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1. UVOD

Zbog svojih svojstava prednosti kao $to su spontano formiranje s relativno jednostavnim
komponentama, moguc¢nosti koristenja kao nosaca hidrofilnih i lipofilnih tvari te sposobnosti
poboljsanja bioloske dostupnosti i stabilnosti bioloski aktivnih spojeva, mikroemulzije su nasle
Siroko podrucje primjene. Koriste se u kemijskoj, tekstilnoj, prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji, kozmetici, biomedicini i biotehnologiji. Konvencionalno se mikroemulzije proizvode
tehnologijama koje se temelje na usitnjavanju kapljica pomocu smicanja ili udarnog naprezanja
koje se stvara ru¢nim ili mehanickim mijeSanjem. Zbog neujednacenih naprezanja u cijelom
sustavu, emulzije proizvedene na opisan nacin se sastoje od kapljica razli¢itih veli¢ina. Kao
alternative klasiénim metodama pripreme mikroemulzija navode se mikroprotocni sustavi.
Smanjenjem dimenzija opreme za nekoliko redova veli¢ina (do mikrodimenzija u promjeru od
10 do 1000 pm) mogu se posti¢i znacajne energetske ustede i smanjenje negativnog utjecaja na
okoli§. Mikroproto¢ni sustavi imaju sposobnost brzog mijeSanja reagensa (visoki omjeri
medufazne povrSine i volumena reaktora), osiguravaju provodenje procesa u homogenim
uvjetima, omogucuju kontinuirane promjene u reakcijskim uvjetima, omogucuju dodavanje
reagensa u preciznim vremenskim intervalima tijekom provedbe reakcije te su zbog svega
navedenog atraktivna tehnologija za razne primjene. U odnosu na klasi¢ne procese pripreme
mikroemulzija, mikroproto¢ni sustavi osiguravaju dobivanje jedne po jedne kapi, pa time taj
proces rezultira visoko monodisperznom emulzijom. Jedno od najatraktivnijih svojstva
mikroproto¢nih sustava je §to omogucuje pripremu dvostrukih, trostrukih ili ¢ak emulzija viseg
reda cemu je moguce precizno upravljati veli¢inom i brojem proizvedenih kapljica s visokom
precizno$¢u uz minimalan utroSak energije.

U ovom radu provesti ¢e se optimiranje postupka pripreme mikroemulzija ulje u vodi u
mikroproto¢nom sustavu uz emulgator polietilen glikol (PEG). Provesti ¢e se analiza profila
strujanja dvofaznog sustava u mikrokanalu mikroproto¢nog sustava te ¢e se ispitati utjecaj
koli¢ine emulgatora, koli¢ine ulja i ukupnih potoka na stabilnost dobivenih mikroemulzija
primjenom metode odzivnih povrSina. Razviti ¢e se takoder modeli umjetnih neuronskih mreza
za predikciju srednjih vrijednosti Feretovih promjera kapljica u pripremljenim emulzijama na

temelju snimljenih blisko infracrvenih (NIR; eng. Near Infrared ) spektara.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROEMULZIJE

Mikroemulzije su disperzije sastavljene od vode, ulja i surfaktanta (tj. povrSinski aktivna tvar).
Mikroemulzije su izotropni i termodinamicki stabilni sustavi s dispergiranim domenama
promjera od priblizno 1 do 100 nm, obi¢no izmedu 10 i 50 nm (Sottmann i Stubenrauch, 2009).
Na molekularnoj razini, mikroemulzije su fino uravnotezeni sustavi gdje se energija entropije i
povrsine suprotstavljaju jedna drugoj. Entropija sustava povecava se S§to je veéi broj
dispergiranih kapljica, dok se povrSinska energija povecava sa ve¢im brojem Cestica. Ravnoteza
se moze pomaknuti malim promjenama u kemijskom sastavu i promjenama uvjeta te samim
time uzrokovati znacajne promjene u svojstvima sustava (Karunaratne i sur., 2017).

Kod karakterizacije mikroemulzija, vazno je detaljno opisati fazno ponasanje. Ulje, voda i
surfaktant pomijeSani u razli¢itim molarnim omjerima, formiraju faze (Acharya i Hartley,

2012). Opceniti fazni dijagram dobiven prac¢enjem faza prikazan je na slici 1.

U/V emulzija ,:i/(
S ,
) \(\ ‘; / ,/// L2 V/U emulzija
os éio / /]
—~—0

\ |
- /) \ |
/ / \J\O /] \ > o o
o /] - \ “::g o~
// / \\\ : o \O\
[ A Y - \ //’ > Sl
f Bikontinuirana \ /?f\
A
/ \
/ / - \
/5//’/ [ . \ \\
=T 1\ | krista \
Voda Surfaktant
Slika 1. Primjer faznog dijagrama sustava ulje/voda/surfaktant. (Archarya i Hartley, 2012)

Na pojedinim dijelovima faznog dijagrama, jedna faza je prisutna na kraju gdje su sfericne uljne
kapljice dispergirane u vodi (u/v emulzije), dok su na drugom kraju sferi¢ne kapljice vode
dispergirane u ulju (v/u emulzije). Izmedu ta dva ekstrema, ovisno o omjeru komponenti, oblik
kapljice moze se mijenjati iz sfericnog u valjkasti, do crvolikih i do dvofaznih micela (Najjar,
2012). Za proucavanje svih svojstava mikroemulzija koriste se razne metode: mikroskopija,
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reologija, metoda konduktivnosti, nefelometrija, dinamicko rasprSenje svjetla, rasprSivanje
neutrona, rasprSivanje x-zraka, elektronska mikrografija, nuklearna magnetna rezonancija,
paramagnetna elektron rezonancija (Karunaratne i sur., 2017).

Fazno ponaSanje moze se analizirati sa nekoliko tehnika. Osim vizualnog promatranja, opticka
mikroskopija koriStenjem polariziranog svjetla je Cesto koriStena za detektiranje prisutnosti
singularnih faza ili za prisutnost odvojenih faza (Lutz i sur., 2007). Mjerenjem vodljivosti moze
se identificirati jesu li faze ulje u vodi ili obje faze kontinuirane (Lagues i Sauterey, 1980).
Vodljivost emulzije vode u ulju se povecava dodavanjem vode. Nakon S§to je dostignuta
maksimalna koli¢ina vode koju emulzija vode u ulju (V/U) moze podnijeti, emulzija propada i
vodljivost se smanjuje. S druge strane, za emulzije ulje u vodi (U/V), vodljivost je stabilna do
trenutka povecanja koncentracije kapljica ulja ¢ime dolazi do naglog porasta u vrijednosti
vodljivosti (Lagues i Sauterey, 1980). Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) i
transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) imaju adekvatnu rezoluciju za prikaz
pojedinac¢nih Cestica ili morfologije neke vece regije. Ipak, nativna struktura moze biti narusena

zbog pripreme uzorka koja zahtjeva dehidraciju (Strey, 1994).

2.1.1 Prednosti i primjena mikroemulzija
Mikroemulzije karakteriziraju specificna svojstva koja su korisna kod pakiranja i isporuke
lijekova. Toc¢nije, mikroemulzije mogu:
Q) isporuciti aktivan farmaceutski sastojak u teku¢em obliku;
(i)  poboljsati biolosku dostupnost i stabilnost bioloski aktivnih spojeva malih veli¢ina
kapljica;
(iif)  otopiti i isporuciti hidrofilne i lipofilne lijekove;
(iv)  spontano se formirati s relativno jednostavnim poc¢etnim komponentama (Callender
i sur., 2017)
Lijekovi isporuceni u tekuc¢em obliku imaju prednost pred lijekovima u krutom obliku jer
lijekovi u krutom obliku moraju pro¢i dodatan korak otapanja prije nego se mogu apsorbirati.
Mikroemulzije i tekucéine iz tog razloga imaju puno brzu apsorpciju u slucaju oralne
konzumacije lijeka (McCuistion i sur., 2014). Prisutnost lijeka u teku¢em obliku je takoder
prednost uzimajuéi u obzir i gastrointestinalnu stabilnost (Brandlin, 2013). Tekucinama je
potrebno 20-30 min za prolazenje cijelim probavnim sustavom, dok ¢e krutinama trebati i do 3
sata ovisno o sastavu (Brandlin, 2013). Mala veli¢ina kapljica kod mikroemulzija (1-100 nm)

povecava omjer aktivne povrsine i volumena za apsorpciju lijeka ¢ime se stjece bolja bioloska
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dostupnost (McClements, 2015; Liu i sur., 2016). Nadalje, povecana je stabilnost
mikroemulzijskog sustava jer se tako male veli¢ine kapljica opiru gravitacijskom razdvajanju.
Lijekovi koji se loSe otapaju u vodi mogu se otopiti u mikroemulzijskim sustavima §to je
prednost tih sustava. LoSa topivost u vodi, kao i loSa farmaceutska svojstva, razlozi su zbog
kojih vise od 40 % lijekova ne prode razvojnu fazu (Dahan i Hoffman, 2011). Mikroemulzijska
amfipatska struktura omogucéuje ugradnju i predaju hidrofilnih i hidrofobnih aktivnih
farmaceutskih sastojaka. Spontano formiranje mikroemulzija predstavlja vrlo ekonomican
proces jer u mnogim slucajevima, energija nije potrebna za njihovo formiranje (Tong i sur.,
2015).

Mikroemulzije se zbog svojih prednosti mogu primijeniti u raznim podruc¢jima industrija:
farmaceutskoj, kozmetic¢koj, prehrambenoj, naftnoj, metalnoj, tekstilnoj i kemijskoj industriji.
Kozmetic¢ka industrija koristi potencijal mikroemulzijskih sustava u raznim proizvodima.
Proizvodi kozne njege, proizvodi njege kose i parfemi su glavne vrste mikroemulzijskih
proizvoda dostupnih na trziStu. Prirodni ili sintetski surfaktanti (ionski illi neionski),
kosurfaktanti i ulja su koristeni u kozmetici u obliku mikroemulzija (Paul i Moulik, 2001).
Biolosko aktivni agensi, ukljucujuci antioksidanse i agense za pobjeljivanje koze, ugradeni su
1 preneseni na kozu uz pomo¢ mikroemulzijskih kozmetickih proizvoda (Montenegro, 2014).
Prehrambena industrija takoder moze profitirati od mikroemulzija. Ono $to se isti¢e je svojstvo
mikroemulzija da zastite, sporije otpustaju inkapsulirani materijal i da se formiraju primjenom
jestivih sastojaka (Karunaratne i sur., 2017). Esencijalno ulje ¢eS$njaka inkapsulirano u
mikroemulziji pokazalo je antimikrobnu aktivnost i mogucu upotrebu u prehrambenoj industriji
(El-Sayed i sur., 2017). Uostalom, mikroemulzijski oklopljen stepogenin pokazao je u¢inkoviti
utjecaj pri smanjenju enzimskog posmedivanja jabu¢nog soka. Koinkapsulacija vitamina C sa
stepogeninom uvelike smanjuje efekt posmedivanja (Tao i sur.,2017). U naftnoj industriji,
mikroemulzije se koriste u mnogim aspektima eksploatacije nafte, pogotovu u poboljSanom
uljnom povratu (PUP). Mikroemulzijsko naplavljivanje (eng. microemulsion flooding)
prikazuje jedinstvena svojstva mikroemulzijskih sustava, kao $to je visoka viskoznost i
mogucénost induciranja niske medufazne napetosti, Sto povecava efikasnost ekstrakcije ulja
(Mohyaldinn i sur., 2019). Fosilna goriva se u svijetu pokusavaju sve vise izbjeci, stoga se
koriste nove alternative koje bi imale manji utjecaj na oneciS¢enje atmosfere. Tako je
istrazivano mikroemulzijsko gorivo ¢ija goriva vrijednost, kinematicka viskoznost i udio vode
pokazuje priblizno jednake rezultate sa biodizelskim standardima a ujedno je i kompatibilna za

uporabu u dizelskim motorima. Mikroemulzijsko gorivo sa 5% etanola pokazalo je velik

4



potencijal kao biogorivo sa manjom emisijom nepogodnih plinova u dizelskim motorima bez
modifikacije (Sankumgon i sur., 2018). Za pripremu nanocCestica, Cesto se Koriste
mikroemulzije. Koristenjem mikroemulzija moze se dobiti $iroki raspon monodisperznih

nanodestica razli¢itih veli¢ina i oblika (Zielinska-Jurek i sur., 2012).

2.1.2 Klasi¢ni postupci pripreme mikroemulzija

U pripremi emulzija koriste se metode visoke energije i metode niske energije. Metode visoke
energije koriste mehanicku silu za razbijanje ulja u manje kapljice kao npr. visokotla¢ni
homogenizator, mikrofluidizator, ultrazvuc¢na sonda, itd. (Lee i sur., 2011). Niskoenergetske
metode ne koriste mehanicku silu i oslanjaju se na spontanu formaciju malih kapljica preko
mijenjanja sastava otopine i mijenjanja okolisnih uvjeta poput temperature, pH i ionske jakosti
(McClements, 2012). Prilikom pripreme mikroemulzija koriste se metode inverzija faza. One
se mogu podijeliti na : temperaturnu inverziju faza (eng. phase inversion temperature, PIT),
promjenu kemijskog sastava faznom inverzijom (eng. phase inversion composition, PIC) i
tocku emulzijske inverzije (eng. emulsion inversion point, EIP). Mikroemulzije se dobiju
jednostavnim mijesanjem ulja, vode i surfaktanta praceno sa niskoenergetskom metodom
pripreme emulzija.

PIT metoda koristi fizikalno-kemijska svojstva (molekularna geometrija i relativna topljivost)
neionskih malih molekula surfaktanta i mijenja ih sa promjenom temperature (McClements i
Rao, 2011). Temperatura pri kojoj se sustav promjeni iz V/U emulzije u U/V emulziju (ili
obrnuto) shodno zakrivljenosti (molekularna geometrija) i topljivosti surfaktanta naziva se
temperaturna inverzija faza. Moguc¢nost surfaktanta da promjeni svoju strukturu za grupiranje
u agregate i razne fazne sisteme (laminarna faza, U/V emulzija i V/U emulzija) na nacin da se
promijeni temperatura sustava, povezana je sa kritiénim parametrom pakiranja (KPP)
surfaktanata (Israelachvili i sur., 1976). KPP je obiljezje surfaktanata gdje se oni grupiraju u
surfaktantski sloj u suglasju sa njihovom molekularnom geometrijom, a definira se izrazom
(jednadzba 1)

KPP =1 [1]

alc

gdje je y parcijalni molarni volumen hidrofobnog djela surfaktanta,

a je povrsina koju zauzima glava surfaktanta i

Ic je duljina hidrofobnog lanca surfaktanta.

