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1. UvVOD



Uvod

Mikroreaktorski sustavi su dio novih tehnologija koje sadrze procesne jedinice vrlo malih
dimenzija. Mikroreaktori imaju mnogo prednosti s obzirom na klasi¢ne reaktore, a neke od
njih su smanjenje volumena reakcijske smjese, manja potroSnja energije, zauzimaju manje
prostora, manja je potroSnja kemikalija i katalizatora, lakSe je uvecanje procesa 1 smanjeno je
vrijeme potrebno za provedbu reakcija. Laminaran profil strujanja koji nastaje zbog smanjenja
dimenzija, znatno olakSava problem postavljanja matematickih modela procesa koji se
odvijaju u mikroreaktroskim sustavima. Mikroreaktori danas nalaze primjenu u mikro-
elektro-mehanickim sustavima, elektronickom hladenju, kemijskom inzenjerstvu, medicini i
genetickom inzenjerstvu, bio-inzenjerstvu itd. Primjena mikroreaktora omogucéava preciznu
regulaciju procesa te upotrebu malih koli¢ina reaktanata i katalizatora, a pogodni su i za
obavljanje reakcija koje su izrazito egzotermne/endotermne. Prema literaturi oko 50 %
reakcija koje se primjenjuju u proizvodnji finih kemikalija i farmaceutskih proizvoda bi se
moglo znacajno poboljsati provodenjem kontinuiranih procesa u mikroreaktorskim sustavima,

a za vecinu (~44 %) mikroreaktori bi bili najbolji reakcijski sustav.

Osim na razvoju reaktorskog stava tijekom godina radi se i na novim i sofisticiranim
otapalima koja zadovoljavaju potrebe odrzivih eko-efikasnih procesa. U tom podrucju
istaknula su se eutekticka otapala koja predstavlja mjeSavinu komponenti koje na temelju

specificnih omjera imaju najniZzu tocka taljenja.

Cilj ovoga rada je ispitati potencijal primjene vodenih dvofaznih sustava s eutekti¢nim
otapalima za ekstrakciju polifenola u Sarznom makroekstraktoru 1 Kkontinuiranom
mikroekstraktorskom sustavu te definirati optimalne procesne uvjete za provodenje procesa

ekstrakcije.
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Teorijski dio

2.1. MIKROREAKTORI

U posljednjih nekoliko godina, zbog sve vece potrebe za sirovinama, energijom i rjeSenjima
ekoloskih problema, znacajan je interes kemijskih inzenjera i biotehnologa usmjeren prema
tehnologijama mikro dimenzija (primjerice  mikroreaktorima, = mikroseparatorima,
mikroizmjenjivacima topline...). Mikroreaktorska tehnologija dobiva sve viSe na vaznosti u
kemijskim i farmaceutskim sintezama, kemijskom inZenjerstvu i procesnoj tehnologiji.
Smanjenjem dimenzija procesne opreme za nekoliko redova veli¢ine, postizu se znacajne
ekonomske ustede, veca sigurnost procesa, a i opterecenje okoliSa postaje znaCajno manje
(Pohar i Plazl, 2009). Osim toga, intenzifikacija procesa ima za posljedicu skra¢enje vremena
izlaska proizvoda na trzite Sto je klju¢no za proizvodnju finih kemikalija i farmaceutskih
proizvoda (Marques i Fernandes, 2011). Prema Roberge i sur. 2005 oko 50 % reakcija koje se
primjenjuju u proizvodnji finih kemikalija i farmaceutskih proizvoda bi se moglo zna¢ajno
poboljsati provodenjem kontinuiranih procesa u mikroreaktorskim sustavima, a za vecinu
(~44 %) mikroreaktori bi bili najbolji reakcijski sustav. Naime manja koli¢ina upotrijebljenih
reaktanata 1 katalizatora, manje izlaganje S$tetnim 1 toksi€nim tvarima te mogucnost
provodenja specificnih kemijskih 1 biokemijskih reakcija vazna su prednost mikroreaktora
(Mills 1 sur., 2007). Poboljsano vodenje procesa omogucava dobru selektivnost procesa i

osigurava dobivanje proizvoda visokog stupnja ¢isto¢e (Commenge i sur., 2005).

Mikroreaktori su opcenito definirani kao minijaturni reakcijski sustavi koji su barem
djelomicno izradeni metodama mikrotehnologije 1 preciznog inZenjerstva. Karakteristi¢ne
dimenzije unutarnjih struktura unutar mikroreaktora tipi¢no su u rasponu mikrometara, dok su
konektori, kucista ili izolacijski uredaji, obi¢no izvedeni u makroskopskim dimenzijama

(Lowe i Enhrfeld, 1999).

Kao rezultat malih volumena reaktora, ukupna sigurnost postupka je znacajno poboljsana, ¢ak
i kada se koriste ekstremni reakcijski uvjeti. Na taj nacin, mikroreaktorska tehnologija nudi
jedinstven nacin za izvodenje jako brzih, egzotermnih reakcija i omogucuje izvodenje reakcija

koje se odvijaju kroz vrlo nestabilne ili ¢ak eksplozivne intermedijere (Gutmann i sur., 2015).

Male dimenzije mikrokanala mikroreaktora osiguravaju neke osnovne prednosti u usporedbi s

klasi¢nim reaktorskim sustavima (tablica 1):



Tablica 1. Usporedba mikro- i makro-reaktora (Lomel i sur., 2006)

kotlasti reaktor s pritokom

(idealno mijeSanje)
protocni kotlasti reaktor
minireaktor

mikroreaktor

2-10° 2,0 - 102
2-10° 2,0 - 102
1-10° 2,2 103
1-10% 2,2-10*

2,4 - 10°

2,4 -10°
4,0-10°

4,0 - 10
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2,52 -10*

2,02 - 10%
1,50 - 10°

1,50 - 103

Ucinak smanjenja dimenzije reaktora najbolje se ocituje analizom karakteristiénih vremena

provedbe procesa (slika 1). Pri tome je posebno interesantan uc¢inak smanjenja dimenzije

reakcijske opreme na difuzijsko vrijeme. Kako je difuzijsko vrijeme omjer kvadrata puta i

difuzijskog koeficijenta, smanjenje veli¢ine procesne opreme kod mikroreaktora ima za

posljedicu vrlo kratka vremena koja su potrebna molekuli da difundira u prostoru gdje se

odvija proces.

ffi -kA'C'A
reakcijsko vrijeme = L = i =0.ls
k,=10 s’ 4k, '
R=1-10"m
A2

D=1-10°m?s'  vrijemezadriavanja 7= L = i 182 =1s

v .
L=1-102m
v=1-10"ms" difuzijsko vrijeme ‘ :RZ _ (1'10.4)2 —0.0ls

Slika 1. Uc¢inak smanjenja procesne opreme

mikroreaktora (Jovanovic, 2009).

