, infuzije i drugi oblici ekstrakata ljekovitih biljaka. U proizvodnji travarice
mogu se Koristiti i volne rakije. Boja rakije dolazi od obojenih tvari iz biljaka koje se
izdvajaju maceracijom u otopini alkohola (Muijil, 2010). Za maceraciju se mogu
upotrijebiti cijele biljke ili pojedini dijelovi biljke kao gto su listovi, plodovi, kora,
stabljika, cvjetovi ili korijen. Biljke koje se najlegle koriste za proizvodnju travarice
su: pelin, anis, komoral, borovica, kadulja, vrisak, divlji rugmarin, smokva, smrika,
smilje, metvica, srlanik, anlelika i mnoge druge (Pavlovil, 2019). Svaki proizvolal
ima svoju specifilnost u odabiru aromatilnog bilja za izradu macerata pri proizvodnji
rakija travarica, no svima je zajednilko da koriste biljne vrste koje su karakteristilne
za goransko-mediteransko podneblje (Mihaljevil Gulj, 2019).
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Materijali i metode

Materijal za potrebe istragivanja u ovom radu su rakije travarice, letiri uzorka
oznalena U1 T U4, kupljene na maloprodajnom trgigtu u Republici Hrvatskoj.

Izolacija hlapljivih spojeva mikroekstrakcijom vrgnih para na krutoj fazi

Hlapljivi spojevi izolirani su pomolu mikroekstrakcije vrgnih para na lvrstoj fazi (HS-
SPME) pri lemu su korigtena dva vlakna: vlakno s ovojnicom
karboksen/polidimetilsiloksan ~ (CAR/PDMS) i  vlakno s  ovojnicom
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS), oba duljine 5 cm.
Prije upotrebe vlakna su aktivirana kondicioniranjem u skladu s uputama proizvolala
(Supelco Co., SAD), nakon lega su korigtena za izolaciju vrgnih para uzoraka.
Postupak: 5 mL uzorka stavljeno je u staklenu vialicu od 15 mL. Vialica je hermetilki
zatvorena PTFE/silikon septom te postavljena u vodenu kupelj pri 60 AC, a sadrgaj je
mijegan pomolu magnetske mijegalice (Heidolph MR Hei-Standard, Njemalka) pri
1000 o/min.

Nakon kondicioniranja uzorka (15 min) SPME igla je postavljena u vialicu s uzorkom
te je provodena ekstrakcija vrgnih para u vremenu od 40 min. Nakon uzorkovanja
SPME vlakno je vraleno u iglu, izvuleno iz vialice i odmah postavljeno u GC injektor
(250 AC, 7 min) gdje je doglo do toplinske desorpcije ekstrahiranih spojeva izravno u
GC kolonu.

Analiza hlapljivih spojeva T Plinska kromatografija-spektrometrija masa

Analiza hlapljivih spojeva rakija travarica provedena je vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) proizvolala Agilent Technologies,
SAD (plinski kromatograf model 7829A i maseni spektrometar model 5977E),
spojenim na ralunalo. Temperatura injektora u splitless modu bila je 250 AC, a vrijeme
desorpcije hlapljivih spojeva 7 minuta. Separacija hlapljivih spojeva izvedena je na
HP-5MS nepolarnoj koloni (duljine 30 m, promjera 0,25 mm i debljine sloja
stacionarne faze 0,25 Om) sa sljedelim temperaturnim programom: 2 minute
izotermno pri 70 AC, zatim od 70 AC do 200 AC s porastom od 3 AC/min. Ukupno
vrijeme trajanja programa je bilo 60 min. Uvjeti rada MS: elektronska ionizacija 70
eV, temperatura MS Quada 150 AC, temperatura ionskog izvora 230 AC. Identifikacija
hlapljivih spojeva provedena je na temelju njihovih retencijskih vremena (RT) i
usporedbom masenih spektara tih spojeva s masenim spektrima iz komercijalnih
biblioteka masenih spektara (Wiley 09 i NIST17) i/ili usporedbom s masenim
spektrima iz literature.
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Rezultati i rasprava

Rezultati ispitivanja hlapljivih spojeva rakija travarica prikazani su kao srednja
vrijednost ukupne povrgine pikova tri ponavljanja. Udio svakog spoja u uzorku (%)
predstavlja udio povrgine pika toga spoja u ukupnoj povrgini svih pikova. Spojevi su
poredani po redoslijedu eluiranja (retencijsko vrijeme) s kolone HP-5MS (Tablica 1).
Prema dobivenim rezultatima identificirani hlapljivi spojevi mogu se svrstati u
sljedele skupine spojeva: esteri, alkoholi, ketoni, ugljikovodici, fenoli i eteri. Upravo
ovi spojevi doprinose aromi, a time i kvaliteti alkoholnih pila (Railevil i sur., 2022).
Iz tablice 1 je vidljivo kako su melu identificiranim spojevima esteri
najzastupljenija skupina te znalajno utjelu na aromu jakih alkoholnih pila. Melu
esterima istilu se etilni esteri masnih kiselina kao gto su etil-heksanoat, etil-oktanoat
i etil-dekanoat koji nastaju tijekom fermentacije (Lonlaril i sur., 2022) i kasnije
tijekom dozrijevanja alkoholnih pila (Zhao i sur., 2009). Etil-dekanoat prisutan je u
najvelem relativnom udjelu te je identificiran u svim ispitanim uzorcima
korigtenjem obaju vlakana. Slilne rezultate s obzirom na sadrgaj estera dobili su i
Matijagevil i sur. (2019) te Railevil i sur. (2022) koji su istragivali sastav
aromatilnih tvari rakije lozovale proizvedene od razlilitih sorti grogla. Etilni esteri
doprinose aromi destiliranih alkoholnih pila i spadaju u skupinu sekundarnih
(fermentacijskih) aroma. Odlikuju se izragenim volnim i cvjetnim aromama, a
njihov se sadrgaj u alkoholnim pilima dozrijevanjem i odlegavanjem uglavnom
povelava (Tegevil i sur., 2005). Slilno potvrluju i rezultati istragivanja
aromatilnog profila vinskih destilata sorti Syrah i Cabernet Sauvignon Lonlarila i
sur. (2022). Etil-oktanoat i etil-dekanoat smatraju se najvelim doprinositeljima
arome jakih alkoholnih pila. Uz navedene estere, etil-heksanoat lini aktivnu
komponentu arome u destilatima marelice i jabuke (Pavlowl 2020). Od ostalih
estera izdvaja se etil-dodekanoat koji je nositelj Asvjegihfi volnih mirisa, a najlegle
ga se povezuje s mirisom krugke (Railevil i sur., 2022). U skupini alkohola
najzastupljeniji u svim uzorcima bio je izoamilni alkohol. Taj alkohol vjerojatno
potjele iz vinskog destilata tijekom procesa fermentacije, jto pokazuju i rezultati
koje su dobili Zhao i sur. (2009) te Lonlaril i sur. (2022) koji su istragivali
aromatilni profil vinskih destilata. U uzorcima 1 i 4 utvrLena je prisutnost heksan-
1-ola. Prema literaturi, C6 alkoholi uglavnom potjelu iz predfermentativnih procesa
tijekom proizvodnje vina i znalajne koliline ovih spojeva se ekstrahiraju iz
pokogice grogla tijekom maceracije. U alkoholnim pilima heksan-1-ol se povezuje
s zelenim i travnatim aromama (Matijagevil i sur., 2019) i smatra se tipilnim
indikatorom svjege destiliranih destilata (Tian i sur., 2022). Mentol i timol (fenol)
identificirani su samo u uzorku 1. Obzirom da navedeni spojevi nisu identificirani u
listim vinskim destilatima (Rodr2guez-Solana i sur., 2016), moge se zakljuliti da su
menta i timijan sastavni dio biljnog materijala za maceraciju jer su ti spojevi upravo
za njih karakteristilni. Linalol je identificiran samo u uzorku 1, a prema Rodr?guez-
Solana i sur. (2016) karakteristilan je za biljku korijandar i koru naranle.
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Tablica 1. Hlapljivi aromatilni spojevi rakija Travarica
Table 1. Volatile aromatic compounds identified in Travarica brandies

Udio (%) Udio (%)
RI Sastojak (DVB/CAR/PDMS vlakno) (CAR/PDMS vlakno)
Ul U2 U3 U4 Ul U2 U3 U4
612 Etil-acetat 2,85 4,36 - - 5,02 4,69 - -
622 2-Metilpropan-1-ol 0,52 0,92 - - 151 1,62 - -
714 Etil-propanoat 0,13 - - - 0,20 - - -
725 Dietil-acetal 0,15 0,63 0,59 1,09 0,83 0,57 0,69 1,66
730 I1zoamil-alkohol 5,53 14,37 9,07 23,74 14,84 10,17 7,29 31,79
802 Etil-butanoat 0,21 - - - 0,24 - - -
867 Heksan-1-ol 0,12 - - 1,12 - - - 1,53
876 1zoamil-acetat 0,22 - - 0,78 0,24 - - 0,86
947 1-Butoksipropan-2-ol - 8,58 - - - - - -
996 Etil-heksanoat 0,76 - 0,28 0,85 0,7 - - 0,91
1031 p-Cimen 0,35 - - - - - - -
1035 Limonen 0,71 - 0,31 - 0,53 - - -
1039 1,8-Cineol 0,22 0,61 0,35 - - 0,64 - -
1058 Dihidromircenol - 1,46 - - - - - -
1097 3,7-dimetiloktan-3-ol - 0,51 - - - - - -
1103 Linalol 0,34 - - - - - - -
1105 U-Tujon - 0,73 0,79 0,80 - - 0,92 -
1105 b-Tujon 0,26 - 0,81 0,72 - 1,19 0,91 -
1160 p-Menton 0,37 - 0,54 - - - 0,57 -
1181 Mentol 0,54 - - - - - - -
1182 Terpinen-4-ol 0,34 - - - - - - -
1191 Dietil-sukcinat 0,21 - - - - - - -
1196 Etil-oktanoat 10,66 5,22 717 8,13 9,81 3,51 8,45 7,09
1203 Estragol - 5,11 14,1 8,24 - 6,15 9,36 4,93
1232 b-Citronelol - 11,43 - - - - - -
1256 Feniletil-acetat 0,33 - - - - - - -
1271 Ciklooktan - 0,69 - - - - - -
1283 trans-Anetol 8,95 5,22 - 20,98 3,18 3,92 - 17,58
1297 Timol 1,01 - - - - - -
1397 Etil-dekanoat 41,29 22,24 50,21 26,68 39,31 49,73 56,06 26,47
1422 trans-b-Kariofilen 0,32 - - - - - - -
1450 3-metilbutil-oktanoat 0,39 - 0,34 - - - - -
1456 U-Humulen 0,36 - - - - - - -
1473 Ciklododekan - 2,35 - - - - - -
1526 U-Kadinen 0,53 - - - 0,73 - - -
1597 Etil-dodekanoat 16,07 15,50 12,61 5,99 18,38 15,91 13,81 6,39
1641 1zoamil-dekanoat 0,52 - - - 0,74 - - -
1793 Etil-tetradekanoat 1,00 - 0,47 - 1,53 - - -
1993 Etil-heksadekanoat 0,63 - 0,45 - 1,16 0,92 - -
Broj sastojaka 31 17 15 12 17 12 9 10
Ukupno identificirano 95,89 99,93 98,09 99,12 98,95 99,02 98,06 99,21

RI T retencijski indeks; U1-U4 T uzorci rakija travarica razlilitih proizvolala; fiTo nije detektiran.
RI T retention index; U1-U4 T Travarica brandies samples of different producers; fiTo not detected.

Melu ketonima identificiranim u rakijama travaricama vrijedi istaknuti U- i b-tujon
koji su prisutni u eterilnim uljima gorkog pelina (Artemisia absinthium L.) i ljekovite
kadulje (Salvia officinalis L.) (Leril, 2015). Obzirom da su ove dvije biljne vrste
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nezaobilazan sastojak rakija travarica, bilo je za olekivati da Te se u njima
identificirati spomenuti spojevi. U skupini etera znalajno mjesto pripada trans-
anetolu koji je identificiran u tri uzorka (uzorci 1, 2 i 4) te estragolu (p-alilanisol) koji
je takoler identificiran u tri uzorka (uzorci 2, 3 i 4). Anetol je redoviti sastojak
eterilnih ulja biljaka anisa i komorala (Damjanovil Vratnica i sur., 2005), a odlikuje
se izragenom slatkastom aromom. Estragol je karakteristilan za eterilno ulje klinlila
gto upuluje na upotrebu ovog biljnog materijala u smjesi bilja za maceraciju
(Pavlovil', 2020). Dietil-acetal ili, krale, acetal (1,1-dietoksietan) je takoler eter, a
identificiran je u svim ispitanim uzorcima korigtenjem obaju vlakana. 1,8-Cineol, kao
predstavnik cikloetera, identificiran je u tri od letiri ispitana uzorka (osim u uzorku
4), a nalazi se u eterilnim uljima mnogih biljnih vrsta poput kadulje, pelina i
eukaliptusa (Davis, 2010). U skupini ugljikovodika vrijedno je istaknuti limonen Kkoji
je karakteristilan sastojak biljnih vrsta iz rodova Artemisia, Mentha i Pinus (Erasto i
Viljoen, 2008), jto upuluje na korigtenje pelina i mente u smjesi biljnog materijala za
pripravu travarica.

Zakljulci

Na temelju rezultata istragivanja utvrleno je kako glavni hlapljivi spojevi uzoraka
rakija travarica pripadaju sljedelim skupinama spojeva: esteri, alkoholi, ketoni,
ugljikovodici, fenoli i eteri. MeLu hlapljivim spojevima dominantni su bili esteri, i to
etilni esteri masnih kiselina. Najzastupljeniji spoj u svim uzorcima bio je etil-dekanoat
koji je karakteriziran volnim aromama. Od ostalih identificiranih hlapljivih spojeva
istilu se U- i b-tujon, p-menton, trans-anetol i estragol koji ukazuju na upotrebu
aromatilnog bilja poput anisa, kadulje, pelina, mente i ostalih vrsta u proizvodnji ovih
rakija. UtvrLene razlike u aromatilnim profilima ispitanih uzoraka rakija travarica
upuluju na zakljulak kako svaki proizvolal ima svojstvenu recepturu kao i
specifilnost u tehnologkom procesu proizvodnje.
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Summary

Travarica is a strong alcoholic beverage that has a long tradition of production in Croatia,
especially in Dalmatia, Istria and the islands. It belongs to the group of special brandies and is
produced by flavoring grape brandies or fruit brandies with selected aromatic herbs or their
macerates. In this paper, the aromatic profile of four Travarica brandies purchased on the
domestic market was analyzed. Volatile compounds were isolated by solid phase
microextraction (HS-SPME) using CAR/PDMS and DVB/CAR/PDMS fibers, and analyzed
by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The identified volatile
compounds belong to the following chemical groups: esters, alcohols, ketones, hydrocarbons,
phenols and ethers. Among the volatile compounds, esters were predominant. The most
abundant compound in all samples was ethyl decanoate, which is characterized by fruity
aromas. The obtained results indicated the existence of differences in the aromatic profile of
Travarica brandies, which was expected considering that each manufacturer has its own recipe
and specificity in the technological production process.

Keywords: volatile compounds, Travarica brandy, HS-SPME/GC-MS
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Sagetak

Svijegi sir je visoko vrijedna namirnica. Potrodali u Republici Hrvatskoj ga relativno lesto
konzumiraju u svjegem stanju. U ovom radu je analizirano pet uzoraka svjegih sireva razlilitih
proizvolala. Uzorci su kupljeni u jednom trgovalkom centru. Cilj istragivanja je bio utvrditi
kakvolu svjegih sireva na trgigtu, te ju usporediti sa zakonskom regulativom. Uzorci sireva su
analizirani na kiselost, udio vode, udio masti, senzorska svojstva, Salmonella spp. Escherichia
coli, Koagulaza pozitivni stafilokoke, Listeria monocytogenes, te kvasce i plijesni. Rezultati
istragivanja su pokazali da su svi analizirani uzorci sireva bili u skladu s mikrobiologkim
kriterijima i zahtijevima za fizikalno T kemijskim parametrima kakvole. Prilikom senzorskog
ocjenjivanja dobili su razlilite ocjene. Upravo njihova senzorska svojstva biti Te presudna pri
odabiru pojedinog sira za konzumaciju. S obzirom da su sjvegi sirevi lakao pokvarljiva
namirnica specifilnih senzorskih svojstava, njihova proizvodnja je vrlo zahtijevan tehnologki
proces u kom se moraju strogo pogtivati pravila dobre proizvolalke i higijenske prakse.

Kljulne rijeli: svjegi sir, fizikalno kemijski parametri, mikrobiologka kvaliteta, senzorska
svojstva

Uvod

Mlijeko je biologka tekulina vrlo slogenog kemijskog sastava koju izluluje mlijelna
glijezda genki sisavaca odrel’eno vrijeme nakon poroda, guikasto - bijele je boje,
karakteristilnog okusa i mirisa (Kalit, 2015). Standardizacija mlijeka je postupak
naravnavanja sastojaka mlijeka u proizvodnji sireva kako bi se odnos izmelu kazeina
i masti u mlijeku za sirenje doveo u optimalni odnos u omjeru 0,7 : 1, odnosno ukupnih
proteina naspram masti u omjeru 0,9 : 1 (Miletil, 1994). Prema Pravilniku o sirevima
i proizvodima od sireva (NN 141/2013), sirevi su svjegi proizvodi ili proizvodi s
razlilitim stupnjem zrelosti koji se proizvode odvajanjem sirutke nakon koagulacije
mlijeka (kravljeg, ovljeg, kozjeg, bivoljeg mlijeka i/ili njihovih mjegavina), obranog
ili djelomilno obranog mlijeka, vrhnja, sirutke, ili kombinacijom navedenih sirovina.
Bit proizvodnje sira je sirenje ili gruganje mlijeka odnosho provedba koagulacije
proteina (sirutke ili stepke) i oblikovanje sirnoga gruga u sirno zrno uz izdvajanje
nastale sirutke i eventualno soljenje sira nakon lega se dobiva svjegi ili nezreli sir
(Tratinik, 1998). Uslijed homogenizacije mlijeka za proizvodnju svjegeg sira, dolazi
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do niza fizikalno - kemijskih promjena u mlijeku kao gto su: intenzivnija bijela boja,
vela viskoznost, lakga probavljivost, vela povrginska napetost, smanjuje se ledigte
mlijeka, smanjuju se sposobnosti gruganja kazeina i stabilnost proteina, te je povelana
mogulnost djelovanja lipolize (Tratinik i Boganil, 2012). pasterizaciju mlijeka prije
prerade sira preporuluje se ili je zahtjev zakonske regulative mnogih zemlja, jer se
time gtiti zdravlje potrogala, te se dobiva siguran proizvod ujednalene kvalitete.
Melutim, time se unigtavaju prirodno sadrgani mikrorganizmi, te djelomilno ili
potpuno inaktiviraju autohtoni enzimi koji doprinose specifilnom okusu sira (Lau i
sur., 1991; Mc Sweeney i sur., 1993; Ortigosa i sur., 2001; Fernandez-Garcia, 2002).
Svjegi sirevi pripadaju kategoriji mekih nezrelih sireva. Sadrge visokovrijedne
bjelanlevine, lako su probavljivi, imaju nizak udio masti, nemaju dodanih soli, imaju
nisku energetsku vrijednost, cjenovno su prihvatljivi i odmah spremni za konzumaciju
(Baruklil i sur. 2020). Tipilan svjegi sir karakteristilnog je srednje kiselog,
osvjegavajuleg okusa, bijele je boje i konzistencije koja se clistaé. pH vrijednost
svjegeg sira iznosi oko 4,8 te je blizu izoelektrilne tolke kazeina, gto konalnom
proizvodu daje prepoznatljivu kiselost koja se odragava ne samo u okusu, vel i u
mirisu (Cindril, 1997). Nedostatak svjegih sireva je kratak rok trajanja i potreba
luvanja na niskim temperaturama (0 T 8 C). Njihovo kvarenje uzrokuju
mikroorganizmi kojima pogoduje niska pH vrijednost svjegeg sira (> 5) i visok
aktivitet vode (aw= 0,95 T 0,97) (Dermiki i sur., 2008). Mikrobiologko kvarenje sira
izazivaju najlegle kvasci uz prisustvo kisika (Ledenbach i Marshall, 2009). S obzirom
da svjegi sir nema dodanih soli, kvarenje mogu izazvati i patogene bakterije poput
koagulaza pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus) ili gramnegativne
psihotrofne bakterije (Enterobacteriaceae) (Samardgija i sur., 2012).

Materijali i metode
Priprema uzoraka

U svrhu provedbe ovog istragivanja kupljeno je pet uzoraka svjegeg posnog sira i
luvano na trpmeraturi 4 AC, te su drugi dan zapoleteti svi analitilki postupci i
provedena senzorska analiza. Svi uzorci su bili u roku trajanja (upotrijebiti do). Uzorci
sira su bili razlilitih proizvolala. Svi uzorci laboratorijski su analizirani na osnovne
parametre kvalitete: udio vode, udio mlijelne masti i kiselost (pH i ASH),
mikrobiologke parametre: Salmonella spp., Enterobacteriaceae, Koagulaza pozitivni
stafilokoki, Kvasci i plijesni, Listeria monocytogenes i senzorske parametre.

Kemijska analiza
Kiselost sira odrel’ena je pH metrom Metler Toledo, prema postupku koji su opisali

Boganil i sur. (2010) (titracijska kiselost prema AOAC standardnoj metodi (2007)),
prema kojoj se mijega sir s vodom temp. 40 C i homogenizira, te alikvot titrira s 0,1M

173



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRYO
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Prehrambena tehnologija i biotehnologija/Food technology and biotechnology
Zbornik radova / Proceedings

NaOH uz fenolftalein kao indikator (AOAC Metoda 92.124; 2007). Ukupan udio vode
odrelen je sugenjem uzorka na 105 N 2 C do postizanja konstantne mase (ISO
5534:2004). Mlijelna mast odrel’ena je butirometrijskom metodom prema Gerberu
(1SO 3432:2008).

Mikrobiologka analiza

Uzorci svjegeg sira su analizirani na pojedine mikroorganizme prema preporulenim i
obveznim mikrobiologkim parametrima prema Vodilu za mikrobiologke kriterije za
hranu (2011) i Zakonu o higijeni hrane i mikrobiologkim kriterijima za hranu (NN
83/22) (Tablica 1). TakoLer, prema navedenoj zakonskoj regulativi izralen je plan
uzorkovanja (Tablica 2).

Tablica 1. Analizirani mikroorganizmi i metode mikrobiologke analize
Table 1. Methods for mycrobiological analysis

Mikroorganizam Metoda
Salmonella spp. HRN EN ISO 6579-1:2017
Escherichia coli HRN ISO 21528-2:2017

Koagulaza pozitivni stafilokoki/ Staphylococcus aureus | HRN EN ISO 6888-1:2004
HRN ISO 21527-1:2012
HRN ISO 21527-2:2012
Listeria monocytogenes HRN EN ISO 11290-2:2017

Kvasci i plijesni

Tablica 2. Plan uzorkovanja i kriteriji za meke (svjegi) sirevi od pasteriziranog mlijeka (Vodil
za mikrobiologke kriterije za hranu, 2011)

Table 2. Sampling plan and criteria for soft (fresh) cheeses made from pasteurized milk
(Guidance for microbiological criteria for food, 2011)

Preporuleni parametar Plan uzorkovanja Kriteriji
n c

Salmonella spp. 5 0 n.n.u25g
Escherichia coli 5 2 m=10 cfu/g; M=10?cfu/g
Koagulaza pozitivni stafilokoki 5 2 m=10 cfulg; M=10%cfulg
Staphylococcus aureus
Kvasci 5 1 m=10%cfu/g; M=103cfu/g
Plijesni 5 1 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g

Listeria monocytogenes 5 0 M=0 cfu/25g

n - broj elementarnih jedinica uzorka koji line uzorak, c - broj jedinica uzorka, gdje se broj
bakterija moge nalaziti izmelu "m" i "M", m - granilna vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavajulim, M - granilna dopugtena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju
nezadovoljavajulim; n.n.- nije nal’eno
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Senzorska analiza

Senzorsko ocjenjivanje sira provela je skupina od pet panelista koristeli metodu 1SO 22935-
2 2009 (Hershlet i sur., 2005), prema kojoj se koristi sustav bodovanja. Za svako svojstvo
raluna se srednja ocjena koja se zatim mnogi s faktorom znalajnosti prethodno utvrLenim
za to svojstvo i tako se dobiju ponderirani bodovi. Zbroj svih bodova pomnogenih s
odgovarajulim faktorom uzima se kao konalna ocjena senzorske analize, a maksimalan broj
bodova koje neki uzorak moge dobiti iznosi 20. I1zralunavanjem ukupnih bodova dobiva se
kategorija kakvole sira (Tablica 3) (Boganil i sur., 2010).

Tablica 3. Kategorije kakvole prema rasponu ponderiranih bodova (Boganil i sur., 2010)
Table 3. Quality categories according to the range of weighted points (Boganil et al., 2010)

Kategorija kakvole | Raspon ponderiranih bodova
Izvrsna 17,6 do 20
Dobra 15,2do 17,5
Osrednja 13,2 do 15,1
Prihvatljiva 11,2 do 13,1
Neprihvatljiva manje od 11,2

Rezultati i rasprava

Prema Pravilniku o sirevima i proizvodima od sireva (NN 141/13), a s obzirom na
udio vode u bezmasnoj tvari sira, vrijednost udjela vode za svjegi sir iznosi u rasponu
od 69 - 85 %. Iz dobivenih rezultata (Tablica 4), vidljivo je da prikazane vrijednosti
za udio vode odgovaraju vrijednostima za svjegi sir koje propisuje Pravilnik, a iznose
u rasponu od 79 - 83 %. S obzirom na visok udio vode u svjegem siru, za olekivati je
da Te biti podlogniji mikrobiologkom kvarenju (Cermiki i sur., 2008).