Metoda promjene kemijskog sastava faznom inverzijom (PIC) se , kao i PIT metoda, bazira na

promjeni optimalne zakrivljenosti strukture surfaktantskih molekula u prostoru, no promjena je
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inducirana promjenom pH ili ionske jakosti (Anton i Vandamme, 2009). Mijenjanjem pH ili
dodavanjem soli dolazi do promjene elektricnog naboja glave surfaktanta, ¢ime se promjeni
zaobljenost surfaktanta. U PIC metodi se zbog toga mogu Kkoristiti ionski surfaktanti.
Dodavanjem soli, KPP ionskog surfaktanta postaje veci od 1 §to vise odgovara formiranju V/U
emulzija zbog iona soli koji mogu zasjeniti utjecaj elektricnog naboja na polarnoj glavi
surfaktanta (McClements i Rao, 2011). Sli¢no tome, povecavanjem pH sustava iznad
vrijednosti pKa ionskog surfaktanta, karboksilna skupina ionskog surfaktanta biva vise
ionizirana ¢ime se povecava topljivost surfaktanta u vodi, KPP postane manji od 1 zbog cega
se formira U/V emulzija (McClements i Rao, 2011). Pojava implicira da ukoliko je pH nizi od
pKa vrijednosti ionskog surfaktanta dolazi do formiranja emulzije V/U.

Tocka emulzijske inverzije (EIP) drukéija je od prethodnih metoda. Rezultati se postizu
promjenom volumena svakog sastojka (promjena omjera ulja i vode). Odlucujuéi korak u EIP
metodi je tranzicija izmedu V/U 1 U/V emulzija preko prijelazne bikontinuirane faze na nacin
da se postepeno dodaje dispergirana faza vode u emulziju U/V koja je prethodno pripremljena.
Drugi nacin je koriStenjem dispergirane faze ulja i dodavajuéi ga u pocetnu emulziju voda u
ulju (Hessien i sur., 2011). U tom procesu, surfaktanti stvaraju jedan sloj na granici ulja i vode
koji se kasnije pretvara u biokontinuiranu mikroemulziju u tocki inverzije (Fernandez i sur.,
2004).



2.2 MIKROPROTOCNI SUSTAVI

2.2.1 Osnovne karakteristike, prednosti i nedostaci

Mikroproto¢no inZenjerstvo je podru¢je znanosti koje Koristi mikrostrukturne uredaje
(dimenzija osnovnih jedinca u rasponu od 10 do 100 um) za precizno rukovanje sa malim
volumenima tekuc¢ine unutar njih. UoCena je povecana produktivnost prilikom minijaturizacije
S$to moze posluziti kod smanjenja veli¢ine analitickih sustava, a ujedno postoji i opcija ,,lab on
a chip®. “Lab on a chip* (LOC) je uredaj u kojem je integrirano i automatizirano nekoliko
laboratorijskih tehnika u mikro- ili nanodimenzijama (Schonberger i Hoffstetter, 2016).
Navedeni LOC uredaji su u pocetku koriSteni u analitickoj kemiji, no mikroprotocno
inzenjerstvo se proSirila u razna podru¢ja, ukljucujuéi biologiju i druge grane kemije.
Mikroproto¢ni sustavi se mogu izraditi od silikona, stakla, kvarca i drugih polimernih
materijala. Proces silikonske mikroizrade je ve¢ ustaljen proces u mikroelektronskoj i
mikroelektromehani¢koj (MEMS) industriji. Medutim, silikon nije opti¢ki transparentan i
provodi struju. Mikroproto¢ni sustavi izgradeni od silikona imaju ograni¢enja kod primjene u
optickoj 1 elektrokemijskoj detekciji. Drugi alternativni materijali za izradu mikroproto¢nih
sustava su: staklo, kvarc i polimerni materijali. Ovi materijali su jeftiniji, opticki su
transparentni i ne provode struju (Sheng i sur.,2012).

Strujanje unutar mikroproto¢nih sustava je gotovo uvijek laminarno §to znaci da se mijeSanje
dominantno odvija molekularnom difuzijom. Mijesanje difuzijom moze trajati i nekoliko dana
u obi¢noj laboratorijskoj tikvici, dok se u mikrokanalima odvija u sekundama ili minutama
(Janasek i sur., 2006). Laminarno, predvidljivo strujanje tekucine s visokim gradijentima brzine
1 dominiraju¢i medupovrsinski efekt omogucava kontroliranu manipulaciju strujanja tekucine i
nastanak monodisperznih emulzija. Jedna od prednosti ovih sustava je veliki omjer medufazne
povrsine i volumena §to osigurava termalnu homogenost kroz cijeli sustav i brzi prijenos topline
izmedu uredaja i1 tekucine unutar kanala. Brzina i jednakost mijeSanja u mikroproto¢nom
sustavu rezultira minimalnoj pogresci. Takve karakteristike smanjuju raznolikost u svojstvima
pojedinog proizvoda i povecanu preciznost kod analitickih metoda (Hess i sur., 2015). Sukladno
tomu, mnogi kemijski i bioloski sustavi ovisni su o temperaturi i osjetljivi na lokalne promjene
temperature. KoriStenjem ravnih mikroproto¢nih sustava, lokalizirane mrtve zone su rijetkost.
Dakle, za$to onda mikroprotoéni sustavi ne zasiéuju trziste? Sto im nedostaje? Za podetak,
njihova primjena je suZena na tekucine i otopine manje viskoznosti kako ne bi doslo do
zacepljenja kanala. Zato su mikroproto¢ni sustavi najviSe koristeni u analitici, biomedicini,

kemijskoj sintezi i molekularnoj biologiji (Whitesides, 2006). U biomedicini, postoji nekoliko
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prepreka kod koriStenja mikroproto¢nih sustava. Visoki omjer medufazne povrSine i volumena
dovodi do visokih koncentracija proteina koji proizvode imunoloske stanice. Nadalje, brze se
potrose nutrijenti u sustavu i brze je nakupljanje otpada. Na taj nacin povecava se stani¢na
osjetljivost pri malim fluktuacijama (Young i Simmons, 2010). Za izgradnju mikroproto¢nih
sustava, potrebno je detaljno predznanje u izradi, a i oprema za izradu je skupocjena (Wu i sur.,
2011). Mikroprotocni sustavi nisu dovoljno izdrzljivog materijala za transport (Baker, 2011),
stoga se sprjecava mogucnost prijenosa znanja u druge laboratorije (Young i Simmons, 2010).
Kod kemijske industrije, nailazi se na dva problema. Prvi problem je da se uobicajena aparatura
jos uvijek nije uspjela prilagoditi za primjenu s mikroproto¢nim sustavima. Drugo, materijal
koji je ¢esto koriSten u istrazivanju mikroproto¢nog inZenjerstva, polidimetilsiloksan (PDMS),

otapa se ili deformira u dodiru s organskim otapalima (Lee i sur., 2003).

2.2.2 Primjena mikroproto¢nih sustava za pripremu mikroemulzija

Vecina prehrambenih proizvoda (pekarski proizvodi, smrznuti proizvodi, itd.) dispergirani su
sustavi koji se sastoje od raznih komponenata (van Dijke, 2009). Stvaranje i dispergiranje
kapljica postize se uglavnom mijesanjem ili mehanic¢kim raspadanjem. Budu¢i da je veli¢ina
operativne jedinice koja formira kapljice puno veca od nastalih kapljica, dolazi do turbulentnog
raspada cestica §to dovodi do smanjenja ucinkovitosti procesa i otezana je kontrola nad
veli¢inom, oblikom i raspodjelom veli¢ine kapljica (van Dijke i sur., 2010). Navedena svojstva
emulzije nuzno je kontrolirati, ukoliko se Zele dizajnirati inovativne mikrostrukture koje
odreduju razne pozeljne karakteristike u prehrambenom proizvodu (Maan i sur., 2015).
Precizno oblikovanje kapljica emulzije postaje moguce uz mikroproto¢ne sustave. Palit i
suradnici (2020) opisali su primjenu mikroproto¢nog sustava za pripremu farmaceutske
mikroemulzije (emulzije s lijekom lulikonazolom). Koristen je mikroproto¢ni sustav s
mikrokanalima $irine oko 3,5 mm i dubine oko 1,2 mm ukupne duljine kanala od 120 mm te
aktivnog volumena od 750 pL. Ispitan je utjecaj koncentracije ulja, koncentracije emulgatora
(Tween 20) te ukupnog protoka na pripremu mikroemulzija. Rezultati pokazuju da primjena
opisanog mikroproto¢nog sustava omogucava pripremu mikroemulzija s prosjecnom
promjerom Kapljica od d =24,9 +3 nm pri ukupnom protoku od q = 20 mL mint. Takoder
Ontiveros i suradnici (2020) proveli su analizu hidrodinamickih uvjeta za pripremu
mikroemulzija U/V ili V/U u mikroproto¢nom sustavu s mikrokanalima Sirine 105 pm i dubine

100 pum te je potvrdena vaznost preciznih hidrodinamickih uvjeta na dimenzije mikrokapljica.



2.3 FIZIKALNA SVOJSTVA KOJA UTJECU NA STRUJANJE U MIKROKANALIMA
2.3.1 Mocivost, kapilarni tlak, viskozne sile u mikrokanalima

U uvjetima ustaljenog toka, sa zanemarivom gravitacijskom silom g i temperaturnom razlikom,
obje faze kapljevine ¢e biti u ravnotezi ako je tlak obje faze uniforman. Tlak izmedu obje faze
se treba razlikovati samo u kapilarnom tlaku koji je dan Young-Laplace jednadzbom (jednadzba
2):

APyqap = YK [2]
pri ¢emu vy predstavlja medufazni otpor te k koji predstavlja prosjecnu lokalnu zakrivljenost na
granici dviju faza (Ajaev i Homsy, 2006).
v12 €e se koristiti kako bi se naglasio medufazni otpor izmedu kapljevine 1 i kapljevine 2 kako
bi se pojam odvojio od uobicajene oznake y. Simbol 6=y14 opisuje povrsinsku napetost odnosno
medufazni otpor tekuce i plinske faze. Ovisno o zakrivljenosti medupovrsinskoj sloja (slika 2a),
medufazne sile mogu smanjiti ili povecati pritisak Pkap u tekucini u odnosu na tlak okoline. Na
primjer, kapilarni tlak grani¢nog sloja voda-zrak u 100 pm $irokom hidrofilnom mikrokanalu
je u prosjeku 1,5 kPa i povecava se kod nizih vrijednosti Sirine mikrokanala, doseze i do 1,5

MPa za 100 nm Sirok mikrokanal (Giinther i Kreutzer, 2009).



Pkap >Pp Pkap <P

P 1 1

Adsorbiranif2
Pkap £20an

(a) (b) . .
Krutina Krutina

NN N

Slika 2. (a) Pozitivna i negativna razlika kapilarnog tlaka i tlaka okoline, $to rezultira ili sa

pozitivnom ili negativnom zaobljeno$¢u izmedu zrak-voda granice (Eijkel i sur., 2005) (b)
Lokalna konfiguracija u trofaznoj regiji. Lijevo, dvije faze tekucine (11 2) i ¢vrsta stjenka sijeku
se pod kutom 6; nadesno su tekuce faze odvojene sa adsorpcijskim slojem (Ajaev i Homsy,
2006) (c) prikazuje kako se koriStenjem kemijski homogenih, mikro- i nanostrukturnih povr§ina

moze mijenjati svojstvo mocivosti (Bartolo i sur., 2006)

Cvrste povrsine obiljezavaju se po svojoj hrapavosti i modivosti, §to je odredeno kutem
kontakta. Kada stati¢ni fluid dolazi u kontakt sa ¢vrstom povr$inom, dvije lokalne konfiguracije
mogu se raspoznati detaljnijim promatranjem trofaznog podrucja (slika 2b). Granica fluida
moze dodirivati ¢vrsti sloj i oblikovati kontaktnu liniju izmedu tri faze, ili adsorbirani sloj
odvaja drugi fluid od ¢vrstog sloja. Prvi slu¢aj se opisuje sa kontaktnim kutem &, koji je povezan
sa medufaznim energijama krutine, s, 1 dvije kapljevite faze 1 1 2 preko Young-ove jednadzbe
(jednadzba 3):
Y127 €0SO = Y15 — Vas [3]

gdje je y12 povsinska napetost dviju kapljevina, yis povrSinska napetost krutine i kapljevine 1,
y2s povrSinska napetost krutine i kapljevine 2 a cos8 kosinus kontaktnog kuta 6.