2T D 110°

na karakteristicne procesne veli¢ine
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2.1.1. Struktura mikroreaktora

Osnovna strukturna jedinica mikroreaktora je mikrokanal (slika 2a). Mikrokanal moze biti
pravokutnog ili kruznog oblika, a povrSina poprecnog presjeka mikrokanala je od nekoliko
um? do nekoliko mm?. Ovisno o kasnijoj primjeni, mikrokanali se razli¢itim tehnikama izrade
(mokro jetkanje, fotolitografija, lijevanje u kalupe) urezuju u pogodan materijal (najcesce
staklo). Primijenjena tehnika urezivanja i materijal u koji se mikrokanal urezuje izravno utjece
na svojstva povrsine mikrokanala (hrapavost), Sto kao posljedicu moze imati razlicite oblike
strujanja fluida u mikrokanalima za iste brzine strujanja, a samim time i razliit utjecaj na
karakteristike provedenog procesa. Mikrokanali se urezuju u pravokutne ploc¢ice (prosjecne
dimenzije $irina : debljina : duljina = 15 mm : 2 mm : 45 mm), koje se nazivaju elementi
mikroreaktora (slika 2b). Elementi mikroreaktora mogu biti izvedeni s nekoliko
ulaznih/izlaznih procesnih tokova koji se spajaju/razdvajaju u zajedni¢ke/odvojene tokove
pomocu “Y” (slika 2a) ili “T”-spojnica. Kako bi se povecala stabilnost sustava i omogucilo
jednostavno i sigurno spajanje elemenata s pumpama za dovod fluida i detektorima (slika 2d)
te spajanje dvaju ili viSe elemenata serijski ili paralelno, element mikrokanala ugraduje se u
kuciste (slika 2c), opremljeno otvorima za spajanje vanjskih cijevi (najceS¢e kapilarnih) s
mikrokanalom. Element mikroreaktora ugraden u kuéiste Cesto se naziva i mikroreaktorski ¢ip

(Sali¢ i sur., 2010).

Mikroreaktorski sustavi sadrze niz komponenti, koje uklju¢uju pumpe za uvodenje reaktanata,
mjerila protoka/regulatora, reaktore s grija¢ima/rashladnim jedinicama s povratnom vezom,
separatore za kemijsku obradu izmedu reakcijskih stupnjeva, ventile, regulatore protutlaka,

ventile za uzorkovanje i opremu za analizu produkata (Jensen, 2017).
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Mikrokanal
(Microchannel)

)

Element
(Element)

Mikrokanal
(Microchannel) Pumpa
(Pump)

(Chip)

Slika 2. Osnovne strukturne jedinice mikroreaktorskog sustava (Salié i sur., 2010).

Nacin umrezavanja mikroreaktora za veci obim proizvodnje (eng. ,,scale-up®) varira ovisno o
procesima u mikroreaktoru i ekonomic¢nosti proizvoda (Prashant i sur., 2018). Jednostavni
nacin podrazumijeva upotrebu duljih mikrokanala uz istovremeno drZanje vremena
zadrzavanja istim, a to rezultira ve¢im povrSinskim brzinama koje mijenjaju hidrodinamiku 1
transportna svojstva. Ova strategija moze u odredenoj mjeri poboljsati u¢inkovitost mijesanja
i fenomene prijenosa topline i mase. Povecavanjem broja procesnih jedinica (eng.,,numbering
up“), konstruira se sustav koji sastoji od nekoliko mikroreaktorskih uredaja koji su postavljeni
paralelno, §to omogucava konstantni fenomen prijenosa topline i mase, dok se ukupna
iskoristivost procesa postupno povecava. Nacin na koji se ,,numbering up‘ moze jo$ izvesti je
vanjski i unutarnji ,,numbering up“. Za plinsko-tekuce reakcijske sustave, vanjski ,,numbering
up“ ukljucuje visestruke autonomne reakcijske sustave (npr. svaki uredaj ima vlastitu pumpu,
regulator protoka i mikrokanal) paralelno. Nasuprot tome, unutarnji ,,numbering up* Koristi
jedan sustav za uvodenje komponenata u sustav pomoc¢u pumpi, nakon Cega se reakcijska
smjesa distribuira kroz niz mikrokanala. Medutim, glavna potesko¢a unutarnjeg ,,numbering
up® lezi u jednakoj raspodjeli reakcijskog toka preko razli¢itih kanala. Male razlike u padu
tlaka rezultiraju loSom raspodjelom protoka, a time i nejednakim uvjetima reakcije u

razli¢itim kanalima (Su i sur., 2016).

Predlozeno je da se za mogu¢i industrijalizaciju mikroproto¢ne kemije koristi paralelni

reaktorski sustav (,,numbering up*) umjesto povecanja karakteristicne dimenzije kanala
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(,,scale up®). Kao i kod vecine stvari, treba uzeti u obzir prednosti i mane razli¢itih na¢ina
povecanja iskoristivosti. ,,Numbering up* zahtijeva slozenu distribuciju protoka i1 razradene
metode pracenja reakcije, dok ,,scale up* pruza ograniceni pristup prostoru reakcijske faze

koji se moze usporediti s performansama mikrofluidnog reaktora (Elvira i sur., 2013).

Jedna od najvec¢ih prednosti mikroreaktora je njihova sposobnost da provode kompleksne
reakcije uz visoku moguénost kontrole kinetike, te zbog poboljsanih uvjeta sinteze, raste
moguénost poboljSanja svojstava proizvoda. Spomenute kompleksne reakcije cesto ukljucuju
vise faza koje se medusobno ne mijeSaju (Prashant i sur., 2018). Prednosti mikroreaktora
takoder ukljucuju: (i) smanjenu veli¢inu kroz mikrofabrikaciju, (ii) smanjene difuzijske
udaljenosti, (iii) povecane brzine prijenosa topline i mase, te sSamim time i prinosi obrade, (iv)
smanjeni volumeni reakcije, (v) kontrolirani zatvoreni sustavi koji izbjegavaju kontaminaciju
(vi) koriStenje otapala pri povisenim tlakovima i temperaturama, (vii) smanjenu potrosnju

kemikalija, (viii) mogucnost kontinuirane sinteze (Wirth, 2013).