Tablica 4. Rezultati kemijske analize svjegih sireva
Table 4. Results of chemical analysis of soft (fresh) cheeses

Broj uzorka | Udio vode (%) | Kiselost (ASH) | pH | Udio masti (%)
1 79 7,5 4,5 1,5
2 82 8,0 4,8 14
3 83 8,2 4,9 0,5
4 81,3 7,9 4,8 1,9
5 81,5 7,8 4,9 2,0

pH vrijendost proulavanih uzoraka kretala se u rasponu od 4,5 do 4,9 dok su razlike
u titracijskoj kiselosti bile negto vele i to u rasponu izmelu 7,5 do 8,2 ASH. U
istragivanju koje su proveli Lante i sur. (2006) pH talijanskih svjegih sireva Crescenza
i Squacquerone iznosio je 5,05-5,21, a sirevi proizvedeni u ovom istragivanju bili su
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negto kiseliji. Kiselost sira utjele na nastajanje karakteristilne arome, a niske pH
vrijednosti djeluju inhibitorno na rast mikroorganizama ili usporavaju njihov rast
(Babil, 2009). U skladu s navedenom tvrdnjom iz rezultata istragivanja
(Tablice 4 i 5) vidljivo je da su uzorci koji su imali nigu pH vrijednost imali i bolje
rezultate mikrobilogke analize. Specifilan okus kiselosti svjegeg sira je pogeljno
senzorsko svojstvo. Sama kiselost se tijekom vremena skladigtenja sira povelava.
Kontrolom ovog parametra ujedno se i kontrolira starost sira i uvijeti skladigtenja.
Rezultat vele titracijske kiselosti je najlegle i rezultat veleg udjela proteina, fosfata i
kalcija u mlijeku gto ne utjele na smanjenje pH vrijednosti mlijeka (Babil, 2009).
Rezltati istragivanja (Tablica 4) pokazuju da je uzorak 3 imao velu vrijednost za
kiselos izregenu u ASH, a nigu pH vrijednost u odnosu na ostale uzorke. TakoLer, imao
je i najnigi udio mlijelne masti i vode. Proulavani kemijski parametri upuluju na
pretpostavku da je u navedenom uzorku u odnosu na ostale uzorke veli udio proteina
gto je rezultirao smanjenjem pH vrijednosti. Uzorak br. 1 koji je imao najnigi udio
vode, najnigu niselost i najbolje rezultate mikrobiologke analize dobio je i najbolje
ocjene prilikom senzorskog ocjenjivanja. Starter kulture koje se koriste u proizvodnji
sira uvjetuju niz biokemijskih procesa koje pogoduju razvoju pogeljnog okusa sira
(Smit i sur., 2005).

Tablica 5. Rezultati mikrobiologke analize svjegih sireva
Table 5. Results of microbiological analysis of soft (fresh) cheeses

SS EC KPS K P LM
(cfu/25 g) | (cfu/25qg) | (cfu/25g) | (cfu/25g) | (cfu/259) | (cfu/25g)
Broj uzorka n.n. m M m M m M m M M
1 n.n. 5 0 5 0 5 0 5 0 0
2 n.n. 4 1 5 0 5 0 5 0 0
3 n.n. 3 0 4 1 4 1 5 0 0
4 n.n. 5 0 4 1 5 0 5 0 0
5 n.n. 4 1 3 2 4 1 5 0 0

n.n. T nije naleno; SS T Salmonella spp.; EC T Escherichia coli; KPS - koagulaza pozitivni stafilokoki;
K - kvasci; P T plijesni; LM - Listeria monocytogene

Tablica 6. Rezultati senzorske analize svjegih sireva
Table 6. Results of sensory analysis of soft (fresh) cheeses

Senzorsko svojstvo (ponderirani bodovi)
Broj Opli izgled Boja Miris Konzistencija Okus Ukupno
uzorka (€)) 2 (3 4 (10) (20)

1 1 2 3 4 10 20

2 1 2 2,88 4 9 18,88
3 0,95 1 2,88 3,80 9 17,63
4 0,95 1 3 4 10 18,95
5 1 2 2,88 3,80 8 17,68
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Prema isragivanjima Havranek i sur. (2014) udio masti utjele na aromu i konzistenciju
sira. TakoLer, navode da mast u siru otapa spojeve nastale hidrolitilkom razgradnjom
masti i proteina te sprjelava nastajanje i stezanje lvrstoga proteinskoga 57 gumenog
matriksa, koji lini kontinuiranu fazu sira, a koji bi bez mlijelne masti u svojoj strukturi
bio izrazito gumaste konzistencije. Rezltati istragivanja su u skladu s navedenim
tvrdnjama s izuzetkom uzorka 5 koji je imao najvigi udio mast (2,0 %), ali je dobio
najnige ocjene za miris, konzistenciju i okus (Tablica 6). Na promjene u navedenim
senzorskim svojstvima najvjerojatnije je utjecao razvoj nepogeljnih mikroorganizama
Koagulaza pozitivnih stafilokoka i kvasaca koji su analizom detektirani, ali su bili u
granicama dopugtenog (Tablica 5). Kvasci takoler mogu biti uzrolnici kvarenja,
intenzivne proizvodnje plina, pojave stranog okusa i sluzi (Fleet, 1990). Prisutnost
mikroorganizma Escherichia coli u hrani posljedica je kontaminacije sirovina, te
nedovoljne higijene tijekom proizvodnje (Bardasi i sur., 2015). U uzorcima 2, 31 5
detektirana je Escherichia coli, ali u granicama dozvoljenih vrijednosti (M).

Zakljulci

Uzorci svih analiziranih svjegih posnih sireva bili su zadovoljavajule kvalitete,
mikrobiologki ispravni, te senzorski prihvatljivi. 1z toga proizlazi zakljulak da su u
proizvodnji pogtivani standardi kvalitete i higijenski standardi proizvodnje. Do
mikrobilogkog kvarenja i promjena u senzorskim svojstvima moge doli i za vrijeme
luvanja sireva uslijed neadekvatnog skladigtenja na prodajnim mjestima. Uzorci sira
koji u kojima je detektirana Escherichia coli u dozvoljenim granicama, dobili su i
negto nige ocjene prilikom senzorskog ocjenjivanja. Navedeno upuluje na zakljulak
da je prisutnost Escherichia coli utjecalo na smanjenjenje senzorske kvalitete sira,
premda su i ti sirevi jog uvijek zadovoljavajulih svih parametara senzorske kvalitete.
U ovm slulaju, istragivanje je pokazalo da su svjegi sirevi visokokvalitetna namirnica
sigurna za konzumaciju u predvilenom roku trajanja.
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Organoleptic, physical - chemical and microbiological quality
of fresh cheese on the market
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professional paper
Summary

Fresh cheese is a highly valuable food. Consumers in the Republic of Croatia relatively often
consume it fresh. In this paper, five samples of fresh cheeses from different producers were
analyzed. The samples were purchased in a shopping center. The aim of the research was to
determine the quality of fresh cheeses on the market, and to compare it with the legal
regulations. Cheese samples were analyzed for acidity, water content, fat content, sensory
properties, Salmonella spp. Escherichia coli, Coagulase-positive staphylococcus, Listeria
monocytogenes, and yeasts and molds. The results of the research showed that all the analyzed
cheese samples were in accordance with the microbiological criteria and requirements for
physical-chemical quality parameters. During the sensory assessment, they received different
grades. Precisely their sensorial properties will be crucial when choosing a particular cheese
for consumption. Given that fresh cheeses are easily perishable foods with specific sensory
properties, their production is a very demanding technological process in which the rules of
good production and hygiene practice must be strictly observed.

Keywords: fresh cheese, physicochemical parameters, microbiological quality, sensory
properties
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Volni gele i snack proizvodi od naranle
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strulni rad
Sagetak

Prilikom prerade vola i tokom proizvodnje razlilitih proizvoda od vola nastaje volna kaga. U
ovisnosti od toga kako je nastala volna kaga moge biti nusproizvod, odnosno poluproizvod.
Ako nastaje prilikom proizvodnje bistrih sokova, kao gto su, na primjer, bistri sokovi od
naranle, jabuke i krugke, onda nastala volna kaga predstavlja nusproizvod. U slulaju da nastaje
pasiranjem sezonskog vola, kao gto su: kajsije, breskve, jagode i maline, onda je rijel o
poluproizvodu. U tom slulaju vole se prevodi u kagu i kao takvo konzervira. U ovom radu je
pasiranjem proizvedena volna kaga od naranli, te je izdvojen sok. Kaga je osugena, te su od
nje napravljeni snack proizvodi. Od izdvojenog soka je napravljen gele proizvod. U kagi i soku
je odrelena kolilina pektina, ukupna kiselost, kolilina vitamina C i kolilina suhe tvari.
Sprovedena je i sezorska analiza gotovih snack proizvoda. Na osnhovu dobijenih rezultata
odrelen je sastav proizvoda, te pogeljnost proizvoda putem senzorske analize.

Kljulne rijeli: volna kaga, volni sok, snack proizvod, gele proizvod, naranle
Uvod

Snack proizvodi predstavljaju hranu koja se konzumira izmelLu glavnih obroka (dorulka,
rulka i velere). Webster (1985) definige u svom rjelniku imenicu snack kao laganu hranu
koja se jede izmel'u redovnih obroka, odnosno hranu pogodnu za uginu i grickanje. Prema
upotrijebljenim  sirovinama, tehnilko-tehnologkim i senzorskim svojstvima u
proizvodnju, prometu i potrognji, snack-proizvodi stavljaju se u promet kao: lips
proizvodi, flips proizvodi, ekspandirana gita, prgeni plodovi i sjemenke, mjegavine snack-
proizvoda i ostali snack-proizvodi (Narodne novine, 1995). Velina snack proizvoda spada
u skupinu gotove hrane koja je sve popularnija melu potrogalima zbog lakole pripreme i
konzumacije (Brennan i sur., 2013). Za proizvodnju snack proizvoda najlegle se koriste
krumpir, gito, gkrob, jezgrasto vole i sjemenkeTakoler, snack proizvodi mogu biti
obogaleni ili napravljeni i od raznih nusprodukata prehrambene industrije kao gto su kruti
ostaci nakon ekstrakcije soka koji se sastoje od kore, sjemenki i pulpe, a sadrge znalajne
koliline prehrambenih vlakana, prirodnih antioksidanasa i drugih nutritivno vrijednih
sastojaka, a najlegle korigteni su trop jabuke, grogl'a, citrusa, mrkve i rajlice(Jozinovil i
sur., 2016). U skupinu citrusa spadaju naranle, koje su korigtene tijekom izrade ovog rada.
Naranla se moge preralivati na vige nalina, a jedan od njih jeste sugenje naranle, kao i
sugenje njene kore pri lemu se dobiva kandirana kora naranle. Kandirana kora naranle se

180



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / Vukovar, Croatia
Prehrambena tehnologija i biotehnologija/Food technology and biotechnology
Zbornik radova / Proceedings

moge koristiti kao dodatak u prehrambenoj industriji. Naranla se koristi i za proizvodnju
volne pulpe, kao i razlilitih vrsta sokova (sirovi sok, koncentrirani sok, sok sa dodatkom
gelera i vode, te sok konzerviran kemijskim sredstvima). Koristi se i za proizvodnju
volnih sirupa i volnih likera. Velika _primjena naranle je i u proizvodnji marmelada,
dgemova, Gelea i kompota (Vitolovil, 1949). Suvremenu prehrambenu industriju, u
okviru ukupnog razvoja globalne ekonomije odlikuju ubrzan razvoj novih tehnologija
proizvodnje i prerade hrane, ali i suvremeni postupci distribucije, skladigtenja i izlaganja
robe. Prehrana suvremenih potrogala sve vige ukljuluje obroke koji se konzumiraju izvan
kulle, a kod kule se lesto koriste gotovi proizvodi pripremljeni za upotrebu ili proizvodi
koji se mogu konzumirati uz minimalnu doradu ili pripremu. To je utjecalo na razvoj
novih vrsta proizvoda, lime je progirena ponuda prehrambenih proizvoda na trgigtu.
Takoler, potrogali imaju i sve vela olekivanja gto se tile sigurnosti i kvalitete hrane
(Radovanovil i nekil, 2011). Prehrambena industrija vrgi kontrolu kvalitete proizvoda
instrumentalno-analitilkim metodama i senzorskim metodama. Senzorska ocjena
kvalitete u prehrambenoj industriji Kkoristi se za: razvoj proizvoda; unaprelenje
proizvoda/smanjenje trogkova; monitoring; kontrolu kvalitete; osiguranje kvalitete;
utvrlivanje senzorskih karakteristika proizvoda; utvrlivanje karakteristika kvalitete
sirovina; utvrLivanje stabilnosti proizvoda tijekom skladigtenja; pralenje odnosa proces-
sastojak-analitilko mjerenje-senzorska ocjena. Cilj rada je bio proizvesti pasiranjem
naranli sok i izdvojiti volnu kagu. Kaga je osugena, te su od nje napravljeni snack
proizvodi. Od izdvojenog soka je napravljen gele proizvod. U kagi i soku je odrel’ena
kolilina pektina, ukupna kiselost, kolilina vitamina C i kolilina suhe tvari. Sprovedena je
i sezorska analiza gotovih snack proizvoda. Na osnovu dobijenih rezultata odrelen je
sastav proizvoda, te pogeljnost proizvoda putem senzorske analize.(Grujil, 2015).

Materijali i metode
Materijali

Materijali korigteni u ovom istragivanju su: naranla, gelatina, gkrob, agava sirup, guar
guma, smelLi i bijeli geler.

Metode

Postupak izrade gelea od soka naranli

30 g gelatine u listilima namoleno je u hladnoj vodi (prema uputstvu s proizvoda)
deset minuta dok nisu omekgala. Iscijelen je sok od 6 naranli (648 ml), te je
pomijegan sa 405 g gelera. U sok je dodana omekgana gelatina, koji je zatim kuhan na
niskoj temperaturi 6 T 7 minuta, uz mijeganje, to jeste dok se gelatina nije istopila.
Gele je izliven u silikonski kalup, te je ostavljen da se ohladi na sobnoj temperaturi, a
zatim stavljen u hladnjak u trajanju od 5 h kako bi se u potpunosti ohladio i gelirao.
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Postupak izrade snack proizvoda od volne kage

Pravljene su tri vrste snack proizvoda. Razlika je bila u korigtenim zgugnjivalima i
sladilima. Jedan snack proizvod je napravljen sa gkrobom i agava sirupom, drugi sa
guar gumom i smeLim gelerom, a treli sa gelatinom i bijelim gelerom. Cjelokupna
masa ocijel’ene volne kage je bila 785,80 g, te je podijeljena na tri dijela od po
261,90 g. U prvi dio volne kage je stavljeno 10 g gkroba i 26,19 g. U drugi dio
2,61 gguar gume i 26,19 g smeleg gelera. U treli dio je dodano 10 g gelatine i
26,19 g bijelog gelera. Svaki zgugnjival je bio dobro izmijegan sa dodatnih 30 ml
iscijeLenog soka naranle, sve dok se nije rastopio. 1zmijegane smjese su stavljene da
se kuhaju deset minuta na maloj temperaturi kako ne bi doglo do zagorijevanja smjese.
Nakon kuhanja, smjese su izlivene u silikonske kalupe i ostavljene na sobnoj
temperaturi da se ohlade. Nakon hlalenja, snack proizvodi su izvaleni iz kalupa i
stavljeni u dehidrator na sugenje.Raspored oblikovanih snack proizvoda je napravljen
tako da se omoguli krugenje vruleg zraka. Sugenje je trajalo 6 h. Nakon sugenja snack
proizvodi su izvaleni i ohlal’eni u hladnjaku prije ocjenjivanja. Sugenje je vrgeno prva
2 h na temperaturi od 65 AC, a preostala 4 h na temperaturi od 70 AC.

OdreLivanje topive suhe tvari refraktometrom u volnoj kagi i iscijelenom soku

Za odreLivanje topive suhe tvari korigten je digitalni refraktometar. Rezultati se
olitavaju u ABrix - a kojima se odreluje ostatak gelera (Poljski, 2016).

OdreLivanje ukupne kiselosti u volnoj kagi i iscijelenom soku

Ukupna kiselost je odrelena u volnoj kagi i iscijelenom soku naranle koristeli
metode iz Pravilnika 0 metodama uzimanja uzoraka i vrgenja kemijskih i fizilkih
analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od vola i povrla (Slugbeni list SFRJ, 29/83).

OdreLivanje pektinskih tvari

Udjeli Kkalcijevog pektata u volnoj kagi i iscijelenom soku naranle su odreleni
koristeli metode iz Pravilnika 0 metodama uzimanja uzoraka i vrgenja kemijskih i
fizilkih analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od vola i povrla
(Slugbeni list SFRJ, 29/83).

OdreLivanje L T askorbinske kiseline titracijom sa 2,6 diklorfenol T indolfenolom
(Tilmanov reagens) u volnoj kagi i iscjeLenom soku naranle

Prije upotrebe otopina 2,6 diklorfenol - indolfenol standardizovana je askorbinskom

kiselinom. U Erlenmeyer tikvicu od 100 mL otpipetirano je 10 mL standardne otopine
i titrisano s 2,6 diklorfenol - indolfenolom do pojave rugilaste boje koja je bila
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postojana 15 - 20 sekundi, te je izralunat E, odnosno titar otopine 2,6 diklorfenola -
indolfenola.

E=A/Z 1)

gdje je:

AT kolilina askorbinske kiseline u 10 mL standardne otopine (mg) i

Z 7 kolilina 2,6 diklorfenola - indolfenola utrogenog za titraciju 10 mL standardne
otopine askorbinske kiseline.

Priprema uzorka:

Odvagano je 5 g ispitivanog uzorka, te homogenizirano u blenderu s 10 - 15 mL 2 %
oksalne kiseline. Suspenzija je prebalena u odmjernu tikvicu od 100 mL i dopunjena
2 % oksalnom kiselinom do oznake. Zatim je uzeto 10 mL ove otopine, te je izvrgena
titracija s otopinom 2,6 diklorfenola - indolfenola do pojave rugilaste boje koja se
morala zadrgati 15 - 20 sekundi.

c=(VLE0)GL 100 )

gdje je:

¢ T masa askorbinske kiseline (mg/100 g uzorka),

V T volumen 2,6 diklorfenola - indolfenola (mg/mL),
E 71 titar 2,6 diklorfenola - indolfenola (mg/mL) i

G T odvagana kolilina uzorka (g) (Nielsen, 2017).

Senzorska analiza proizvoda

Senzorska analiza uzoraka je sprovedena DLG metodom. Senzorsko ocjenjivanije je
vrgio panel od 7 obulenih ocjenjivala, kojima su dostavljani pojedinalni gifrirani
uzorci na ocjenjivanje.Ocjene su upisivali u senzorski listil, te su ocjenjivana razlilita
senzorska svojstva kvaliteta, i to:

Oblik, boja, povrgina (koeficijent vagnosti T 1);
L_vrstola, struktura (koeficijent vagnosti T 3);
Gvakanje (koeficijent vagnosti T 3);

Miris (koeficijent vagnosti T 1.5);

Okus (koeficijent vagnosti T 1.5).

agrwbdE

Svaki od parametara kvaliteta je imao razlilit koeficijent vagnosti. Umnogkom ocjene
i koeficijenta vagnosti dobijen je broj bodova za svaki pojedinalni faktor kvalitete, te
ukupan broj bodova za svaki uzorak.
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Rezultati i rasprava

Zadatak ovog rada bio je napraviti tri vrste snack proizvoda, te usporediti njihovu senzorsku
kvalitetu. Naranle su propasirane, proizveden je sok, a dobijena je volna kaga kao
nusproizvod. Kako bi se iskoristila volna kaga koja je nastala kao nusproizvod, izvrgeno je
njeno sugenje i korigtenje u proizvodnji snack proizvoda. Od dobijenog soka, napravljen je
gele proizvod.Na sirovini od koje su pravljeni svi proizvodi, izvrgene su kemijske analize,
liji su rezultati prikazani u tablici 1.

Prema prikazanim rezultatima u tablici 2 najbolje senzorske ocjene ima snack proizvod sa
dodatkom guar gume i smeleg gelera, a nakon njega slijedi snack proizvod sa dodatkom
gelatine i bijelog gelera. Najlogije senzorski ocjenjen je snack proizvod proizveden sa
dodatkom gkroba i agava sirupa. Kada se gledaju pojedinalni faktori kvalitete snack
proizvoda, najvele ocjene za sve faktore kvaliteta je imao snack proizvod sa dodatkom guar
gume i smel’eg gelera. Najnige ocjene za oblik, boju, velilinu, gvakanje i okus je dobio
snack proizvod sa dodatkom gkroba i agava sirupa, a najnigu ocjenu za miris, snack proizvod
sa dodatkom gelatine i bijelog gelera. U pogledu teksture i strukture, podjednako su
ocijenjeni snack proizvodi sa dodatkom gkroba i agava sirupa, te snack proizvod sa
dodatkom gelatine i bijelog gelera.

Tijekom izrade snack proizvoda nije dolazilo ni do kakvih problema, svi su se ponagali isto
prilikom dodavanja odrel’enih sladila i tvari za zgugnjivanje. No, vel nakon termilke
obrade, poleli su pokazivati odrelene promjene u pogledu teksture i strukture. Naime,
tijekom hlalenja sadrdaja koji su se trebali oblikovati u snack proizvode, primjeleno je da
najtvrl’u strukturu ima snack proizvod proizveden sa dodatkom guar gume i smeleg gelera,
te je njega bilo najlakge oblikovati. Najmekgu strukturu imao je snack proizvod proizveden
s dodatkom gkroba i agava sirupa, te je bio najzahtjevniji prilikom oblikovanja.

Senzorska analiza provedena na gele proizvodu dala je jako dobre rezultate, koji su prikazani
u tablici 3. Svi faktori kvalitete su ocijenjeni najvelom ocjenom, osim mirisa koji je dobio
negto nigu ocjenu. Cjelokupna ocjena ukazuje da bi ovaj proizvod bio pogeljan na trgigtu.
Tokom termilke obrade i procesa hlalenja nisu uolene nikakve negeljene promjene na
proizvodu.

Veli udio topljive suhe tvari, izmjerene digitalnim stolnim refraktometrom, za 0,86 ABrix
imala je kaga naranle, gto je i olekivano zbog veleg udjela vode u iscijel’enom soku.

U kagi naranle, prema izvrgenim analizama, ukupna kiselost je upola manja od ukupne
kiselosti u volnom soku naranle. Kiselost naranle potjele od limunske kiseline prisutne u
njoj.

Pektinske tvari najlegle se nalaze u kori (pokogici) ploda i srgi ploda. Prosjelni udio
pektinskih tvari u volu krele se oko 0,1 T 0,3 %. Prema tome, rezultati udjela CaTpektata
dobiveni u istragivanju poklapaju se s navedenim vrijednostima. Kolilina Ca T pektata u
kagi i soku naranle je gotovo identilna, te mogemo zakljuliti da su svi dijelovi naranle
izrazito bogati pektinskim tvarima.

Prema Pravilniku o dodacima prehrani (ANarodne novinefi, broj 148/2008) koji se
primjenjuje u Republici Hrvatskoj, preporulena dnevna doza (RDA) C vitamina iznosi 60
mg. Amerilke preporuke navode dozu od 75 mg za gene nepugalice i 110 mg na dan za
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gene koje puge, te 90 mg za mugkarce nepugale i 125 mg na dan za mugkarce koji puge.
Tablica 1 pokazuje rezultate koliline vitamina C u vrijednosti od 23,5350 mg/100 g za
volnu kagu i 21,2863 mg/100 g za volni sok. Prosjelna kolilina vitamina C u 100 g naranle
iznosi od 51 do 53 mg. Stoga, mogemo zakljuliti da sirovina korigtena u ovom istragivanju
moge zadovoljiti jednu trelinu dnevne potrebe za vitaminom C. Udio vitamina C u
ispitivanoj sirovini nije odgovarao literaturnim podacima zbog same starosti sirovine.
Naime, istragivanje je provedeno sa sirovinom od prethodne godine, koja je tijekom
distribucije, i skladigtenja izgubila na svojoj poletnoj vrijednosti.

Tablica 1. Rezultati kemijskih analiza sprovedenih na volnoj kagi i iscijelenom soku naranle
Table 1. Results of chemical analyzes carried out on fruit pulp and squeezed orange juice

Ukupna kiselost " MasaL T
Uzorak g;?& t‘l’a;) (mmol/100g; | '((Q’;‘ktat askorbinske kiseline
mmol/100 mL) (mg/100 g)
Volna kaga 9,83 4,5943 0,2802 23,5350
Iscijel’eni sok 8,97 10,12 0,2816 21,2863

Tablica 2. Senzorska analiza snack proizvoda
Table 2. Sensory analysis of snack products

UZORAK 1 UZORAK 2 UZORAK 3
Faktori (gkrob + Agava (guar guma + (gelatin +
sirup) smeli geller) bijeli geller)
Faktori kvaliteta Faktor znalaja Ocjena Ocjena Ocjena
Oblik, boja, 0,8 3,54 4 3,71
velilina
Tekstura, struktura 0,8 3,54 3,94 3,54
Gvakanje 0,8 3,31 3,71 3,49
Miris 0,6 2,57 2,92 2,53
Ukus 1,0 4,29 4,86 4,36
Ukupni bodovi 17,25 19,43 17,63

Tablica 3. Senzorska analiza gele proizvoda
Table 3. Sensory analysis of jelly products

Faktori UZORAK-gele proizvod

Faktori kvaliteta Faktor znalaja Ocjena
Oblik, boja, velilina 0,8 4
Tekstura, struktura 0,8 4
Gvakanje 0,8 4

Miris 0,6 2,83

Ukus 1,0 5

Ukupni bodovi 19,83
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Zakljulci

Na osnovu rezultata mogu se izvesti sljedeli zakljulci:

G Prema senzorskom ocjenjivanju koje je vrgio panel od 7 osoba, najbolju senzorsku
kvalitetu imao je snack proizvod proizveden s dodatkom guar gume i smeleg gelera,
dok je najlogiju senzorsku kvalitetu imao snack proizvod s dodatkom gkroba i agava
sirupa.