Mocive tekuéine imaju mali kontaktni kut koji je priblizan nuli, a nemoc¢ive tekuéine imaju veéi
kontaktni kut koji je blizi 180°. Zbog ucinaka interakcije tekuéine i ¢vrste Stijene, viskoznost
tekucine se mijenja ovisno o udaljenosti Cestice od stjenke. Viskoznost tekucine je pozitivno

proporcionalna sa medufaznom mocivoséu, a negativno korelirana sa tlakom (Li i sur., 2019).
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2.3.2 Rezimi strujanja dvofaznih sustava u mikrokanalima

Sustav kapljevina-kapljevina i drugi visefazni sustavi imaju Sirok raspon primjene u razli¢itim
podruc¢jima. Poznavanje hidrodinamike u mikrokanalima je od velike vaznosti kada se radi o
odredivanju parametara, o postavljanju reakcije ili o procesu ekstrakcije. Cetiri razli¢ita rezima
strujanja identificirana su preko vizualnog proucavanja: segmentirano (Taylor-ovo) strujanje,
mjehuricasto strujanje, paralelni tok i anularno strujanje (Slika 3) (Ghaini i sur.,2011). Ukoliko
postoji veliki raspon omjera brzine u strujanju dvije faze, velika je vjerojatnost da ¢e se razviti
segmentirano ili paralelno strujanje od navedenih profila strujanja (Ufer i sur., 2011).
Segmentirano strujanje nastaje kada se u mikrokanal propustaju dvije kapljevine koje su
razliCite topivosti u vodi, pri cemu postoji naizmjeni¢no strujanje segmenata dviju faza, a svaki

segment promatra se kao posebno podrucje unutar mikrokanala.
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Slika 3. Prikaz uzoraka strujanja fluida: (a,b) mjehuric¢asto strujanje, (c,d) segmentirano

strujanje, (e) prijelazno segmentirano uzburkano strujanje, (f) uzburkano strujanje, (g) strujanje

u filmu, (h) anularno strujanje (Kreutzer i sur., 2005)

Takvim strujanjem pospjeSuje se ucinkovitost procesa jer se postize veci intenzitet prijenosa
tvari unutar segmenata i izmedu segmenata. Konvekcijom unutar segmenata i difuzijom izmedu
segmenata odvija se prijenos tvari. Do konvekcije unutar segmenata dolazi kao posljedica
segmenta kapljevine pri ¢emu se obnavlja medufazna povrSina i kao posljedica trenja izmedu

stijenke kanala. Sama konvekcija ovisi o fizikalnim svojstvima kapljevine, geometriji sustava i
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srednjoj prividnoj brzini strujanja (Kashid i sur., 2007). Difuzija se pojavljuje zbog postojanja
koncentracijskog gradijenta izmedu segmenata (Sto je on veéi, veca je pokretacka sila). Difuzija
ovisi 0 medufaznoj povrsini preko koje se odvija prijenos tvari (Kashid i Agar, 2007). Paralelni
tok se formira kada je odnos sila inercije i medufaznog otpora u obje faze priblizno jednak,
odnosno Weberovi brojevi za obje faze su priblizno jednakih vrijednosti (Zhao i sur., 2006).
Paralelni tok manifestira se na nacin da tekucine protjecu jedna pored druge u mikrokanalu bez
mijeSanja, Sto je korisno svojstvo za ekstrakciju ili prociS¢avanje otapala. Ekstrakcija i
procisc¢avanje su korisne metode u analitici (Hibara i sur., 2003; Maruyama i sur., 2004).

Najvazniji bezdimenzijski brojevi koji se koriste pri analizi reZima strujanja prikazani su u

tablici 1.

Tablica 1. Bezdimenzijski brojevi ¢esto koriSteni u analizi mikroproto¢nih sustava (Fatoyinbo,

2013)

Bezdimenzijska veli¢ina Jednadzba Opis
Reynoldsov broj (Re) Re =PV L omjer inercijske i viskozne
T sile
Pecletov broj (Pe) dz - u, omjer konvektivnog
Pe = D-L prijenosa mase i molekulske
difuzivnosti
Weissenbergov broj (Wi) Wi=1,y umnozak brzine smicanja i
vremena opustanja
Deborahov broj (De) De = Tp omjer vremena opuStanja i
Tproticanje vremena proticanja

Deanov broj (Dn) pretpostavlja pojavu vrtloga

Dn=Rﬁ%¥ﬂ Ve .
2r u zakrivljenim kanalima

Raleighov broj (Ra) Ra = u, Dy, Pecletov broj za tok na koji
a=77 djeluje sila uzgona
Grashofov broj (Gr) _ pupDy Reynoldsov broj u uvjetima
r= 1 kada na tok djeluje sila
uzgona
Kapilarni broj (Ca) Ca = H-u odnos viskoznih sila i sila
o povrSinske napetosti izmedu
faza
Weberov broj (We) u?pr odnos sile trenja i povrsinske
We = v napetosti
Stokesov broj (St) St = Hu odnos viskoznih sila i
pgD? gravitacijskih sila
Poiseuilleov broj (Po) b r2AP odnos tlaka i viskoznih sila
0 =
ulu
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2.3.3 Modeliranje dvofaznih rezima strujanja u mikrokanalima

Moguénost odredivanja medufazne granice olakSava pristup dvofaznom sustavu za izvedbu
specificne reakcije (Pohar i sur., 2012). U uvjetima u kojima se u reakcijskom sustavu
kapljevina-kapljevina pojavi segmentirano strujanje, predmet istraZivanja postaju
hidrodinamicki uvjeti strujanja, veliCina segmenta, medufazna povrsina i pad tlaka. Prijenos
tvari je odreden geometrijom segmenta i na¢inom strujanja. PovrSinska napetost doprinosi padu
tlaka duz mikrokanala. Dobro razvijeno segmentirano strujanje u sustavu kapljevina-kapljevina
osigurava uniformnu medufaznu povrSinu i na taj nain omogucava prijenos tvari. Duljina
segmenta je odredena brzinom strujanja, geometrijom kanala, viskozno$¢u kapljevina i
svojstvima povrS§ine mikrokanala. Analitickim metodama i uporabom racunalne dinamike
fluida (CFD; eng. computational fluid dynamics) moguce je dobiti detaljan uvid u protok kroz
kapilare kako bi se mogla pratiti, nadzirati i optimizirati njihova izvedba (Kashid i sur., 2007).
Harries i sur., 2003 objavili su numeri¢ki model koji opisuje segmentirani tok u mikroreaktoru
temeljen na CFD-u koriste¢i Navier-Stokes jednadzbe (Harries i sur., 2003). Model uzima u
obzir mnogo uvjeta i varijabli (jednadzba ofuvanja momenta, mase, energije, koncentracije

kemijskih vrsta itd.) i prikazana je jednadzbama 4 i 5:
Z—l:+|7-(u-u)=—%[Vp+u-\72u]+%-F5F [4]
V-u=0 [5]
gdje u predstavlja lokalnu brzinu strujanja (m s1),
t je vrijeme (s),
p je gustoéa (kg m=3),
p je tlak (Pa), u je viskoznost (Pas), a

Fsr je povrsinska sila koja djeluje na segment(N).

Promjena koncentracije opisuju je jednadzbom 6:
% tu-Vey =V- Dy Vew) £ 1k [6]

gdje je cik — mnozinska koncentracija tvari (mol dm)

Dix — koeficijent difuzije (m?s?)

I — identitet tvari

k — identifikacija faze

rik — brzina reakcije koja se odvija za tvar i u fazi k (Kashid i sur., 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1. Otapala i reagensi

Polietilenglikol 1500 (Acros Organics, Belgija)
Polietilenglikol 6000 (Acros Organics, Belgija)
Polietilenglikol 20000 (Sigma-Aldrich, Njemacka)
Suncokretovo ulje (Zvijezda, Hrvatska)

Listovi paprene metvice (Mentha piperita) (Suban, Srbija)

3.1.2 Oprema i uredaji

Klipne pumpe (NE — 1000 Syringe Pump, New Era Pump Systems, SAD)
Kapilarni (Ostwaldov) viskozimetar (Jenaer Glaswerk Schott & Gen, Njemacka)
Analizator veli¢ine Cestica (Litesizer 500, Anton Paar, Austrija)

Magnetna mijesalica (Heidolph Instruments, Njemacka)

Uljno-vodena kupelji s integriranim mijeSanjem (HBR 4 digital, IKA, Njemacka)
NIR spektrofotometar (NIR128L-1.7, Control Development Inc, SAD)
Analiti¢ka vaga (Sartorius TE214S-0CE, Njemacka)

Mikroreaktorski ¢ip (Micronit Microfluidics BV, Nizozemska)

Svjetlosni mikroskop (Motic B1-220A, Njemacka)

Kamera (Motic 3, Njemacka)

Kamera (AM2111, Dino-Lite, SAD)

Staklena menzura (250 mL, 100 mL, 5 mL)

Staklena ¢asa (800 mL, 250 mL, 100 mL, 50 mL, 25 mL)

Pipetman (1 mL)

3.1.3. Programski paketi

Microsoft Excel (verzija 16.0, Microsoft, SAD)
Statistica (verzija 13.0, StatSoft Inc., SAD)
ImageJ (verzija 1.8.0, NIH, SAD)
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3.2 METODE
3.2.1. Metoda odzivnih povrSina za optimiranje procesa pripreme mikroemulzija
Metoda odzivnih povrSina je skup matematickih 1 statistiCkih tehnika koje su korisne za
modeliranje i analiziranje problema, gdje je zeljeni odziv zapravo ishod nekoliko varijabli, a
cilj je optimiziranje tog odziva (Montgomery, 2013). Za definiranje optimalnih uvjeta zeta
potencijala i srednjeg promjera Cestica, koriSten je Box-Behnkenov dizajn.
Box-Behnkenov dizajn (slika 4) predlaze kako odabrati to¢ke eksperimenta kada je potrebno
ispitati utjecaj viSe faktora na tri razine uz moguénost efikasne procjene koeficijenata
matemati¢kih modela prvog i drugog reda. Ovaj dizajn ima mogucnost ispitivanja vise varijabli
i to od 3 do 10 (Bezerra i sur., 2008)
Osnovne karakteristike ovoga dizajna su:
a) zahtjeva broj eksperimenata definiran prema sljede¢em izrazu (jednadzba 7):
N=2¢k-1)+¢, [7]
gdje je k broj faktora, a cp broj ponavljanja eksperimenata u centralnoj tocki
b) sve razine faktora moraju se svesti na tri razine (-1, 0, 1) s jednakim intervalom

izmedu razina

T
I
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b s
- 2
= S L
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Slika 4. Box-Behnken plan pokusa (Bezerra i sur., 2008)

U ovome radu je analiziran utjecaj nezavisnih varijabli: (i) udio emulgatora (X1), (ii) udio ulja
(X2) 1 ukupni protok (X3) na stabilnost emulzija odredenu zeta potencijalom (Y1) i na srednji
Fereteov promjer kapljica (Y2) u mikroemulzijama primjenom Box-Benken dizajna
eksperimenta u programskom paketu Statistica. Utjecaj svih triju parametra je analiziran na tri
nivoa (-1, 0, 1) kroz 17 nezavisnih eksperimenata prema dizajnu eksperimenata prikazanom u

tablici 2.
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Tablica 2. Dizajn eksperimenta za pripremu mikroemulzija u mikroproto¢nom sustavu

Eksperiment Udlo&gljla)atora Udio ulja (X2) / % Ukupr:lll_p:g;[g_li (Xs)/
1 2 (-1) 30 (0) 200 (-1)
2 6 (1) 30 (0) 200 (-1)
3 2 (-1) 30 (0) 400 (1)
4 6 (1) 30 (0) 400 (1)
5 2 (-1) 25 (-1) 300 (0)
6 6 (1) 25 (-1) 300 (0)
7 2 (-1) 35 (1) 300 (0)
8 6 (1) 35 (1) 300 (0)
9 4 (0) 25 (-1) 200 (-1)
10 4 (0) 25 (-1) 400 (1)
11 4 (0) 35 (0) 200 (-1)
12 4 (0) 35 (0) 400 (1)
13 4 (0) 35 (0) 300 (0)
14 4 (0) 35 (0) 300 (0)
15 4 (0) 35 (0) 300 (0)
16 4 (0) 35 (0) 300 (0)
17 4 (0) 35 (0) 300 (0)

Utjecaj ispitivanih nezavisnih varijabli na zavisne varijable opisan je polinomom drugog
stupnja (jednadzba 8):

Y =B+ X1 B Xi + 2oy B XP + Xia Xiina By X+ X [8]
gdje Y predstavlja zavisnu varijablu, fo, £, fi i Sij su regresijski koeficijenti za slobodan,
lineran, kvadratni i interakcijski ¢lan.

Procjena optimalnih uvjeta za pripremu mikroemulzija u mikroproto¢nom sustavu je provedena
zasebno za zeta potencijal 1 zasebno za srednji Feretov promjer primjenom funkcije poZeljnosti

u rasponu od 0 (nepozeljno) do 1 (izrazito pozeljno).

3.2.2. Priprema vodenoga ekstrakta mente

U staklenu ¢asu volumena V =200 mL odvaze se m = 1g usitnjenog osusenog lista mente te se
prelije s V =50 mL destilirane vode zagrijane na T = 80 °C. Pripremljena ekstrakcijska smjesa
termostatira se na T = 80 °C u uljnoj kupelji (HBR 4 digital, IKA, Njemacka) pri 250 rpm™
kroz t = 30 min. Nakon isteka vremena ekstrakcije, uzorak se profiltrira kako bi se odvojio

vodeni ekstrakt od krute faze.
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3.2.3. Priprema otopina polietilen glikola (PEG)

Pripremljeno je 9 vodenih otopina tri razli¢ita emulgatora (PEG 1500, PEG 6000 i PEG 20000)
s tri razli¢ite koncentracije emulgatora (2 %, 4 % 1 6 %). Pripremljeno je takoder 9 otopina tri
razli¢ita emulgatora (PEG 1500, PEG 6000 i PEG 20000) s tri razli¢ite koncentracije

emulgatora (2 %, 4 % i 6 %) u vodenom ekstraktu mente.

3.2.4. Odredivanje fizikalnih svojstva komponenata za pripremu mikroemulzija

3.2.4.1. Odredivanje gustoce

Gustoca pripremljenih otopina PEG-a i koriStenoga ulja odredena je pomocu piknometra
volumena (V = 2 mL). Masa praznog i Cistog piknometra se odredila vaganjem na analiti¢koj
vagi nakon ¢ega je napunjen odabranom kapljevinom ponovo izvagan. Potom se gusto¢a moze
izraCunati prema sljedecoj relaciji (jednadzba 9):

Py = mpik;x._mpik [9]
pik

gdje px predstavlja gustoéu gustoéu pripremljenih otopina PEG-a i koristenog ulja (g mL™),
Mpik+x Masu piknometra sa odabranom kapljevinom (g), mpik masu praznog i ¢istog piknometra
i Vpik volumen piknometra (mL).