2.1.2. Profili strujanja sustava kapljevina-kapljevina u mikroreaktorima

Mikroproto¢ni sustavi koji ukljucuju dvofazne sustave plin-kapljevina ili kapljevina-
kapljevina su proucavani jer su prijenos topline i tvari u tim uredajima znatno veéi u
usporedbi s konvencionalnim uredajima, zbog dobro definiranih profila strujanja i vrlo velike
medufazne povrSine. Nadalje, veliki omjer povrSine prema volumenu i mali volumen radnog
medija u mikroprotocnim sustavima ubrzavaju kemijsku reakciju i pobolj$avaju prinos
proizvoda. Osim toga, smicanje unutar segmenta tekucine stvara vrtlozno strujanje u kanalu,
Sto poboljsava mijeSanje unutar segmenata i poboljSava prijenos tvari preko medufazne

povrsine, osiguravajuéi jednaku raspodjelu tvari i temperature u kanalu (Chandra i sur., 2016).

Dvije kapljevine u mikrokanal mogu biti dovedene pomoc¢u vanjskih pumpi upotrebom “Y”-
ili “T”-spojnice. Difuzija i reakcija u takvim sustavima su poboljsane primjerice izmjenom
lipofilnih svojstava nepolarnih kapljevina u procesu dodavanjem ionskih Cestica (npr.
kvaternih amonijevih soli), formiranjem micela ili stvaranjem mikroemulzija, tzv. ulje u vodi
(eng. oil-in-water) upotrebom odgovaraju¢ih povrsinski aktivnih tvari (Sali¢ i sur., 2010).
Uobic¢ajeni nacini medudjelovanja u slucaju dvofaznog protoka kapljevina-kapljevina su
segmentirano strujanje (slika 3a) i paralelno strujanje (slika 3b). Kod segmentiranog strujanja,
poznato je da su dva mehanizma odgovorna za prijenos mase izmedu dvije tekucine:

unutarnja cirkulacija se odvija unutar svakog segmenta i koncentracijski gradijenti izmedu
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susjednih segmenta dovode do difuzije izmedu faza. U slucaju paralelnog strujanja, protok je
laminarni, a prijenos molekula izmedu dvije faze trebao bi se odvijati samo difuzijom

(Dessimoz i sur., 2008).

(a)

Segmentirani [ ] ReaktantA
a» W

protck il - — \:| Reaktant B

Kaotitne mijesanje || oOtapalo

© ;
ontinuirani ona
protok T B vy =i reakcije
Difuzija

Slika 3. Usporedba mijesanja reaktanata u mikrofluidnim uredajima s segmentiranim i
kontinuiranim protokom. Zuta i plava boja oznadavaju reaktante, bijela boja je ¢isto podrugje

otapala, a zeleno je podrucje reakcije (Gonidec i Puigmarti-Luis 2019)

Kao §to je prikazano na slici 3, u uredajima sa segmentiranim protokom (a), mijeSanje je
rezultat kaoti¢ne advekcije, dok je u kontinuiranim mikroprotocnim uredajima (b), mijeSanje

reaktanata postignuto samo molekularnom difuzijom (Gonidec i Puigmarti-Luis 2019).

Dvofazni paralelni protok moze se koristiti za provedbu reakcija i ekstrakcija, kao i za
postizanje ucinkovitog odvajanja faza na izlazu iz mikroreaktora. Profili strujanja u
mikroreaktoru ovise o mnogim parametrima, uklju¢ujuéi linearne brzine strujanja pojedine
faze, svojstva fluida, geometriju mikrokanala te materijal od kojeg je mikrokanal izveden.
Protok je tipi¢no laminarni; kada je sustav dvofazan, granice medufaznih podrucja su jasno
vidljive. Tipi¢ni laminarni protok na mikroskali omogucuje paralelno strujanje dviju faza bez
mijeSanja, $to omogucuje visoko kontrolirane uvjete za odredeni kemijski proces. Budu¢i da
tekucina s viSom viskoznoS§¢u ima tendenciju zauzimanja veéeg dijela mikrokanala, poloZaj
medufazne povrSine moze se kontrolirati podesavanjem brzina protoka. Predvidanje polozaja
medufazne povrSine vazno je za projektiranje 1 rad mikroreaktora te zahtijeva rjeSavanje

jednadzbi mehanike fluida (Pohar i sur., 2011).
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2.1.3. Matematicko modeliranje procesa u mikrorektoru

Unatoc¢ §irokoj primijeni o osnovnim procesima prijenosa tvari i topline u mikroreaktorima se
jos uvijek malo zna Sto ogranicava precizno predvidanje produktivnosti sustava. Zbog toga se
provodi analiza hidrodinamike procesa, te prijenosa tvari i topline (Yue i sur., 2004). Za opis
hidrodinamickih uvjeta strujanja u mikroreaktorima moze se upotrijebiti Navier-Stokes-ova
jednadzba (Xu i sur., 2000). Za viSefazne sustave te jednadzbe dobivaju se primjenom drugog
Newton-ovog zakona na tok fluida (Ehrfeld i sur., 2000). Ako je u sustavu plinska faza,

primjenjuje se Navier-Stokes-ova jednadzba za stlacive fluide (jednadzba 1):

ov, v, p 0 o, o, 2 v,
ALy o g+ Ly | D P 2 s T 1
P (at i ij] Py g,+an [ﬂ (axk +axi 3 % L]

L J

gdje je vikomponenta brzine toka u smjeru x, p gustoca fluida, x dinamicka viskoznost, p tlak,
gi ubrzanje sile teze, t vrijeme i &j Kronecker-ov simbol. U jednadzbi 1 v i g su vektorske
veli¢ine, dok su i, j i kK komponente vektora. Navier-Stokes-ove jednadzbe definiraju sustav tri
jednadzbe za Cetiri nepoznanice (Vi, Vj, Vk I p). Za potpunu definiciju sustava potrebna je jos i

jednadzba o¢uvanja mase (jednadzba 2):
0
S Pv)=0 [2

Kod opisa toka kapljevine u mikroreaktorima primjenjuje se oblik Navier-Stokes-ove

jednadzbe za nestlacivi fluid (jednadzba 3):

ov, ov, 1 op 1 0 ov,
ot OX; p OX L OX; X,

[ J

Kod toka fluida u cijevima, kao Sto je slu¢aj i u mikrokanalima, moguce je provesti
pojednostavljenje Navier-Stokes-ove jednadzbe uz pretpostavku da je tok stacionaran i da

postoji konstantan pad tlaka, pri ¢emu se dobiva izraz (jednadzba 4):

[4]
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Gornji izraz poznat je kao Hagen-Poiseuille-ov tok, gdje su L i d duljina i promjer
mikrokanala. Hagen-Poiseuille-ov tok karakteriziraju maksimalna brzina u sredini
mikrokanala, minimalna brzina na stijenkama (uz uvjet da nema ,smicanja®) i
proporcionalnost protoka i pada tlaka. Kod konstantnog protoka, pad tlaka je potreban za

pokretanje fluida kroz mikrokanal.