U Ni jedan od ispitivanih snack proizvoda nije imao loge ocjene, gto zapravo ukazuje na
prihvatljivu senzorsku kvalitetu napravljenih proizvoda i mogulnost prihvalanja tih
proizvoda od strane potrogala kada bi se nagli na trgigtu.

U Drugi napravljeni proizvod, gele, imao je visoke ocjene svih parametara senzorske
kvalitete, i skoro maksimalnu ukupnu ocjenu, ¢to predstavlja izrazito dobar i
prihvatljiv proizvod od strane ispitanika.

G Sirovina koja je korigtena u izradi proizvoda bila je stara godinu dana, no na provedene
kemijske analiza, ukazuju na zadovoljavajulu kavalitetu, osim za vitamin C. Naime,
upotrijebljena sirovina ima 56,6 % manje vitamina C od uobilajene koliline vitamina
C na 100 g naranle.

O U daljim istragivanjima bi se kvaliteta ovih i slilnih snack proizvoda mogla poboljgati
velim stupnjem usitnjavanja sirovine i / ili dodatkom nekih drugih sredstava za
zaslalivanje i uguglivanje.
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Orange fruit jelly and snack products
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professional paper

Summary

Fruit pulps can be produced during the fruit processing and production of various fruit
products. Depending on how it is made, fruit pulp can be a semi-product or a by-product. If
the fruit pulp is produced during a production of clear fruit juices (such as clear orange juices,
or clear apple and pear juices), than the produced fruit pulp represents a nus-product. Fruit
pulp represents a semi-product if it is produced by mashing seasonal fruits, such as: apricots,
peaches, strawberries and raspberries. In that case mashed fruit must be conserved. In this
paper, fruit pulp was produced by mashing oranges, and the juice was extracted. The mash was
dried, and snack products were made from it. A jelly product were made from the separated
juice. In the mash and juice were determined the amount of pectin, total acidity, amount of
vitamin C and the amount of a dry matter. Sensor analyses of produced shack products were
also conducted. Based on the obtained results, the composition of the product was determined,
as well as the desirability of the product through sensory analysis.

Keywords: fruit pulp, fruit juice, snack product, jelly product, oranges
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The effect of edible coatings on the quality of fresh blueberries
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Summary

Blueberries (Vaccinium corymbosum L.) are well known for their great taste, high
concentration of bioactive compounds, and numerous health benefits they offer to
consumers. Fresh blueberries are very sensitive during the postharvest period mainly
caused by water loss, mold decomposition, and metabolic changes. Blueberries have a
shelf life of 7 to 40 days at 4 AC, depending on characteristics such as fruit cultivar, storage
conditions, and maturity harvest technique. Edible coatings are used to extend the shelf
life of perishable fruits like blueberries. This research reports use of two types of hydrogel
coatings in postharvest treatment of fresh blueberries: (i) sodium alginate (2% (w/v)) (ii)
and tannic acid (1% (w/v)) enriched sodium alginate (2% (w/v)). Fruit quality was
evaluated for weight loss, titratable acidity, total soluble solids content, total polyphenolic
content, total anthocyanin content, and antioxidant capacity. Sodium alginate coated
samples showed lower values of total soluble solids content and titratable acidity
compared to the control samples while tannic acid-enriched sodium alginate coated
samples had significantly higher values of total polyphenols, total anthocyanins, and
antioxidant capacity.

Keywords: blueberries, edible coatings, sodium alginate, tannic acid, bioactive compounds
Introduction

Fresh fruits and vegetables are highly valued in the market today due to their
nutritional value (Raghav et al., 2016). In recent years, consumers are increasingly
aware of the importance of fruit and vegetable consumption for maintaining health
(Olivas et al., 2008). However, fruits and vegetables are highly perishable because
after harvesting there are significant losses due to respiration and transpiration,
damage by microorganisms and insects, and handling conditions during transport and
storage. This is why the preservation of fruits and vegetables is a big challenge
(Raghav et al., 2016). In order to reduce decay losses during storage, extend shelf life,
and improve their quality, the method of applying edible coatings to fruits is applied
(Olivas et al., 2008; Raghav et al., 2016). Edible coatings are promising
environmentally friendly materials for preserving the quality and extending the shelf
life of fresh fruit (Tavassoli-Kafrani et al., 2022). Although the use of edible coatings
has become popular only recently, as early as the beginning of the 12th century,
lemons and oranges were coated with wax to preserve their quality for longer. Since
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then, many studies have been published on the application of edible coatings (Olivas
et al., 2008; Yousuf et al., 2021). Edible coatings form a protective layer around the
fruits and can thus regulate their respiration rate and protect them from water loss,
firmness and microbial contamination, as well as preserve their texture and taste.
Besides being able to reduce fruit decay, they can add commercial value to fruits by
improving their appearance and act as carriers of functional ingredients (Tavassoli-
Kafrani et al., 2022). The materials used to make edible coatings affect the efficiency
and stability of the coatings themselves. Edible coatings are generally based on
biological materials that include polysaccharides, proteins, and lipids that can be alone
or in combination (Mannozzi et al., 2017). In addition to being edible, these materials
have a number of advantages, some of which are biodegradability, low cost of
availability, ease of production and environmental friendliness (Tavassoli-Kafrani et
al., 2022). Blueberries (Vaccinium spp.) are a valued fruit and are an important part
of functional food attributed to the fact that the fruits are a rich source of bioactive
compounds that can have a beneficial effect on human health (Zikmanis et al., 2021).
However, blueberry is a perishable fruit that quickly deteriorates after harvest
(Medina-Jaramillo et al., 2020). Physical deterioration that occurs during storage of
blueberries is mainly the result of loss of mass, and thus of firmness, and microbial
deterioration (Mannozzi et al., 2017). Likewise, bioactive compounds can be rapidly
degraded during storage due to oxidation of polyphenols, which can negatively affect
the level of phenols and antioxidant capacity in fruits (Duan et al., 2011; Mannozzi et
al., 2018). Therefore, the application of edible coatings can show great potential in
preserving the quality of fresh blueberry fruits (P@rez-Laalle et al., 2020) because it
affects the physiological, physicochemical, sensory and microbiological properties
(Maringgal et al., 2020). The aim of this work was to examine the effect of an edible
coating based on alginate and the effect of an edible composite coating based on
alginate and tannic acid, on preserving the physical and chemical properties of
blueberry fruit at refrigerator temperature for seven days. The influence of edible
coatings on the quality of blueberry fruit was examined with special emphasis on
weight loss, content of bioactive components (polyphenols, antioxidant activity and
anthocyanins), solubility of dry matter and abundance of microorganisms.

Materials and methods

Samples

In this research, the blueberry variety 'Bluecrop’ (Vaccinium corymbosum L.) grown
organically in the Cetingrad (Croatia) was used. The fruits were hand-picked at full
maturity and then transported to the laboratory of the Department of Chemistry at the

University of Zagreb, Faculty of Agriculture. Fruits of uniform maturity, size and
color, without mechanical damage and disease, were selected for analysis.
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Culture media
Plate count agar (PCA)

PCA plate count medium was prepared by dissolving 23.5 g of PCA medium (Biolife,
Italy) in 1000 mL of distilled water. The mixture was heated to boiling with constant
stirring to completely dissolve the substrate. The substrate was sterilized in an
autoclave at 121 AC for 15 minutes. The cooled medium was mixed well and
distributed into sterile petri dishes.

Plate count Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol (DRBC)

DRBC plate count medium was prepared by dissolving 15.5 g of DRBC medium
(Biolife, Italy) in 500 mL of distilled water. The mixture is heated to completely
dissolve the substrate. The substrate was sterilized in an autoclave at 121 AC for 15
minutes. One vial of chloramphenicol was then added to the solution. The cooled
medium was mixed well and distributed into sterile petri dishes.

Experimental procedure

Blueberry fruits were randomly divided into three groups (control, sodium alginate
and sodium alginate + tannic acid) with three subsamples for each group, a total of
nine samples. Each of the samples contained 50 g of blueberry fruits. The first
treatment was based on sodium alginate. Blueberry fruits were immersed in sodium
alginate solution (2% wi/v) for 3 minutes, followed by draining off the excess solution
and drying at room temperature. For the second treatment, the process of coating the
blueberry fruits in a sodium alginate solution (2% w/v) was repeated for 3 minutes,
and then the fruits were left to dry in the air for 5 minutes, after which they were
immersed in a tannic acid solution (1% w/v) for 3 minutes. The treated fruits were left
to dry at room temperature. Untreated blueberry fruits served as a control. All
blueberry fruit samples were stored in a refrigerator at 0 AC for seven days.

Quality evaluation

The content of total soluble dry matter was measured in the fruit juice of blueberries.
The measurement was made using a Pal-1 digital refractometer (Atago, Japan), and
the results are expressed in %. The weight loss of blueberry samples was determined
by weighing the fruits per sample at the beginning of the experiment (day 0) and at
intervals of two days during the seven days of storage. A precision balance (Shimadzu
AX 200, Japan) was used to measure the mass, which had an accuracy of 0.1 mg.
Mass loss (% W) was calculated as a percentage of mass loss in relation to the initial
mass of the samples according to the following formula:
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Pow —— pnn (1)

mo - initial mass of each sample
ms - mass at the time of measurement or final mass of the sample

Determination of bioactive compounds

Sample extracts were prepared for the determination of total polyphenols, total
anthocyanins and total antioxidant activity. Blueberry fruit extracts for each analysis
were prepared by crushing 100 g of previously weighed blueberry fruits. 10 g of the
crushed sample was weighed on an analytical balance in two 50 mL centrifuge tubes,
25 mL of methanol was added and homogenized in a centrifuge at 5,000 revolutions
per minute for 6 minutes. Extractions were performed under conditions of reduced
light. After homogenization, the extracts were filtered through filter paper for further
analysis.

Determination of total phenols

A modified Folin-Ciocalteu method was used to determine the total content of
polyphenols (Singleton et al., 1999). Blueberry extract (0.1 mL) was mixed with 7.9
mL of distilled water and 0.5 mL of Folin-Ciocalteu reagent (diluted with distilled
water in a ratio of 1:2). A volume of 1.5 mL of 20% (w/v) sodium carbonate was
added to the suspension which was vortexed and left to react for 2 hours at room
temperature. Gallic acid was chosen as the standard compound. Absorbance was
measured using a UV-visible spectrophotometer (Shimadzu, UV-1700, Japan) at 765
nm, and the results were expressed as mg of gallic acid equivalents per 100 g of fresh
blueberries.

Determination of total anthocyanins

Total anthocyanins were determined from blueberry fruit extract. Blueberry extract
was diluted to a volume of 3 mL by mixing with a mixture of methanol and 0.1 M
HCI in a ratio of 85:15 (MeOH: HCI). The anthocyanin solution was diluted to the
appropriate  concentration for absorbance measurement on a UV-Vis
spectrophotometer (Shimadzu, UV-1700, Japan) using a 1 cm wide cuvette at 538 nm.
Total anthocyanins are expressed as cyanidin 3-rutinoside equivalents. The molar
absorption of cyanidin 3-rutinoside with a value of 31085 at 530 nm in MeOH: HCI
was used for the calculation.
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Determination of antioxidant activity

Antioxidant potential of blueberry fruit juice was determined using 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) reagent, according to the method of Brand-Williams et al.
(1995). A volume of 3.9 mL of a methanol solution of DPPH (0.094 mmol dm-) was
added to a test tube with 100 €L of blueberry extract. The free radical scavenging
capacity of the sample was determined by measuring the decrease in absorbance using
a UV-visible spectrophotometer (Shimadzu, UV-1700, Japan) at 517 nm after 30 min
of incubation relative to the blank. The water-soluble vitamin E analog Trolox ((N) -
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was chosen as the standard
compound. The results are expressed as emol of Trolox equivalents per 100 g of fresh
blueberries.

Microbiologial analysis

Microbiological analysis was based on the determination of the number of total
aerobic mesophilic bacteria (AMB) and the determination of the number of yeasts and
molds. Both analyzes were performed at the end of the storage period.

Briefly, 10 g of each sample was transferred to sterile plastic bags, 90 mL of saline
solution (0.85%) was added and homogenized using a Stomacher for 1 minute at
250 ppm. Then followed a series of dilutions. Test tubes for serial dilutions are marked
from 10! to 10 and topped up with 9 mL of physiological solution. 1 mL of sample
suspension was added to test tube 10, after which the content of the test tube was
well homogenized by vortexing. Then 1 mL of the suspension from test tube 10 was
sterile transferred to test tube 102 and homogenized by vortexing. The procedure was
repeated up to a dilution of 10*. Appropriate dilutions were inoculated in duplicates,
in a volume of 0.1 mL, onto plate counts PCA (AMB) and DRBC (moulds and yeasts)
media. Plates were incubated according to culture requirements, AMB (aerobic,
30 AC/72 h) and molds and yeasts (25 AC/5 days).

After incubation, the colonies were counted and the number of formed colonies per
gram of fresh blueberries (CFU/g) was calculated.

Statistical analysis
Research data were statistically processed in the Excel program (Microsoft Office,
2019). Data were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA), and mean

values were compared with the Tukey HSD test. Results are considered significantly
different at p < 0.05.
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Results and discussion

Fruit weight loss is associated with loss of fruit freshness. In blueberries, a mass loss
of 5-8 % is often the reason for their unusability (Chiabrando et al., 2017). Loss of
fruit mass during storage is a consequence of water migration from the fruit to the
environment. Storage temperature, water vapor pressure gradient between the fruit
tissue and the environment affect the rate of water loss (Mannozzi et al., 2017). In this
work, weight losses of blueberry fruits were about 4-7 % during seven days of storage
at low temperature. Figure 1 shows the weight loss of blueberries of the variety
‘Bluecrop' with and without edible casings during seven days of storage. All blueberry
fruit samples showed a loss of mass compared to the initial mass of the samples, that
is, the mass loss gradually increased during the storage period.

Weight loss (%)

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

weight loss %

0 1 2 3 4 5 6 7 8
storage days

control 2 % alginate B 2 % alginate/tannic acid

Figure 1. The effect of edible coatings on the weight loss of blueberry fruits

After seven days of storage at refrigerator temperature, the samples treated with
sodium alginate (2% w/v) and tannic acid (1% w/v) showed a minimum weight loss
of 4.42% in relation to the untreated samples where weight loss was recorded of
6.57%. In samples treated with sodium alginate (2% w/v), a mass loss of 4.95% was
recorded. The material covering the fruit is crucial to limit the loss of fruit mass during
storage. Differences in the ability to reduce the weight loss of blueberry fruits are
attributed to the different water vapor permeability of the materials used in the
production of edible coatings (Chiabrando and Giacalone, 2017). The content of total
soluble solids (TSS) is one of the indicators of the metabolic status of blueberry fruits
(Tahir et al., 2019). The effect of edible coatings on the content of TSS during storage
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of blueberry fruits is shown in Table 1. According to the obtained results, a slight
increase in TSS was observed at the end of the storage period (day 7) compared to the
beginning (day 0). After seven days of storage, blueberry fruit samples treated with
sodium alginate (2% w/v) and tannic acid (1% w/v) showed the highest increase
(15.6%) compared to day 0 (12.1%).

Table 1. TSS (%) in blueberry fruits with treatment and without treatment during storage

Storage days TSS (%)
(0 day) control 12.1
(7 days) 2 % sodium alginate 13.8
(7 days) 2 % sodium alginate / 1 % tannic acid 15.6
(7 days) control 15.2

Also, an increase was recorded in the control samples (15.2%). The smallest increase
was recorded in samples treated with sodium alginate (2% w/v) (13.8%). The reason
for the lower increase in the content of TSS in the samples treated with sodium
alginate (2% wi/v) could be due to the effect of the edible coating on the respiration
rate of the fruit. Similar results of their research were published by Mannozzi et al.
(2017) and Tahir et al. (2019). According to Mannozzi et al. (2017), the increase in
TSS is probably a consequence of metabolic reactions and processes during storage,
which continue to convert starch and acids into sugar, resulting in a decrease in total
acidity, i.e. an increase in pH value and TSS. In the Table 2 are presented results of
bioactive compound content in blueberry fruits. Changes in the content of total
polyphenols of the treated blueberry fruits were not significantly different compared
to the recorded initial values.

Table 2. The content of total polyphenols, antioxidant activity and anthocyanins in coated
blueberry fruits and uncoated (control)

Antioxidant
Total phenols activity Total anthocyanins (mg
(mg GAE /100 g) DPPH (emol cyanidine-3-rutinoside/100 g)
TE/100 g)

(0 day) control 150.58 N 6.252 275.00 N 14.262 32.42N0.122

(7 days) 2% sodium | 151774430 | 267.38 f8.422 32.00 1 0,61
alginate

(7 days) 2% sodium |\ qqa50772 | 27601 6.022 32.66  0.58°
alginate/ 1% tannic acid

(7 days) control 107.20 N 2.43° 217.78 N 12.34° 31.12N1.322

Values marked with the same letter within a column are not statistically significantly different according to Tukey's
HSD test (p < 0.05)
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Treatment with sodium alginate (2% wi/v) showed a higher content of total
polyphenols (155.17 mg GAE/100 g). Similar values from the beginning of storage
(150.58 mg GAE/100 g) were also shown by the treatment with sodium alginate (2%
w/v) and tannic acid (1% w/v) (149.98 mg GAE/100 g) recorded on the seventh days,
according to which we can conclude that this treatment did not significantly affect the
total content of polyphenols. A significant decrease in total polyphenols compared to
day O was observed in control samples of blueberry fruits (107.20 mg GAE/100 g).
The higher content of total polyphenols in fruits coated with sodium alginate (2% wi/v)
can be associated with antioxidant activity. Also, the reduction of total polyphenols
in control samples at the end of the storage period is the result of fruit ripening and
the breakdown of the lateral structure (Tahir et al., 2019). Given that control samples
without coatings showed a significant decrease in polyphenol content after seven days
of storage, while samples treated with coatings showed similar or higher polyphenol
values compared to those at the initial time, it indicates that the coatings successfully
prevented the loss of polyphenols in blueberry fruits. Medina-Jaramillo et al. (2020)
reported similar results in their study of blueberries treated with alginate and a
combination of alginate and carvacrol during 21 days of storage at 0 AC. Antioxidant
activity is used to assess the status of the antioxidant potential of fruit tissues, i.e. the
amount of bioactive compounds present (Chiabrando and Giacalone, 2017).
Antioxidant activity, similar to the content of total polyphenols, did not significantly
change in the treated samples compared to the recorded initial values. In samples
treated with sodium alginate (2% wi/v) and tannic acid (1% w/v), a slight increase in
antioxidant activity (276.01 emol TE/100 g) was observed compared to the recorded
initial value (275.00 emol TE /100 g), while a lower value (267.38 emol TE/100 g)
was recorded for samples treated with sodium alginate (2% wi/v). A significant
decrease in antioxidant activity was shown by the control samples (217.78 emol
TE/100 g). The reason for the decrease in antioxidant activity in untreated samples
could be attributed to the aging and deterioration of fruits during the storage period
(Tahir et al., 2019). In this work, the total anthocyanins were not significantly affected
by the application of edible coatings. The minimal difference in total anthocyanin
reduction was recorded in control samples (31.12 mg cyanidin-3-rutinoside
equivalents/100 g) compared to the recorded initial value (32.42 mg cyanidin-3-
rutinoside equivalents/100 g).These results confirmed that the application of edible
coatings can maintain the content of total polyphenols, antioxidant activity and
anthocyanins in blueberry fruits during cold storage.

Microbial populations occur naturally on fresh blueberries, and their number in this
experiment was determined at the end of the storage period and shown in Table 5. The
causes of microbiological spoilage of fruit can be bacteria, molds and yeasts, but the
main causes of spoilage are considered to be molds and yeasts due to the low pH
values of fruits (Alvarez et al., 2017).
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Table 3. The influence of different coatings on the presence of microorganisms

AMB (CFU/g) Molds and yeasts (CFU/g)
2% sodium alginate 2.75x103 N 1.5x102 5.7x103 N 3.0x102
2% sodium alginate / 1 % tannic acid | 4.55x10° N 1.5 x10? 1.15x10* N 5.0x102
control 6.25x103 N 3.5 x102 1.07x10% N 3.0x102

From the obtained results (Table 3), it is evident that the application of edible coatings
on blueberry fruits had the effect of reducing the total number of aerobic mesophilic
bacteria (AMB) and yeasts and molds compared to the control. Blueberry samples
treated with edible casings reduced the abundance of AMB. The least formed AMB
colonies were shown by the coating based on sodium alginate (2% wi/v) (2.75x10° N
1.5x10% CFU/qg), followed by the coating based on sodium alginate (2% wi/v) and
tannic acid (1% w/v) (4.55x10% N 1.5x10? CFU/g) compared to the control samples in
which the highest number of formed colonies was recorded (6.25x10° N 3.5 x102
CFU/g). Similarly, samples coated with sodium alginate (2% w/v) also showed the
lowest abundance of molds and yeasts (5.7x10% N 3.0x10? CFU/g) compared to control
samples (1.07x10* N 3.0x102 CFU/g) and samples treated with a composite coating of
sodium alginate (2% wi/v) and tannic acid (1% wi/v) (1.15x10* N 5.0x102 CFU/g).
Mannozzi et al. (2017) in their research also examined the influence of different
coatings (sodium alginate, pectin and sodium alginate + pectin) on the quality of
blueberry fruit and on the growth of microorganisms during 14 days of storage at
4 AC. Microbiological results showed a positive effect of treating blueberry samples
with regard to the growth of microorganisms. The application of alginate-based and
pectin-based coatings significantly reduced the growth kinetics of AMB and yeasts
compared to control samples.

Similar results were published by Alvarez et al. (2017) in their research. Using edible
coatings based on sodium alginate and chitosan enriched with dietary fiber (apple
fiber, orange fiber, inulin and oligofructose), they examined the influence on the
microbiological characteristics of fresh blueberries during 18 days of storage at 5 AC.
Their results show that the best effect in inhibiting the growth of AMB and molds and
yeasts was caused by a coating based on chitosan (with and without fibers).
Furthermore, the addition of dietary fiber improved the antimicrobial effect of
chitosan, especially significant inhibitory effects were observed in samples coated
with chitosan with the addition of oligofructose and with the addition of orange fiber
compared to the use of the chitosan coating alone.

196



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Kemija u poljoprivredi i gumarstvu/Chemistry in agriculture and forestry
Zbornik radova / Proceedings

Conclusions

The current study showed that edible coatings are a safe, affordable, and
environmentally friendly way to extend the shelf life of fresh blueberries. The
obtained results indicate that the application of an edible coating based on alginate
2% (w/v) and a composite coating consisting of 2% (w/v) alginate and 1% (w/v) tannic
acid can be used to preserve the freshness of fruits and bioactive components in
blueberry fruits.
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Summary

Packaging is the material with which the product is wrapped or inside which the product is
placed. The main function of packaging is to protect the packaged product, identify it and place
it on the market, and to ensure the original shape of the packaged goods. The trend today is to
reduce the global amount of packaging waste by recycling the same waste or reusing other
available waste materials, while maintaining the required quality of the packaging thus
produced. Cereal grains which include wheat, rye, barley, oats, rice, corn, millet, sorghum,
wheat, spelt and others, are staple foods for human and animal consumption. Each year, large
quantities of stalks are left in the fields after harvesting, and after drying in the sun is mostly
treated as waste. Given the high availability of cereals worldwide, cereal straw could be more
usefully utilized as an alternative source of fiber for secondary packaging. Therefore, the
printing paper substrates were formed from the straw pulp of three different cereal species
(wheat, barley and triticale) and mixed with recycled wood pulp in a 3:7 ratio. Since offset and
gravure printing are used globally to print absorbent packaging, in this study we analyzed the
black prints made by these two printing techniques. The usability of the printed papers with
straw pulp for secondary packaging was observed based on the penetration of the ink into the
printing substrate. It was found that the composition of the paper substrate has no effect on the
depth of ink penetration into the printing substrate, so that cereal straw can be used as waste
material for the production of secondary packaging. In general, prints with gravure inks have
lower ink penetration compared to offset inks.

Keywords: gravure printing, offset printing, packaging, ink penetration, straw pulps
Introduction

The main function of the label and packaging is to identify, declare and market the
product. Packaging also protects the packaged product and ensures the original shape
of the packaged product (Vujkovil et al., 2007). A product without a label or
packaging causes uncertainty among consumers. Packaging and labels are used for a
wide range of products and have become an indispensable part of everyday life
(Nelson, 1993). Nowadays, consumers are demanding environmental and health
friendly packaging with the aim of reducing, reusing and recycling the amount of
waste worldwide (Three Rs) (Fahzy, 2014). Considering that 1.3 billion tons of waste
are produced each year and that this amount is expected to increase to 2.2 billion by
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2025 and 27 billion tons annually by 2050. Of this, only one-third will come from
Asia, namely China and India. It is surprising that Asian countries generate up to 1
million tons of waste every day. Waste is the biggest problem of the present and a
challenge for the future generations. Today, most of the industrial and household
waste is deposited in landfills or surface impoundments. Waste treated in this way can
pollute groundwater, rivers, and streams, while the decomposition of paper in landfills
releases methane gas, which is 25 times more toxic than CO; (David et al., 2019).
Reducing the amount of global waste is possible by recycling the same waste or
reusing other available waste materials. Recycled paper accounts for only 50% of the
world's total paper fiber production. Recycled paper usage rates vary widely,
depending on desired quality and end use. In Europe, the production of recycled paper
packaging was expected to increase by 63.7%, publications by 26.0% (18.6% for
newsprint and 7.4% for other graphic products), household and sanitary products by
6.9%, and other paper grades by only 3.4% in 2010 (Blanco et al., 2013). Europe is
currently struggling with paper shortages due to the war in Ukraine, as a result of
restrictions that have led to the removal of paper and cardboard imports from Russia
(Fast Markets, 2022). Since crop straw is treated as waste and large amounts remain
in the fields after harvesting each year, crop straw could be more usefully used as an
alternative fiber source for secondary packaging due to its global availability. Offset
and gravure printing are the leading printing technologies for packaging printing on
absorbent substrates. Each printing technique is suitable for a particular graphic
product. They differ in the way the ink is transferred from the inking unit to the
printing substrate and in the way the printing plate itself holds the ink. In offset
printing, where high viscosity inks are used, a very thin ink layer of 0.5 Om to 1.5 Om
is achieved on the substrate, while in gravure printing, where low viscosity inks are
used, ink coverage is in the range of 8 Om to 12 Om (Kiphhan, 2001).