3.2.4.2. Odredivanje viskoznosti

Viskoznost pripremljenih otopina PEG-a i koriStenoga ulja odredena je Ostwaldovim
(kapilarnim) viskozimetrom. Metoda se temelji na mjerenju vremena potrebnog da odredeni
volumen ispitivane tekuéine protekne kroz kapilaru pod utjecajem gravitacijske sile.
Viskozimetar je napunjen tekucinom te je Stopericom mjereno vrijeme za koje je razina
tekucine stigla od tocke A do tocke B. Najprije je provedeno mjerenje za destiliranu vodu, a
nakon toga i za analizirane uzorke. Za rac¢unanje dinamicke viskoznosti analiziranih uzoraka

koriStena je sljedec¢a jednadzba 10:
Nx = NH20 % [10]
gdje su:
N Ma20 — dinamicka viskoznost analizirane kapljevine i vode, Pas
t., tuao — Vrijeme protjecanja analizirane kapljevine i vode, s

D) Przo — gustocéa analizirane kapljevine i vode, g cm™
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3.2.5. Analiza profila strujanja dvofaznog sustava voda-ulje u mikroproto¢nom sustavu

Provedena je analiza profila strujanja u mikroproto¢nom sustavu za pripremu mikroeomulzija.
Mikroproto¢ni sustav se sastojao od mikrokanala Sirine : visine : duljine = 250 um : 150 pm:
55,3 mm opremljenog sa statickim mikromjesa¢ima u izvedbi viseée kapi. Element s
mikrokanalima je postavljen u nosa¢ od nehrdajuceg celika (Micronit Microfluidics BV,
Nizozemska) koji omogucuje stabilnost sustava i jednostavnije spajanje s pumpama. Za
dovodenje procesnih struja bile su potrebne dvije pumpe (NE-1000 Syringe Pump, New Era
Pump Systems, SAD) s plasti¢nim klipovima. Jedna klipna pumpa je sluzila za uljne faze, a
druga za uvodenje vodene faze (PEG-ovi otopljeni u vodi te PEG-ovi otopljeni u ekstraktu
mente). Spajanje pumpi sa ¢ipom je izvedeno pomocu silikatnih cjevéica (375 um O.D., 150
um L.D., Micronit Microfluidics BV, Nizozemska), a protok fluida u mikrokanalima je
fotografiran pomoc¢u kamere (AM2111, Dino-Lite, SAD) na ulazu u mikrokanal, u sredi$njem
dijelu te na izlasku iz mikrokanala. Za obje faze odredene su Reynolds-ove znacajke za sve

analizirane protoke.

3.2.6. Priprema mikroemulzija u mikroproto¢nom sustavu

Provedena je priprema mikroemulzija ulje u vodi (U/V) u mikroproto¢nom sustavu. Analizirana
su dva sustava, vode/ ulje i vodeni ekstrakt mente/ulje. Kao emulgatori su se koristili PEG 1500,
PEG 6000 i PEG 20000 otopljeni u vodenoj fazi. Priprema mikroemulzija je proveden u
mikroproto¢nom sustavu prikazanom na slici 5, ¢iji su elementi detaljno opisani u poglavlju

3.2.5. Analiza profila strujanja dvofaznog sustava ulja-vode u mikroproto¢nom sustavu.

v
A

Slika 5. Fotografija mikroproto¢nog sustava za pripremu mikroeomulzija ulje u vodi (vlastita

fotografija)
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Eksperimenti su provedeni pri razli¢itim udjelima emulgatora (2, 4 i 6 %), pri razli¢itim
udjelima uljne faze (25, 30 i 35 %) te pri razli¢itim ukupnim protocima (200, 300 i 400 pL min
1Y prema dizajnu eksperimenata prikazanih u tablici 2. Pripremljene mikroemulzije su na izlasku
iz mikroproto¢nog sastava sakupljene u plasti¢ne kivete te je za svaki uzorak provedena analiza

promjera kapljica, analiza stabilnosti te snimanje NIR spektara.

3.2.7. Odredivanje Feretovog promjera kapljica u mikroemulzijama ulje u vodi

Na izlasku iz mikroproto¢nog sustava uzorak je uhvacen na predmetno stakalce te je promatran
i fotografiran pod mikroskopom (BTC Type LCD-35, Besser, Njemacka) pod poveéanjem od
4 puta. Na sakupljenim slikama je odreden prosjecan Feretov promjer kapljica primjenom
programskog alata ImageJ (v.1.8.0. NIH, Maryland, SAD). Feretov promjer definira se kao

okomita udaljenost izmedu dvije tangente na suprotnim stranama cestice.

3.2.8. Mjerenje zeta potencijala mikroemulzija

Za odredivanje zeta potencijala koriSten je analizator veli¢ine Cestica i zeta potencijala
(Litesizer 500, Anton Paar, Austrija). Navedeni analizator veli¢ine Cestica je instrument za
odredivanje svojstava nano i mikro Cestica u disperzijama i otopinama. Odreduje veliinu
Cestica, zeta potencijal i molekularnu masu metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS).
Dinamicko rasprsenje svjetlosti temelji se na prolasku laserske svjetlosti kroz uzorak i detekciji
intenziteta rasprSene svjetlosti pod odredenim kutovima (15, 90 1 175°). Metoda analize zeta
potencijala koristit ¢e se za odredivanje stabilnosti emulzija. Visoke vrijednosti zeta potencijala
(vise od 30 mV a nize od — 30 mV) istodobno znace vecu stabilnost emulzije. Priblizno 300 pL
svakog uzorka stavljeno je u kvarcnu kivetu i mjerenje zeta potencijala je provedeno tri puta te

su rezultati prikazani kao srednja vrijednost.

3.2.9. Snimanje NIR spektra mikroemulzija ulje u vodi

Blisko infracrvena spektroskopija (eng. Near Infred, NIR) spektroskopija je nedestruktivna
metoda koja koristi elektromagnetski spektar u rasponu od 750 do 2500 nm (Matijevi¢ i
Blazevi¢, 2008). Zracenje u tom rasponu utjece na vibracije istezanja kovalentnih veza C-H i
O-H u molekulama ulja, vode i polietilenglikola. NIR spektri odlikuju se velikim omjerom
Suma 1 signala, a poloZzaj i intenzitet vrpci moze se vrlo tocno odrediti, $to je osobito vazno za

kvantitativnu analizu.
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U radu je ispitan potencijal primjene NIR spektroskopije za analizu veli¢ine kapljica emulzije
ulje u vodi pripremljenih u mikroproto¢nom sustavu. Za svaki pripremljeni uzorak snimani su
NIR spektri u podruc¢ju valnih duljina u rasponu od 904 nm do 1699 nm primjenom NIR
spektrometra (NIR — 128 — 1.7 — USB/6.25/50 um Control Development Inc., SAD) povezanog
s racunalom. Za analizu promjene apsorbancije u ovisnosti o valnoj duljini koristen je
programski paket Control Developmnet Spec 32 (Control Development Inc., SAD). Snimanja
NIR spektara provedena su u tri paralele te su za daljnju analizu koriStene srednje vrijednosti

spektara.

3.2.10. Analiza dinamike destabilizacije mikroemulzija

Nakon odredivanja optimalnih procesnih uvjeta za pripremu mikroeomulzija u
mikroproto¢nom sustavu za svaki odabrani emulgator provedena je analiza dinamike
destabilizacije mjerenjem zeta potencijala tijekom vremena. Za sustav ulje/voda uz PEG 1500,
analiza je provedena kroz vrijeme od 51 min, za sustav ulje/voda uz PEG 6000 analiza je
provedena kroz vrijeme od 46 min, a za sustav ulje/voda uz PEG 20000 analiza je provedena

kroz vrijeme od 45 min.

3.2.11. Statisticka analiza i modeliranje

3.2.11.1. Analiza osnovnih komponenata (PCA) NIR spektara mikroemulzija

NIR spektri pripremljenih mikroemulzija analizirani su metodom glavnih komponenta (eng.
Principle Componet Analysis, PCA) u programskom paketu Statistica 13.0. Metoda glavnih
komponenta ima za cilj redukciju sustava podataka i njihovu interpretaciju na temelju analize
strukture matrice varijanci i kovarijanci skupa izvornih varijabli pomo¢u maloga broja njihovih.
Zbog navedenoga, metodu glavnih komponenata mozemo definirati kao alat za pronalaZenje

slicnosti i razlicitosti izmedu podataka.

3.2.11.2. Umjetne neuronske mreze za predikciju Feretovog promjera Kkapljica u
mikroemulzijama

Umjetne neuronske mreze su multivarijantni nelinearni modeli, gdje su analizirani podaci
mapirani do izlaznih varijabli preko nekoliko slojeva obrade podataka. Clanovi mreZe postupno

se prilagodavaju, Cesto u fazi ufenja, gdje umjetne neuronske mreze proucavaju podatke i
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pokusavaju odrediti uzorke po kojima se ulazni podaci ponasaju, te nakon nekoliko slojeva
mreza predvidjeti specifi¢ne izlazne varijable.

U ovom radu razvijeni su modeli viSeslojnih perceptronskih neuronskih mreza (eng. Multiple
Layer Perceptrone, MLP) za predikciju Feretovog promjera kapljica u mikroemulzijama na
temelju NIR spektra primjenom programskog paketa Statistica. Kao ulazne varijable izabrano
je prvih 5 faktora iz PCA analize koji maksimalno doprinose varijabilnosti, a podaci za ucenje,
testiranje i validaciju su podijeljeni u omjeru 70:15:15. Odabir optimalne arhitekture neuronske
mreze temeljen je na koeficijentu determinacije i srednjem kvadratnome odstupanju izmedu

eksperimentalnih rezultata i modelom previdenih rezultata.

3.2.11.3. Procjena kinetickih parametra destabilizacije mikroemulzija

U svrhu analize dinamike procesa destabilizacije mikroemulzija provedena je procjena
vrijednosti parametra kinetickih modela. Na temelju dobivenih eksperimentalnih podataka
procijeni su parametri modela kinetike prvog reda u programskom paketu Excel. Model
kinetike prvog reda dan je izrazom (jednadzba 11):

ct=Co- (1-e) [11]
gdje co predstavlja pocetnu vrijednost zeta potencijala (mV), ct predstavlja vrijednost zeta
potencijala u vremenu t (mV), a k predstavlja brzinu destabilizacije (min™).
Koeficijenti modela kinetike prvog reda za opis procesa destabilizacije mikroemulzija odredeni

su linearizacijom jednadZbe 11.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proveden je postupak optimiranja procesa pripreme mikroemulzija ulje u vodi u
mikroproto¢nom sustavu uz emulgator polietilen glikol. Analiziran je utjecaj destilirane vode i
vodenog ekstrakta mente kao kontiniurane faze. U poglavlju 4.1. biti ¢e prikazani rezultati
analize fizikalnih svojstava komponenata mikroemulzija (tablica 3) dok ¢e u poglavlju 4.2. biti
prikazani rezultati analize profila strujanja dvofaznog sustava u mikrokanalu (slika 6-7).
Rezultati optimiranja procesa pripreme mikroemulzija ulje u vodi i ulje u vodenom ekstraktu
mente biti ¢e prikazani u poglavlju 4.3 (slike 8-14, tablice 4-6). Analiza kinetike destabilizacije
emulzija ulje u vodi pripremljenih pri optimalnim uvjetima biti ¢e prikazan u poglavlju 4.4.
(slike 15-16, tablica 7) dok ¢e u poglavlju 4.5. biti prikazani rezultati analize NIR spektara
emulzija, razvijeni modeli umjetnih neuronskih mreza za predvidanje Feretovog promjera

kapljica i PCA analiza (slika 17-18, tablica 8).

4.1 ODREDIVANIE FIZIKALNIH SVOJSTVA KOMPONENATA ZA PRIPREMU
MIKROEMULZIJA

Kako bi se moglo precizno kontrolirati proces pripreme mikroemulzija u mikroprotoénom
sustavu prethodno su odredene gustoce i viskoznosti komponenata (ulje, vodene otopine
polietilen glikola u koncentracijama 2, 4 i 6 % te otopine polietilen glikola u vodenom ekstraktu
mente u koncentracijama 2, 4 1 6 %). Gusto¢a je odredena gravimetrijski piknometrom, a
viskoznost je odredena uz pomo¢ kapilarnog (Ostwaldovog) viskozimetra u odnosu na

destiliranu vodu. Rezultati su prikazani u tablici 3.
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Tablica 3. Gustoca 1 viskoznost ulja, vodenih otopine polietilen glikola te otopina polietilen

glikola u vodenom ekstraktu mente

komponenta plgmL? | n/mPas
ulje 0,679 63
udio emulgatora /%
2 0,9963 1,0793
PEG 1500 u vodi 4 1,0210 1,2263
6 1,0230 1,3751
2 1,3245 1,7847
PEG 6000 u vodi 4 1,3207 2,0899
6 1,3264 2,6789
2 1,3324 2,1856
PEG 20000 u vodi 4 1,2939 3,2875
6 1,3128 4,8419
PEG 1500 u 2 1,3163 1,4324
vodenom ekstraktu 4 1,3099 1,4911
mente 6 1,3206 1,6291
PEG 6000 u 2 1,3378 1,5612
vodenom ekstraktu 4 1,2749 1,9201
mente 6 1,3259 2,4664
PEG 20000 u 2 1,3256 2,2234
vodenom ekstraktu 4 1,3366 3,8296
mente 6 1,3028 5,3381

Za emulgator PEG otopljen u vodi, ocekivano najmanja gustoa i najmanja viskoznost
izmjerene su za 2 %-tnu otopinu emulgatora PEG 1500, dok su najvece vrijednosti gustoce i
viskoznosti uocene za 6 % otopinu PEG 20000. Trend porasta gustoce 1 viskoznosti otopina
porastom molekulske mase emulgatora i porastom udjela koriStenog emulgatora uoceno je i za
fazu PEG otopljenu u vodenom ekstraktu mente. Vazno je napomenuti da su gustoce i
viskoznosti otopina PEG-a u vodenom ekstraktu mente vi$e u odnosu na iste za otopine PEG-a

u vodi zbog prisutnosti ekstrahiranih tvari u ekstraktu.
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4.2 ANALIZA PROFILA STRUJANJA DVOFAZNOG SUSTAVA U
MIKROPROTOCNOM SUSTAVU

Nakon odredenih fizikalnih svojstava komponenata za pripremu mikroemulzija, provedena je
analiza profila strujanja dvofaznog sustava vodena faza — uljna faza u mikroproto¢nom sustavu
s mikrokanalima opremljenim mikromjesac¢ima. Analizirani su razli¢iti udjeli uljne faze od 25,
30 i 35 %, pri ukupnim protocima g = 200, 300 i 400 uL min™. Profili strujanja promatrani su
pod mikroskopom i fotografirani pod povecanjem od 20 puta. Budu¢i da su za sve kombinacije

analiziranih protoka dobiveni isti profili strujanja, na slici 6 je prikazan reprezentativni primjer

uocenog profila strujanja.