Osnovna jednadzba koja se koristi za opis prijenosa tvari u slu¢aju nestlacivih fluida izvodi se

iz opce jednadzbe koja opisuje konvekciju i difuziju (jednadzba 5) (Ehrfeld i sur., 2000):

oy L9 p.oc, [5]
ot X  OX; OX;

gdje c predstavlja koncentraciju, v brzinu protjecanja, D molekularnu difuzivnost, a r brzinu
kemijske/biokemijske reakcije. Jednostavna analiza prijenosa tvari u mikrokanalima provodi

se definiranjem vrijednosti Peclet-ove bezdimenzijske znacajke (jednadzba 6):
v-L
Pe=—— 6
D [6]

Za vec¢inu kemijskih 1 biokemijskih procesa, posebno onih koji se odvijaju u viSefaznim
sustavima, difuzija predstavlja limitiraju¢i korak (H&usler i sur., 2012). Smanjenjem
dimenzija reaktora, dolazi do smanjenje karakteristicne udaljenosti koju molekule moraju

prijeci, Sto dovodi do znacajnog skrac¢ivanja difuzijskog vremena.

Mikrokanale karakteriziraju male vrijednosti Reynolds-ove znacajke (vrijednosti uglavnom
ispod 100 (Plazl 1 Lakner, 2010), $to upucuje na laminarno strujanje pri ¢emu mijeSanje faza
ovisi isklju¢ivo o difuziji molekula iz jedne faze u drugu. Osim navedene Reynolds-ove
znacajke za analizu strujanja sustava kapljevina-kapljevina u mikroreaktorima, koriste se i

bezdimenzijske znacajke nabrojane u tablici 3.
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Tablica 3. Vazne bezdimenzijske znaCajke za opis segmentiranog strujanja u sustavu

kapljevina-kapljevina u mikroreaktoru (Kashid, 2007)

_HY
Ca= o omjer viskozne sile i povrSinske napetosti
M= i omjer koncentracija zasi¢enja topljive tvari u
C, fazama1li2
Fo = ‘ '? omjer realnog vremena i vremena potrebnog za
r postizanje stacionarnog stanja
pe_d "V omjer prijenosa tvari konvekcijom i
D-L molekularnom difuzijom
Re = V2 d
T u omjer inercijske i viskozne sile
D, e N . .
D = D. omjer difuzivnosti topljive tvari u fazama 11 2
2
_H . . .. .
Hg =— omjer viskoznosti topljive tvari 1 i 2
H,

2.1.4. Primjena mikroreaktora u podruéju biotehnologije

Zbog sigurnosti, odrzivosti, kompaktnosti, znaajnog smanjenja otpada, isplativosti, niskih
operativnih 1 kapitalnih troSkova te smanjene potraznje za energijom, primjena
mikrostrukturiranih reaktora posljednjih je godina raznolika. Bioloska i1 farmaceutska
primjena mikroreaktora uglavnom ukljucuje biosintezu i biokemijske procese, enzimske
testove, bioloske ,,screening* testove, preklapanje proteina i analiticke testove (Prashant i sur.,
2018). U tablici 4 se spominju primjeri mikroproto¢nih tehnologija za razliite znanstvene
primjene. Tipi¢ni postupci sinteze u mikroreaktorima ukljucuju slozene reakcijske procese i
proizvodnju molekula relevantnih za farmaceutsku 1 medicinsku kemiju. Nadalje, moguce je
integrirati mikroreaktore u visoko osjetljive sustave bioloskih testova na bazi mikrokanala
koji mogu rijesiti neke od potencijalnih industrijskih zahtjeva. IstraZivanje o sintezi i primjeni
nanomaterijala dramatiéno se povecalo tijekom posljednja dva desetljeca. Pojava
mikroreaktora omogucila je potencijalne alternative za veliku proizvodnju nanocestica
(Prashant i sur., 2018). U kemijskom inZenjerstvu, mikroreaktori se uglavnom koriste za

sintezu organskih spojeva, specijalnih kemikalija, kemijskih intermedijera i farmaceutskih

10
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proizvoda. U tim organskim sintezama istraziva¢ima Cesto predstavlja problem toksi¢nost
kemikalija, opasnim uvjetima temperature i tlaka te kinetikom reakcije. Mikroreaktori pruzaju

moguénost odvijanja takvih reakcija na sigurniji nacin (Prashant i sur., 2018).

Tablica 4. Primjeri mikroproto¢nih tehnologija koje koriste razli¢ite vrste uredaja i materijala

za razlicite znanstvene primjene (Oliveira i sur., 2016).

Tehnologija Materijal Primjena

Koncentracijsko gradijent-
generirajuci uredaj za uzgoj kvasca

Kultura ljudskih neuronskih stanica u

Staklo- PDMS koncentracijsko gradijent-
Mikroproto¢ni uredaji za stvaranje generiraju¢em uredaju
koncentracijskog gradijenta Generiranje oksidacijskih gradijenata

za proucavanje kultura stanica
sisavaca i njihovo ponasanje
Staklo — polistiren 2D gradijent-generirajuéi uredaj za
testiranje stanica sisavaca
Inkapsulacija stanica sisavaca u
kuglice
Kaplji¢ni elektroporacijski ¢ip za
Staklo — PDMS B . )
. transformaciju stanica algi
Mikroproto¢ni sustavi koji se - - :
o B Kapljica u digitalno uredaj za
baziraju na kapljicama o ] )
testiranje pojedinac¢nih stanica kvasca
Mikroproto¢ni injekcjski sustav
Bazirani na staklu baziran na kapljicama za testiranje
inhibicije enzima
Dugoroc¢no kultiviranje hepatocita
Staklo — staklo
Stakora
Kemotakti¢ne komore za proucavanje
recipro¢nih radnji izmedu neutrofila i
monocita
Kultiviranje stanica uz kontroliu
dinamike signaliranja pojedina¢nih
) ] ] stanica kvasca
Mikrobioreaktori — .
Proto¢ni mikroreaktor za enzimsku
Staklo - PDMS o
biosintezu
Sarzna i kontinuirana fermentacija
mikroorganizama
Modeliranje rasta bakterija i quorum
sensing
Kemostat za kultivaciju i nadziranje

bakterijskih populacija
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Bazirani na PDMS