In this study, the usability of printed papers made from straw pulp of three different
crops (wheat, barley and triticale) mixed with recycled wood pulp was analyzed based
on ink penetration into the paper substrate. The laboratory-produced papers were
printed with black ink in full tone using equipment that simulates offset and gravure
printing techniques. The total penetration depth of black ink containing fluorescent
pigments into the laboratory-produced paper substrate was observed using a confocal
laser scanning microscope (CLSM) with fluorescent light. There are several methods
for determining ink penetration into the interior of paper, differing in non-destructive
or destructive patterns, sample preparation, image capture, sample size, and
resolution. The most common destructive methods rely on microtomy and microscope
analysis, scanning electron microscopy (SEM) analysis, secondary ion mass
spectroscopy (SIMS) analysis, focused ion beam instrument (FIB) analysis, or
confocal laser scanning microscope (CLSM) analysis, which records the fluorescence
emitted by fluorescent pigments. The most common non-destructive method for
determining ink penetration depth is based on Kubelka-Munk theory using spectral
reflectance. (Ren‘ai et al., 2015). In the research of Kappell et al. (2008), it was
confirmed that papers that have not been additionally treated with a coating have a
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more open surface and a capillary system with large pores, which affect the flowability
of the ink during printing and increases the penetration of the ink into the interior of
the substrate, reducing print density and increasing mottling (Kappel et al., 2008).
Papers without fillers have a more hydrophilic surface and a more porous structure,
resulting in faster and deeper ink penetration. However, the calendering process could
make the paper structure more compact and reduce its porosity, and thus the ink
penetration depth after printing. Therefore, with a suitable combination of sizing
agent, filler content and calendering process, a more stable print with higher optical
density, saturation and color could be produced.

Papers with alternative fiber sources are usually not subjected to the bleaching
process, because of their specific fibers and in order to maintain the sustainable and
circular nature of these papers (Karlovits et al., 2020). Based on our previous research,
the addition of alternative fiber sources to recycled fiber pulp has been found to
produce papers suitable for inkjet and flexographic printing (Plazonic et al., 2016;
Bates et al., 2020; Bates et al. sur., 2022; Radil Seleg et al., 2022).

Materials and methods

The experimental part of this research was performed in the following steps: 1.
production of laboratory paper substrates with straw pulp; 2. printing of laboratory-
produced papers; 3. print quality assessment 3a. ink penetration depth analysis; 3b.
analysis of integral optical ink density; 3c. analysis of spectrophotometric values and
optical spectrum.

Laboratory-produced papers

Straw of wheat (Triticum spp.), barley (Hordeum vulgare L.), and triticale (Triticale
sp.), the most abundant crops in Croatia, was collected after harvest and manually cut
into 3 cm long pieces with scissors. The cleaned straw was processed into semi-
chemical pulp using the soda-pulp method. Laboratory-produced papers with a weight
of about 42.5 g/m? consisted entirely of recycled wood pulp or a mixture of 70%
recycled wood pulp and 30% unbleached wheat, barley or triticale pulp (Table 1)
(Plazonil, 2016a, Plazonil, 2016b) were formed using a Rapid-K°then sheet former
(FRANK-PTI) according to the standard EN 1SO 5269-2:2004 (ISO 5269-2:2004).

Table 1. Marking laboratory-produced papers used as printing substrates

Composition
Paper type/Mark Straw pulp | Recycled wood pulp
N 0% 100%
3NW 30% wheat 70%
3NB 30% barley 70%
3NTR 30% triticale 70%
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According to composition, three different laboratory-produced papers with straw pulp
were compared with laboratory-produced paper consisted only of recycled
wood pulp (N).

Printing laboratory-produced papers

In this research, the main techniques for printing secondary packaging on absorbent
substrates were used. Offset printing is the predominant technique used for printing
publications and packaging, while gravure printing is used for printing luxury
products, publications and packaging in very long runs.

Offset printing was performed in full tone using conventional black ink Express
(manufactured by Sun Chemicals) with 5% red fluorescent pigment (Radion, Radglo
PS-15) using a Pr¢ fbau multipurpose testing machine at a temperature of 23 AC and a
relative humidity of 50%. All samples were printed at a speed of 0.5 m/s and a pressure
of 600 N.

Gravure printing was performed with a laboratory KPP Gravure System using a
printing cylinder with a mechanical hardness (HS) of 65 Shore and an engraved
printing plate at an angle of 37A with a diamond needle at an angle of 130A with a
screen of 100 lines/inch, or 40 lines/cm. Prints were made in full tone using Sunprop
black ink (manufactured by Sun Chemicals) containing a 5% red fluorescent pigment
(Radion, Radglo PS-15) at a speed of 20 m/min at a temperature of 23 AC and a relative
humidity of 52%.

Print quality assessment

The print quality or printability analysis was aimed to compare the reproduction of
the innovative laboratory-produced papers with straw pulp versus laboratory-
produced papers made exclusively from recycled wood pulp, based on ink penetration
depth, integral optical ink density, spectrophotometric values and optical spectrum.
Ink penetration depth of black ink into the laboratory-produced papers was
determined by mixing a red fluorescent pigment into a conventional black ink with
which prints were then made. Samples measuring 10 mm x 30 mm were cut on a
Microtom machine and then filled with EpoFik Kit epoxy compound (manufactured
by Struers). The obtained samples were dried cold at room temperature for a period
of 12 hours without pressure. Grinding with sandpapers: P320, P600, P1000, P2000
and P4000 and polishing with Struers diamond pastes 30m and 10m was done after
hardening of the resin with the samples.

A cross-section of the samples was taken using a Leica TCS SP8 X confocal laser
scanning microscope with a fluorescence excitation channel of 560 nm (reflection)
and processed with the Leica Microsystem program at a magnification of 63X,
numerical aperture of 1.4 (immersion objective: HC PL APO CS2 631/1.40) and
additionally analyzed with the ImageJ program.
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The ImageJ program was used to determine the highest values of ink penetration into
the laboratory-produced paper substrate.

The mean values and standard deviation of the ink penetration depth (Hp) were
calculated from 50 sections obtained from the microscopic images using the Eq. 1:

F 'OnE = /QT100 Q)
where | is the maximum ink penetration value and d is the local thickness of the paper
in the measured part.

The optical ink density parameter was used to determine the thickness of the ink film
(black ink with red fluorescent pigment) on laboratory-produced paper substrates.
Optical ink density (D) was measured on all prints using a Techkon SpectroDens
densitometer (manufacturer Techkon GmbH) through a 3 mm aperture (measurement
conditions status E, illumination D50, standard observer 20, no polarizing filter,
calibrated to paper samples). The ink layer on the print is opaque, therefore the optical
density of the ink can be calculated from the value of light intensity reflected from the
ink layer (1) versus the light intensity transmitted and reflected from unprinted paper
substrates (lo) according to Eg. 2. A higher value of the optical ink density means a
larger ink layer or a higher ink concentration and a higher optical contrast compared
to the substrate. (Kipphan, 2001)

0 €0 — (2)
Spectrophotometric values and optical spectrum of prints

Spectrophotometry is the basis for color measurement. As far as color perception is
concerned, the connection between physics and physiology was recognized very
early, when the physicist Isaac Newton contributed to spectrophotometry and
colorimetry in 1704 with his attempts to divide white light into spectral colors.
However, the color perception of the human eye was defined 1802 by the physician
Thomas Young. Young is considered to be the first to describe how color is perceived
in the eye with the three receptors red, green and blue. Today we know that every
color experience can be completely described with three numerical values (L*, a*, b*)
(Young, 1802; Heesen, 2015).

In the graphic industry, color reproduction is controlled by measuring
spectrophotometric values L*a*b* and the optical spectrum of samples with
spectrophotometers.

Results and discussions
In order to compare the usability of printed paper with straw pulp for secondary

packaging, first the penetration depth of the printing ink into the substrate was
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determined and then the quality of the print was observed using three qualitative
parameters.

Significantly high ink penetration into all laboratory-produced paper substrates was
observed with offset printing, while these values were lower with gravure printing
(Figures 1 and 2).

Observing the images of the cross-sections of the samples, it is evident that in the
offset prints, the least amount of ink penetrated the substrate when the samples were
made from recycled wood pulp only (N), while the highest ink penetration was
achieved in samples with wheat straw (Figures 1 & 2). The images of the cross-
sections of gravure prints show minor differences between the printing substrates.
From the measured numerical values of the ink penetration depth (Hp), it can be seen
that all analyzed offset prints have very similar ink penetration depth values, while in
gravure printing, the lowest ink penetration depth into the printing substrate was
achieved with laboratory-produced paper with barley pulp (3NW) (Figure 3).

Cross-section microscopic image
prlggggggtg%;rs Taken ¥_Vgg (S:II;E;S '\XA Leica Taken with fluorescence The ink
gy channel of 560 nm extraction penetration depth
(63x magnification)
N
3NW
3NB
3NTR

Figure 1. Microscopic images of cross-section of printed laboratory-produced papers
by offset technique

204



International Conference 19" Rugilka days

ATODAY SCIENCE T TO
September 21723,

Zagtita okoliga/Environmental protection
Zbornik radova / Proceedings

MORROW INDUSTRY0
2022 / Vukovar, Croatia

Laboratory-
produced
papers

Cross-section microscopic image
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Figure 2. Microscopic images of cross-section of printed laboratory-produced papers
by gravure technique
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Figure 3. The ink penetration depth of offset and gravure prints

The analysis of the print quality of all laboratory-produced paper samples proves that
similar ink layers were applied to the substrates (Table 2), showing very small
differences in colorimetric values a* and b*, while more pronounced in lightness.
Offset prints have a higher lightness value (Figure 4), i.e. a casual observer perceives
these colors as brighter compared to gravure prints.

The resulting reflectance spectrum of the prints shows that the reflectance values
across the spectrum are increased in offset prints compared to gravure prints. We can
conclude that offset prints have increased reflectance in the green and red parts of the

spectrum (Figure 5).

Table 2. Optical ink density values on offset prints and gravure prints

Di
Offset prints | Gravure prints
N 1.22 N 0.03 1.29 N 0.01
3NW | 1.27 N 0.02 1.31 N 0.41
3NB | 1.26 N0.02 1.29N0.28
3NTR | 1.28 N 0.40 1.30 N 0.32

206



International Conference 19" Rugilka days
ATODAY SCIENCE T TOMORROW INDUSTRY0
September 21723, 2022 / VVukovar, Croatia
Zagtita okoliga/Environmental protection
Zbornik radova / Proceedings

Figure 4. Colorimetric values of offset prints (0) and gravure prints (g)

Figure 5. Optical spectrum of black prints with fluorescent pigments obtained
with offset printing (o) and gravure printing (g)
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Conclusions

Based on the results of assessing the usability of wheat, barley and triticale straw for
secondary packaging using the parameters of ink penetration depth, optical density,
spectrophotometric values and reflectance spectrum, the following conclusions can be
drawn:

U Based on the value of integral optical density, spectrophotometric values and
reflectance spectrum, it is not possible to determine the penetration depth of black
ink into laboratory-produced papers.

U Substrates printed with gravure black ink have lower ink penetration compared to
offset black ink, with lower reflectance values being achieved, which is
characteristic of achromatic (black) color.

U The composition of the laboratory-produced paper substrate has no influence on
the depth of ink penetration into the printing substrate, so cereal straw can be used
as a waste material for the production of a substrate for printing secondary
packaging.
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Sagetak

Zrele aerobne granule korigtene su za obradu sintetske otpadne vode u laboratrijskom SBR
reaktoru. Tijekom 150 dana istragena je razgradnja 70N10 mg NH4-N/L, pri omjeru C/N 4, 8 i
12 iz acetata kao izvora ugljika. S povelanjem omjera C/N ulinkovitost uklanjanja organskih
sastojaka, NH4-N, ukupnog dugika i PO4-P raste. Obralena otpadna voda je pri svim
istragivanim omjerima C/N zadovoljavajule kvalitete za ispust u povrginske vode s obzirom
na KPK vrijednost i koncentraciju amonijakalnog dugika, odnosno za ispust u sustav javne
odvodnje prema vrijednostima ukupnog dugika i ortofosfata. Duga faza punjenja pri
anaerobnim uvjetima bi vjerojatno pridonijela nigim koncentracijama ukupnog dugika i
ortofosfata u obral’enoj vodi.

Kljulne rijeli: aerobni granulirani mulj, SBR, uklanjanje nutrijenata, sintetska otpadna voda
Uvod

Granularni mulj je spontano samoimobilizirna mikrobna biomasa u matriksu
izvanstanilnih polimernih tvari (EPS, engl. Extracellular Polymeric Substances), bez
nosala, kompaktne strukture.

Proces nastajanja aerobnih granula T aerobna granulacija rezultat je kombinacije
biologkih i kemijskih procesa, a sastoji se od letiri koraka: (i) fizilki kontakt izmelu
bakterija, (ii) stabilizacija privlalnih sila izmelu lvrstih povrgina i bakterija, (iii)
agregacija stanica zbog lulenja EPS, i (iv) oblikovanje stacionarne trodimenzionalne
strukture pomolu hidrodinamilkih sila smicanja (Liu i Tay, 2002).

Karakteristike aerobnih granula su vrlo dobro zadrgavanje biomase, odlilna
talogivost, mogulnost istovremenog uklanjanja dugika i fosfora, otpornost na toksilne
tvari i velike brzine opterelenja (Gonzalez-Gil i Holliger, 2014). U odnosu na
tehnologiju koja primjenjuje flokulirani mulj, tehnologija aerobnih granula ima
23-40 % manju potrognju elektrilne energije, 20-25 % manje operativnih trogkova, i
50-75 % manje zahtjeva za prostorom, a u odnosu na membranske reaktore ima
35-70 % manju potrognju elektrilne energije (Bengtsson i sur., 2018).
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Aerobne granule znatno su vele (0,2-5 mm) od flokula (< 0,2 mm), pravilnog i
sferilnog oblika a flokule su nepravilnog i nitastog oblika. Odlikuju se dobrom
proizvodnjom EPS, velikom kompaktnosti i gustolom za razliku od flokuliranog
mulja. Aerobne granule taloge se brzinom 10-90 m/h, a flokulirani mulj 2-10 m/h
(Bengtsson i sur., 2018; Nancharaiah i Reddy 2018).

Granule su slojevite strukture u kojoj dolazi do opadanja/smanjenja gradijenta kisika
prema sredigtu granule i formiranja aerobnih, anoksilnih i anaerobnih zona, gto
omogulava raznolikost mikroorganizama u granulama i zato se granule mogu smatrati
Amini ekosustavomfi (Liu i Tay, 2004).

Formiranju granula iz flokuliranog aktivnog mulja pogoduje niz okolignih i procesnih
limbenika, poput: kratko vrijeme talogenja, veliki omjer visine i promjera reaktora,
velike hidrodinamilke sile smicanja, gargni rad sustava s periodima obilnog hranjenja
i gladovanja (Wil@n i sur., 2018), vela proizvodnja EPS, prisutnost kalcijevih iona i
niga koncentracija inhibitornih tvari, duge vrijeme zadrgavanja krutih tvari, viga
koncentracija otopljenog kisika (DO, engl. Dissolved Oxygen), brzina organskog
opterelenja, sastav podloge (Nancharaiah i Reddy 2018).

Jedan od najvelih izazova primjene aerobnih granula je njihov dugotrajn stabilnost,
buduli da pri dugotrajnom volenju procesa velinom dolazi do raspadanja granula a
lemu pridonosi prekomjerni rast filamentoznih vrsta, organilenje prijenosa mase,
smanjena sklonost stanica za agregaciju, te nastajanje anaerobnih zona unutar granula
(Adav i sur., 2010), duljina trajanja aeracije, intenzitet aeracije, brzina organskog
opterelenja i omjer C/N (ugljik/dugik) (He i sur., 2019).

Aerobni granularni mulj koristi se za obradu komunalne i industrijske otpadne vode,
u laboratorijskom i industrijskom mjerilu (He i sur., 2019). Komunalna otpadna voda
je izazov za ulinkovitu biologku obradu zbog niskog omjera C/N (< 4). Nedovoljna
kolilina organskih sastojaka utjele na ulinkovitost uklanjanja dugika i fosfora, te na
stabilnost i raspadanje granula (Kim i sur., 2021; He i sur., 2019; Kim i Ahn, 2019;
Kocaturk i Erguder, 2016; Luo i sur., 2014).

Za uklanjanje dugika iz otpadne vode primjenjuje se kombinacija procesa nitrifikacije
i denitrifikacije. Nitrifikacija je oksidacija amonijaka preko nitrita do nitrata, a
denitrifikacija redukcija nitrata preko nitrita do plinovitog dugika. Nitrifikaciju
provode nitrificirajule bakterije, aerobne autotrofne bakterije: (i) amonijak
oksidirajule bakterije, AOB, koje provode oksidaciju amonijaka do nitrita, i (ii) nitrit
oksidirajule bakterije, NOB, koje provode oksidaciju nitrita do nitrata. Nitrificirajule
bakterije karakterizira vlo niska brzina rasta (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002).
Luo i sur. (2014) su istaknuli da smanjenje omjera KPK/N s 4 na 1 ima nepovoljan
ulinak na brzinu i ulinkovitost nitrifikacije zbog pomaka u sastavu zajednice
mikroorganizama u aerobnim granulama i smanjenju sadrgaja EPS, zbog lega se
smanjuje fizilka snaga i velilina granula, i narugava se talogivost. Denitrifikaciju
provode denitrificirajule bakterije, pri lemu se nitrati reduciraju do plinovitog dugika.
Denitrificirajule bakterije su anoksilni heterotrofni organizmi koji posjeduju niz
reduktaza: nitrat reduktaza (Nar, engl. Nitrate reductase) T reducira nitrat do nitrita,
nitrit reduktaza (Nir, engl. Nitrite reductase) T reducira nitrit do dugikovog
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monoksida, dugikov monoksid reduktaza (Nor, engl. Nitrit oxide reductase) T reducira
dugikov monoksid do didugikovog oksida i didugikov oksid reduktaza (Nos, engl.
Nitrous oxide reductase) T reducira didugikov oksid do plinovitog dugika. Za
denitrifikaciju nitrata potrebni su organski sastojci kao donori elektrona, koji mogu
biti: (i) biologki razgradivi organski sastojci u otpadnoj vodi, (ii) dodani vanjski izvor
ugljika, primjerice metanol, glukoza, acetat, propionat, i (iii) unutarstanilne rezerve
ugljika. Potrebna kolilina organskih sastojaka (omjer C/N) za potpunu denitrifikaciju
nitrata ovisi o sastavu izvora ugljika. TakoLer, izvor ugljika je jedan od limbenika
koji utjele na brzinu denitrifikacije, pri lemu se s lakorazgradivim izvorom ugljika
postige vela brzina denitrifikacije (Metcalf i Eddy, 2003; Gerardi, 2002).

Za uklanjanje fosfora iz otpadnih voda odgovorni su fosfor akumilirajuli organizmi
(PAOs, engl. Phospate Accumulating Organisms), u procesu naprednog biologkog
uklanjanja fosfora, u naizmjenilnim anaerobno aerobnim (anoksilnim) uvjetima. U
anaerobnim uvjetima PAOs u stanice unose hlapljive masne kiseline iz vodenog
medija i pohranjuju kao polihidroksialkanoate (PHAs, engl. Polyhydroxyalkanoates).
Energiju potrebnu za taj proces PAOs dobivaju hidrolizom glikogena i otpugtanjem
ortofosfata iz unutarstanilnih rezervi polifosfata u mijeganu tekulinu. U aerobnim
uvjetima PAOs koriste rezerve PHA za unos fosfata iz vodenog medija u svoje stanice
i pohranjuju ih kao polifosfate, za obnavljanje rezervi glikogena i za stanilni rast, pri
lemu je bilanca procesa na strani aerobnog unosa fosfata. U aerobnim uvjetima
akceptor elektrona je kisik (Bunce i sur., 2018; He i sur., 2018; Barr i sur., 2010), a
kad se umjesto aerobne faze primijeni anoksilna faza akceptori elektrona su nitrati
odnosno nitriti. Za uklanjanje fosfata iz otpadnih voda u anaerobno/anoksilnim
uvjetima odgovorni su denitrificirajuli fosfor akumulirajuli organizmi (DPAOs, engl.
Denitrifying Phosphorus Accumulating Organisms). DPAOs su skupina PAOs koji
imaju anaerobno/anoksilan metabolizam. lzuzev akceptora elektrona, metabolizam
PAOs i DPAOs je isti. Ipak, u sustavima u kojima se primjenjuje anaerobno/anoksilna
faza za uklanjanje fosfora iz otpadnih voda, zabiljegena je ugteda na izvoru ugljika,
ugteda na Kisiku, i manji vigak aktivnog mulja. TakoLer, pri ovakvoj konfiguraciji
reaktora, mogule je postili istovremeno uklanjanje organskih sastojaka, dugika i
fosfora (Bunce i sur., 2018; He i sur., 2018; Barr i sur., 2010).

Neovisno o0 primijenjenoj konfiguraciji reaktora, anaerobno/aerobnoj ili
anaerobno/anoksilnoj, konalno uklanjanje fosfora se odvija prilikom ispugtanja vigka
aktivnog mulja iz SBR reaktora, koji je bogat fosfatima. Takav mulj se moge koristiti
kao izvor fosfata (Bunce i sur., 2018; He i sur., 2018; Barr i sur., 2010).

U procesu naprednog biologkog uklanjanja fosfora prisutni su i glikogen
akumulirajuli organizmi (GAOs, engl. Glycogene Accumulating Organisms) koji se
tijekom anaerobne faze nadmelu sa PAOs za hlapljive masne kiseline, ali GAOs
nemaju mogulnost unosa fosfata u svoje stanice. Ukoliko doLe do proliferacije GAOs,
tijekom anaerobne faze unesu vige hlapljivih masnih kiselina u svoje stanice pa PAOs
nemaju dovoljno rezervi PHA u narednoj aerobnoj/anoksilnoj fazi i posljedilno
dolazi do narugavanja ulinkovitosti uklanjanja fosfata (Bunce i sur., 2018; de Sousa
Rollemberg i sur., 2018; He i sur., 2018; Xia i sur., 2018; Sarma i Tay, 2018).
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Cilj ovog rada bio je istragiti ulinak omjera C/N na aktivnost aerobnih granula u
obradi sintetske otpadne vode koja simulira komunalnu otpadnu vodu.

Materijali i metode

Aktivni mulj s urel’aja za obradu komunalnih otpadnih voda granuliran je na nalin da
je vrijeme talogenja postupno skraleno s 30 min na 10 min. U pokusima su korigtene
zrele aerobne granule koncentracije 3 g MLSS/L (engl. Mixed Liquor Suspended
Solids, hrv. suspendirane lestice mijegane tekuline).

Sintetska otpadna voda je prireLena otapanjem soli u vodovodnoj vodi: 2 mg/L
(NH4)2S04, 1 mg/L KH2PO4, 0,4 mg/L FeSQ,, 0,5 mg/L MgSO., 0,4 mg/L NacCl, 1
mg/L MgCOs, 1 mg/L CaCOs. Otopina elemenata u tragovima je dodana u kolilini
0,3 mL/L sastava: 1,5 g/L FeCl3A6H,0, 0,15 g/L H3BOs, 0,03 g/L CuSO.A5H,0, 0,18
g/L K1, 0,12 g/L MnCl,44H,0, 0,06 g/L Na,M0O4A2H.0, 0,12 g/L ZnSO4A7H.0, 0,15
g/L CoCl,A6H,0, 10 g/L EDTA (Smolders i sur., 1994). Nakon 24 h stajanja na sobnoj
temperaturi filtrirana je kroz grubi filter papir veliline pora 0,45 Om. Natrijev acetat
T izvor ugljika, odvagan je u odgovarajuloj kolilini za postizanje odabranog omjera
CIN 4, 8 i 12. Odabrani omjer C/N odrgavan je tijekom 50 dana pokusa. Pokusi su
voleni pri vrijednosti pH u rasponu 7-8, koncentraciji otopljenog kisika 2 mg DO/L
tijekom faze reakcije i pri temperaturi 2282 °C.

Pokusi su voleni u laboratorijskom SBR reaktoru (engl. Sequencing Batch reactor,
hrv. gargni reaktor koji radi u slijedu), ralenom po narudgbi,radnog volumena 2 L.
Ciklus je trajao 12 sati, i sastojao se od faza: punjenje (20 min), reakcija (11 hi 10
min), talogenje (10 min) i dekantiranje (20 min). Reaktor je bio opremljen
elektrodama i mjernim aparatima za motrenje temperature, koncentracije otopljenog
kisika (WTW Oxi3210 i DurOx, Njemalka) i vrijednosti pH (WTW 330i i SenTix41,
Njemalka). Aeracija je imala ulogu osiguravanja kontakta mikroorganizama i
supstrata T mijeganje, i osiguravanja geljene koncentacije otopljenog kisika, koja je
ostvarena upuhivanjem zraka u SBR pomolu kompresora (HIBLOW HP 40, SAD).
Omjer izmjene volumena (engl. volume exchange ratio) je iznosio 50 %.
Koncentracije KPK (Kemijska Potrognja Kisika), TN (engl. Total Nitrogen, hrv.
ukupni dugik), NHs-N, NOs-N, NO2-N, PO4-P i MLSS su odrelivane prema
standardnim metodama (APHA, 2005).