Slika 6. Profili strujanja u mikrokanalu s mikromijesalima u izvedbi visece kapi (pri protoku
uljne faze od g = 50 uL mint i protoku vodene faze od g = 150 pL min). (a) ulazni dio

mikrokanala, b) srediS$nji dio mikrokanala i c) izlazni dio mikrokanala.

Uvodenjem dviju nemijesljivih faza u mikrokanale, najceS¢e se formiraju paralelno ili
segmentirano strujanje (Doku i sur., 2005). Razvoj oblika strujanja ovisi o linearnoj brzini
strujanja faza, omjeru faza, svojstvima fluida, geometriji mikrokanala i materiju od kojeg
mikrokanal izraden (Kashid i sur., 2007). U ulaznoj sekciji (slika 6a), prije prvog mikromjesaca,
jasno se vidi paralelno strujanje i odvojenost faza. Naime, u radovima Marques i sur., 2012,
Novak i sur., 2012, Gojun i sur., 2019 u kojima je ispitivano protjecanje dvofaznih sustava
kapljevina-kapljevina u mikroreaktorima bez hrapavosti povrsine stjenke mikrokanala, opisano
je formiranje paralelnog toka dviju faza koje je bilo stabilno ¢itavom duzinom mikrokanala.
Time je potvrdeno da hrapavost povrSine ima znacajan utjecaj povrSinske hrapavosti na rezim
strujanja. Na slici 6.b, vidi se da su obje faze vrlo dobro promijeSane ve¢ nakon prolaska kroz
prvi mikromjesac i ne uocava se nikakvo razdvajanje faza. MijeSanje se provodi po principu
Coanda efekta; do promjene smjera toka dolazi u posebno konstruiranoj strukturi mikromijesala

pri ¢emu nastaje nova medufazna povrsina unutar toka (Hessel i sur., 2005). U izlaznoj sekciji,
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na slici 6.c, prilikom izlaza dvofaznog sustava sa zadnjeg mjeSaca, jasno Se vidi potpuna
izmijeSanost sustava.

U svrhu dobivanja detaljnog uvida u hidrodinamicke uvjete pri strujanju dvofaznog sustava
vodena (vodena otopina PEG i otopina PEG u vodenom ekstraktu menta) — uljna faza u
mikrokanalu dimenzija poprecnog presjeka 250 - 150 um i hrapavosti povrSine od 1 pum
izraCunate su vrijednosti Reynoldsovog broj (Re) za svaku pojedinu fazu. Re je bezdimenzijska
veli¢ina koja predstavlja omjer inercijske i viskozne sile te definira rezim strujanja u protocnim
sustavima. Ovisnost Re o protoku vodene faze za sustav PEG otopljen u vodenoj prikazan je na

slici 7a, dok je ovisnost Re o protoku uljne faze prikazana na slici 7b.
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Slika 7. Graficki prikaz ovisnosti Re broja o (a) protoku vodene otopine PEG-a, (b) protoku

uljne faze.
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Uoceno je da za analizirane vrijednosti protoka vodene faze Re ne prelazi 100. Najvise
vrijednosti Re broja dobivene su za otopinu PEG-a 1500 u vodenom ekstraktu mente. Pri
protoku od g =300 pL min? odredena je vrijednost Re od 29,539 za 2 % otopinu PEG 1500 u
vodenom ekstraktu mente. Plazl i Lakner, 2010 su u svojem radu naveli da se prijelazno
podrucje izmedu laminarnog i turbulentnog strujanja u mikrokanalima postize za priblizne
vrijednosti Reynolds-ove znacajke Re = 100 na temelju ¢ega se moze zakljuciti da su svi pokusi
provedeni u laminarnom rezimu strujanja. Uoceno je takoder da su najviSe vrijednosti Re broja
dobivene za sustave u kojima je kao emulgator koristen PEG 1500. Povecanjem molekularne
mase PEG-a vrijednost Re broja opada jer raste viskoznost navedenih otopina. Najmanje
vrijednosti Re broja dobivene su za uljnu fazu $to bi znacilo da je puno veca gravitacijska sila

koja djeluje na ulje nego na ostale sustave.

4.3 OPTIMIRANJE UVJETA PRIPREME MIKROEMULZIJA U MIKROPROTOCNOM
SUSTAVU

U ovom radu proveden je postupak optimiranja uvjeta pripreme mikroemulzija u
mikroproto¢nom sustavu. Ispitan je utjecaj udjela emulgatora (X1 = 2, 4 i 6 %), udjela uljne faze
(X2 =25, 30135 %) te utjecaj razli¢itih ukupnih protoka (X3 = 200, 300 i 400 pL min) prema
dizajnu eksperimenata prikazanih u tablici 2. Za sva tri odabrana emulgatora (PEG 1500, PEG
6000 i PEG 20000) otopljenih u vodi i vodenom ekstraktu mente provedeno je 17 nezavisnih
eksperimenata te je analiziranim emulzijama odreden zeta potencijal (£), vodljivost (C), Feretov
promjer kapljica (d) te su snimani NIR spektri. Eksperimentalni rezultati za sustave u kojima
su PEG-ovi otopljeni u vodi prikazani su u tablici 4, dok su za sustave u kojima su PEG-ovi

otopljeni u vodenom ekstraktu mente rezultati prikazani u tablici 5.
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Tablica 4. Zeta potencijal, vodljivost i Feretov promjer mikroemulzija pripremljenih u mikroproto¢nom sustavu uz PEG-ove otopljene u vodi

PEG 1500 PEG 6000 PEG 20000
X1 X2 X3 &mv C/mScm? d /um &Imv C/mScm? d /um &Imv C/mScm? d /pm
2(-1) | 30(0) | 200(-1) | -55,6025+24750 | 0,0221+0,0001 | 123,9333+8,6381 | -32,3215+2,1174 | 0,0136+0,0003 1153’(?53;03 232620 +3,5130 | 0,0138+0,0002 | 118,7333+3,5905
6(+1) | 30(0) | 200(-1) | -36,5454 +2,6860 | 0,0466+0,0008 | 89,5333+28,2425 | -17,1002 02620 | 0,0241+0,0003 ﬁgﬁgi 0,5005 +0,1646 | 0,0006+0,0000 | 127,2333+21,5562
2(-1) | 30(0) | 400(+1) | 537521431537 | 0,0238£0,0003 | 90,2333£201266 | -341289 14656 | 00139200003 | 272807 | 77386 +1,0007 | 00132600001 | 114,1333:231110
6(+1) | 30(0) | 400(+1) | -37,2885+2,4066 | 00488200007 | 108,0000:22,0329 | -158367 14230 | 0024500003 | “O5l% | 8325607711 | 00236:00003 | 1293667314725
2(-1) | 25(1) | 300(0) | 46380575189 | 00237400005 | 963333:30,0498 | -339928+2,0210 | 0,0145:0,0006 | 7050 | 199362+2604 | 00149:00002 | 1419000437078
6(+1) | 25(-1) | 300(0) | 40154926070 | 00466200007 | 8576674250292 | -1635300,4140 | 0023400001 | "o | 9047504657 | 00238:00003 | 124,3333+11,0289
2(-1) | 35(+1) | 300(0) | 55795230398 | 00225:00003 | 89.7333:27.7811 | -357271+18484 | 0,0134200002 | 20T | 221113462153 | 00132400002 | 1259667132209
6(+1) | 35(+1) | 300(0) | -38,7544%0,6376 | 00463:00007 | 854000+205554 | -158488£0,5082 | 00289400004 | '-0°% | 24240405421 | 0,0006:00000 | 144400055822
4(0) | 25(1) | 200(-1) | 208167205633 | 0,0230+0,0003 | 144,8077+46,8461 | -22,0696+13137 | 0,0216:00004 | 190387 | 141481408558 | 00188+00003 | 127,8667+3,7299
4(0) | 25(1) |400(+1) | 212519411822 | 0,02340,0006 | 1268846:8,6085 | 207211303974 | 00237200005 | 5072 | 135820 £1.4167 | 0,02010,0004 | 1308667+29,7249
4(0) | 35(+1) | 200(+1) | 20,1103 05500 | 0,0230:0,0003 | 1520769+12,4577 | 216619 +14566 | 00215400003 | oines | -151446+14524 | 00191300003 | 127,0000£9,1123
4(0) | 35(+1) | 400(+1) | 20,1447 £15777 | 00231%0,0003 | 128,7308+104214 | -18,5556 21981 | 0,0210£00003 | 170555 | -12,6908+0,0956 | 0,0191:00002 | 1115667+20,4091
40) | 30(0) | 300(0) | -17,9392+1,3881 | 0,0239+0,0002 | 127,7667+158912 | -23,1222 40,4709 | 0,0207+0,0002 1+o;. gfgf 1152397 04377 | 0,0211+0,0002 | 137,3333+21,6768
4(0) | 30(0) | 300(0) | 204198411706 | 0,02220,0002 | 1123000251096 | -20,7787+14929 | 0,0217:0,0003 | oroS* | 14,6866 0,6697 | 00211+00005 | 1315333+6,203
4(0) | 30(0) | 300(0) | 186112304823 | 0,0222¢0,0001 | 130,0867+20,4289 | -21,9282+19739 | 00216200005 | eor* | 14963201214 | 0,0211%0,0004 | 1335333+18,1026
4(0) | 30(0) | 300(0) | -18.718940,6655 | 00229+0,0010 | 1357000+39,7042 | -23,3199+10356 | 0,0220£00003 | o000 | 143200402268 | 0,0203:00004 | 121,9000:9,1212
4(0) | 30(0) | 300(0) | 233093303898 | 0,0218+0,0001 | 138,2667+192317 | -21,8320+16979 | 0,0213:00004 | °T°0T* | 143433421252 | 00229400007 | 1085333485328
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Tablica 5. Zeta potencijal, vodljivost i Feretov promjer mikroemulzija pripremljenih u mikroproto¢nom sustavu uz PEG-ove otopljene u

vodenom ekstrakt mente

PEG 1500 PEG 6000 PEG 20000
X1 X2 X3 &mv C/mScm? d /um &Imv C/mS cm? d /um &Imv C/mScm? d /pm

2(-1) | 30(0) | 200(-1) | -47921 406581 | 1,3529+0,0091 | 140,9667+9,9913 | -61186+0,5086 | 1,2521+0,0032 7355?105010; 2783602025 | 1,1726+0,0076 | 116,3667+19,8346
6(+1) | 30(0) | 200(-1) | -4,1012+0,6558 | 1,2635+0,0149 | 146,7667+29,9778 | -53849+0,5088 | 1,2104+0,0079 9252*’296577;-' 0,2077+0,0648 | 0,0006+1-105 | 114,9000+29,6419
2(1) | 30(0) |400(+1) | -44654+04985 | 14891+0,0074 | 137733356929 | -65743+1,3918 | 1,4470+0,0052 iﬁ’,gggg 3762505253 | 1,1419+00077 | 139,7000+39579
6(+1) | 30(0) |400(+1) | -50479+1,1086 | 1,23034:00108 | 130,6333+22,5854 | -5,7972+0,2850 | 1,2446+0,0013 825&_;‘7132313;-' 0,0081+0,4645 | 0,0006+8-10° | 163,3333+8,3515
2(1) | 25(¢1) | 300(0) | -47394+04446 | 1,46+0,0175 153,7+13,0758 -4,255+1,5223 | 1,3441+0,0089 712(3(,566:57; -3,0464+02994 | 13706+0,0157 | 149,6667+17,1672
6(+1) | 25(1) | 300(0) | -26028+04832 | 1,23499+00223 | 159,8333:28,4618 | -4,4874+0,4702 | 1,2622+0,0119 8§07 o1 | 04923:14529 | 00006+310° | 1483333441467
2(1) | 35(+1) | 300(0) | -49996+02740 | 14113+0,0071 | 141766730249 | -6,30430,3207 | 1,3982:0,0048 iéiéggg 35441405429 | 1,4383:00137 | 104,5333+36,8199
6(+1) | 35(+1) | 300(0) | -3,9304+03000 | 1,338+0,0141 | 122,1667+34,5214 | -5,46410,3977 | 1,1659+0,0027 i?jogig&?s 0,3121+0,3652 | 0,000642-10° | 154,4667+14,6422
4(0) | 25(-1) | 200(-1) | -3,5047+0,1804 | 1,4241+0,0096 | 121,43 6065 -2,6200402324 | 1,363240,0142 i‘iigggi 2,7186+0,6055 | 1,1760+0,0051 | 148,0333+16,2151
4(0) | 25(-1) | 400(+1) | -3,70740,1528 | 1,4896+0,0221 | 143.2333+58400 | -2,8241+0,9365 | 1,3893+0,0117 5126?’565175 0,8484+0,1783 | 0,0006+9-10° | 132,1667+351225
4(0) | 35(+1) | 200 (+1) | -4,1414+0,4757 | 148+0,0202 | 160,8333+41,2704 | -45443:0,3955 | 1,3471+0,0034 715;9333; 24712403655 | 1,1895+0,0131 | 135,6000+19,308
4(0) | 35(+1) | 400 (+1) | 33072402729 | 1,47310,0177 | 136,9667+30,1725 | -3,8279+03775 | 1,3287+0,0067 3; o | -1,9502:00040 | 13960:00252 | 139,1000%36,1809
4(0) | 30(0) | 300(0) | -27411+0,3975 | 14731200177 | 1183+335221 | -2,8153:0,3226 | 1,3230+0,0035 igg?gig 2,2365+0,0320 | 1,4383:00327 | 131,4667+150051
40) | 30(0) | 300(0) | -2,0881+02152 | 1,3642+0,0052 | 140,4667+17,6903 | -2,0944+04298 | 1,4365+00138 iif‘éiggg 2,4305+0,0750 | 1,4156+0,0195 | 64,0667+21,5390
4(0) | 30(0) | 300(0) | -33807+0,7559 | 1,3642:0,0052 | 160,7667+20,8437 | -3,8461:0,7724 | 1,3468+0,0025 450,;1633:3 23056403628 | 1,4181400151 | 246,9333+144,2000
40) | 30(0) | 300(0) | -2,5972+0,5449 | 1,3545:0,0003 | 121,4333+29,2347 | -2,0889+0,2868 | 1,3134+0,0112 8326053?;1* 2,2714+03632 | 1,2036+0,0033 | 140,1000+57377
40) | 30(0) | 300(0) | -2,8682+02979 | 1,4282+0,0110 | 161,9+11,8507 3122402125 | 1,36040,0131 9504?333235 0,4820+0,1437 | 0,006+ 1105 | 147,3667+24,5209
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Zeta potencijal se definira kao razlika potencijala izmedu nabijene povrsine kapljica disperzne
faze 1 pozitivno nabijenih iona u vodenoj otopini emulgatora koja ¢ini kontinuiranu fazu. Visoke
pozitivne ili negativne vrijednosti zeta potencijala upucuju na stabilnu emulziju, dok vrijednosti
zeta potencijala oko nule upuéuju na flokulaciju (Pinto i Buss, 2020). Na temelju rezultata
prikazanih u tablici 4 moze se zakljuCiti da su koriStenjem PEG 1500 kao emulgatora,
najstabilnije mikroemulzije dobivene u eksperimentima 1 i 7 . Eksperiment 1 proveden je pri
udjelu emulgatora od 2 %, udjelu ulja od 30 % te ukupnom protoku od 200 pL min™te je za
pripremljenu emulziju izmjeren zeta potencijal od C= -55,6025 +2,4750 mV. Nadalje,
eksperiment 7 proveden je pri udjelu emulgatora od 2 %, udjelu ulja od 35 % te ukupnom
protoku od 300 pL minte je za pripremljenu emulziju izmjeren zeta potencijal od {= -55,7952
13,0398 mV. Eksperimentalni uvjeti eksperimenta 7 osigurali su takoder najstabilniju emulziju
primjenom PEG 6000 (£=-35,7271 +1,8484 mV). Primjenom PEG 200000 kao emulgatora
najstabilnije emulzija dobivena je u eksperimentu 3 (udio emulgatora od 2 %, udio ulja od 30
% te ukupni protoku od 400 uL mint) gdje je izmjerena vrijednost zeta potencijala od = -
27,7386 £1,9007mV). Prema rezultatima prikazanim u tablici 4., moze se zakljuciti da uporaba
emulgatora vec¢e molekulske mase za posljedicu ima nizu stabilnost emulzija. Primjenom
vodenog ekstrakta mente kao kontinuirane faze za pripremu mikroemulzija u mikroproto¢nom
sustavu, dobivaju se emulzije jako niske stabilnosti (tablica 5). Primjenom PEG 1500 kao
emulgatora, najstabilnija emulzija je dobivena u eksperimentu 4 (udio emulgatora od 6 %, udio
ulja od 30 % te ukupni protok od 400 uL min™) gdje je izmjerena vrijednost zeta potencijala
od {= -5,0479 +1,1086 mV. Nadalje primjenom PEG 6000 i PEG 20000 kao emulgatora,
najstabilnija emulzija je dobivena u eksperimentu 3 (udio emulgatora od 2 %, udio ulja od 30
% te ukupni protok od 400 pL min™) gdje su izmjerene vrijednosti zeta potencijala od = -
6,5743+1,3918mV za PEG 6000 te (= -3,7625+0,5253 mV za PEG 20000.