PDMS - PMMA

Bazirani na PMMA

Bazirano na PDMS

Bazirano na papiru

Teorijski dio

Prouc¢avanje dinamicke regulacije
mezodermalne predanosti u ljudskim
pluripotentnim mati¢nim Stanicama
Kultivacija stanica sisavaca za
paralelnu analizu uc¢inaka
mikroekololoskih znakova

Prianjanje stanica raka dojke na
mikroto¢ni endotel

Rast i odvajanje gjlivi¢nih biofilmova
Kultivacija mikrobnih stanica sa
integriranim senzorima

Imobilizacija enzima za
amperometrijsko odredivanje
Mikroprotoc¢ni sustav s vise ulaza
sposoban za doziranje supstrata koji se
koristi za istrazivanje enzimskih
reakcija

Proucavanje minimuma inhibitorske
koncentracije antibiotika protiv
bakterija

Odvajanje bakterija od ljudskih krvnih
stanica

Odredivanje lokalne hidroksid elektro-
koncentracije dobivene lizom ljudskih
stanica

Biosenzor luminisencije za
odredivanje glukoze i mokra¢ne
kiseline

Odjeljivanje krvi

12
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2.2. EUTEKTICKA OTAPALA

Potraga za novim i sofisticiranim materijalima koji zadovoljavaju potrebe modernog doba i za
odrzive eko-efikasne procese, podigla je eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents,
DES) na istaknuto mjesto. Istrazivanje usmjereno na koristenje ovih otapala - vrlo povoljnih u
ekonomskom, prakticnom i ekoloskom smislu - za stvaranje inovativnih materijala brzo raste.
Mbous i sur. (2016) govore o koristenju DES-a kao vrijednom alternativom za prevladavanje
ograniCenja konvencionalnih otapala, pa ¢ak i ionskih teku¢ina. DES-ovi su dokazali da nude
veliki broj mogucnosti primjene i otvorili su nove perspektive za proizvodnju novih i

rafiniranih materijala (Tome i sur., 2018).

Eutekticki sustav predstavlja mjesavinu komponenti koje na temelju specificnih omjera imaju
najnizu tocka taljenja. Kao $to je vidljivo iz faznog dijagrama prikazanog na slici 4, odnos
temperature i komponenata su dvije glavne odrednice u binarnom eutektickom sustavu. Ove
komponente medusobno djeluju putem intermolekularnih sila, ali ne kroz kovalentnu ili
ionsku vezu. U teoriji, ukljuéivanje drugih molekula komponenti delokalizira komponente
molekularne reSetke, uzrokujuci sniZzenje tocke taljenja odgovarajuce eutekticke smjese. U
usporedbi s kovalentnom ili ionskom vezom u kemijskim entitetima, kao $to su ionske
tekucine, na eutektiCku smjesu s niskom termodinami¢kom stabilnoS¢u obi¢no utjece
geometrija i kemijsko okruzenje i moze do¢i do disocijacije na pojedinacne tvari. Zahvaljujuci
tom termodinamickom prijelazu, postojanje eutektickog stanja nije lako prepoznati u
prirodnim materijalima, $to moZze objasniti zaSto je to relativno slabo zastupljena tema u
istrazivanju prirodnih otapala. Klasi¢ni primjeri eutektiCkog fenomena su med i sirup, koji
predstavljaju smjesu razlic¢itih Secera koji su jako viskozni mediji na sobnoj temperaturi.
Koriste se stotinama godina kao dodatak prehrani i kao sastojci za tradicionalne medicinske
preparate. Drugi istaknuti primjer je mjeSavina dvaju krutina mentola i kamfora, koji mogu

tvoriti eutekti¢nu tekucinu koja se koristi kao sredstvo za otapanje lijekova (Liu i sur., 2018).

13
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Slika 4. Shematski prikaz eutekticke tocke na dvokomponentnoj (1 i 2) fazi.

Na slici 4, EC oznacava eutekticku komponentu. Isprekidana krivulja predstavlja tocke
taljenja binarne obitelji NADES pod razli¢itim molarnim omjerima. Svi ujedinjeni tekuci
mediji nalaze se u A. B i C predstavljaju smjese ECl i EC2 (krutina/tekucina ili
tekuc¢ina/krutina), a D je smjesa EC1 1 EC2 (krutina/krutina). Eutekti¢ka tocka je posebna po
tome $to se dva ili viSe spojeva mogu kombinirati u preciznim i nasumi¢nim razmjerima da bi
postali medusobno kompatibilni na nacin koji bi dramati¢no smanjio tocku taljenja smjese
(Liu i sur., 2018).

2.2.1. Priprava eutektickih otapala

Za razliku od ostalih generacija ionskih kapljevina, priprava eutektickih otapala je
jednostavnija 1 ekonomicnija te se mogu pripraviti na viSe nacina: iz koncentrirane vodene
otopine koja sadrzi svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je druga
disocirana ili iz krute mjesavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed odredene
vrijednosti temperature (slika 5). Kod priprave ovih otapala ne dolazi do kemijske reakcije
ve¢ se komponente povezuju vodikovim vezama tvoreci eutekticko otapalo. S aspekta zelene
kemije vazno je spomenuti da je priprava ovih otapala odrzivi proces koji se ostvaruje sa 100

%-tnom atomskom ucinkovitos¢u (svi atomi supstrata se ugraduju u produkt) pri ¢emu se ne
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stvara otpad. Najcesce se pripravljaju postupkom blagog zagrijavanja gdje se to¢no odredena
masa komponenata izvaze te se s ili bez dodatka vode zagrijava uz mijeSanje na temperaturi
do T =100 °C, kroz vrijeme od t = 30 do 240 min dok se ne formira bistra tekuc¢ina. Molarni
omjer komponenata i temperatura taljenja ovisi o kemijskoj prirodi komponenata eutektickog
otapala. Vrijeme potrebno za dobivanje tekuceg otapala iz krutih i teku¢ih komponenata
takoder varira te se ono mijenja s obzirom na tip komponenata i udio vode unutar otapala. Za
pripravu otapala Koje sadrzi tekuci glicerol bilo je potrebno od 30 do 45 min, ovisno o udjelu
vode. U slucaju ostalih otapala koja sadrze ¢vrste komponente potrebno je manje vremena (u
prosjeku 1-1,5 h) za pripravu eutektickih otapala koji sadrze 50 % vode u usporedbi s onima
koji sadrze 10 % vode (prosjek 2-3 h). Otapala istog kemijskog profila mogu se dobiti
vakuum upravanjem gdje se komponente prvo otapaju u vodi, a potom se voda uklanja
uparavanjem na T = 50 °C pomoc¢u vakuum rotacionog uparivac¢a do postizanja konstantne
mase. Takoder, jedan od novijih nacina priprave ukljuuje primjenu ultrazvuka ili

mikrovalnog zracenja te takoder njihovu istovremenu uporabu (Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