Rezultati i rasprava

Nizak omjer C/N, odnosno KPK/N, karakteristilan za komunalnu otpadnu vodu, je
lesto ogranilavajuli limbenik za postizanje zakonom propisanih vrijednosti
organskih sastojaka i nutrijenata za ispust u povrginske vode (Wagner i sur., 2015).
Nedovoljan omjer KPK/N se lesto kompenzira dodatkom vanjskog izvora ugljika,
poput primjerice acetata. Razlozi korigtenja acetata su vrlo kratko vrijeme prilagodbe
mikroorganizama na acetat, s acetatom se postigu vele brzine uklanjanja nutrijenata
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u odnosu na primjerice etanol i metanol i mikroorganizmi vrlo lako mogu koristiti
acetat kao izvor ugljika. S druge strane, acetat je skuplji od metanola i etanola (Osaka
i sur., 2008; Peng i sur., 2007).

Ulinkovitost uklanjanja KPK rasla je s porastom omjera C/N, i pri omjerima C/N 4,
8 i 12 ostvarena je prosjelna ulinkovitost uklanjana KPK 89 %, 93 % i 96 % (Slika
1a).

Slika 1. Promjena koncentracije: (a) KPK, (b) ukupnog dugika, (c) NH4-N, i (d) PO4-P,
pri omjerima C/N 4, 8 12
Figure 1. The variations of: (a) COD, (b) total nitrogen, (c) NH4-N,
and (d) PO4-P concentration, at ratios C/N 4, 8 and 12

Pri sva tri istragivana omjera C/N prosjelna vrijednost KPK u izlazu je bila niga od
maksimalne dopugtene koncentracije za ispust u povrginske vode (Slika 1a) (Pravilnik,
2020). Isti trend promjene KPK vrijednosti u izlazu je vidljiv pri svim istragivanim
omjerima C/N: KPK vrijednost izlaza bila je bila viga u poletnim danima izlogenosti
mikroorganizama vigem omjeru C/N a zatim se smanjivala i ustalila (Slika 1a).
Promjene vrijednosti KPK odragavaju metabolizam heterotrofnih organizama, koji
koriste organske sastojke kao izvor energije i ugljika (Kocaturk i Erguder, 2016).
Povelanje omjera KPK/N rezultira dominacijom heterotrofnih bakterija i postupnim
smanjenjem brojnosti i raznolikosti mikroorganizama prisutnin u granulama
(Zhao i sur., 2013).
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Granule karakterizira slojevita i kompaktna struktura zbog lega dolazi do otpora
difuzije i gradijenta supstrata i kisika od povrgine granule prema unutragnjosti, pa su
u granuli prisutne anaerobna, anoksilna i aerobna zona (Gonzalez-Gil i Holliger,
2014; Chen i sur., 2007), gto upuluje da su heterotrofni organizmi koji su trogili
organske sastojke vjerojatno i aerobni i anoksilni heterotrofni organizmi (Desireddy
i Sabumon, 2021; He i sur., 2019; He i sur., 2018; Sarma i Tay, 2018; Xia i sur., 2018),
iako je koncentracija otopljenog kisika tijekom faze reakcije u bioreaktoru iznosila 2
mg DO/L.

Omjer KPK/N vagan je zbog sastava mikrobne populacije u granulama, stabilnog i
dugotrajnog rada urel’aja za biologku obradu otpadnih voda, odrgavanja integriteta
granula i ulinkovitosti biologke obrade otpadnih voda (He i sur., 2017). U literaturi se
navodi da su nigi omjer KPK/N poput KPK/N 0 3,3 odgovarajuli za nitrificirajule
bakterije, omjer KPK/N 7,5 pogoduje odrgavanju stabilnosti aerobnih granula, dok
vigi omjeri poput KPK/N 0 20 odgovara heterotrofima (Kim i sur., 2021; Kocaturk i
Erguder, 2016).

Nedostatak niskog omjera KPK/N, poput omjera KPK/N 1-5, je raspadanje granula
zbog nedovoljne koliline organskih sastojaka, pri lemu dolazi do ispiranja mulja iz
sustava (Kim i sur., 2021; Kim i Ahn, 2019; Kocaturk i Erguder, 2016;
Luo i sur., 2014).

Slilni rezultati uklanjanja organskih sastojaka s rezultatima ovog rada (slika 1a), su
prikazani u literaturi: pri omjeru KPK/N 7,5 i nigem, zabiljegena je ulinkovitost
uklanjanja KPK 63-79 %, pri omjeru KPK/N 10 zabiljegeno je 76-90 % i pri omjeru
KPK/N 20 je zabiljegena ulinkovitost uklanjanja KPK 94 % (Kocaturk i Erguder,
2016), kao i ulinkovitost uklanjanja KPK 93,7 %, 90,8 %, 82,4 % i 70,7 % pri
omjerima KPK/N 10, 7,5, 51 2,5 (Kim i Ahn, 2019). Visok omjer KPK/N 30 je doveo
do smanjenja ulinkovitosti uklanjanja KPK s 95 % na 87 % zbog proliferacije
filamentoznih bakterija koje su narugile strukturu granula (Kocaturk i Erguder, 2016).
Ulinkovitost uklanjanja ukupnog dugika od 55 %, 59 % i 66 % i prosjelne vrijednosti
ukupnog dugika u izlazu 31,5 mg TN/L, 29 mg TN/L i 24 mg TN/L postignuto pri
omjeru C/N 4, 8 i 12 (Slika 1b) ne zadovoljavaju zakonske propise za ispust u
povrginske vode nego za ispust u sustav javne odvodnje (Pravilnik, 2020). Slilne
rezultate uklanjanja N pri omjeru KPK/N 5, 10, 15i 20 od 57,5 %, 61,6 %, 69,6 % i
79,1 % su zabiljegili Kim i sur. (2021), kao i ulinkovitost uklanjanja N od 72,3 %,
65,3 %, 61,7 % i 52,3 % pri KPK/N omjerima 10, 7,5, 5 2,5 (Kim i Ahn, 2019).
Kocaturk i Erguder (2016) su pri omjeru KPK/N 1 zabiljegili uklanjanje N od 26 %,
pri omjerima KPK/N 2-7,5 ulinkovitost uklanjanja N od 35-54 %, a pri KPK/N
omjerima 7,5-30 ulinkovitost uklanjanja N od 17-18 %.

Prosjelne koncentracije NHs-N u izlazu (Slika 1c) su bile 8,4 mg NH4-N/L, 3,5 mg
NHs-N/L i 1,4 mg NH4-N/L pri omjerima C/N 4, 8 i 12, pri lemu je ostvarena
ulinkovitost uklanjanja NHs-N 88 %, 95 % i 98 %, a postignute koncentracije su bile
unutar raspona vrijednosti dopugtenih za ispust u povrginske vode (Pravilnik, 2020).
U literaturi su objavljene ulinkovitosti uklanjanja amonijaka od 75 % (KPK/N 1), vige
od 90 % (KPK/N 2-7,5), 37 % (KPK/N 7,5-30) (Kocaturk i Erguder, 2016).
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Unato] kompeticiji za otopljeni kisik izmelu heterotrofa i nitrificirajulih bakterija, a
tijekom faze reakcije u SBR ciklusu odrgavana je aeracija na 2 mg DO/L, uz uklanjanje
organskih sastojaka (slika 1a) postignuta je i oksidacija NH4-N (slika 1c), gto sugerira
da je bila osigurana dovoljna koncentracija otopljenog kisika u mijeganoj t tekulini i da
je u aerobnim granulama prisutna odgovarajula brojnost nitrificirajulih bakterija
dobre aktivnosti.

Pokusi u ovom radu (slika 1c) voleni su pri rasponu vrijednosti pH 7-9, koja je
povoljna za nitrificirajule bakterije, te nije doglo do pomaka u ravnotegi izmelu
ionskog NH4-N u molekularni NHs, kao ni do pomaka izmelu ionskog NO2-N u
molekularni HNO, slobodnu nitritnu kiselinu. Nitrificirajule bakterije ne mogu
koristiti NH; kao izvor dugika, i NH; se otplinjava (pri visokoj vrijednosti pH).
Slobodna nitritna kiselina je poznati inhibitor metabolizma brojnih skupina
mikroorganizama prisutnih u aktivnom mulju (pri niskoj vrijednosti pH) (Gerardi,
2002; Anthonisen i sur., 1976).

Slojevita struktura granula omogulava odvijanje istovremene nitrifikacije i
denitrifikacije, zbog prisutne aerobne, anoksilne i anaerobne zone u granuli (Szab- i
sur., 2017; Chen i sur., 2007).

U izlazu je zabijegena odrelena koncentracija ukupnog dugika (slika 1b) zbog
nepotpune denitrifikacije nitrata akumuliranih tijekom procesa nitrifikacije, gto se
moge objasniti: (i) velom koncentracijom otopljenog kisika unutar granule od one
koja je potrebna za denitrificirajule bakterije, gto je dovelo do djelomilne inhibicije
denitrificirajulih reduktaza (Wang i Chu, 2016), (ii) utrogkom organskih sastojaka od
strane aerobnih heterotrofa, pa nije vige bilo dovoljno donora elektrona za redukciju
nitrata (Gutierrez-Wing i sur., 2012), i (iii) prekratkom fazom punjenja (20 min) koja
se odvijala bez aeracije, pa su PAOs i) GAOs koristili dio organskih sastojaka i
pospremili ih kao unutarstanilne zalihe ugljika, PHAs , pri lemu je brzina
denitrifikacije s unutarstanilnim zalihama ugljika znatno niga u odnosu na vanjski,
lako razgradivi supstrat, poput acetata (Karahan i sur., 2008).

Duljina anaerobne faze tijekom faze punjenja bioreaktora povoljno utjele na
ulinkovitost uklanjanja dugika (Yuan i sur., 2019; Kocaturk i Erguder, 2016).
Prosjelne koncentracije PO4-P u izlazu iznosile su 8,3 mg PO4-P/L, 5,5 mg PO4-P/L
i 3,5 mg PO.-P/L uz ulinkovitost uklanjanja PO4-P od 31 %, 54 % i 71 %, pri C/N 4,
8 i 12 (Slika 1d) Izlazne vrijednosti PO4-P nisu bile zadovoljavajule za ispust u
povrginske vode, ali su bile zadovoljavajule kvalitete za ispust u sustav javne
odvodnje (Pravilnik, 2020).

U ovom radu povelanje omjera C/N (slika 1d) je omogulilo velu raspologivu kolilinu
acetata za pohranu u obliku PHA, gto je rezultiralo manjim koncentacijama fosfata u
izlazu. Kako se faza punjenja provodila bez aeracije, koncentracija otopljenog kisika
je bila vrlo mala, PAOs su tijekom faze punjenja koristili dio acetata i pospremili ga
kao PHA, koji su zatim u fazi reakcije (aerobna faza) koristili za unos fosfata u stanice.
Mogule je da je 20 minuta faze punjenja bilo nedovoljno za stvaranje znalajnije zalihe
PHA, pa je to vjerojatan razlog zabiljegene koncentracije fosfata u izlazu pri svim
istragivanim C/N omjerima.
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Tijekom aerobne faze, za kisik kao akceptor elektrona, natjecali su se PAOs,
nitrifikanti i aerobni heterotrofi. DPAOs, prisutni u dubljim slojevima granule su
koristili nitrate i nitrite kao akceptore elektrona za unos fosfata u stanice. Tijekom
faze punjenja odvijala se vjerojatno i kompeticija za acetat izmel’u PAOs i GAOs.

Zakljulci

Istovremeno uklanjanje organskih sastojaka, ukupnog dugika, amonijaka i ortofosfata je
postignuto pomolu zrelih aerobnih granula u SBR reaktoru laboratorijskog mijerila. S
povelanjem omjera C/N od 4 do 12 raste ulinkovitost uklanjanja KPK, TN, amonijakalnog
dugika i PO4-P. Slojevita struktura granula omogulila je odgovarajule uvjete za aktivnost
nitrificirajulin i denitrificirajulih bakterija i fosfor akumulirajulih organizama. Dulja faza
punjenja pri anaerobnim uvjetima bi vjerojatno pridonijela boljoj ulinkovitost uklanjanja
dugika i fosfora. Aerobne granule pokazuju visoki potencijal za obradu komunalne otpadne
vode s ciljem uklanjanja organskih sastojaka i nutrijenata.
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Summary

Mature aerobic granules for the treatment of synthetic wastewater in a laboratory SBR, were
used. The decomposition of 70N10 mg NH.-N/L, at C/N ratios of 4, 8 and 12, with acetate as
a carbon source, during 150 days was investigated. With an increase in the C/N ratio, the
removal efficiency of organic compounds, NH4-N, total nitrogen and PO4-P increased. The
quality of treated wastewater with regard to COD value and ammoniacal nitrogen is below the
maximum allowed concentrations for discharge into surface waters, while the values of total
nitrogen and orthophosphate are of satisfactory quality for discharge into the public drainage
system, at all investigated C/N ratios. A longer fill phase under anaerobic conditions would
likely contribute to lower concentrations of total nitrogen and orthophosphate in the treated
water.

Keywords: aerobic granular sludge, SBR, nutrient removal, synthetic wastewater
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Ispitivanje ekotoksilnosti diklofenaka i pantoprazola
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Sagetak

Uslijed antropogenog djelovanja, ksenobiotici dospijevaju u okolig. Ksenobiotici, melu koje se
ubrajaju farmaceutici, antibiotici, otrovi te pesticidi, su tvari koje su biologki aktivne, a zaostaju u
okoligu u visokim koncentracijama s obzirom na njihovu jaku postojanost i bioakumulaciju. Prema
tome, potrebno je istragivati njihov utjecaj na organizme u okoligu. U ovome je radu istragivana
ekotoksilnost dvaju ksenobiotika, diklofenaka i pantoprazola, na letiri testna organizma: morskoj
bakteriji Vibrio fischeri, bakteriji Pseudomonas putida, mikroalgi roda Chlorella, te kvascu
Saccharomyces cerevisiae. Ispitivan je ekotoksilni utjecaj svakog pojedinog navedenog
kseonobiotika, ali i njinove smjese u volumnim omjerima 1:1, 2:1i 1:2. Za navedeno je proveden test
ekotoksilnosti s V. fischeri tijekom 30 min izlogenosti uz pralenje smanjenja bioluminiscencije
bakterije. Ukupan broj givih stanica bakterija (CFU) P. putida te mikroalgi Chlorella sp., pratio se
tijekom 3 dana provedbe pokusa u svrhu uolavanja ekotoksilnog utjecaja na rast navedenih
mikroorganizama. Tijekom istog vremena izlogenosti, provodio se i pokus sa S. cerevisiae u kojem se
pratio volumen nastalog CO,, odnosno volumen istisnute tekuline. Rezultati promjene inhibicije u
odnosu na ispitivane koncentracije diklofenakai pantoprazola su prikazani karakteristilnom krivu ljom

Kljulne rijeli: ekotoksilnost, Vibrio fischeri, Pseudomonas putida, Chlorella sp.,
Saccharomyces cerevisiae

Uvod

U danagnje vrijeme, procesi poput urbanizacije, industrijalizacije, globalizacije, kao i
porasta ljudske populacije imaju snagan utjecaj na cjelokupno drugtvo i okolig. lako
su navedeni procesi doveli do nevjerojatnog ekonomskog i tehnologkog napretka,
utjecaj na cjelokupni ekosustav u velikoj je mijeri negativan. Potreba za
prolongiranjem i poboljganjem ljudskog givota, primarno proizvodnjom i korigtenjem
raznih lijekova, pesticida, aditiva u hrani i slilno, povelala je mogulnost oneliglenja
okoliga, odnosno namjernog i nenamjernog otpugtanja raznih supstanci u okolig
(Gtefanac et al., 2021). Upravo se takve, biologki aktivne tvari koje antropogenim
putem dospijevaju u odreleni ekologki sustav nazivaju ksenobiotici (grl. xenos-stran,
bios-givot) (Posavec, 2015; Gudelj, 2016). Ksenobiotici se mogu kategorizirati na
temelju vige razlilitih kriterija, a najlegli su njihova struktura, uporaba, agregatno
stanje i patofiziologki ulinak. Tako ksenobiotike dijelimo na gest glavnih skupina:
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pesticidi, farmaceutici, proizvodi za osobnu higijenu, zabranjene droge, nuklearni
otpad i drugi industrijski produkti (Gtefanac et al., 2021). ~
Analgetici su farmaceutici koji se mogu definirati kao tvari koje umanjuju osjelaj boli
u nekom organizmu bez trajnih psihoaktivnih ulinaka (Vandam, 1972). Postoje tri
glavne skupine analgetika, a to su neopioidni, opioidni i pomolni analgetici (Mimica
Matanovil, 2014). Svi neopoidni analgetici osim paracetamola spadaju u nesteroidne
protuupalne lijekove. To znali da djeluju na nalin da se uplilu u sustav
prostaglandina, sustav tvari odgovoran za osjet boli i tako smanjuju upalu, oteknule,
nadragljivost i sam osjelaj boli (Mimica Matanovil, 2014). Jedan od najlegle
korigtenih analgetika (slika 1) je diklofenak (Baranagil, 2019). Diklofenak (2-[2-(2,6-
diklorfenilamino)fenil]octena kiselina) spada u nesteroidne protuupalne analgetike
koji se koristi za ublagavanije boli u zglobovima, migilima i kostima (National Library
of Medicine). Struktura diklofenaka omogulava mu sposobnost inhibicije enzima
ciklooksigenaze-1 i ciklooksigenaze-2 koji su odgovorni za sintezu prostaglandina,
tvari koja uzrokuje osjet boli (Puljak, et al., 2015). Pantoprazol ((RS)-5-
(difluormetoksi)-2-[(3,4-dimetoksipiridin-2-il)metilsulfinil]-3H-benzoimidazol)
(Milil, 2021) (Slika 2) spada u lijekove koji se nazivaju inhibitorima protonske
pumpe, a djeluju na nalin da smanjuju kolilinu proizvedene @elulane kiseline
(Kosma, 2016). Nakon konzumacije, ljudski organizam izluluje oko 70-95 %
pantoprazola u obliku farmaceutski aktivnih i neaktivnih metabolita. Zbog
konstantnog unosa diklofenaka i pantoprazola u okolig, navedeni famaceutici postaju
pseudotrajni oneliglivali okoliga (Sathishkumar et al., 2020). Pseudotrajni
oneliglivali su tvari koje su biologki razgradive, meLutim uslijed kontinuiranih
emisija u okolig mogu se u njemu trajno akumulirati (Sathishkumar et al., 2020).

Slika 1. Strukturna formula diklofenaka
Figure 1. Structural formula of diclofenac
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Slika 2. Strukturna formula pantoprazola
Figure 2. Structural formula of pantoprazole

Otpadne vode su jedan od najvelih izvora oneliglujulih tvari koje narugavaju
kvalitetu i listolu prirodnih voda, tla i okoliga u cjelini (Janton, 2017). Prema Zakonu
o vodama (NN 84/2021) otpadne se vode prema svojem porijeklu mogu podijeliti na
oborinske, tehnologke i komunalne otpadne vode (NN 66/2019). Farmaceutska
industrija giroko je rasprostranjen i kompleksan sustav koji za proizvodnju Koristi
brojne reaktante, katalizatore, otapala, a izmel'u ostalog i vodu kao ulaznu i izlaznu
sirovinu. Voda se koristi prilikom obrade, formuliranja i proizvodnje lijekova gto
uzrokuje nastanak otpadnih voda liji sastav i kolilina ovisi o vrsti proizvodnog
procesa u kojem se koriste. Najlegle sadravaju neizreagirane reaktante,
mel.uprodukte, ostatke djelatnih tvari, katalizatore i slilno te se zbog toga i
farmaceutske otpadne vode mogu svrstati u zasebnu kategoriju (Janton, 2017). Buduli
da njihovo nekontrolirano ispugtanje u okolig moge izazvati negativne ulinke,
farmaceutike i ostale organske tvari sadrgane u otpadnim vodama nugno je pravilno
zbrinuti. U tu svrhu primjenjuju se brojni fizikalno-kemijski i biologki postupci obrade
kao gto su membranski procesi, adsorpcija, kemijska oksidacija i slilno. Zbog visoke
ulinkovitosti obradnih procesa visoke koncentracije farmaceutika ne predstavljaju
toliki problem za okolig (Janton, 2017). Ono gto je potencijalno opasno za sve llanove
ekosustava jesu farmaceutici u tragovima, koji se ponekad ne mogu detektirati, a
imaju sposobnost akumulacije u okoligu i organizmima koji u njemu obitavaju (Travis
et al., 1991). Spoznaje o ekotoksikologkim utjecajima farmaceutika u niskim
koncentracijama na organizme i mikroorganizme u tlu i vodi nisu potpuna, zbog lega
je nugno njihovo dodatno istragivanje. Mikroorganizmi su prijeko potrebni za
odrgavanje funkcionalnosti ekosustava jer razgradnjom organskih tvari osiguravaju
hranjive tvari za druge organizme u hranidbenom lancu. lako imaju sposobnost vrlo
brze prilagodbe na novonastale okoligne uvjete, lesto navedene tvari mogu toksilno
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djelovati na njih gto se u konalnici odragava na cijeli ekosustav, ukljulujuli i na
lovjeka (Milologa, 2018).

U ovom znanstvenom radu ispitao se ekotoksilni utjecaj ksenobiotika, odnosno
farmaceutika diklofenaka i pantoprazola, na letiri testna organizma: morsku bakteriju
Vibrio fischeri, bakteriju Pseudomonas putida, mikroalgu Chlorella sp. te na kvasac
Saccharomyces cerevisiae.

Materijali i metode
Ksenaobiotici

Ksenobiotici korigteni u ovom istragivanju su diklofenak i pantoprazol proizvolala
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemalka. Koncentracija temeljne otopine diklofenaka
i pantoprazola iznosila je 9= 32 mg L%. Radne koncentracije ispitivanih ksenobiotika
bilesuor=16mgL?, ,=8mg L% 3=2mgL? 2=05mgL"io=0,125mg L™
Za pripremu smjesa diklofenaka i pantoprazola koristile su se njihove temeljne otopine.
Smijese diklofenaka i pantoprazola pripremljene su u njihovim volumnim omjerima 1:1,
2:1i1:2.

Testni organizmi

Ekotoksilnost diklofenaka i pantoprazola te njihovih smjesa odrelivala se pomolu
morske bakterije Vibrio fischeri, bakterije Pseudomonas putida, mikroalge Chlorella sp
i kvasca Saccharomyces cerevisiae, slika 3. Navedeni testovi ekotoksilnosti odreLivali
su se prema normama: HRN/EN 1SO 11348-1:2000% (test s morskom bakterijom V.
fischeri), 1SO 10 712:199597 (P. putida) i OECD 201:198498 (mikroalga Chlorella
sp.). U svrhu odrelivanja ekotoksilnosti navedenih farmaceutika s kvascem S.
cerevisiae provodio se Yeast Toxicity Test, YTT.

Slika 3. Testni organizmi: V. fischeri, P. putida, Chlorella sp. i S. cerevisiae
(s lijeva na desno)
Figure 3. Test organisms: V. fischeri, P. putida, Chlorella sp. and S. cerevisiae
(from left to right)
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Metode rada

Ekotoksilnost diklofenaka ispitana je na sva letiri testna organizama, a pantoprazola te
smjesa diklofenaka i pantoprazola na V. fischeri i S. cerevisiae. Prilikom provolenja
testa ekotoksilnosti primjenom bakterije Vibrio fischeri, promatrala se inhibicija
njezinog fiziologkog svojstva bioluminiscencije. Test se provodio na luminometru, a
temeljio se na mjerenju intenziteta bioluminiscentne svjetlosti prije i 30 minuta nakon
dodavanja spomenutih ksenobiotika. Inhibicija (INH) se izralunala prema formuli:

06°0 ﬁ ﬁ ﬁ pTIT (1)
gdje je Luso, kontrola iNtenzitet bioluminiscencije kontrolnog uzorka nakon 30 minuta, a
Luso, worak iNtenzitet bioluminiscencije uzorka s ispitivanim ksenobiotikom nakon 30
minuta.
Test ekotoksilnosti primjenom gram-negativne bakterije Pseudomonas putida temeljio
se na odrelivanju inhibicijskog utjecaja ispitivanih tvari mjerenjem rasta bakterije
(optilka gustola, OG i ukupan broj givih stanica bakterija, CFU). Mjerenja su se
provodila svakih 24 sata tijekom 72 sata, a OG se odredila spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 436 nm. CFU se odredio metodom plate count. Pomolu logaritamske
vrijednosti CFU (logCFU) izralunala se i inhibicija rasta bakterije (INH):

000 pTIT 2

gdje je logCFUxontrola logaritamska vrijednost ukupnog broja givih bakterijskih stanica u
kontrolnoj tikvici, a l0gCFUuorak logaritamska vrijednost ukupnog broja givih
bakterijskih stanica u uzorku.

Ispitivanje ekotoksilnosti primjenom mikroalge Chlorella sp. temeljio se na mjerenju
inhibicije njezinog rasta. Prije provolenja testova mjerila se pH-vrijednost medija te
koncentracija otopljenog kisika pomolu kisikove elektrode. Test se provodio u periodu
od 72 sata prilikom lega su se povoljni fiziologki uvjeti za mikroalge konstantno
odrgavali mijeganjem na rotacijskoj tresilici. Temperatura se odrgavala izmelu 21 ¢C i
25 eC. Optilka gustola odreLivala se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 600 nm
svakih 24 sata. Broj ukupnih stanica mikroalgi odrelivao se pomolu Thominove
komorice i svjetlosnog mikroskopa. Na Thominovu komoricu stavila se kap suspenzije
mikroalgi koja se pokrila pokrovnim stakalcem. CFU vrijednost odrelivala se
brojanjem stanica mikroalgi na tri nasumilno odabrana kvadratila vidljivih na
Thominovoj komorici, a ralunala se prema formuli:

o — 3)
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gdje je N (ili CFU) ukupan broj stanica u 1 mL, m ukupan broj pobrojenih stanica, 16 ukupan
broj velikih kvadrata u Thominovoj komorici, 10* korekcija volumena i K broj velikih
kvadrata u kojima je izvrgeno brojanje. Inhibicija se izralunala prema Formuli 2.