Mjerenjem vodljivosti moZe se identificirati jesu li faze ulje u vodi ili obje faze kontinuirane te
vrijedi da je za emulzije ulje u vodi (U/V), vodljivost stabilna do trenutka povecanja
koncentracije kapljica ulja ¢ime dolazi do porasta vodljivosti (Lagues i Sauterey, 1980).
Analizom rezultata prikazanih u tablici 4 mozZe se uociti da nema znacajnih razlika u vodljivosti
izmedu emulzija pripremljenih s istim emulgatorom. Uoceno je takoder da najvise vodljivosti
pokazuju mikroemulzije pripremljene s PEG 1500 emulgatorom dok su najnize vodljivosti
izmjerene za mikroemulzije s PEG 20000 kao emulgatorom. Usporedbom vodljivosti emulzija

u kojim je emulgator otopljen u vodi i emulzija u kojima je emulgator otopljen u vodenom
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ekstraktu mente vidljivo je da emulzije s vodenim ekstraktom (tablica 5) imaju viSe vodljivosti.
To se moze objasniti prisustvom ekstrahiranih tvari iz mente.

Na temelju fotografija emulzija fotografiranih pod mikroskopom nakon izlaska emulzije iz
mikrokanala odredene su vrijednosti Feretovog promjera disperzne faze za sve pripremljene
emulzije u programu ImageJ (verzija 1.8.0, NIH, SAD). Naslici 8, 9 i 10 prikazane su izabrane
fotografije mikroemulzija pripremljenih uz emulgatore PEG 1500, PEG 6000 i PEG 20 000 na

izlasku iz mikroproto¢nog sustava.

Slika 8. Fotografije mikroemulzija pripremljenih uz PEG 1500 kao emulgatorom pri ukupnom
protoku od g = 400 puL min : (a) ulje/voda, udio emulgatora 2%, udio ulja 30%; (b) ulje/voda,
udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (c) ulje/voda, udio emulgatora 6 %, udio ulja 35 %; (d)
ulje/vodeni ekstrakt mente, udio emulgatora 2 %, udio ulja 30 %; (e) ulje/vodeni ekstrakt mente,
udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (f) ulje/vodeni ekstrakt mente, udio emulgatora 6 %, udio
ulja 35 %

30



Slika 9. Fotografije mikroemulzija pripremljenih uz PEG 6000 kao emulgatorom pri ukupnom
protoku od g = 400 uL min : (a) voda/ulje, udio emulgatora 2%, udio ulja 30%; (b) ulje/voda,
udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (c) ulje/voda e, udio emulgatora 6 %, udio ulja 35 %; (d)
ulje/vodeni ekstrakt mente udio emulgatora 2 %, udio ulja 30 %; (e) ulje/vodeni ekstrakt mente,
udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (f) ulje/vodeni ekstrakt mente, udio emulgatora 6 %, udio
ulja 35 %
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Slika 10. Fotografije mikroemulzija pripremljenih uz PEG 20 000 kao emulgatorom pri
ukupnom protoku od g = 400 pL min : (a) ulje/voda, udio emulgatora 2%, udio ulja 30%; (b)
ulje/voda, udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (c) ulje/voda, udio emulgatora 6 %, udio ulja
35 %; (d) ulje/vodeni ekstrakt mente, udio emulgatora 2 %, udio ulja 30 %; (e) ulje/vodeni
ekstrakt mente, udio emulgatora 4 %, udio ulja 30 %; (f) ulje/vodeni ekstrakt mente, udio
emulgatora 6 %, udio ulja 35 %

Feretov promjer kapljica takoder se smatra kao indikator stabilnosti emulzije 1 obrnuto je
proporcionalan na stabilnost emulzije. Za mikroemulzije s vodom kao kontinuiranom fazom
(tablica 4) priblizno sli¢ne vrijednosti Feretovog promjera izmjerene su za emulzije s PEG 1500
(dsrednje = 115,6196 pum) i PEG 6000 (dsrednje = 115,01176 um) kao emulgatorom, dok su vece
kapljice izmjerene za PEG 20000 (dsrednje = 126,8353 um). S druge strane za mikroemulzije s
vodenim ekstraktom mente kao kontinuiranom fazom (tablica 5) najmanje vrijednosti
Feretovog promjera izmjerene su za emulzije s PEG6000 (dsrednje = 97,6511 pum), dok su za PEG
1500 (dsrednje = 141,1098 um) i PEG 20000 (dsrednje = 139,7725 pum) dobivene kapljice veéih
promjera u usporedbi s vodom kao vodenom fazom.

Polinom drugog reda s interakcijskim ¢lanovima upotrijebljen je za opis eksperimentalnih

podataka. Razvijeni su kvadratni modeli za opis zeta potencijala i Feretovog promjera.
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Procjena optimalnih uvjeta za pripremu mikroemulzija u mikroproto¢nom sustavu je provedena
zasebno za zeta potencijal i zasebno za Feretov promjer primjenom funkcije pozeljnosti u

rasponu od 0 (nepozeljno) do 1 (izrazito pozeljno).
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Tablica 6. Modeli odzivnih povr$ina za opis zeta potencijala (Y1) i Feretovog promjera

kapljica (Y2). Clan X1 vezan je uz udio emulgatora, X2 uz udio uljne faze, a X3 uz ukupni

protok obje faze.

Kontinuirana | Modeli odzivnih povrsina za opis zeta potencijal (Y1) i srednjeg R?
faza Feretovog promjera Cestica (Y2)
Y, = 14,6968 - X; — 1,5502 - X, + 0,1594 - X5 + 25,3439 - X,% | 0,9846
: +0,1276 - X, +0,6535 - X3° + 5,4076 - X; - X,
‘ig%%rfjavﬁ? —1,2968 - X, - X5 + 0,2004 - X, - X
Y, = —7,8833 - X, + 0,5372 - X, — 14,1256 - X5 + 37,3558 0,9343
- X,% 42,1558 X, — 11,4608 - X5 + 3,1167
Xy X, + 26,0833 X, - X3 —2,7115- X, - X,
Y, = 17,7579 - X, + 0,5608 - X, + 1,2027 - X5 + 3,5769 - X,> | 0,9809
. —0,2929 - X,%—0,9265-X5* +1,1193 - X, - X
olopna PEG 15355 - X, - X, — 0,4289 - X, - Xo P
u vodi >
Y, = 20,4583 - X, + 6,9750 - X, + 0,1500 - X5 — 31,7950 - X, * | 0,8853
—6,2117 + X,% —2,6200 - X3* — 19,7000 - X; - X,
—6,1833 - X; - X5 + 5,6500 - X, - X5
Y, = 18,4379 - X, + 1,0857 - X, — 2,5707 - X5 — 0,2579 - X,* | 0,9279
. —1,0729 - X, +0,2537 - X3* + 4,3992 - X, - X
gg%"(’)'ga PEG 21748 X, X+ + 0,0438 - X, - X+ P
u vodi >
Y, = 6,1500 - X; — 4,0083 - X, — 3,7250 - X5 — 2,8125 - X, 0,5600
—4,7708 - X,% +7,0125 - X5* + 18,0000 - X, - X,
+3,3667 - X; - X3 — 9,2167 - X, - X4
otopina PEG | v; = 0,8285 - X; — 0,4562 - X, + 0,0029 - X5 + 1,1339 - X, ° 0,8169
1500 u 40,1973 X,2+0,7309 - X;% — 0,5337 - X, - X,
vodenom —0,6368-X; - X3 +0,5182 - X, - X5
ekstrakitu - 'y "—"_ 36917 x, — 4,1083 - X, — 5,3500 - X5 — 1,1050 - X,> | 0,2565
mente —2,6883 - X,% — 2,6533 - X% — 12,8667 - X; - X,
—6,4500 - X; - X3 — 22,8500 X, * X4
otopina PEG | v; = 0,5297 - X, — 1,4863 - X, — 0,0867 - X5 + 2,3333 - X,> | 0,9412
6000 u —0,1790 - X,% +0,6620- X524+ 0,5303 - X, - X,
vodenom +0,0217 - X, - X5 + 0,4558 - X, * X5
ekstraktu Y, = —8,6533 - X, + 55667 - X, — 8,1583 - X3 — 10,7850 - X,2 | 0,2774
mente +22,8567 - X,2 + 17,5817 - X52 — 8,9167 - X,
- X, — 38,7667 - X; - X3 + 4,3167 - X, - X5
otopina PEG | Y, = 3,4353-X; — 0,3853 - X, + 0,4048 - X5 — 0,4059 - X, > 0,8640
20000 u —0,0930 - X, +0,1469 - X3 + 0,1587 - X, - X,
vodenom +0,5974- X, - X3 — 0,6791 - X, - X4
ekstrakiu 'y "~ 176917 - X, — 11,125 - X, + 14,85 - X; + 5,9433 - X, ° 0,1236
mente +0,7933 - X% + 6,4683 - X32 + 25,6333 - X, - X,
412,55 X; - X5 + 9,6833 - X, - X5

Signifikantni koeficijenti modela odzivnih povr§ina oznaceni su podebljano u tablici 6. Uoceno

je da udio emulgatora (X1) ima pozitivan signifikantan utjecaj na zeta potencijal za emulzije s
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PEG 1500 otopljenim u vodi, na emulzije s PEG 20000 otopljenim u vodi te za emulzije s PEG
20000 otopljenim u vodenom ekstraktu mente. Uocen je takoder signifikantan pozitivan utjecaj
udjela emulgatora u kvadratnom ¢lanu na zeta potencijal za emulzije s PEG 1500 otopljenim u
vodi, na emulzije s PEG 6000 otopljenim u vodi te za emulzije s PEG 6000 otopljenim u
vodenom ekstraktu mente. Iz rezultata je takoder vidljiv signifikantan pozitivan utjecaj udjela
emulgatora u kvadratnom ¢lanu na vrijednost Feretovog promjera za emulzije s PEG 1500
otopljenim u vodi. Sto se ti¢e koeficijenta determinacije, vidljivo je da je puno bolje slaganje
izmedu modela i eksperimenta za emulzije kod kojih je voda bila kontinuirana faza. Najbolje
slaganje dobiveno je za opis zeta potencijala (Y1) kod emulzije s PEG 1500 otopljenim u vodi
(R?=0,9846). Prema Le Man i sur. (2010) model se moze smatrati prihvatljivim ako koeficijent
determinacije koji opisuje razliku izmedu modela i eksperimenta ima vrijednost iznad 0,75. Na
temelju te pretpostavke moze se zakljuditi da su razvijeni modeli odzivnih povrSina prihvatljivi
za opis zeta potencijala i Feretovog promjera emulzija kod kojih je kontinuirana faza bila voda.
S druge pak strane vidljivo je takoder, da razvijeni modeli odzivnih povrSina za opis zeta
potencijala i Feretovog promjera emulzija kod kojih je kontinuirana faza bio vodeni ekstrakt
mente pokazuju veliko rasprSenje eksperimenta od modela i zahtijevaju daljnje poboljSanje.