_ 0 _
H. _H
'.‘JL'.‘
| o |/ H\ ’H
7 \n 7
N* N* cr
Ho/\/ N +2 HZNJLNHZ — Ho/\/ N ,/ \\
cr H
N N
kolin - klorid urea H” m/ “H
L 0 _

kolin - klorid - urea kompleks

Slika 5. Predlozena shema kojom nastaje eutekticko otapalo ChCl : urea (1:2) (Cvjetko
Bubalo i sur., 2016).
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2.2.2. Primjena DES-ova u biotehnoloskim procesima

Postoji velik broj publikacija koji govori o raznolikom potencijalu primjene eutektickih
otapala u biotehnoloSkim procesima. Zamani i Khosropour (2016) su pokazali nove postupke
za sintezu 3-aminoheksahidrokumarina uz pomo¢ lako upotrebljivih polaznih materijala i
standardnih, komercijalno dostupnih reagensa. Njihov rad dokumentira prvu visoko-
ucinkovitu ¢etvero-komponentnu sintezu 3-aminoheksahidrokumarina izravno iz hipuri¢nih
kiselina, aril aldehida, anhidrida octene kiseline i dimedona/cikloheksan-1,3-diona. Ova
reakcija je prva protocna metodologija opisana koristenjem prirodnih eutektickih otapala (eng.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) kao netoksi¢nog i zelenog otapala i katalizatora u

usporedbi s uobi¢ajenim isparljivim organskim spojevima.

Biodizel kao alternativno gorivo posljednjih je godina privuklo znacajnu pozornost. Unato¢
tome, jedan znacajan nedostatak su komplicirane komponente biodizela 1 poteSkoce u
procis¢avanju proizvoda biodizela. Glicerol je jedna od najznacajnijih komponenti koja utjece
na kvalitetu biodizela. (Tang i sur., 2015). Hayyan i sur. (2010) su ekstrahirali glicerol iz
biodizela na bazi palminog ulja koriste¢i ChCl/glicerol DES. Skupina je ispitala ucinke
DES/biodizela 1 DES sastava na ucinkovitost postupka ekstrakcije. Istrazivanja su pokazala
odrzivost tehnike odvajanja s optimalnim molarnim omjerom DES/biodizel od 1:1 1 DES
molarnim sastavom od 1:1 (ChCl/glicerol). Nakon procis¢avanja biodizel je ispunio

standardne specifikacije za biodizelsko gorivo u smislu sadrzaja gliceriola.

Park i sur. (2014), su u svom istrazivanju ekstrakcije klorogenih i kofeinskih kiselina iz Herbe
Artemisiae Scopariae koriste¢i DES kao kootapalo, izvijestili o pove¢anju od 177 % u odnosu
na 138 % kolic¢ine dobivene od Han i sur. (2009), koji su kao otapalo koristili smjesu
metanola i vode (60:40, v/v). Sposobnost dizajniranja DES-ova s razli¢itim topljivostima je
velika prednost u tome $to se, hipotetski, mogu promatrati kao univerzalno otapalo s obzirom
na njihov ocekivani Siroki raspon polariteta. Ove su studije ukazale na klju¢ne ¢imbenike koji

imaju znacajan utjecaj na ekstrakcijske postupke temeljene na DES-u (Mbous i sur., 2016).

Zeng 1 sur. (2014) postigli su proc¢is¢avanje proteina (govedi serumski albumin) u raznim
uzorcima pomoc¢u DES-ova u dvofaznom vodenom sustavu. Migracija proteina u fazu DES

pripisana je hidrofobnim interakcijama, uc¢inku isusivanja i mrezi vodikove veze.
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Radosevic i sur. (2016) ekstrahirali su fenolne spojeve iz kostice grozda pomocu kolin-klorid
. glukoza, kolin-klorid : fruktoza, kolin-klorid : ksilen, kolin-klorid : glicerol i kolin-klorid :
jabucna kiselina sustava NADES-a i dobivene koli¢ine su usporedive s frakcijama dobivenim

koriStenjem vodene otopine metanola (metanol/voda (70:30), v/v).

Aromatski ugljikovodici osnovni su materijali u kemijskoj industriji i Siroko se primjenjuju u
proizvodnji vlakana, plastike, pesticida, lijekova, konzervansa, eksploziva itd. S druge strane,
vec¢ina aromatskih ugljikovodika S$teti ljudskom zdravlju. Sa stajaliSta ljudskog zdravlja,
korisno je ukloniti sve aromatske ugljikovodike iz kemijskih proizvoda ili smanjiti koli¢inu
aromatskih ugljikovodika (Tang i sur., 2015). Pang i sur. (2012) koristili su amonijeve soli za
odvajanje fenola od ulja formiranjem DES i utvrdili da je ChCl posebno prikladan za
formiranje DES-a za odvajanje fenola (fenola i krezola) od ulja (heksan, toluen i p-ksilen).

2.3. VODENI DVOFAZNI SUSTAVI

2.3.1. Opéenito

Vodeni dvofazni sustavi (eng. Aqueous two-phase system, ATPS) opéenito se ne smatraju
tehnikama tekuce mikro-ekstrakcije, budu¢i da se obi¢no koriste obilni volumeni
ekstrakcijskih otapala. Nekonvencionalna otapala kao Sto su IL i DES imaju Siroku primjenu
kao ekstrakcijska otapala u ATPS-u. ATPS je prvi put predlozio Albertsson 1958. kao metodu
koja moze ucinkovito odvojiti 1 procistiti bioloske molekule kao §to su proteini, enzimi i
stanice. U uobicajenim ATPS postupcima, formiraju se dvije faze mijesanjem dviju otopljenih
tvari koje se mijeSaju s vodom, koje se medusobno ne mijeSaju iznad kriticnih koncentracija.
Tipi¢ne smjese se sastoje od dva polimera ili soli, ili kombinacije polimera i soli. Budu¢i da
se u sustavu ne Koriste hlapljivi organski spojevi, postupak se opcenito smatra ekoloski
prihvatljivim (An i sur., 2017).