Test ekotoksilnosti primjenom pivskog kvasca (engl. Yeast Toxicity Test, YTT) temeljio se
na fiziologkom svojstvu kvasca da fermentira saharozu do etanola, C;HsOH, te
ugljikovog(lV) oksida, CO,. U sterilizirane staklene bolice ukupnog volumena 30 mL, ulilo
se 5 mL sterilizirane tekule hranjive podloge, 0,6 mL suspenzije kvasca te odgovarajuli
volumeni otopina listog diklofenaka i pantoprazola te njihovih smjesa (slika 4). Bolice su
se hermetilki zatvorile gumenim i metalnim lepom. Kroz gumeni lep uronila se sterilizirana
igla na koju se stavila graduirana gprica. Uzorci su se Juvali u termostatu pri 28 ¢C. Svakih
24 sata tijekom 72 sata olitavao se volumen istisnute tekuline u gprici, koju je iz bolice
istisnuo plin nastao fermentacijom. Uzorci s ispitivanim ksenobioticima usporeLivali su se
s kontrolnim uzorcima bez ispitivanih ksenobiotika. Inhibicija stvaranja ugljikovog(IV)
oksida (INH) se izralunala prema formuli:

000 pTT 4)

gdje je Viontrola VOlumen istisnute tekuline u kontrolnim bolicama, Vizorak Volumen
istisnute tekuline u bolicama s ispitivanim ksenobioticima.

Slika 4. Provolenje testa ekotoksilnosti diklofenaka primjenom kvasca
Saccharomyces cerevisiae

Figure 4. Conducting the ecotoxicity test of diclofenac using the yeast
Saccharomyces cerevisiae

Rezultati i rasprava
U ovom istragivanju ispitao se ekotoksilan ulinak dvaju ksenobiotika, dikolfenaka i

pantoprazola, na letiri testna organizama, V. fischeri, P. putida, Chlorella sp. i S.
cerevisiae.
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Nakon provedbe testa ekotoksilnosti pomolu morske bakterije Vibrio fischeri,
dobivene su vrijednosti intenziteta bioluminiscencije prije i nakon dodavanja otopine
ksenobiotika. Na temelju dobivenih vrijednosti izralunata je inhibicija te su napravljeni
grafovi ovisnosti inhibicije o razrjelenju pojedinih otopina ksenobiotika te graf s
krivuljom doza-odgovor, odnosno krivuljom koncentracija-inhibicija (slika 5). Pomolu
luminometra dobivene su masene koncentracije koje uzrokuju 20 %, odnosno 50 %
inhibicije (ECx 1 ECso vrijednosti), melutim ukoliko ih instrument nije mogao
izralunati, po mogulnosti su iste vrijednosti odrel’ene grafilki (Tablica 1). U tablici 2
dane su ECy i ECs vrijednosti za smjese diklofenaka i pantoprazola.

@ (b)

Slika 5. Krivulja doza-odgovor za diklofenak (a) i pantoprazol (b) dobivena provedbom
akutnih testova toksilnosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri
Figure 5. Dose-response curve for diclofenac (a) and pantoprazole (b) obtained
by performing acute toxicity tests using the marine bacterium Vibrio fischeri

Tablica 1. Dobivene EC vrijednosti za pojedine ispitivane koncentracije diklofenaka i pantoprazola
Table 1. Obtained EC values for individual tested concentrations of diclofenac and pantoprazole

ECx/mg L*
5/ mg L Diklofenak Pantoprazol

EC20 ECso EC20 ECso

32 0,32 0,97 3,48 9,23

16 0,31 0,72 2,55 7,77

8 0,36 0,77 1,40 2,68

2 0,89 / 0,06 1,27

0,5 / / 0,41 0,83
0,125 0,12 / 0,35 0,86

Tablica 2. Dobivene EC vrijednosti za smjese diklofenaka i pantoprazola
Table 2. Obtained EC values for mixtures of diclofenac and pantoprazole

ECx/ %

G(D:P) EC2 ECso
11 0,66 3,56
21 0,78 2,86
1:2 3,44 12,14
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Vrijednosti ECy i ECso dobivene za promatrane koncentracije diklofenaka su manjih
vrijednosti od vrijednosti dobivenih za iste koncentracije pantoprazola §to ukazuje na to
da je diklofenak toksilniji u odnosu na pantoprazol. Koncentracije pantoprazola od
0,125 mg L do 2 mg L™ pokazuju relativno niske vrijednosti ECx i ECso, dok su za
iste koncentracije diklofenaka dobivene samo vrijednosti ECy. TakoLer, na temelju
vrijednosti ECsoza temeljne otopine diklofenaka i pantoprazola koncentracije 9 = 32 mg
L%, diklofenak se moge klasificirati kao visoko toksilna tvar, a pantoprazol kao srednje
toksilna tvar (Globally Harmonized System of Classification and Labeling of
Chemicals). Rezultati ECsp vrijednosti za pripremljene smjese diklofenaka i
pantoprazola (D:P) prililno su niskih vrijednosti. Smjesa 1:1 pokazuje vrijednosti
EC2=10,66 % i ECso= 3,56 %, smjesa 2:1 vrijednosti EC2= 10,78 % i ECs0= 2,86 %, a
smjesa 1:2 vrijednosti ECy = 3,44 % i ECso = 12,14 %. Usporelujuli dobivene ECso
vrijednosti za liste tvari i smjesu tvari pri koncentraciji od 32 mg L™ i omjeru 1:1i 2:1
moge se primijetiti da pantoprazol djeluje pozitivno na diklofenak, odnosno da je doglo
do antagonistilkog ulinka te smanjenja toksilnosti u odnosu na toksilnost liste otopine
diklofenaka. Melutim, diklofenak povelava toksilnost otopine u smjesi s
pantoprazolom gto znali da diklofenak negativno djeluje na pantoprazol, tj. dolazi do
sinergistilnog ulinka. Ukoliko u otopinu dodamo veli udio pantoprazola od diklofenaka
(omjer 2:1) mogemo primijetiti da se toksilnost otopine smanjila odnosno da je doglo
do antagonistilnog ulinka. Na slikama 6 i 7 prikazane su dobivene krivulje inhibicije u
odnosu na koncentraciju ispitivane tvari T diklofenaka na testne organizme P. putida i
Chlorella sp. S obzirom da navedeni testni organizmi nisu pretjerano osjetljivi na
navedeni spoj, nije se mogla odrediti ECso vrijednost, nego ECs vrijednost koja je
iznosila 9,3 mg L odnosno 0,8 mg L. Shodno dobivenim rezultatima vidljivo je da je
mikroalga osjetljivija na diklofenak od bakterije P. putida. Dobiveni rezultati u skladu
su s objavljenom literaturom (Guzman Rodriguez et al. 2019; Wang et al., 2017).

Slika 6. Krivulja doza-odgovor za diklofenak dobivena provedbom akutnih testova toksilnosti
primjenom bakterije Pseudomonas putida
Figure 6. Dose-response curve for diclofenac obtained by performing acute toxicity tests
using the bacterium Pseudomonas putida
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Slika 7. Krivulja doza-odgovor za diklofenak dobivena provedbom akutnih testova toksilnosti
primjenom mikroalge Chlorella sp.
Figure 7. Dose-response curve for diclofenac obtained by performing acute toxicity tests
using the microalgae Chlorella sp.

Prilikom provol.enja testova ekotoksilnosti pomolu kvasca Saccharomyces cerevisiae,
na graduiranim gpricama olitavani su volumeni istisnute tekuline pod utjecajem plina
nastalog fermentacijom. Test se provodio na otopinama diklofenaka, otopinama
pantoprazola te smjesama tih dvaju ksenobiotika. Pomolu vrijednosti volumena za
pojedine uzorke s ksenobioticima i vrijednosti kontrolnog uzorka izralunate su
vrijednosti inhibicije (INH), Slika 8. Rezultati testova sa smjesama tijekom tri dana
prikazani su u tablici 3.

(@) (b)

Slika 8. Krivulja doza-odgovor za diklofenak (a) i pantoprazol (b) dobivena provedbom
akutnih testova toksilnosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae
Figure 8. Dose-response curve for diclofenac (a) and pantoprazole (b) obtained by performing
acute toxicity tests using the yeast Saccharomyces cerevisiae

Grafovi ovisnosti inhibicija o koncentracijama diklofenaka i pantoprazola poprililno su
slilni, gto se moge vidjeti prema 100 %-tnoj inhibiciji pri 0,5 mg L™ i 16 mg L*
diklofenaka i pantoprazola. Pri niskim koncentracijama diklofenaka od 0,125 mg L i
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2 mg L vidljive su visoke vrijednosti inhibicije od lak 41,86 %, odnosno 48,84 %. Na
slici 8b uolava se najniga inhibicija pri koncentraciji od 2 mg L%, koja je u blago
negativnom podrulju grafa. Navedeno ukazuje na pojavu efekta hormeze pri toj
ispitivanoj koncentraciji. Nadalje, kod oba ksenobiotika krivulje imaju specifilan oblik
doza-odgovor krivulje, a to je AUf krivulja (Davis et al., 1990). Taj tip krivulje spada u
tzv. Anemonotone odgovore na dozefi (Xiong et al., 2018) i nije toliko lest, melutim
pojavljuje se u ekotoksikologiji te ga je takoLer potrebno znati interpretirati. Naime, nige
vrijednost inhibicije izmelu koncentracije 0,5 mg L te koncentracije 16 mg L™ mogu
upulivati na efekt hormeze (Gomaa et al., 2021). MeLutim, to ne mora uvijek biti slulaj
jer se takav trend krivulje moge objasniti nepredvidljivim ponaganjem ekotoksilnosti
ksenobiotika pri razlilitim koncentracijama. Drugim rijelima, buduli da se pri vigim
koncentracijama ksenobiotika javljaju i vige vrijednosti inhibicija, moge se pretpostaviti
da niske koncentracije nele gtetno djelovati na organizme zbog pojave niskih vrijednosti
inhibicija, meLutim takve pretpostavke ne moraju se nugno obistiniti u realnom sustavu
(Gomaa et al., 2021). Upravo u slulaju testa s kvascem Sacchraomyces cerevisiae,
rezultati su pokazali trend visoke inhibicije pri nigim ispitivanim koncentracijama,
snigavanje inhibicije do odrel’ene koncentracije, nakon koje je opet zabiljegen rast do
visokih inhibicija. TakoLer, takav trend moge se objasniti i nepredvidivom mogulnoglu
prilagodbe mikroorganizama na prisutnost jako toksilnih tvari (Mehinto et al., 2009).

Tablica 3. Vrijednosti inhibicija za pojedine i ukupne volumene istisnute tekuline tijekom tri
dana za odrel’ene smjese i kontrolni uzorak (SP)

Table 3. Inhibition values for individual and total volumes of displaced liquid during three
days for certain mixtures and the control sample (SP)

., INH / %
U®:P) dan | 2.dan | 3.dan Vuic/ Ml
1:1 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00
2:1 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00
1:2 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00

SP 0,00 0,00 0,00 0,00

Smijese diklofenaka i pantoprazola u svim mjerenim omjerima pokazuju maksimalnu
toksilnost od 100 %. Ta linjenica ukazuje na veliki sinergistilki efekt diklofenaka i
pantoprazola u smjesi, odnosno ukazuje na to da diklofenak i pantoprazol
meLusobno pojalavaju ekotoksilnost jedan drugoga u testu primjenom
Saccharomyces cerevisiae.
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Zakljulci

Na temelju provedenih ispitivanja ekotoksilnosti diklofenaka, pantoprazola i njihovih
smjesa primjenom razlilitih mikroorganizama, moge se zakljuliti sljedele:

1 inhibicija intenziteta svjetlosti bakterije Vibrio fischeri uzrokovana
diklofenakom iznosi vige od 99 %, a pantoprazolom 73,73 % {to ukazuje na visoku
ekotoksilnost oba ksenobiotika

1 razlilite ispitane koncentracije diklofenaka pokazuju nige ECy i ECso
vrijednosti od pantoprazola, gto takoLer ukazuje na ekotoksilniji utjecaj diklofenaka
na bakteriju Vibrio fischeri od pantoprazola

1 temeljem ECso vrijednosti testa s Vibrio fischeri diklofenak se klasificira kao
visoko toksi!rla, a pantoprazol kao srednje toksilna tvar
1 najvela vrijednost inhibicije rasta bakterije Pseudomonas putida uzrokovane

diklofenakom iznosi 5,11 % gto ukazuje na slab ekotoksilni ulinak diklofenaka na
bakterijsku kulturu

1 maksimalna inhibicija rasta mikroalge Chlorella sp. iznosi 9,30 % (90 = 16
mg L) gto ukazuje na slab ekotoksilni ulinak diklofenaka na mikroalgu

1 negativna ili niga inhibicija pri nigim koncentracijama ukazuje na pojavu
efekta hormeze koja je nepredvidiva te se moge pojaviti pri razlilitim uvjetima

1 kvasac Saccharomyces cerevisiae i bakterija Vibrio fischeri osjetljiviji su na
diklofenak od alge Chlorella sp. te bakterije Pseudomonas putida

1 bakterija Vibrio fischeri osjetljivija je na pantoprazol nego kvasac
Saccharomyces cerevisiae

1 izlaganje smjesi diklofenaka i pantoprazola najlegle izaziva sinergistilki
efekt

1 smjese diklofenaka i pantoprazola imaju ekotoksilniji utjecaj na kvasac

Saccharomyces cerevisiae, nego na morsku bakteriju Vibrio fischeri
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Summary

Xenobiotics enter the environment through anthropogenic actions. Xenobiotics, which include
pharmaceuticals, antibiotics, toxins, and pesticides, are substances that are biologically active
and persist in the environment at high concentrations due to their strong persistence and
bioaccumulation. Therefore, it is necessary to study their effects on organisms in the
environment. In this work, the ecotoxicity of two xenobiotics, diclofenac and pantoprazole,
was studied on four test organisms: the marine bacterium Vibrio fischeri, the bacterium
Pseudomonas putida, the microalga of the genus Chlorella, and the yeast Saccharomyces
cerevisiae. The ecotoxic effect of each of the mentioned xeonobiotics as well as their mixture
in the volume ratios 1:1, 2:1 and 1:2 was tested. For the above substances, an ecotoxicity test
was performed with V. fischeri during a 30-minute exposure and the decrease in
bioluminescence of the bacteria was observed. The total number of living bacterial cells (CFU)
of P. putida and microalgae Chlorella sp. was monitored during the 3 days of the experiment
to observe the ecotoxic effect on the growth of the mentioned microorganisms. During the
same exposure period, an experiment with S. cerevisiae was also performed, monitoring the
volume of CO; produced, i.e., the volume of liquid displaced. The results of the change in
inhibition as a function of the tested concentrations of diclofenac and pantoprazole are
represented by a characteristic dose-response curve, and the most sensitive test organisms were
S. cerevisiae and V. fischeri.

Keywords: ecotoxicity, Vibrio fischeri, Pseudomonas putida, Chlorella sp., Saccharomyces cerevisiae
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Influence of wheat pulp in printing substrate
on the chemical stability of gravure prints
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Summary

Today, the global emphasis is on the importance and necessity of recycling all types of waste.
In the paper industry, the waste paper has been a very important raw material for decades
resulting in recycled cellulose fibres. As cellulose fibres become shorter with each recycling
cycle, it is necessary to add virgin fibres to the paper pulp to achieve the required quality and
stability of the formed paper. Enriching the pulp of recycled fibres with alternative non-wood
fibres could be one of the environmentally friendly approaches to paper production. Wheat
straw, as a by-product of globally available field crops, has imposed itself as a logical choice
of alternative raw material. From the pulp of recycled fibres and from pulp admixture of 70%
recycled fibres and 30% wheat fibres, laboratory papers were formed and served as the printing
substrates for this study. The possibility of using such papers as printing substrates was
assessed based on the chemical stability of the prints produced by the gravure printing
technique with two types of inks (conventional and UV). Namely, gravure is the most common
technique in printing packaging and the chemical stability of prints is one of the very important
requirements in packaging printing.

Keywords: chemical stability, gravure prints, printing substrate, wheat pulp
Introduction

Recycling is one of the most important actions currently available to reduce the
accumulation of waste sent to landfills and natural habitats worldwide (Hopewell et
al., 2009). Almost everything we see around us can be recycled, although different
materials require different techniques of recycling. Most of the commonly recyclable
materials are paper, plastics, metals, glass, batteries, biodegradable waste, clothing
and others. Recycling is much more than just reducing the amount of waste in
landfills. It also brings economic and social benefits (Ahmad K. Jassim, 2017).
Although 75% of all waste can be recycled or repurposed, we only recycle around
30% of it. Paper and cardboard make up a large share of total waste, roughly 10% of
total municipal solid waste (Ozola et al., 2019). On average, 58% of paper waste is
recycled worldwide. In some of the more developed countries, the recycling of waste
paper has even increased to 75% of the total amount of waste paper (Ozola et al.,
2019). This trend of the collection of waste paper and utilization of recovered paper
will continue to grow because paper is a material with a high recycling rate (Cabalova
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et al. 2011). Paper recycling is an essential part of the pulp and paper industry and
offers significant environmental benefits (Vu et al., 2018). However, paper recycling
is limited by the availability of resources, as well as by their recovery and quality
(Miranda and Blanco, 2010). As paper can be recycled up to 7 times since cellulose
fibres are shortened with each recycling cycle (Obradovic and Mishra, 2020), it is
necessary to add virgin fibres to the paper pulp in order to produce quality paper
(Czene and Koltai, 2020). Enriching the pulp of recycled fibres with alternative non-
wood fibres could also be one of the environmentally friendly approaches for paper
production. Straw is one of the most common lignocellulosic wastes that are produced
by crops during their agricultural cultivation (Tufail et al., 2021). Wheat straw, as a
by-product of globally available field crops, has imposed itself as a logical choice of
alternative raw material. Namely, wheat straw is the main crop residue in European
countries with an annual production of about 170 T 10° tonnes (Knegevil et al., 2016).
Since its cellulose content is nearly the same as for most wood species, and the content
of lignin is lower (Plazonil'et al., 2016a; Fang and Shen, 2018; B®rcs®k and P8§sztory,
2021), the possibility of using wheat straw as a raw material for the paper industry has
been intensively researched in recent years. Although it is used as a raw material for
the production of cardboard (Vargas et al., 2012), little is known about the use of this
type of raw material for paper intended for printing. Based on the research conducted
so far, it has been observed that the addition of straw pulp to the pulp of recycled
fibres produces papers suitable for printing using various printing technologies
(Plazonic et al., 2016b; Bates et al., 2020; Bates et al., 2022; Radil Seleg et al., 2022).
In this study, the possibility of using paper with wheat pulp as a printing substrate was
assessed based on the chemical stability of the gravure prints made with conventional
and UV inks on such substrates. Namely, gravure is the most common technique in
printing packaging (Kipphan, 2001), and the chemical stability of prints is one of the
most important requirements in packaging printing.

Materials and methods
Printing substrates

Commercial paper made only from pulp of recycled fibres (marked as K) was used as
a control sample, as in this research the pulp from wheat straw was introduced into
the pulp from recycled fibres with the aim of enriching the pulp to achieve production
of quality paper as a printing substrate. In the laboratory phase, papers weighing
approximately 42.5 g/m? were formed with a Rapid-K®°then sheet former (FRANK-
PTI) according to the standard EN ISO 5269-2:2004 (1SO Std. 5269-2, 2004). The
crop residues that remained in the Croatian fields after the harvest of wheat were
collected and manually cut into pieces up to 3 cm long using as a source of virgin
fibres. The straw, cleaned of grains and impurities, was converted into a semi-
chemical pulp using the soda pulping method (Plazonic et al., 2016b). The resulting
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unbleached wheat pulp was blended with a recycled wood fibre pulp at a ratio of
30:70, resulting in the laboratory papers used as printing substrates in this research
(marked as 3NW). The same laboratory conditions were used to produce a paper made
only from recycled pulp (marked as N) which was used as a reference sample.
Further research steps are shown in Figure 1.

Figure 1. Research steps

Gravure printing

Gravure printing is a printing process that achieves the highest, most consistent print
quality with continuous reproduction compared to other printing techniques (Kipphan,
2001). In this study, all substrates were cut in dimensions of 160 mm x 95 mm prior
printing. Gravure printing in full tone was performed using a laboratory device KPP
Gravure system with a 65 shore impression roller and a 100 lines/inch engraving plate
(RK Rint Coat Instrument Ltd) with two types of inks, conventional and UV. Printing
was done at a temperature of 23 AC and a relative humidity of 50% using Sunprop
inks and Solarflex UV-curable inks from Sun Chemical corporation intended for
flexographic printing and gravure printing. After printing at a speed of 20 m/min, the
UV gravure prints were dried using a Technigraf Aktiprint L 10-1 continuous dryer
with a light source output of 120 W/cm and an intensity of 60%.
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Chemical stability treatment

All prints were tested for resistance to chemical agents in accordance with the 1SO
2836:2004 standard (1SO Std. 2836, 2004). Since three different chemical agents were
chosen for the chemical stability assessment, it is important to emphasize that the
treatment procedure and test conditions depend on the liquid chemical agent used
(Table 1).

Table 1. Test conditions for selected liquid chemical agents

Test liquid agent Receptor Contact Contgct Drying
surface pressure duration conditions
Sodium hydroxide 1 kg on 54 10 min 30 min at 40 AC

4 Filter paper

(NaOH, 1% (w/v)) cm?
Acetic acid . 1 kg on 54 . . ‘
(CHsCOOH, 5% (vIv)) 2 Filter paper om? 30 min 30 min at 50 AC
Ethanol Glass tube - 5 min 10 min at 40 AC

(C2HsOH, 96% (v/v))

Frist, all prints were cut into samples of the same dimensions (20 mm x 50 mm) and
placed on the lower glass plate between strips of filter paper that have been previously
soaked in a liquid chemical agent (where the number of filter papers was defined by
the 1SO 2836:2004 standard). Finally, the upper glass plate was placed on top and
weighed by 1kg weight for a period of time defined in a Table 1 after which the
samples were rinsed with distilled water and dried in an oven under the drying
conditions prescribed by the standard (Table 1). With ethanol as a chemical agent, the
procedure was completely different. Namely, each print was immersed for five
minutes in a glass test tube containing ethanol. The samples treated with alcohol were
also dried in an oven at 40 AC, but for a shorter period of time (10 minutes).

Chemical stability assessment

The assessment of the chemical stability for all prints was made based on the changes
in optical properties after chemical treatment with various chemical agents. Optical
properties were measured with an X-Rite SpectroEye spectrophotometer based on
colour values in the CIE L*a*b* colour system, which is a quantitative relationship
of colours on three axes: L* as lightness (from white to black), a* (from green to red),
and b* (from blue to yellow). To calculate the difference between chemically treated
and untreated samples, the Euclidean colour difference (pEq*) was calculated
according to Equation 1, using the untreated sample as a reference.

z

0 — — — Y — —
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where: &L' represents the difference in lightness between printed samples before and
after chemical treatment, (C' represents the chroma difference between the printed
samples before and after chemical treatment and qH' represents the hue difference
between the printed samples before and after chemical treatment. Rt represents the
rotation function while ki, ke, ku represent the parametric factors for variation in
experimental conditions and S, Sc, Sw represent the weighing functions (Sharma et
al., 2005).

According to the tolerance definition, pEgo* 0 2 is classified as a very small noticeable
difference for a standard observer, while pEo* O 5 is defined as a large noticeable
difference in colour that a standard observer can detect (Plazonil et al., 2020).

Results and discussions

The chemical stability of all observed prints made with conventional and UV inks in
cyan, magenta, yellow and black is discussed based on the Euclidean colour difference
(pEoo™) results.

Observing the calculated Eoo* values presented in Figure 2, it can be generally
concluded that UV inks show lower chemical stability towards sodium hydroxide
(NaOH) than conventional inks, regardless of the composition of the paper used as a
printing substrate. All prints (cyan, magenta, yellow and black) with conventional inks
showed good chemical stability towards sodium hydroxide because their colour
change is unnoticeable to a standard observer (pEqo* O 2), except for cyan prints on
paper with 30% wheat pulp where (pEqo*snw Was 2.75.

Figure 2. Colour difference (&Eqo*) of prints caused by the treatment with sodium hydroxide
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As can be seen in Figure 3, of all the chemical agents selected for this chemical stability test,
the prints were the most stable to acetic acid (generally, mEw™* < 2) regardless of the
composition of the printing substrate. In our previous research (Plazonil et al., 2020), the
same minimal influence of acetic acid was observed on UV inkjet prints.

Figure 3. Colour difference (&Eq*) of prints caused by the treatment with acetic acid

From Figure 4, it is evident that the influence of ethanol on prints strongly depends
on the type of paper production (commercial or laboratory). Commercial papers
printed with both types of observed inks, conventional and UV, are more stable than
laboratory-made papers (with or without the addition of wheat pulp) printed with the
same ink colours. When comparing prints made on laboratory papers, it is visible that
the addition of wheat pulp into the printing substrate had a positive influence on the
chemical stability of cyan and yellow UV prints. However, it is important to
emphasize that cyan prints, especially UV ones, are the most unstable to ethanol
(pEoo™ reaches up to 4.75). This was expected because during the chemical stability
test, the cyan ink was dissolved in ethanol which can be seen in Figure 1.

Figure 4. Colour difference (&Eq*) of prints caused by the treatment with ethanol
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To get a better insight into the results of the chemical stability of the gravure prints,
the maximum values of colour difference (&Eq max.*) after all chemical treatments
were selected and shown in Figure 5. It is clearly visible that UV inks are generally
more sensitive to liquid chemical agents than conventional ones. Prints are the most
sensitive to ethanol, while they are the most stable to acetic acid as a chemical agent,
regardless of the type of printing ink (conventional or UV). Also, of all process inks,
cyan ink is the most sensitive one, while yellow ink is the most stable to all analysed
chemical agents. Interestingly, the addition of wheat pulp to the pulp of recycled fibres
provides printing substrates with relatively equal or even better stability to chemical
agents after printing with gravure inks.