Provjera pouzdanosti modela odzivnih povrsina napravljena je analizom odstupanja modela i
rezultati su prezentirani na slikama 11 i 12. Moze se uoditi da je svih 12 razvijenih modela
normalno distribuirano (slika 1lal-el, slika 12al-el). Podruéje odstupanja je djelomi¢no
grupirano uzduZ ravnog pravca i time je zadovoljena pretpostavka normalnosti. Odnos
vrijednosti odstupanja i predvidenih vrijednosti prikazano je na slikama 11a2-e2 i 12a2-e2. Vidi
se da dijagrami ne pokazuju ponavljaju¢i uzorak odnosno odstupane vrijednosti ponaSaju se
nasumic¢no $to upuc¢uje da model dobro odgovara eksperimentalnim podacima. Histogrami koji
predstavljaju distribuciju mjerenja takoder su potvrdili normalnu distribuciju to¢aka odstupanja
(slika 11a3-e3, slika 12a3-e3). Prema nabrojenim slikama, dobiveni su karakteristi¢ni zvonoliki
histogrami sa manjim odmakom simetrije. Nadalje, odnos vrijednosti odstupanja i rednih
brojeva prikazan je na slikama 11a4-e4 i 12a4-e4 kako bi se provjerilo moze li poredak serije
eksperimenata utjecati na podatke. Zapazeno je da vrijednosti odstupanja variraju oko centralne

vrijednosti bez vidljivih ekstrema.
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Promatrane i predvidene vrijednosti
DV: zetaPotencijal

Odnos predvidenih i vrijednosti odstupanja
DV: zetaPotencijal

Histogram odstupanih vrijednosti
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DV: zetaPotencijal

-15 4 8 4
- 20 5 i 3 . 7 3 0
g2 - 2 . o s 2 3 Lo
g -30 - s 1 ° ot © 1 1 ° e
El = . 35 e o
=3 go s g go 3
S 5 o S s 7
£ -40 g -1 s = Z-1 o
2 2 o° ? ey 3 B °
-t S 2 s 02 ¢
2 50 (al) 3 o 2 3 &
£ s .
w5 p (@2)| . : (a4)
60 - 5 0 5
-60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 25 -20 -15 Ey 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Promatrane vrijednosti Predvidene vrijednosti X <= Kategorijska Granica Redni broj
Promatrane i predvidane vrijednosti Predvidene i odstupane vrijednosti Histogram odstupanja Odinos vrijednosti odstupanja i rednih brojeva
DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal
-10 20 s 20
Z 15 5 g 15 . T L5 . [
g o g 10 o 4 10 i
£ 20 0 N £ £ 05
£ B2 205 . 2 g " o I ol
g% g 2 00 ° . . H S 00 e i
g ° s 2 B
:§ 20 1 §,0,5 I2 g 05
5 2 o
H g Z -10 o 2 -10 B
£ 35 2 5 % 1 1 B
= (b 1) © s B 15
-40, 20 0= 20
~38 -36 -34 -32 -30 -28 -26 -24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 40 35 80 25 20 15 10 25 -20 -15 -10 05 00 05 10 15 20 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Promatrane vrijednosti Predvidene vrijednosti X <= Kategorijska Granica Redni broj
Promatrane i predvidane vrijednosti Predvidene i odstupane vrijednosti Histogram odstupanja Odnos vrijednosti odstupanja i rednih brojeva
DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal
5 5 5
= 0 s =4 B 4 4 |
H o g3 5 3 .
T N 3 i o 23 s 2 : T
£ < . b g T 1 -
: 3o ; : g §op— 1
£ .15 g1 i o £2 g 1 °
2 g B 2 B -1 o’
Z 20 % (C 872 P s © 2 4
2 S-3 °
£ l) 8 . 2 3 . vih
s 3 (c 2 C
-30 - -5, ob— 5
3% 30 -5 -20 15 10 5 0 5 30 25 20 15 10 5 0 5 6 5 2 1 0 1 2 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Promatrane vrijednosti Predvidene vrijednosti X <= Kategorijska Granica Redni broj
l’runmtn;:t/'_izl:;t::::; _\arliicdnusti Prcdvidgl\!f‘ izudlsl:v:im‘ iV_ﬁIit'de'i Histogram odstupanja Odnos vrijednosti odstupanja i renih brojeva
: ij etaPotencijal DV: zetaPotercijal DV: zetaPotencijal
-20 08 _ 08
3 28 5 = - 06 B B . 0.6 5 4 4
£ 30 - g 04
£ -3 ¥ B 2 0 . 04
z ) 3 o e s s [
235 < 2 02 . £ =02 e °
2 40 e HL P o g ;f Y S S S S SO B N
g 45| o ] g-02 o - ° g g 02 e °
g 50, dl 3 04 ° : 04
& 55 E ( ) © 06 ® (d2) 06 2 e (d4)
-6.0 038 o -08
55 50 -45 -40 -35 -30 25 20 -15 60 55 50 -45 40 35 30 25 20 10 2 00 02 04 06 08 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Promatrane vrijednosti Predvidene vrijednosti X <= Kategorijska Granica Redni broj
Promatrane i predvidane vrijednosti Predvidene i odstupane vrijednosti Histogram odstupanja Odhnos vrijednosti odstupanja i rednih brojeva
DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal
2,0 — 12 8 }g
's o S 10 + . )
3 30 o | odeT 5 08 ! 77 08
£ S 2 06 6 06
£ 35 ,/ S 04 . s 2 04 1
=40 T 02f .o B 55 g 02 . s o T T
:=,-4‘5 E 0,0 ot . ! S4 S o0 1 " .
g0 . g2 r £3 Iy . ’
Z 55 b 504 fin O -04
B e % 06 2 e3 o
£ 60 s el © 08 (,82) 08 (e
651 1,0 1 < -10
70« 12 0 i . 12
15 70 65 60 55 50 -45 40 35 30 25 20 15 -70 -65 -6,0 -55 -50 -45 -4,0 -35 -3,0 -25 -20 214 -12 -10 08 06 04 02 00 02 04 06 08 10 12 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Promatrane vrijednosti Predvidene vrijednosti X <= Kategorijska Granica Redni broj
Promatrane i predvidane vrijednosti Predvidene i odstupane vrijednosti Histogram odstupanja Odnos vrijednosti odstupanja i rednih brojeva
DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal DV: zetaPotencijal
10 18 18
3 16 5 16
E] gg 5 14 £ 14 °
g o g g 12 . 12
§-05 ~ £ 10 = s 10
210 | 2 08 5 £ 08 f4
s 15 e 5 06 s g3 g 06 .
g L - 2 04 o . < g 04
£ 20 so ° g 02 o 1, S, 8 02 o
-5 12 g 00 ° s S 00 BN N AU B S |
£ 25 g o 0 =
50 . Z02p e b . 02 o .
> p! o O 04 o o8 , | 04 3 e e T
35 o 06 - o 06
-4,0 08 0 - - — -08
-10 -08 06 04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18

-45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -1,0 -05 00 05 10
Promatrane vrijednosti

h '-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -05 00 05 10
Predvidene vrijednosti

X <= Kategorijska Granica

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Redni broj

Slika 11. Analiza odstupanja modela odzivnih povrSina za opis: (a) zeta potencijal
mikroemulzije ulje/voda uz PEG 1500, (b) zeta potencijal mikroemulzije ulje/voda uz PEG
6000, (c) zeta potencijal mikroemulzije ulje/voda uz PEG 20000, (d) zeta potencijal
mikroemulzije ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 1500, (e) zeta potencijal mikroemulzije
ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 6000, f) zeta potencijal mikroemulzije ulje/vodeni ekstrakt
mente uz PEG 20000. (1) normalna raspodjela odstupanja, (2) usporedaba odstupanja i

predvidene vrijednosti (3) histogram odstupanja, (4) odstupanje po redoslijedu podataka
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Promatrane i predvidene vrijednosti
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Slika 12. Analiza odstupanja modela odzivnih povrSina za opis: (a) Feretov promjer
mikroemulzije ulje/voda uz PEG 1500, (b) Feretov promjer mikroemulzije ulje/voda uz PEG
6000, (c) Feretov promjer mikroemulzije ulje/voda uz PEG 20000, (d) Feretov promjer
mikroemulzije ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 1500, (e) Feretov promjer mikroemulzije
ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 6000, f) Feretov promjer mikroemulzije ulje/vodeni ekstrakt
mente uz PEG 20000. (1) normalna raspodjela odstupanja, (2) usporedba odstupanja i

predvidene vrijednosti (3) histogram odstupanja, (4) odstupanje po redoslijedu podataka
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Optimalni uvjeti procesa pripreme mikroemulzija u mikoproto¢nom sustavu procijenjeni su
nezavisno za zeta potencijal i za Feretov promjer kapljica za svaki analizirani sustav na temelju
modela odzivnih povrSina koristenjem profila pozeljnosti. Skala pozeljnosti bila je u rasponu
od 1 (vrlo pozeljno) do 0 (nepozeljno). Graficki prikaz procjene optimalnih procesnih uvjeta za
pripremu mikroemulzija s vodom kao kontinuiranom fazom dan je na slici 13, dok je na slici
14 dan graficki prikaz optimalnih procesnih uvjeta za pripremu mikroemulzija s vodenim
ekstraktom mente kao kontinuiranom fazom. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da se za istu
kontinuiranu fazu razlikuju optimalni uvjeti za postizanje ¢im vise vrijednosti zeta potencijala
i ¢im manjeg Feretovog promjera. Tako je za vodu kao kontinuiranu fazu uz PEG 1500 kao
emulgator dobiveno da su optimalni uvjeti za zeta potencijal slijedeci: udio emulgatora od 2 %,
udio ulja od 32,5 % te ukupni protok od 200 puL min™, dok su kao optimalni uvjeti za Feretov
promjer dobivene slijedece vrijednosti: udio emulgatora od 2 %, udio ulja od 35 % te ukupni
protok od 400 pL mint. Zanimljivo je takoder da u slucaju zeta potencijala, porastom
molekulske mase emulgatora raste i udio emulgatora koja predstavlja optimalnu vrijednost pa
tako za PEG 15000 i PEG 20000, optimalni udio emulgatora iznosi 6 %. Za postizanje
minimalne srednje vrijednosti Feretovog promjera uporabom PEG 1500 i PEG 6000 kao
optimalni pokazao se maksimalni analizirani protok dok je u slucaju uporabe PEG 20000
optimalne vrijednosti protoka 200 uL min. Ta pojava se vjerojatno moze objasniti na temelju
razli€itih fizikalnih svojstava kontinuirane faze za pripremu mikroemulzija.

Rezultati procjene optimalnih procesnih uvjeta za sustave u kojima je kontinuirana faza bio
vodeni ekstrakt mente ne pokazuju neki specifi¢an trend bilo prema udjelu emulgatora, bilo
prema ukupnom protoku (slika 14). Tako je za pripremu mikroemulzija uz PEG 1500 kao
emulgator dobiveno da su optimalni uvjeti za zeta potencijal slijedeci: udio emulgatora od 5 %,
udio ulja od 25 % te ukupni protok od 300 uL min, dok su kao optimalni uvjeti za Feretov
promjer dobivene slijedece vrijednosti: udio emulgatora od 4 %, udio ulja od 32,5 % te ukupni
protok od 350 pL min™. Nadalje, za pripremu mikroemulzija uz PEG 20000 kao emulgator
dobiveno da su optimalni uvjeti za zeta potencijal slijedeci: udio emulgatora od 6 %, udio ulja
od 35 % te ukupni protok od 300 puL min, dok su kao optimalni uvjeti za Feretov promjer
dobivene slijedece vrijednosti: udio emulgatora od 6 %, udio ulja od 25 % te ukupni protok od
400 pL min. Na temelju izloZenih rezultata moZze se zakljugiti da svaki sustav za pripremu

mikroemulzija zahtijeva nezavisan postupak optimiranja optimalnih procesnih uvjeta.
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Profili procjene optimalnih uvjeta i pozeljnost za zeta potencijal (PEG 1500)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i poZeljnost za zeta potencijal (PEG 6000)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i poZeljnost za srednji promjer kapljica (PEG 1500)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i poZeljnost za srednji promjer kapljica (PEG 6000)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i poZeljnost za srednji promjer kapljica (PEG 20000)
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Slika 13. Procjena optimalnih uvjeta pripreme mikroemulzija u proto¢nom mikroreaktoru s

vodom kao kontinuiranom fazom za (a) zeta potencijal emulzija uz emulgator PEG 1500, (b)
Feretov promjer kapljica uz PEG 1500, (c) zeta potencijal emulzija uz emulgator PEG 6000,
(d) Feretov promjer kapljica uz PEG 6000, (e) zeta potencijal emulzija uz emulgator PEG
20000, (f) Feretov promjer kapljica uz PEG 20000
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Profili procjene optimalnih uvjeta i pozeljnost za zeta potencijal (menta + PEG 1500)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i pozeljnost za zeta potencijal (menta + PEG 6000)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i pozeljnost za zeta potencijal (menta + PEG 20000)
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Profili procjene optimalnih uvjeta i poZeljnost za srednji promjer kapljica (menta + PEG 1500)

Udio emulgatora /% Udio ulja /% Ukupni protok /uL min™* Pozelinost

-1,000

Y 2,088

Ezsaall R

F+A
-]
1
1
[

3,568

6,000
190,00

80,000

0,64620 -~ - - - P S-S PR [ S R U SP: MNP ) S A M A Sp

(b)

32,5 35 200 350 400

Profili za procjenu vrijednosti i pozeljnost za srednji promjer kapljica (menta + PEG 6000)
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Profili za procjenu optimalnih uvjeta i pozeljnost, za srednji promjer kapljica (menta + PEG
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Slika 14. Procjena optimalnih uvjeta pripreme mikroemulzija u protoénom mikroreaktoru s

vodenim ekstraktom mente kao kontinuiranom fazom za (a) zeta potencijal emulzija uz

emulgator PEG 1500, (b) Feretov promjer kapljica uz PEG 1500, (c) zeta potencijal emulzija

uz emulgator PEG 6000, (d) Feretov promjer kapljica uz PEG 6000, (e) zeta potencijal emulzija
uz emulgator PEG 20000, (f) Feretov promjer kapljica uz PEG 20000
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4.4 KINETIKA DESTABILIZACIJE EMULZIJE

S obzirom da je pri pripremi mikroemulzija, posebno onih s bioloski aktivnim tvarima
motivacija da iste ostaju stabilne kroz duzi vremenski period, nakon odredivanja optimalnih
procesnih uvjeta ispitana je dinamicka stabilnost mikroemulzija s vodom kao kontinuiranom
fazom mjerenjem zeta potencijala u definiranim vremenskim intervalima. Dinamicka promjena

zeta potencijala za sve tri pripremljene emulzije prikazana je na slici 15.