Iznad kriti¢nih koncentracija tih komponenti, spontano razdvajanje faza odvija se sa svakom
od dvije rezultirajuce faze obogacene s obzirom na jednu od komponenti. ATPS-ovi sadrze tri
zone; dvije glavne faze, Cesto razdvojene gustotom u gornju i donju fazu, te sucelje.
Koncentracija vode u ATPS-u kreée se od 65 % do 90 %, ¢ime se osigurava blaga okolina za
ekstrakciju. Koncentracija vode iznad 70 % stvara nisku napetost na povr$ini, nezapaljive,

blago toksi¢ne sustave koji su sigurni za okoli$. Alternativni dvofazni sustavi mogu se dobiti
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koriStenjem surfaktanata, micelarnih spojeva ili ionskih tekuéina. Vodeni dvofazni sustavi
smatrani su tehnikom kompetitivne razdiobe zbog kratkog vremena procesa, niske
viskoznosti, malog formiranja emulzije, visoke ucinkovitosti ekstrakcije 1 niske potrosnje

energije (Jurinjak Tusek i sur., 2018).

ATPS predstavlja moguénost primjene koncepta ekstrakcije tekuce-tekuc¢e od klasi¢nog
kemijskog inZenjerstva do prociS¢avanja bioloSkih proizvoda. Prisutnost organskih otapala
i/ili procesnih uvjeta (visoka temperatura ili tlak) Cesto iskljuCuje koriStenje ekstrakcije
tekuce-tekuce koja moze ostetiti bioloske proizvode. Medutim, ATPS se moze formirati
upotrebom biorazgradivih i bio-kompatibilnin komponenti (polimera i1 soli) u blagom

vodenom okruzenju (Grilo i sur., 2014).

2.3.2. Vodeni dvofazni sustavi s DES-om

U vodenim dvofaznim sustavima, hidrofobne ionske tekucine (eng. lonic liquid, IL) se koriste
kao separatori faza ili s vodom ili s vodenom otopinom polimera. lonske tekucine se koriste u
vodenim bifaznim sustavima za podesSavanje fizikalno-kemijskih svojstava ABS-a (eng.
Aqueous Biphasic System, ABS). Koristenjem ABS-a s IL-om osiguran je mnogo Siri
hidrofilni-lipofilni raspon, $to omogucuje opseznije i selektivnije odvajanje (Jurinjak Tusek i
sur., 2018).

Nedostaci kao S§to su poteskoce sa sintezom, visoka cijena i toksi¢nost odredenih ionskih
tekuc¢ina su ogranicili §iri razvoj mnogih primjena, kao §to su prehrambena i farmaceutska
industrija. Kako bi se prevladali ovi nedostaci, pojavila su se brojna duboka eutekticka otapala
(DES) koja su naslijedila prednosti ionskih tekucina, ali takoder imaju i neke razlikovne
znaajke, ukljuCujuéi jednostavnost pripreme mijeSanjem, niZze troskove i vrijednost u

industrijskoj primjeni (Zhang i sur., 2018a).

Zbog ociglednih prednosti u odnosu na druge sustave ekstrakcije tekuce-tekuce, ABS-ovi
bazirani na DES-u razvijaju se brzim tempom (Xu i sur., 2019). Zhang i sur. (2018b)
proucavali su niz ABS-ova sastavljenih od DES-a i nekoliko novih vrsta soli za podjelu triju
pigmenata. Farias i sur. (2017) su istrazili mogucnost o¢uvanja stehiometrije DES u ternarnim
ABS-ovima i njihovu potencijalnu primjenu u odvajanju razli¢itih biomolekula. Xu i sur.

(2018) razvili su nove ABS-ove bazirane na DES-u i IL-u kako bi u¢inkovito izdvojili DNA.
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Xu i sur. (2019) su dokazali da su ABS-ovi bazirani na DES-u ucinkoviti u razdvajanju
biomolekula. U njihovom radu, sintetiziran je niz DES-ova i spojen s ABS-om za ekstrakciju
lizozima. Dosad su ABS-ovi bazirani na DES-u zauzeli vazno mjesto u polju razdvajanja (Xu
i sur., 2019).

2.3.3. Primjena vodenih dvofaznih sustava u mikroreaktoru

Ekstrakcija tekuce-tekuc¢e ima vaznu ulogu u odvajanju i prociS¢avanju tvari. Minijaturni
procesi ekstrakcije bazirani na mikro-protoku dobivaju sve vecu pozornost za primjenu u
podrucjima kao $to su pro¢iS¢avanje u malim koli¢inama, fina kemijska sinteza i brza analiza
kemijskih 1 bioloskih uzoraka (Wang i Luo 2017).

Izvorno istrazivanje o koriStenju ATPS-a za odvajanje stanica proveden je prije 50 godina u
kojem je pokazana podjela bakterija i stani¢nih fragmenata. Od tada se pokazalo da je ATPS
ucinkovit u razdvajanju eritrocita na temelju dobi i vrsti. ATPS je takoder koriSten za analizu
svojstava povrsinskih naboja krvnih stanica i frakcioniranje podtipova leukocita. ATPS se
pokazao korisnim u mikroproto¢nim uredajima za odvajanje agregata biljnih stanica,
zivih/mrtvih stanica jajnika kineskog hrcka s djelotvornos¢u frakcioniranja do 97 %, i za

procis¢avanje proteina (SooHoo i Walker, 2008).

Zhang i sur. (2018c) su u svom istrazivanju predstavili novi 3D mikroreaktor s povratnim
tokom za ekstrakciju i odvajanje Co iz otopine Ni sulfata. Utvrdeno je da je ovaj mikroreaktor
vrlo ucinkovit u procesima ekstrakcije 1 razdvajanja tekuce-tekuce 1 dopusta koriStenje
Sirokog raspona protoka do 9 1 h™. S visokim brzinama protoka vrijeme zadrZavanja moze se
svesti na najmanju mogucu mjeru kako bi se postigla visoka propusnost bez smanjenja

ucinkovitosti ekstrakcije i separacije.

Imanishi i sur. (2018) su radili na visefaznom protoku faznog razdvajanja pomocu vodenog
dvofaznog sustava mijeSane otopine polietilen glikola/dekstrana, gdje su razvili metodu
kojom se generiraju dvofazne odjeljive mijeSane otopine kao S§to su vodeno-hidrofilno-
hidrofobna organska ternarna mijeSana otopina, ionska tekuc¢e-vodena otopina, fluorokarbon-

hidrokarbonska organska mijesana otopina itd.

Vobecka i sur. (2018) su radili na optimizaciji vodenih dvofaznih sustava za proizvodnju 6-

aminopenicilanske kiseline u integriranim mikroproto¢nim reaktorima-separatorima.
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Novak i sur. (2015) su radili eksperimentalna istrazivanja i modeliranje dvofazne ekstrakcije
a-amilaze u vodi u mikroproto¢nom uredaju. Polietilen glikol (PEG)/fosfatni vodeni dvofazni
sustav koriSten je za kontinuiranu ekstrakciju a-amilaze unutar staklenih mikrofluidnih ¢ipova
s Y- i1 W-razgranatim kanalima ulaza i izlaza. Uspostavljanjem stabilnih paralelnih protoka sa
suceljima na mjestu spojeva ulaznih/izlaznih kanala postignuto je odvajanje faza na izlazu

mikrofluidnih uredaja.