Figure 5. Maximum values of colour difference (&Eqo max.*) of gravure prints after chemical
treatment

Conclusions

All results indicate that conventional inks are more stable in contact with sodium
hydroxide, acetic acid or ethanol than UV inks, regardless to the composition of the
printing substrate used. The greatest change in print colour was observed after contact
with ethanol, especially for the cyan gravure ink. Laboratory papers made from pulp
of recycled fibres and those with the addition of wheat pulp provide almost equal
chemical stability of the prints, while wheat pulp in the printing substrate shows a
positive influence on the reduction of the qpEgo™ value for all yellow prints.
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Sagetak

Molvarni ekosustavi predstavljaju najproduktivnije ekosustave na Zemlji. Zbog izmjene suhe
i vlagne faze osiguravaju raznolikost ekologkih uvjeta na istom stanigtu te podrgavaju veliku
bioraznolikost flore i faune. Dinamika plavljenja Kopalkog rita posljedica je njegovog
geografskog smjegtaja na podrulju ugla Drave u Dunav. Kemijsko stanje povrginske vode
utvrLuje se na temelju prosjelne (PGK) i maksimalne godignje koncentracije (MGK). Tegki
metali ubrajaju se u grupu najopasnijih anorganskih oneliglujulih tvari zbog
bionerazgradivosti, bioakumulacije i zbog ugradnje u hranidbene mrege. Otopljeni u vodi
nalaze se u ionskom obliku i ne mogu se biologki razgraditi, ali se mogu bioakumulirati. U
sklopu projekta Naturavita na podrulju Kopalkog rita provedeno je uzorkovanje i analiza give,
nikla, kadmija i olova te njihovih spojeva na 19 postaja kroz jednogodignji period od 12
ciklusa. Prema rezultatima, za sve mjerne postaje izmjerene prosjelne (PGK) i maksimalne
godignje koncentracije (MGK) ne prelaze SKVO iz Uredbe o standardu kakvole vode (NN
96/2019) te je na svim postajama postignuto dobro kemijsko stanje.

Kljulne rijeli: tegki metali, Kopalki rit, molvarni ekosustavi, bioakumulacija
Uvod

Tegki metali ubrajaju se u grupu najopasnijih anorganskih oneliglujulih tvari zbog
bionerazgradivosti, bioakumulacije i ugradnje u hranidbene mrege (Gautam i sur.,
2015). Tegki metali ne djeluju na isti nalin i nemaju isti mehanizam te njihova
toksilnost ovisi 0 nekoliko parametara poput temperature, koncentracije, ionskog
oblika tegkih metala, koncentracije ostalih tvari s kojima su u kontaktu i sl. Tegki
metali koji su otopljeni u vodi nalaze se u ionskom obliku te se ne mogu biologki
razgraditi, ali se mogu bioakumulirati (Cross i sur., 1970; Bryan & Hummerstone,
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1977; Inglezakis & Poulopoulos, 2006). Na taj nalin se unose u give organizme i zbog
toga ispugtanje velikih kolilina tegkih metala u vodna tijela ima za posljedicu ozbiljne
ekologke, ali i zdravstvene probleme za give organizme u okrugenju (Inglezakis &
Poulopoulos, 2006; Ahmad i sur. 2010), te se mogu ugraditi u hranidbene mrege gireli
toksilni ulinak izvan izvora zagalenja (Tilzer & Khondker, 1993).

Izvori tegkih metala u povrginskim vodama i razlozi njihova ispugtanja mogu biti
prirodnog (Wilson & Pyatt 2007; Khan i sur., 2008; Bai i sur., 2011; Martin i sur.,
2015) i antropogenog (Nduka & Orisakwe, 2011) porijekla pri lemu se razvijaju novi
antropogeni linioci u obliku farmaceutske industrije i proizvoda koji postaju vagan
faktor procjene stanja okoliga (Gasparotti i sur., 2014). Prirodna pojava tegkih metala
u povrginskim vodama je normalna (Popescu i sur., 2022), a prirodni izvori tegkih
metala mogu biti vulkanske aktivnosti, erozija tla i otjecanje vode te lestice aerosola.
Erozija tla posebno utjele na kakvolu vode, buduli da se tegki metali u sedimentu s
oborinama ispiru u vodu. U nekim slulajevima, za vrijeme oborina, otpadni tegki
metali mogu se isprati u sustave odvodnje, a zatim i u oblignje rijeke. Antropogeni
izvori tegkih metala najlegle su vezani za aktivnosti vezane uz obradu metala,
tekstilnu industriju, rudarske djelatnosti i druge grane slilnih industrija.

Podrulje Kopalkog rita je dugi niz godina predmet mnogobrojnih znanstvenih i
strulnih istragivanja (Mihaljevil & Martinlil 1999). Dosadagnja istragivanja
uglavnom su bila usmjerena na odrelivanje pojavnosti pojedinih tegkih metala
analiziranih iz tkiva biologkih elemenata. Gtambuk i sur. (2009) su radili procjenu
primjenjivosti metode analize genotoksilnosti slatkovodnih ekosustava putem
slatkovodnog gkoljkaga slikarske lisanke (Unio pictorum) u kaveznom uzgoju.
Klobular i sur. (2010) donose istragivanje procjene genotoksilnosti slatkovodnih
ekosustava analizom tkiva kaveznog garana (Cyprinus carpio). Mel.utim, sustavna
istragivanja pojavnosti tegkih metala u povrginskim vodama na podrulju Kopalkog
rita nisu ral’ena.

Jedno od najznalajnijih potencijalno opasnih kemijskih spojeva za ekosustav su tegki
metali. Unosom tegkih metala u ekosustav oni postaju dio hranidbene mrege jer se
akumuliraju u sustavu kroz biologku komponentu (biocenozu) i biotop (negivi dio
ekosustava), ukljulujuli tlo, mulj, vodu i druge medije.

Tegki metali ubrajaju se u grupu najopasnijih anorganskih oneliglujulih tvari zbog
bionerazgradivosti, bioakumulacije i zbog ugradnje u hranidbene mrege (Gautam i
sur., 2015). Tegki metali ne djeluju na isti nalin i prema jednakom mehanizmu te
njihova toksilnost ovisi 0 nekoliko parametara poput temperature, koncentracije,
ionskog oblika tegkih metala, koncentracije ostalih tvari s kojima su u kontaktu i sl.
Tegki metali koji su otopljeni u vodi nalaze se u ionskom obliku te se ne mogu biologki
razgraditi, ali se mogu bioakumulirati. Na taj nalin se unose u give organizme i zbog
toga ispugtanje velikih kolilina tegkih metala u vodna tijela ima za posljedicu ozbiljne
ekologke, ali i zdravstvene probleme za give organizme u okrugenju (Inglezakis &
Poulopoulos, 2006).

Izvori tegkih metala u vodama su prirodnog i antropogenog porijekla. Prirodni izvori
tegkih metala mogu biti vulkanske aktivnosti, erozija tla i otjecanje vode te lestice
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aerosola. Erozija tla posebno utjele na kakvolu vode, buduli da se tegki metali u
sedimentu s oborinama ispiru u vodu. U nekim slulajevima, za vrijeme oborina,
otpadni tegki metali mogu se isprati u sustave odvodnje, a zatim i u oblignje rijeke.
Antropogeni izvori tegkih metala najlegle su vezani za aktivnosti vezane uz obradu
metala, tekstilnu industriju, rudarske djelatnosti i druge grane slilnih industrija
(Gautam i sur., 2015).

Najtoksilniji tegki metali su olovo, giva, nikal, kadmij i arsen. Prema projektnom
zadatku iz popisa prioritetnih tvari i drugih oneliglujulih tvari za povrginske vode
(NN 96/2019) analizirani su sljedeli pokazatelji:

1. Olovo i spojevi olova

2. Giva i spojevi give

3. Nikal i spojevi nikla

4. Kadmij i spojevi kadmija

Cilj rada je utvrditi pojavnost odabranih tegkih metala u vodenom mediju na podrulju
Parka prirode KopalKi rit.

Materijali i metode
Lokacije uzorkovanja

Istragivanje se provodilo na unaprijed definiranih 19 lokacija kroz vremenski period
od godine dana sa jednomjeselnom dinamikom uzorkovanja i analiza (Slika 1,
Tablica 1). Uzorkovanje podrazumijeva sakupljanje uzoraka na terenu i rukovanje
uzorkom do njegova prispijela u laboratorij. Prije uzorkovanja izvrgena je procjena
sigurnosti na mjestu uzorkovanja gto ukljuluje brzi pregled potencijalnih opasnosti od
dolaska do mjesta uzorkovanja (npr. skliska ili ledena obala), opasnosti od vode (npr.
uzvodne brane od trupaca), brzinu te dubinu vode i slilno.

Lokacije uzorkovanja predstavljaju vodna tijela na podrulju Parka prirode KopalKki
rit. Obuhvalaju antropogena vodna tijela i prirodna jezera i kanale kojima voda iz
Dunava i Drave ulazi u stanigta Kopalkog rita. Gledajuli zonu plavljenja Kopalkog
rita lokacije uzorkovanja mogu se podijeliti u dvije grupe. Prvu grupu predstavljaju
lokacije u zoni prirodnog plavljenja Dunava i Drave, a drugu grupu line lokacije koje
se nalaze u branjenoj zoni. Prvu grupu line postaje pod rednim brojevima 8. T 19., a
drugu grupu lokacije pod rednim brojevima 1. T 7.

U tablici 1 dan je prikaz lokacija uzorkovanja sa geografskim koordinatama i tipom
tekulice prema Uredbi o standardu kakvole voda (NN 96/2019).

Uzorkovanje vode provedeno je sukladno normama:

HRN 1SO 5667-3:2018 Kvaliteta vode - Uzorkovanje - 3. dio: Luvanje i rukovanje
uzorcima vode (1SO 5667-3:2018; EN 1SO 5667-3:2018),

HRN 1SO 5667-4:2016 Kakvola vode - Uzorkovanje - 4. dio: Upute za uzorkovanje
vode prirodnih i umjetnih jezera (1SO 5667-4:2016),
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HRN ISO 5667-6:2016 Kvaliteta vode - Uzorkovanje - 6. dio: Upute za uzorkovanje
vode rijeka i potoka (ISO 5667-6:2014; EN 1SO 5667-6:2016),
HRN ISO 5667-14:2016 Kvaliteta vode - Uzorkovanje - 14. dio: Upute za
osiguravanje kvalitete i kontrolu kvalitete pri uzorkovanju i rukovanju uzorcima vode

iz okoliga (1SO 5667-14:2014; EN ISO 5667-14:2016).

Tablica 1. Mjerne postaje za procjenu kemijskog stanja povrginskih voda na podrulju Parka
prirode KopalKki rit
Table 1. Sampling stations for assessing the chemical state of surface waters in the area of the
Kopalki rit Nature Park

R Mierna HRTIP GPS
br(;' onta'a Tekulice koordinate
) postay (Uredba)* X y
Kanal Nizinske male tekulice s ) )
1. Larna most glinovito-pjeskovitom 45A 436 21,800 018A 500 28,100
j podlogom (HR-R_2A)
2. Crpna stanica - 45442005100 | 0184526 33,960
Zlatna Greda
Crpna stanica Nizinske srednje i velike s ax . A
3. Tikveg tekulice (HR-R 4) 45A 406 04,400 018A 516 07,500
Kanal Nizinske male tekulice s ) )
4. Mali Dunav glinovito-pjeskovitom 45A 436 21,800 018A 500 28,160
(Guma Siget) podlogom (HR-R_2A)
5. Kanal - 450395 27,30 | 0184 480 47,800
Podunavlje most
Crpna stanica Nizinske srednje i velike i 1o . . an
6. Podunavlje tekulice (HR-R_4) 45A 436 21,800 018A 500 28,160
Ustava Kopalevo Nizinske srednje i velike { opa an o an
7. Y Stara Drava tekulice (HR-R_4) _ 45A 366 30,160 018A 476 53,500
I Nizinske vrlo velike tekulice
8. D“;i‘t’re'. " '[fu'jg:/a'a u silikatnoj podlozi T Dunav | 454390336 | 0184 560 46,200
g (HR-R_5D) ( (
9. PZR - Letverokut SPSCNP 45A 376 32,000 018A 500 25,600
10. Kopalko jezero SPMSNP 45A 360 18,960 018A 514 12,660
Nizinske srednje i velike CoEa ax . "
11. Kanal Hulovo tekulice (HR-R_4) 45A 356 57,200 018A 5006 41,200
12. Kanal Zlatna Greda - 454 420 06,100 0184 5026 43,966
Vemeljski Dunavac Nizinske srednje i velike i 204 ax i Eqa A
13. Tikveq kompa tekulice (HR-R_4) 45A 395 56,600 018A 516 37,160
14. Bara Semenla - 454 399 0,3400 018A 536 0,300
Jezero Nizinske srednje i velike i ara an i fan an
15. Veliki Sakadag tekulice (HR-R_4) 45A 360 38,000 018A 486 03,800
Vemeljski Nizinske srednje i velike . " P "
16. Dunavac 1 ulaz tekufice (HR-R_4) 45A 416 40,760 018A 546 23,560
Vemeljski Dunavac Nizinske srednje i velike - an i Eon an
17. T Nalhat fok tekulice (HR-R_4) 45A 376 15,960 018A 524 35,160
Hulovski kanal Nizinske srednje i velike s " on "
18. T ugie u Dunav tekulice (HR-R_4) 45A 346 18,460 018A 536 19,960
19 Renavski kanal : 4543205376 | 018453 47,600
1 ugle u Dravu

*Uredba o standardu kakvole voda (NN 96/2019)
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Slika 1. Prikaz podrulja Kopalkog rita sa ucrtanim mjernim postajama
Figure 1. Research area of Kopalki rit with marked sampling stations
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Laboratorijska obrada

Uzorkovanje povrginskih voda za analize tegkih metala se vrgilo rulno, a uzorak se
uzima pomolu boce za uzorkovanje te se zatim ulijeva u staklenu bocu od 1000 ml u
kojoj se drgao do laboratorijske analize. Uzet je po jedan uzorak na svakoj lokaciji.
Kako bi uzorci bili homogeni i bez organskih nelistola u obliku ligla, granlica i sl.
pri ulijevanju u bocu su proligleni kroz sterilnu gazu. Potom su zalepljeni i
transportirani u hladnjacima na temperaturi od 4 ¢C u ispitni laboratorij.

Za svaki uzorak u laboratorijsku biljegnicu se upisivao i zapisnik o uzorkovanju koji
obuhvala podatke kao gto su oznaka uzorka, datum i vrijeme uzorkovanja,
temperatura zraka, dubina vodnog tijela, prozirnost vode, temperatura vode,
koncentracija otopljenog kisika, zasilenost, miris, boja, vodni regim lokacije te
podaci o uzorkivalima.

Ukupno je prikupljeno 228 uzoraka povrginske vode na 19 lokacija kroz 12 ciklusa
uzorkovanja.

S uzorcima se pagljivo postupalo i u adekvatnom laboratorijskom prostoru i odjeli;
rukavice od lateksa i laboratorijske kute korigtene su tijekom rukovanja uzorcima za
izbjegavanje kontaminacije. Staklene boce i ostalo posule su uredno oligleni
propisanim kemikalijama. Slijepe probe su se koristile za dobivanje tolnih olitanja
instrumenta.

Za analize je korigten AAnalyst 800 atomski apsorpcijski spektrometar s grafitnom
pelnicom.

Za olovo, kadmij i nikal potrebno je profiltrirati 50 ml uzorka u staklenoj lagi
urelajem za membransku vakuum filtraciju, zakiseliti s 250 ul HNO3 do pH O 2.
Uzorak upariti na grijaloj ploli do cca 10 ml i kvantitativno prenijeti u odmjernu
tikvicu od 10 ml, isprati lagu s ultralistom vodom i nadopuniti tikvicu do oznake. U
ovako pripremljenim uzorcima mjeri se koncentracija otopljenog Pb, Cd i Ni
grafitnom tehnikom. U grafitnoj tehnici Aparat pomolu autosampler-a aplicira alikvot
uzorka u grafithu kivetu pelnice atomskog apsorpcijskog spektrometra. lzvor
svjetlosti (HCL lampe) emitira svjetlost specifilne valne duljine za pojedini element.
Kada zraka svjetlosti prolazi kroz atomski oblak oslobolen atomizacijom u grafitnoj
pelnici, atomi apsorbiraju svjetlost ispitivanog elementa u atomskom oblaku. Mijeri
se smanjenje intenziteta svjetla odrelene valne duljine. Aparat na temelju
kalibracijske krivulje olitava koncentraciju elementa u Og/l uzorka.

Givu profiltrirati 250 ml uzorka u borsilikatno staklo urelajem za membransku
vakuum filtraciju, zakiseliti s 7,5 ml HCI i dodati 2,5 ml 0,5 % K2Cr207 za
stabilizaciju. U ovako pripremljenim uzorcima mijeri se koncentracija otopljene give
hidridnom tehnikom. U hidridnoj tehnici Mono ili di - valentna giva reducira se do
elementarne give pomolu natrijevog borhidrida u kiselom mediju. Potom se
elementarna giva prenosi iz otopine uz pomol struje inertnog plina u obliku plina
atoma i zajedno sa oslobolenim vodikom, transportira se u kvarcnu Kivetu.
Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 253,7 nm u radijacijskom snopu atomskog
apsorpcijskog spektrometra. Koncentracija se raluna iz kalibracijskog pravca.
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U tablici 2 nalazi se popis pokazatelja i pripadajulih metoda, oznake normi analitilkih
metoda, mjernih nesigurnosti i vrijednosti granica detekcije i kvantifikacije za svaki
pokazatelj koji se odrel'uje u sklopu istragivanja kemijskog stanja povrginskih voda.

Tablica 2. Popis pokazatelja, pripadajulih metoda, oznaka normi, mjernih nesigurnosti i
vrijednosti granica kvantifikacije za istragivanje kemijskog stanja povrginskih

Table 2. A list of indicators, methods, standards, measurement uncertainties and quantification
limit values for the assessment of the chemical state of surface waters

. : Granica Granica Mijerna
Pokazatelj _I\/g_e ma Naziv Oznaka norme detekcije | kvantifikacije nesigurnost
jedinica norme ) ©gll) %)
Olovo
i spojevi Og/l GFAAS | *HRN EN ISO 15586: 2008 0,04 0,12 N 40,0
olova
Giva
i spojevi Byl FIAS A('(‘;‘g f.lfzglE;./)o 0,006 0,02 fi 11,4
give
Nikal i
spojevi Og/l GFAAS | *HRN EN ISO 15586: 2008 0,15 0,48 N 11,0
nikla
Kadmij
i spojevi Og/l GFAAS | *HRN EN ISO 15586: 2008 0,006 0,02 N 18,0
kadmija
Napomena:

*akreditirana metoda
Rezultati i rasprava

Stanje povrginskih voda odreluje se na temelju ekologkog i kemijskog stanja tijela ili
skupine tijela povrginskih voda. Kemijsko stanje ocjenjuje se u odnosu na pokazatelje
kemijskog stanja, odnosno prioritetnih i prioritetno opasnih tvari, sukladno Uredbi o
standardu kakvole voda (NN 96/2019).

Kemijsko stanje povrginskih voda ocjenjuje se u odnosu na pokazatelje kemijskog
stanja navedene u Prilogu 5.A. vagele Uredbe o standardu kakvole voda
(NN 96/2019).

Stanje tijela povrginske vode odreluje se na temelju ekologkog ili kemijskog stanja
toga tijela, ovisno o tome koje je logije.

U ovom radu dana je ocjena kemijskog stanja tijela povrginskih voda na temelju
rezultata mjerenja pokazatelja prioritetnih i prioritetno opasnih tvari.

Tijelo povrginske vode razvrstava se na temelju rezultata ocjene elemenata kakvole u
kategorije kemijskog stanja i to:

1. dobro kemijsko stanje ili

2. nije postignuto dobro kemijsko stanje.

Kemijsko stanje tijela povrginske vode utvrluje se na temelju prosjelne godignje
koncentracije (PGK) i maksimalne godignje koncentracije (MGK) pokazatelja
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prioritetnih i prioritetno opasnih tvari iz Priloga 5.B. navedene Uredbe o standardu
kakvole voda.

Prosjelna godignja koncentracija i maksimalna godignja koncentracija izralunavaju
se na temelju svih rezultata mjerenja pokazatelja prioritetnih i prioritetno opasnih
tvari, izmjerenih u razlilitim razdobljima tijekom godine.

Analiza po pojedinim pokazateljima za ocjenu kemijskog stanja odreluje se na
temelju prosjelne godignje koncentracije (PGK) i maksimalne godignje koncentracije
(MGK) pokazatelja. Stoga su u grafilkim prikazima za usporedbu rezultata na svim
postajama korigtene vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) i maksimalne
godignje koncentracije (MGK).

Kako su koncentracije pojedinih kemijskih pokazatelja u odreLenom uzorku nige od
granice kvantifikacije, za izralun srednjih vrijednosti koncentracija se koristi pola
vrijednosti granice kvantifikacije, sukladno Llanku 15., stavak 1 Pravilnika o
posebnim uvjetima za obavljanje djelatnosti uzimanja uzoraka i ispitivanja voda (NN
3/2020). TakoLer, za izradu grafilkih prikaza, korigtene su navedene vrijednosti pola
granice kvantifikacije jer program u kojemu se rade grafilki prikazi ne prepoznaje
znak < (manje).

Tijelo povrginske vode razvrstava se u kategoriju kemijskog stanja enije postignuto
dobro kemijsko stanje¢ kada je izralunata prosjelna godignja koncentracija najmanje
jedne tvari iz Priloga 5.A. Uredbe vela od standarda kakvole vodnog okoliga za
prosjelnu godignju koncentraciju (PGKi > SKVO za PGK), a maksimalna izmjerena
koncentracija najmanije jedne tvari iz Priloga 5.A. Uredbe vela od standarda kakvole
vodnog okoliga za maksimalnu godignju koncentraciju (MGKi > SKVO za MGK)
(NN 96/2019.).

Ocjena kemijskog stanja tijela povrginske vode odreluje se najlogijom od vrijednosti
rezultata, uzimajuli u obzir rezultate ocjene pokazatelja kemijskog stanja.

Kemijsko stanje tijela povrginske vode razvrstava se na temelju rezultata ocjene
elemenata kakvole u navedene kategorije i prikazuje se na kartama odgovarajulom

bojom i to:
1. dobro kemijsko stanje, plavom
2. nije postignuto dobro kemijsko stanje, crvenom

Granilne vrijednosti kategorija kemijskog stanja za pokazatelje metala prema Uredbi
o standardu kakvole voda (NN 96/2019) prikazane su u tablici 3.

Za kadmij i spojeve kadmija SKVO ovise o tvrdoli vode koja je razvrstana u pet
klasnih kategorija (klasa 1: < 40 mg CaCOz/l, klasa 2: 40 do < 50 mg CaCOs3/I, klasa
3: 50 do < 100 mg CaCOs/l, klasa 4: 100 do < 200 mg CaCO4/I i klasa 5: 0 200 mg
CaCOq/l).

Prema rezultatima za parametar tvrdole, na svim postajama, vode se svrstavaju
klasu 5. (0 200 mg CaCOall).
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Tablica 3. Granilne vrijednosti za ocjenu kemijskog stanja povrginskih voda prema Uredbi o
standardu kakvole voda (NN 96/2019)

Table 3. Threshold values for the assessment of the chemical state of surface waters according
to the Regulation on water quality standards (Official Gazette 96/2019)

PGK-SKVO®@ | PGK-SKVO® | MGK-SKVO®

- @
. . CAS Kopnene Druge Kopnene MGK SK\./.O
Br. Naziv tvari ey . " " Druge povrginske
Broj povrginske povrginske povrginske vode
vode® vode vode®
Kadmii i spoievi 00,08 (klasa 1) 00,45 (klasa 1) 00,45 (klasa 1)
kaémiPaJ 740, | 008 (Klasa2) 0,45 (Klasa 2) 0,45 (Klasa 2)
L | (ovisnoo kllasama 430 | 009 (Klasa3) 0.2 0,6 (klasa 3) 0,6 (klasa 3)
wrdole vode) © 0,15 (klasa 4) 0,9 (klasa 4) 0,9 (klasa 4)
0,25 (klasa 5) 1,5 (klasa 5) 1,5 (klasa 5)
2. O'O"glg\s‘/g‘”e"' 79423_?' 1,2 (13) 13 14 14
3. | Givaispojevi give 79473_96' 0,07 0,07
. N'ka'ni'lflg‘”e‘” 75‘;_%' 4(13) 8,6 34 34
Legenda:

PGK prosjelna godignja koncentracija
MGK maksimalna godignja koncentracija
SKVO standard kakvole vodnog okoliga

Olovo i spojevi olova

Raspon vrijednosti rezultata prema kriteriju prosjelne godignje koncentracije krele se
od 0,18 mg/l do 0,43 mg/l. Najniga vrijednost zabiljegena je na lokaciji br. 9.PZR
L etverokut, a najviga na lokaciji uzorkovanja br. 5.Kanal Podunavlje most (Slika 2).

Najvige izmjerene vrijednosti u promatranom rasponu, osim lokacije uzorkovanja br.
5 zabiljegene su i na 2.Crpna stanica Zlatna Greda (0,33 mg/I), 7.Ustava Kopalevo -
Stara Drava (0,38 mg/l), 8.Dunav T ugle kanala Petreg u Dunav (0,32 mg/l), 12.Kanal
Zlatna Greda (0,31 mg/l), 13.Vemeljski Dunavac Tikve§ T kompa, 18.Hulovski kanal
7 ugle u Dunav i 19.Renovski kanal T ugle u Dravu.

Dobiveni rezultati za olovo u korelaciji su sa rezultatima Popescu i sur. (2022) na Dunavu,
lije su vrijednosti olova u rasponu od 0,21 mg/l do 0,31 mg/l, te nema znalajnih odstupanja
u prosjelnim godignjim koncentracijama. U odnosu na istragivanja Bhuyana i sur. (2017)
na rijeci Meghna, lije prosjelne vrijednosti olova iznose 10 mg/l, i Ahmad i sur. (2010) sa
65.45 mg/l na rijeci Buriganga, rezultati koncentracija olova dobiveni provedbom ovog
istragivanja u Kopalkom ritu su znatno nigi.