Promjena zeta potencijala sa viemenom

0

0 10 20 30 40 50 60
-10
-20

.. =30
zeta potencijal PEG 1500

mV -40 PEG 6000

PEG 20000
-50

-60
-70
t/min
Slika 15. Dinami¢ka promjena zeta potencijala mikroemulzija pripremljenih u

mikroproto¢nom sustavu pri optimalnim procesnim uvjetima

Na slici 15 je vidljivo da povecanjem molekulske mase odabranog emulgatora, opada pocetna
vrijednost zeta potencijala. Isto tako je vidljivo da tijekom vremena dolazi do smanjenja
vrijednosti zeta potencijala. Kako bi se moglo egzaktno govoriti kojom brzinom, tj. koji od
sustava osigurava najduzu stabilnost emulzije, provedeno je odredivanje brzine destabilizacije
primjenom modela kinetike prvog reda. U tu svrhu, podaci prikazani na slici 15 su linearizirani
i u linearnom obliku prikazani na slici 16, dok su procijenjene vrijednosti kinetickih parametara

modela Kinetike prvog reda prikazane u tablici 7.

Vrijednosti zeta potencijala rasprsenije su u vodenoj otopini PEG-a 1500 nego u vodenim
otopinama PEG- 6000 i 20000. Zeta potencijal za vodenu otopinu PEG-a 20000 visi je od -30
mV za sve zadane parametre, Sto ukazuje da je ovakav sustav relativno nestabilan.
Linearizacijom grafickog prikaza sa slike 15, dobiva se graficki prikaz na slici 16. U tablici 7.

izdvojeni su kinetic¢ki parametri iz slike 16.
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4.3
4.1

Procjena kinetickih parametara

In(zeta) = -0,0062t+3,9503

R?=0,6255
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Slika 16. Linearni prikaz dinamic¢ke promjene zeta potencijala mikroemulzija pripremljenih u

mikroproto¢nom sustavu pri optimalnim procesnim uvjetima

Tablica 7. Kineticki parametri

Kineti¢ki parametri PEG 1500 PEG 6000 PEG 20000
k/min? 0,0062 0,0032 0,0032
zetao /mV 51,9509 30,6613 20,6559

R? 0,6255 0,6249 0,5784

Vrijednost k je najveéa kod sustava gdje je PEG1500 upotrijebljen kao emulgator $to govori

da ¢e se ovaj sustav najbrze destabilizirati. Za sustav sa PEG-om 6000 i 20000, dobivene su

jednake konstante destabilizacije, pribliznu dva puta manje nego za sustav gdje je PEG 1500

koriSten kao emulgator.
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4.5. ANALIZA NIR SPEKTARA MIKROEMULZUA | PRIMJENA MODELA UMJETNIH
NEURONSKIH MREZA ZA PREVIDANIJE SREDNJEG FERETOVOG PROMIJERA
KAPLJICA

NIR spektri osim o0 molekularnoj adsorpciji ovise i 0 mnogim fizikalnim svojstvima uzorka pri
Cemu se kao posebno vazan parametar istie raspodjela veli¢ina Cestica. Primjena NIR
spektroskopije za razlikovanje veliCina Cestica u meljavama saharoze opisana je u radu
Valinger i sur. (2011). Na temelju prikazanih rezultata grupiranja spektara prema razlic¢itim
veli¢inama Cestica moze se zakljuciti da se NIR spektroskopija moze ucinkovito koristiti za
on-line analizu procesa mljevenja saharoze. Nadalje, primjenjivost NIR spektroskopije za
analizu veli¢ine Cestica usitnjenih suhih biljka (meta, maj¢ina duSica, lavanda, mati¢njak i
menta) je prethodno opisana u radu Rezan i sur. (2019). Autori navode da se NIR
spektroskopija pokazala kao uc¢inkovita metoda za kvalitativno i1 kvantitativno razlikovanje
razlicitih veli¢ina Cestica biljnih mjeSavina te takoder da je metoda jako specificna za
razlikovanje veli¢ina Cestica iste biljne vrste. Takoder prema Borges i sur. (2015) NIR
spektroskopija je metoda koja omogucava ucinkovito odredivanje srednjeg promjera i udjela
vode u emulzijama voda u ulju (uljna faza u istrazivanju je bio biodizel) s znacajnim
potencijalom za kvalitativnu on-line analizu biodizela tijekom skladiStenja.

Na temelju pozitivnih rezultata na navedenim sustavima, u ovom radu je ispitana primjenjivost
NIR spektroskopije za analizu Feretovog promjera kapljica u mikroemulzijama pripremljenih
U kontinuiranom mikroproto¢nom sustavu. NIR spektri uzoraka pripremljenih mikroemulzija
snimani su kontinuirano u rasponu valnih duljina od 904 do 1699 nm. Prikazi srednjih
vrijednosti ne procesiranih spektara za svih 6 analiziranih sustava ulje/voda prikazani su na
slici 17.
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Slika 17. NIR spektri emulzija u sustavu : (a) ulje/voda uz PEG 1500, (b) ulje/voda uz PEG
6000, (c) ulje/voda uz PEG 2000, (d) ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 1500, (e)
ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 6000, (f) ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 20000
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Moze su uociti da spektre karakteriziraju Sumovi kao posljedica heterogenosti uzoraka
(kapljice ulja dispergirane u vodenoj fazi). Moze se takoder uociti da su kod svih analiziranih
emulzija absorbancija izmjerena u rasponu od 2 do 5,5. Najvise vrijednosti absorbancija
izmjerene su za podrucje valnih duljina od 1300 do 1700 nm koja odgovaraju prvom
preklapanju O-H veza. S obzirom na veliki broj podataka i nemoguénost postavljanja zakljucka
0 utjecaju procesnih uvjeta pripreme mikroemulzija na profil NIR spektra provedena je analiza
glavnih komponenta (PCA analiza). PCA analiza jedna je od najceS¢e KkoriStenih
kemometrijskih metoda koja za cilj ima redukciju i interpretaciju podataka te se ¢esto sluzi kao
medukorak za provodenje drugih metoda kao npr. regresijske, klaster ili faktorske analize. PCA
analiza je tehnika za smanjenje dimenzionalnosti odabranih skupova podataka, pove¢ava samu
razumljivost podataka ali pri tomu gubitak informacija svodi na minimum. To funkcionira na
nac¢in da se kreiraju nove varijable koje medusobno nisu povezane i te varijable onda
maksimiziraju varijancu. U ovom radu PCA analiza je upotrijebljena ne samo za dobivanje
uvida u razlike izmedu uzoraka ve¢ i za redukciju broja varijabli (slika 18). Budu¢i da je analiza
modela odzivnih povrSina pokazala da je udio emulgatora najvazniji parametar koji utjee na
promjer kapljica u emulziji isti utjecaj je ispitan i PCA analizom. No na slici 18 se moze uociti
da nema specificnog grupiranja uzoraka prema udjelu emulgatora mi za jednu skupinu

pripremljenih emulzija.
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Slika 18. PCA analiza NIR spektra mikroemulzija u sustavu : (a) ulje/voda uz emulgator PEG
1500, (b) ulje/voda uz emulgator PEG 6000, (c) ulje/voda uz emulgator PEG 2000, (d)
ulje/vodeni ekstrakt mente uz emulgator PEG 1500, (e) ulje/vodeni ekstrakt mente uz
emulgator PEG 6000, (f) ulje/vodeni ekstrakt mente uz emulgator PEG 20000

O - udio emulgatora 2%, A - udio emulgatora 4%, O - udio emulgatora 6%

U svrhu ispitivanja primjenjivosti NIR spektroskopije za predikciju Feretovog promjera
kapljica mikroemulzija razvijeni su modeli umjetnih neuronskih mreza. Kao ulazne varijable
modela uzete su koordinate prvih 5 faktora iz analize glavnih komponenta koje maksimalno
doprinose varijabilnosti. Za svaki analizirani sustav razvijen je nezavisni model umjetne
neuronske mreze. Primjenjivosti modela procijenjena je na temelju koeficijenta determinacije
za uenje, treniranje 1 validaciju te na temelju srednje kvadratne pogreske takoder za treniranje,
testiranje 1 validaciju. Kod izbora optimalne arhitekture umjetne neuronske mreze, kao kriterij
je u obzir uziman i broj neurona u skrivenom sloju; manji broj neurona podrazumijeva
jednostavniju mrezu. Na temelju rezultata prikazanih u tablici 8 moze su uociti da su za sve

razvijene modele dobivene visoke vrijednosti koeficijenta determinacije (R? >0,7).
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Tablica 8. Arhitektura neuronskih mreza odabranih za opis promjera kapljica u emulzijama na temelju NIR spektara

sustav Struktura Preciznost Preciznost Preciznost Skrivena Izlazna aktivacijska
neuronske mreze ucenja/pogreska testiranja/pogreska | validacije/pogre aktivacijska funkcija
ucenja testiranja Ska validacije funkcija
PEG1500 0,9919 0,9960 0,9661 .
MLP 5-8-1 0.0008 0.0373 0.0451 Tanh Funkcija identiteta
PEG6000 0,9992 0,9881 0,8029 .
MLP 5-9-1 0.0001 0.0018 0.0911 Tanh Funkcija identiteta
PEG20000 0,9574 0,9416 0,9466 Eksponencijalna o i
MLP 5-7-1 0.0026 0.0267 0.0325 funkcija Funkcija identiteta
Menta- MLP 5-11-1 0,9920 0,9214 0,7555 Eksponencijalna | Eksponencijalna
PEG1500 0,0022 0,0333 0,8759 funkcija funkcija
Menta- 0,9997 0,9995 0,9101 Eksponencijalna I .
PEG6000 MLP 5-7-1 0,0014 0,0034 0,0019 funkcija Funkcija identiteta
Menta- MLP 5-5-1 0,9996 0,9083 0,8911 Eksponencijalna | Eksponencijalna
PEG20000 0,0023 0,0047 0,0479 funkcija funkcija
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Najvise vrijednosti koeficijenta determinacije dobivene su za sustav voda/ulje uz PEG 1500
kao emulgator (MLP 5-8-1; R%uenje = 0,9919, RZestiranje = 0,9960 i R?alidaacip = 0,9661).
Odabrana neuronska mreza ima 5 neurona u ulaznom sloju, 8 neurona u skrivenom sloju te
jedan neuron u izlaznom sloju. Kao skrivena aktivacijska funkcija koristi se Tanh, dok je
izlazna aktivacijska funkcija Funkcija identiteta. Na temelju koeficijenta determinacije za
validaciju u slucaju sustava voda/ulje u PEG, najlo$ije slaganje izmedu eksperimenta i
modelom predvidenih podataka dobiveno je za sustav voda/ulje uz PEG 6000 gdje je kao
optimalna mreza izabrana MLP 5-9-1 (R%uenjc = 0,9992, Rtestiranje = 0,9881 i RPyalidaacija
=0,8029). Usporedbom svih analiziranih sustava moze se uociti da su najniZze vrijednosti
koeficijenata determinacije dobivene za sustav ulje/vodeni ekstrakt mente uz PEG 1500 (MLP
5-11-1; R%uenje = 0,9920, Restiranje = 0,9214 i R2yalidaacija =0,7555). Odabrana neuronska mreza
ima 5 neurona u ulaznom sloju, 11 neurona u skrivenom sloju te jedan neuron u izlaznom sloju.
Kao skrivena aktivacijska funkcija i kao izlazna aktivacijska funkcija Kkoristi se
Eksponencijalna funkcija. Dobiveni rezultati upu¢uju da se NIR spektroskopija s visokom
precizno$¢u moze koristiti za analizu promjera kapljica u mikro emulzija $to je u skladu s
literaturom. Naime Borges i sur. (2015) te Araujo i sur. (2008) su prikazali u¢inkovitu primjenu
NIR spektroskopije i metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (eng. partial least square, PLS)
za predikciju raspodjele veliine kapljica u emulzijama voda u ulju. Nadalje Charin 1 sur.
(2013) pokazali su primjenjivost NIR spektroskopije za detekciju tocke inverzije emulzija na

temelju razlike absorbiranog svjetla u emulzijama U/V i V/U.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti slijedece:

1.

Maksimalne vrijednosti Re broja za analizirane protoke koriStene za pripremu
mikroemulzija ne prelaze 30, sto potvrduje da su eksperimenti provedeni u laminarnom
rezimu strujanja.

Mjerenjem zeta potencijala pripremljenih mikroemulzija kao najstabilnije su se
pokazale emulzije pripremljene s vodom kao kontinuiranom fazom i emulgatorom PEG
1500 te je uoCeno da vrijednost zeta potencijala opada porastom molekulske mase
upotrijebljenog emulgatora.

Mjerenjem Feretovog promjera mikroemulzija s vodom kao kontinuiranom fazom
dobiveno je da su najmanje vrijednosti postignute s emulgatorom PEG 1500 te je uo¢eno
da vrijednost Feretovog promjera raste porastom molekulske mase upotrijebljenog
emulgatora.

Mjerenjem zeta potencijala mikroemulzija s vodenim ekstraktom mente kao
kontinuiranom fazom uoceno je da izabrani emulgatori ne osiguravaju zadovoljavajucu
stabilnost emulzija.

Za pripremu mikroemulzija s vodom kao kontinuiranom fazom, uz PEG 1500 kao
emulgator, dobiveno je da su optimalni uvjeti u smislu najviSe vrijednosti zeta
potencijala slijedeci: udio emulgatora od 2 %, udio ulja od 32,5 % te ukupni protok od
200 pL min?, dok su kao optimalni uvjeti za Feretov promjer dobivene slijedece
vrijednosti: udio emulgatora od 2 %, udio ulja od 35 % te ukupni protok od 400 puL min-
1.

Na temelju koeficijenta destabilizacije mikroemulzija, moZze se zakljuciti da se proces
destabilizacije najbrze odvija u sustavu s vodom kao kontinuiranom fazu uz emulgator
PEG 1500.

Umjetne neuronske mreze (ANNSs) pokazale su se pouzdanima u predvidanju Feretovog
promjera kapljica emulzija ulje u vodi za svaki analizirani sustav. Razvijeni ANNSs
modeli imaju visoke vrijednosti koeficijenata determinacije za testiranje, ucenje i
validaciju uz pripadajuce male pogreske te se mogu pouzdano koristiti za predvidanje

veli¢ine promjera kapljica disperzne faze u procesu pripreme emulzija ulje u vodi.
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