Rezultati istragivanja pokazuju da nema znalajne razlike u prosjelnim godignjim
koncentracijama na lokacijama uzorkovanja gledajuli lokacije kroz prizmu prirodnog
plavljenja i branjenog podrulja. Zabiljegene povigene maksimalne koncentracije i
dalje su u granicama propisanih vrijednosti, a nalaze se na kanalima Kopalkog rita
koji su vezani uz Dunav i Dravu, stoga se moge zakljuliti da su posljedica vodnog
regima dvaju rijeka i dotoka oneliglujulih tvari putem njih. Sukladno Uredbi o
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standardu kakvole vode (NN 96/2019) iz dobivenih rezultata moge se zakljuliti da su
prosjelne i maksimalne godignje koncentracije unutar propisanih vrijednosti.
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Lokacije uzorkovanja

Slika 2. Prikaz vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) i maksimalne godignje
koncentracije (MGK) olova i spojeva olova na svim lokacijama uzorkovanja
Figure 2. The mean and maximum annual values of lead and lead compounds
at all sampling locations

Giva i spojevi give

Na slici 3 prikazane su vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) give i
spojeva give utvrlene na svim lokacijama uzorkovanja. Kod uzoraka gdje je
koncentracija give i spojeva give bila niga od granice kvantifikacije, prikazane su
vrijednosti od 0,01 mg/l, odnosno pola od vrijednosti granice kvantifikacije.

Najvige vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) give i spojeva give (0,03
mg/l) utvrlene su na lokaciji uzrokovanja br. 1 T Kanal Larna most, lokaciji
uzorkovanja br. 6 - Crpna stanica Podunavlje, br. 7 - Ustava Kopalevo T Stara Drava,
br. 9 - PZR Letverokut).

Prema Popescu i sur. (2022) vrijednosti give su u rasponu od 0,009 mg/I do 0,017 mg/I,
gto je u korelaciji sa rezultatima ovog istragivanja.

Prema rezultatima za givu i spojeve give nema znalajne razlike na obje grupe lokacija
uzorkovanja; zona prirodnog plavljenja i branjena zona. Sukladno Uredbi o standardu
kakvole vode (NN 96/2019) iz dobivenih rezultata moge se zakljuliti da su prosjelne
i maksimalne godignje koncentracije unutar propisanih vrijednosti.
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Lokacije uzorkovanja

Slika 3. Prikaz vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) i maksimalne godignje
koncentracije (MGK) give i spojevi give na svim lokacijama uzorkovanja
Figure 3. The mean and maximum annual values of mercury and mercury compounds
at all sampling locations

Nikal i spojevi nikla

Slika 4 prikazuje vrijednosti godignje koncentracije (PGK) i maksimalne godignje
koncentracije (MGK) nikla i spojeva nikla na svim postajama uzorkovanja. lzmjerene
vrijednosti prosjelne godignje koncentracije nikla i spojeva nikla krelu se u rasponu
od 0,52 mg/l (lokacija uzrokovanja br. 2 - Crpna stanica Zlatna Greda) do 1,52 mg/I
(lokacija uzorkovanja br. 9 - PZR Letverokut).

Vrijednosti PGK na svim lokacijama uzorkovanja bile su u rasponu do 1,00 mg/l osim
na vel spomenutoj lokaciji br. 9 - PZR Letverokut i lokaciji br. 14 - Bara Semenla s
vrijednoglu od 1,17 mg/I. Primijeleno je da su na lokaciji br. 9 - PZR Letverokut za
vrijeme uzorkovanja obavljani mehanilki radovi u sklopu izgradnje Ustave.
Dobiveni rezultati za nikal znatno su nigi od Bhuyana i sur. (2017), lije su vrijednosti
nikla 20 mg/l sa maksimalno izmjerenom koncentracijom od 300 mg/l, te od Ahmad i
sur. (2010) koji biljege 8.80 mg/l.

Iz dobivenih rezultata za nikal i spojeve nikla vidljivo je da nema znalajne razlike u
rezultatima na obje grupe lokacija uzorkovanja; zona prirodnog plavljenja i branjena
zona. Sukladno Uredbi o standardu kakvole vode (NN 96/2019) iz dobivenih rezultata
moge se zakljuliti da su prosjelne i maksimalne godignje koncentracije unutar
propisanih vrijednosti. Za povigene izmjerene maksimalne koncentracije moge se
pretpostaviti da su rezultat nepovoljnog vodnog regima i male dubine vodnog tijela
uzrokovane sujgom te uzorkovanja vode neposredno od samog dna vodnog tijela.
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Lokacije uzorkovanja

Slika 4. Prikaz vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) i maksimalne godignje
koncentracije (MGK) nikla i spojeva nikla na svim postajama uzorkovanja
Figure 4. The mean and maximum annual values of nickel and nickel compounds
at all sampling locations

Kadmij i spojevi kadmija

Slika 5 prikazuje prosjelne vrijednosti godignje koncentracije (PGK) i maksimalne
godignje koncentracije (MGK) kadmija i spojeva kadmija na svim postajama
uzorkovanja. Izmjerene vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) kadmija
i spojeva kadmija krelu se u rasponu od <0,02 mg/I (lokacija uzorkovanja br. 6 - Crpna
stanica Podunavlje i lokacija uzorkovanja br. 18 - Hulovski kanal T ugle u Dunav) do
0,04 mg/l (lokacija uzorkovanja br. 19. Renovski kanal - ugle u Dravu).

Povigene vrijednosti kadmija i spojeva kadmija zabiljegene su i na lokacijama 14.Bara
Semenla (0,028 mg/l), 16.Vemeljski Dunavac T ulaz (0,028 mg/l), 2.Crpna stanica
Zlatna Greda (0,52 mg/l) te 9.PZR L_etverokut (0,52 mg/l). Uzorci vode uzorkovani na
ukupno 11 lokacija imali su vrijednosti PGK nige od granice kvantifikacije.
Dobiveni rezultati za kadmij znatno su nigi od Bhuyana i sur. (2017), lije su
vrijednosti kadmija 18 mg/l. Popescu i sur. (2022) biljege prosjelne godignje
koncentracije kadmija u rasponu 0,004 T 0,088 mg/l, vrijednosti koje su nige od
rezultata ovog istragivanja. Ahmad i sur. (2010) donose prosjelnu koncentraciju
kadmija od 9.34 mg/I.
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Iz dobivenih rezultata za kadmij i spojeve kadmija vidljivo je da nema razlike u
prosjelnoj godignjoj koncentraciji izmelu dvaju grupa lokacija, ali su zabiljegene
povigene maksimalne godignje koncentracije na tri postaje koje se nalaze u zoni
prirodnog plavljenja. Sukladno navedenom, moge se zakljuliti da su zabiljegene
maksimalne povigene vrijednosti posljedica vodnog regima Dunava. Sukladno Uredbi
o standardu kakvole vode (NN 96/2019) iz dobivenih rezultata moge se zakljuliti da
su prosjelne i maksimalne godignje koncentracije unutar propisanih vrijednosti.
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Lokacije uzorkovanja

Slika 5. Prikaz vrijednosti prosjelne godignje koncentracije (PGK) ) i maksimalne godignje
koncentracije (MGK) kadmija i spojeva kadmija na svim lokacijama uzorkovanja
Figure 5. The mean and maximum annual values of cadmium and cadmium compounds
at all sampling locations

Ocjena stanja

Za sve mjerne postaje izmjerena prosjelna godignja koncentracija (PGK)
maksimalna godignja koncentracija (MGK) ne prelaze SKVO iz Uredbe o standardu
kakvole vode (NN 96/2019) te sve postaje se ocjenjuju kao dobro kemijsko stanje gto
je vidljivo iz tablice 4.
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Tablica 4. PGK pokazatelja kemijskog stanja na svim lokacijama s ocjenom kemijskog stanja
prema vageloj Uredbi o standardu kakvole voda (NN 96/2019)

Table 4. The mean annual values of indicators of the chemical state at all locations with an assessment
of the chemical state according to the Regulation on water quality standards (Official Gazette 96/2019)

. L Lo " Ocjena
olovo i givai nikal i kadmij 1
R. Postaja spojevi olova spojevi give spojevi nikla i spojevi kadmija Kemijskog
broj J stanja
PGK MGK PGK MGK PGK MGK PGK MGK
1 anzrs‘f' L-ama 0,28 0,82 <0,02 0,03 0,67 131 <0,02 0,03
Crpna stanica
2 Zlatna greda 0,33 1,04 <0,02 0,02 0,52 1,23 <0,02 0,02
3 Crpna stanica 0,27 084 <0,02 0,02 0,55 0,95 <0,02 0,03
Tikveg
Kanal Mali
4 Dunav 0,23 0,69 <0,02 <0,02 0,70 0,99 <0,02 0,03
(guma Siget)
Kanal
5 Podunavlje 0,43 2,64 <0,02 0,02 0,58 0,97 <0,02 0,04
most
6 Crpna stanica 0,24 0,62 <0,02 0,03 0,70 121 0,02 0,04
Podunavlje
Ustava
7 Kopalevo 0,38 1,52 <0,02 0,03 0,57 0,83 <0,02 0,04
- Stara Drava
Dunav - ugle
8 kanala Petreq 0,32 0,64 <0,02 <0,02 0,74 1,21 0,02 0,06
u Dunav
9 | PR 0,18 046 | <002 0,03 1,52 2,64 0,02 0,03
L etverokut ! ’ ’ ! ! ’ ! !
10 Kopalko jezero 0,28 0,44 <0,02 <0,02 0,96 1,29 <0,02 0,03
11 Kanal Hulovo 0,27 0,57 <0,02 <0,02 0,91 1,39 <0,02 0,03
1 | Kenal 031 0,82 <0,02 <0,02 0,99 1,29 <0,02 0,04
Zlatna Greda
Vemeljski
13 Dunavac 0,33 1,14 <0,02 0,02 0,88 1,11 0,02 0,03
Tikveg - kompa
14 Bara Semenla 0,24 0,45 <0,02 0,02 1,17 2,22 0,03 0,13
15 | Jezero Veliki 0,29 0,88 <0,02 <0,02 0,79 1,10 <0,02 0,04
Sakadag
Vemeljski
16 Dunavae - Ulaz 0,28 0,71 <0,02 <0,02 0,77 2,15 0,03 0,11
Vemeljski
17 | Dunavac- 0,25 0,46 <0,02 0,02 0,78 1,20 <0,02 0,03
Nalhat
fok
Hulovski kanal
18 - ugle u Dunav 0,41 1,81 <0,02 <0,02 0,83 1,47 0,02 0,07
19 | Renovski kanal 032 1,14 <0,02 | <0,02 0,77 1,70 0,04 013
- ugle u Dravu
Legenda: Nije postignuto dobro kemijsko stanje
Zakljulci

Sukladno rezultatima statistil ke obrade analiza svih uzorka vode uzorkovanih na devetnaest
lokacija prema planu istragivanja kemijskog stanja povrginskih voda tijekom jedne godine
uzorkovanja, znalajna odstupanja u rezultatima nisu uolena. Tijelo povrginske vode
razvrstava se u kategoriju kemijskog stanja édobro kemijsko stanje¢ kada je izralunata
prosjelna godignja koncentracija svake od tvari iz Priloga 5.A. ove Uredbe manja ili jednaka
standardu kakvole vodnog okoliga za prosjelnu godignju koncentraciju (PGKi O SKVO za
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PGK), a maksimalna izmjerena koncentracija svake tvari iz Priloga 5.A. ove Uredbe manja
ili jednaka standardu kakvole vodnog okoliga za maksimalnu godignju koncentraciju
(MGKi 0 SKVO za MGK). Na svim lokacijama vrijednosti prosjelne i maksimalne
godignje koncentracije su manje od standarda kakvole vodnog okoliga navedenih u Prilogu
5.B. Uredbe o standardu kakvole voda (NN 96/2019) te se sukladno navedenoj Uredbi,
tijela povrginskih voda na podrulju Parka prirode Kopalki rit razvrstavaju se u kategoriju
kemijskog stanja: dobro kemijsko stanje.
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Evaluation of chemical status of Kopalki rit surface water bodies
through analysis of selected heavy metals through one-year period
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professional paper
Summary

Wetlands are the most productive ecosystems on Earth. Due to the undergoing wet T dry cycles, they
ensure the diversity of ecological conditions and support high biodiversity. The dynamics of the Kopalki
rit floodplain water regime is a consequence of its geographical location in the area of the Drava T
Danube confluence. The chemical status of surface water is based on the annual average concentrations
(AAC) of the substances and on the maximum annual concentration (MAC). Heavy metals are among
the most dangerous inorganic pollutants due to biodegradability, bioaccumulation, toxicity and due to
incorporation into food chains. Dissolved in water, they are in ionic form and non-biodegradable and
tend to accumulate in living things in the process of bioaccumulation. As part of the Naturavita project
in the Nature Park Kopalki rit, sampling and analysis of mercury, nickel, cadmium, lead and their
compounds were carried out at 19 locations through one-year period of 12 field survey cycles. According
to the obtained results, at all sampling locations, the measured average (AAC) and maximum annual
concentrations (MAC) do not exceed allowable concentration according to Regulation on water quality
standard (OG 96/2019). Good chemical status has been achieved at all sampling locations.

Kljulne rijeli: heavy metals, Kopalki rit Nature Park, wetland ecosystems, bioaccumulation
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Morfologija biorazgradnje polimernih mjegavina
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strulni rad

Sagetak

Izvrsna svojstva polimernih materijala i danas ih line gotovo nezamjenjivim materijalima u
svakodnevnoj uporabi. No svijest 0 ogranilenim izvorima nafte kao i rastula svijest o oluvanju
okoliga, stavlja sve veli naglasak na uporabu polimernih materijala dobivenih iz obnovljivih
izvora. Upravo ¢krob, kao prirodni materijal ima velik potencijal u primjeni zbog svoje
prirodne biorazgradivosti u girokom rasponu okrugenja, niske cijene te lake dostupnosti. U
ovom istragivanju naglasak je stavljen na biorazgradnju polimernih mjegavina polietilena i
termoplastilnog gkroba. Biorazgradnja provedena je procesom kompostiranja u adijabatskom
reaktoru tijekom 16 dana. Biorazgradnja polimernih mjegavina pratila se promjenom mase kao
i pralenjem promjene strukture svjetlosnim (LM) i pretragnim elektronskim mikroskopom
(SEM). Procesom kompostiranja doglo je do potpune biorazgradnje TPS-a. TPS zbog
hidrofilnog karaktera, upija i zadrgava vlagu iz kompostne mase, gto pridonosi brgoj
biorazgradnji polimernih mjegavina. LM-om kao i SEM-om potvrl’ena je brda i prodornija
biorazgradnja polimernih PE /TPS mjegavina i to naglageno s velim udjelom dodanog TPS-a.

Kljulne rijeli: polimerne mjegavine, termoplastilni gkrob, biorazgradnja, kompostiranje,
morfologija

Uvod

Zanimanje i potreba za pronalaskom alternativnih polimernih materijala kao
biomaterijala staro je nekoliko desetljela, no jog uvijek nije uspjelo u potpunosti
zagivjeti. Prva generacija biopolimera bazirana je na smolama i nije se istakla s
nikakvim boljim svojstvima osim biorazgradnje na manje dijelove te time nije bila ni
ekologki najprihvatljivija, dok je druga generacija biopolimera bazirana na
sintetiziranju alifatskih poliestera iz nafte, pronagla svoje mjesto na trgigtu kao uistinu
biorazgradivi polimerni materijal (Alavi i sur., 2015). Znalajni pozitivan utjecaj, s
ekologkog stajaligta, ima proizvodnja biorazgradivih prirodnih polimera, poput
gkroba, celuloze i drugih. Prednost biorazgradivih polimernih materijala je
preusmjeravanje iskorigtenja ugljikova dioksida koji nastaje  njihovom
biorazgradnjom, jer se apsorbira za uzgoj istih kultura, gto znali da dolazi i do
smanjenja emisije ugljikova dioksida u atmosferu, odnosno smanjenja proizvodnje
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staklenilkih plinova (Pervaiz i sur., 2005). Treba istaknuti da uz proizvodnju
biorazgradivih prirodnih polimernih materijala iz obnovljivih izvora prednost legi i u
njihovoj biokompatibilnosti, jednostavnoj biorazgradnji te velikoj rasprostranjenosti
sirovina u svijetu (Ghanbarzadeh i Almasi, 2013). Danagnja ekologka osvijegtenost
sve vige istile vagnost prirodnih biorazgradivih polimera koji se dobivaju iz
obnovljivih izvora ili nastaju polimerizacijom monomera prirodnog porijekla. Glavni
nedostatak biorazgradivih polimernih materijala dobivenih petrokemijskim putem
ujedno je i glavna prednost prirodnih polimera zbog neobnovljivosti izvora, odnosno
ogranilenih resursa izvora nafte. Najvelu vagnost imaju u zamjeni za trenutno
najrasprostranjenijim sintetskim polimerima, te svoju primjenu nalaze primarno kao
ambalagni materijali i proizvodi, u poljoprivredi, u medicini, u elektronici, u
autoindustriji kao i drugim industrijama (Tokiwa i sur., 2009).

Biorazgradivi polimeri imaju logija fizikalna svojstva u odnosu na sintetske polimere,
smanjenu lvrstolu i stabilnost, a velina ih nije ekonomski isplativa te je proces
dobivanja i prerade veoma zahtijevan i kompleksan (Aburto i sur., 1997; Pedroso i
Rosa, 2005). Upravo navedeno dovelo je do proizvodnje polimernih mjegavina koje
se baziraju na umjegavanju biorazgradivog polimera u matricu sintetskog
nerazgradivog polimera pri lemu nastaje polimerna mjegavina sa znalajno
poboljganim svojstvima (Ghanbarzadeh i Almasi 2013; Tajedolin i Arabkhedri 2020;
Tokiwa i sur., 2009). S obzirom na to da je gkrob prirodni polimer ima veliku
mogulnost primjene kao biorazgradivi materijal, a njegova niska cijena proizvodnije i
velika rasprostranjenost daju mu izuzetnu prednost. U industrijskoj primjeni prirodni
gkrob ima ogranilenu uporabu, zbog gelatinacije i stabilnosti u kiselim medijima i pri
visokim temperaturama. Radi bolje primjene podvrgava se fizikalnim, kemijskim i/ili
enzimskim postupcima te se mijega s drugim polimerima kako bi se modificirao u
namjeni poboljganja svojstava. Fizikalnim modificiranjem, toplinskom obradom uz
dodatak vode, bubrenjem i ekstruzijom dobiva se termoplastilni gkrob (TPS) kojeg
odlikuju poboljgana @eljena svojstva u usporedbi sa listim gkrobom (Leja i
Lewandowicz 2010, Khan i sur., 2017, Pervaiz i sur., 2014; Hoque i sur., 2013).
Biorazgradivi polimerni materijali se mogu reciklirati mehanilkim (koji se istile
svojom jednostavnoglu) i organskim recikliranjem koje je pogodnije jer se uz
mogulnost kompostiranja pomolu organskog otpada uz obogalivanje tla ujedno i
smanjuje kolilina odlogenog polimernog otpada kao i cijena njezina uklanjanja.
Kompostiranje je kontrolirani proces biorazgradnje lvrste organske tvari koju provodi
zajednica mikroorganizama u aerobnim uvjetima prilikom kojeg nastaje kompost
(stabilan produkt koji ima uporabu kao dodatak organskih i mineralnih tvari tlu),
ugljikov dioksid, amonijak, voda, biomasa te se stvara toplina.

Cilj ovog rada je provesti proces kompostiranja polimernih mjegavina sintetskog
polietilena (PE) i TPS-a kao prirodnog biorazgradivog polimera. Analiza
biorazgradnje promatrana je utjecajem na morfologiju PE/TPS mijegavina pomolu
svjetlosnog mikroskopija (light microscope, LM) kao i pretragnog elektronskog
mikroskopa (scanning electron microscope, SEM).
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Eksperimentalni dio
Materijali i metode

Za pripremu polimernih mjegavina upotrijebljen je PE niske gustole, (DOW™ LDPE
780E) proizvolala The Dow Chemical Company, MFR= 0,25 g¢g/10 min
(190 AC/2,16 kg), gustole 0,921 g cm?, te prirodni pgenilni gkrob, Srpanjka,
doniranog od poljoprivrednog instituta Osijek. Kao plastifikator korigten je
redestilirani glicerol, proizvolala Gram Mol.

Priprava mjegavina

Prvotno je pripremljen TPS, plastificiranjem prirodnog pgenilnog gkroba s 40 %
glicerola kao plastifikatorom. Plastifikacija je provedena u jednopugnom ekstruderu,
Brabender 19/20 DN, Njemalka, pri brzini vrtnje od 40 o/min s termperaturnim
profilom 100/100/130 AC. Polimerne mjegavine pripravljene su u Brabender gnjetilici,
Njemalka (T=160 AC, 60 o/min, t=9 min).

Ispitni filmovi za daljnju karakterizaciju dobiveni su preganjem (T=150 AC, p=25 kPa,
t=5 min/1 min predgrijavanja) na hidraulilkoj pregi Fontuna, Nizozemska. Uzorci su
hlaLeni pod tlakom do sobne temperature te su izvaleni iz kalupa i dobiveni u obliku
filma. Uzorci su rezani na dimenzije 10 x 10 mm (debljina uzoraka cca 400 mm).
Pripremljene su PE/TPS polimerne mjegavine s masenim udjelom TPS od 10, 20, 30,
40150 %.

Biorazgradnja mjegavina procesom kompostiranja

Ispitivanje biorazgradnje pripremljenih polimernih mjegavina provedeno je u
adijabatskom reaktoru (V=10 dm?) procesom kompostiranja tijekom 16 dana, gdje je
kao kompostni materijal korigtena mjegavina biootpada i kanalizacijskog aktivnog
mulja (urelaj za obradu otpadnih voda grada Vrgorca) (Kulil Grgil i sur., 2020.).
Detalji provedenog procesa kompostiranja uz odrelene fizikalno-kemijske i
mikrobiologke parametre opisani su u prethodnom istragivanju (Kulil Grgil i sur.,
2020.). Prije samog procesa kompostiranja pripremljene PE /TPS polimerne
mjegavine su sugene u pelnici na 40 AC tijekom 24 sata kako bi se dobila njihova
poletna masa (mo). Nakon 16 dana procesa kompostiranja pagljivo je izvalen supstrat
iz reaktora te vrlo oprezno pretragen kako bi se pronagle polimerne PE/TPS mjegavine.
Pronal’ene polimerne mjegavine su temeljito oliglene i oprane s 70 % etanolom i
destiliranom vodom te stavljeni u ventilirani prostor na sugenje, nakon lega im je
izvagana konalna masa (mys). Postotak gubitka mase ispitivanih uzoraka odrelen je
prema jednadgbi 1:

0060000 GOIQ  ——pnn =) (1)
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Proces biorazgradnje je potvrLen je procjenom gubitka mase te analiziran promjenom
morfologije uzoraka pomolu LM-a kao i SEM-a.

Morfologka analiza polimernih mjegavina
Analiza svjetlosnim mikroskopom

Ispitivani uzorci polimernih mjegavina kao i listih polimera promatrani su prije i
poslije procesa kompostiranja reflektirajulom svjetloglu na svjetlosnom mikroskopu
Stereomicroscope SMZ-2T marke Nikon, Japan.

Analiza pretragnim elektronskim mikroskopom

Morfologka struktura polimernih mjegavina istragena je SEM-om Tescan, VEGA 3,
Brno, Legka, skeniranjem vanjskih povrgina prije i nakon procesa kompostiranja. Svi
uzorci prekriveni su tankim slojem platine (vakuumski rasprgival SCD 050; Leica;
Austrija) i promatrani pod mikroskopom pri naponu ubrzanja 3 kV pomolu
sekundarnog detektora elektrona.

Rezultati i rasprava
Biorazgradnja polimernih mjegavina

Proces kompostiranja proveden je u reaktorskom sustavu, adijabatskom reaktoru
radnog volumena od 10 dm? pri protoku zraka od 0,6 dm®min tijekom 16 dana. Kao
gto je navedeno u eksperimentalnom dijelu, detalji procesa kompostiranja prikazani
su u nagem prethodnom radu (Kulil Grgil i sur., 2020.). Najvagniji fizikalno-kemijski
parametar kojim se prikazuje ulinkovitost provedbe procesa kompostiranja je
pralenje temperature. Na slici 1 prikazana je promjena temperature kompostne mase
tijekom 16 dana procesa kompostiranja. 1z grafilkog prikaza vidljivo je da je doglo do
uspjegnog procesa kompostiranja jer je postignuta termofilna faza (vidljiv maksimum
platoa na temperaturnoj krivulji). Na poletku procesa kompostiranja temperatura je
iznosila 19 AC te je nakon samo 24 sata porasla na 41 AC. Naredna 24 sata biljegi se
eksponencijalni rast kada zapolinje termofilna faza te temperatura raste preko 50 AC,
postiguli najvigu vrijednost od 58 AC. Termofilna faza trajala je punih letiri dana i u
njoj dolazi do najintenzivnije biorazgradnje kompostne mase te je za olekivati da u
ovoj fazi dolazi do biorazgradnje polimernih PE/TPS mjegavina. U prvoj mezofilnoj
fazi dolazi do biorazgradnje jednostavnijih spojeva, dok se biorazgradnja slogenijih
spojeva, kao gto su polimerne mjegavine, olekuje upravo u termofilnoj fazi. Nakon
letvrtog do sedmog dana biljegi se pad temperature te izmjerena temperatura u 7. danu
iznosi 25 AC nakon lega do desetog dana blago raste i dosege vrijednost od 31 AC.
Nadalje, temperatura se blago smanjuje sve do kraja procesa kompostiranja. Upravo
aktivnost pojedinih vrsta mikroorganizma uzrokuje biorazgradnju organskih frakcija
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i promjene temperature tijekom procesa. Mikrobiologkom biorazgradnjom supstrata
oslobal’a se toplina gto dovodi do povelanja temperature i promjene broja i vrste
mikroorganizama te dolazi do porasta temperature i oslobalanja CO,. Porast
temperature izravno je povezan s izrajenijom biokemijskom aktivnosti termofilnih
zajednica mikroorg