Li i sur. (2018) su radili na intenziviranju dvofaznog prijenosa mase tekuce-tekuce u
kapilarnom mikroreaktorskom sustavu koriste¢i prikladnu strategiju koja je razvijena

suzavanjem ulaznog kanala T-mikromiksera ili dodavanjem pregrada u kapilaru.

Tsukamoto i sur. (2009) su stvorili vodeni dvofazni laminarni tok u mikrofluidnom cipu i
koristili su sustav za izoliranje stanica leukocita i eritrocita iz cijelih krvnih stanica.
Mikrofluidni sustav smanjio je utjecaj gravitacije u vodenom dvofaznom sustavu (ATPS).
Navedeni mikrofluidni ¢ip za odvajanje cijelih krvnih stanica moze se uc¢inkovito integrirati u

Micro Total Analysis sustav dizajniran za klinicku, forenzicku i ekolosku analizu.
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

suseni list mente (Mentha x piperita), Suban, Strmec, Hrvatska

suseni list melise (Melissa officinalis), Suban, Strmec, Hrvatska

3.1.2. Otapala i reagensi

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina (galna kiselina, CeéH2(OH)3COOH), 98 %,
AcrosOrganics, SAD

citrat (CeHsO7>), Merck, Njemacka

etilen glikol (C2HsO2), Gram-Mol d. 0. 0., Hrvatska

Folin-Ciocalteu reagens, Kemika, Hrvatska

glicerol (CsHgOs), Sigma Aldrich, Svicarska

glukoza (CsH1206), Fisher, UK

kalijev hidrogenfosfat (K2zHPO4), J.T.Baker, Nizozemska

kolin klorid (CsH14CINO), Merck, Njemacka

natrijev karbonat (Na2COs), Gram-Mol d.o.0., Hrvatska

Oprema i uredaji

analiti¢ka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)

centrifuga (Hettich Universal 320R, Njemacka)

kamera(AM2111, Dino-Lite, SAD)

Klipne pumpe (NE-1000 Syringe Pump, New Era Pump Systems, SAD)
magnetska mijesalica (Heidolph Instruments, Njemacka)

mikroreaktori (Micronit Mcrofluidics BV, Nizozemska)

mikroskop (B1 Series, Motic electric Group Co., Kina)

pH metar (Jenco 601A, SAD)

spektrofotometar (Biochrom Libra S12, Engleska)

termostatirana mjesalica (MRClab, UK)

uljna-vodena kupelj s integriranom mijesalicom (HBR 4 digital, IKA-Werke,
Njemacka)

vorteks (Biosan Vortex V1 Plus, Latvija)
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e Microsoft Office Excel 2016, Microsoft Corporation, SAD

e Statistica 13.0, StatSoft, SAD

e \Wolfram Mathematica 10.0, Wolfram Research, SAD

3.2. METODE

3.2.1. Priprava eutekti¢nih otapala

Za potrebe ovog rada eutektiCna su otapala pripravljena u Laboratoriju za tehnologiju i

primjenu stanica i biotransformacije, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-

biotehnoloSkog fakulteta. Sve kemikalije koriStene za pripravu eutektickih otapala susene su

visokom vakuumu prije uporabe.

U tikvici sa okruglim dnom pomijesane su odredene koli¢ine kolin-klorida i citratne kiseline,

odnosno kolin-klorida i etilen-glikola, kolin-klorida i glicerola te kolin-klorida i glukoze u

molarnim omjerima prikazanim u tablici 5. Tako pripremljena smjesa se zagrijava do T = 50

°C na magnetskoj mijesalici tijekom t = 2 h koliko je potrebno da nastane homogena, prozirna

i bezbojna kapljevina. Eutekticka je otapala potrebno zastititi parafilmom i cuvati na tamnom

mjestu.

Tablica 5. Sintetizirana eutekticka otapala

Eutekti¢no otapalo Kratica Molarni omjer komponenti
kolin-klorid : citrat ChCit 1:1
kolin-klorid : etilen-glikol ChEg 1:2
kolin-klorid : glicerol ChGly 1:2
kolin-klorid : glukoza ChGlc 1:1
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3.2.2. Karakterizacija komponenata vodenog dvofaznog sustava s eutekti¢nim otapalima

3.2.2.1. Odredivanje gustoce

Gustoc¢a eutekticnih otapala i otopine kalijevog hidrogen fosfata odredena je pomocu
piknometra — staklene posude koja se sastoji od bocice poznatog volumena (V =2 mL) i ¢epa
s cjev€icom u sredini kroz koju izlazi viSak tekuéine da bi u njemu ostao tocno poznati
volumen mjerene tekucine. Masa praznog 1 Cistog piknometra se odredila vaganjem na
analitickoj vagi nakon Cega je napunjen odabranim eutekticnim otapalom ili otopinom
kalijevog hidrogen fosfata i ponovo izvagan. Potom se gustoa moze izraunati prema

sljedecoj relaciji (jednadzba 7):

Mmyi —Myi
_ "pik+DES pik
Ppes = — , — [7]

pik

3.2.2.2. Odredivanje viskoznosti

Viskoznost eutekti¢nih otapala i otopine kalijevog hidrogen fosfata odredena je Ostwaldovim
(kapilarnim) viskozimetrom. Metoda se temelji na mjerenju vremena potrebnog da odredeni
volumen ispitivane tekucine protekne kroz kapilaru pod utjecajem gravitacijske sile.
Viskozimetar je napunjen teku¢inom 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 racunanje dinamicke viskoznosti analiziranih uzoraka
koristena je sljede¢i izraz (jednadzba 8):

t .
DES'PDES [8]

NpEs = Nn207,
H20'PH20

gdje su:
NpEs, Nazo — dinamicka viskoznost eutektickog otapala 1 vode, Pas
tpes, tuzo — Vrijeme protjecanja eutektickog otapala i vode, s

PpEs: Przo — gustoéa eutektickog otapala i vode, kg m 3
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3.2.3. Ekstrakcija polifenola u makroekstraktoru (Sarzni pokus)-odabir DESa

U Falcon epruvetu volumena V = 15 mL doda se m = 1,3 g DES-a te V = 2 mL vodene
otopine K2HPO4 koncentracije y = 0,9 g mL™ i galne kiseline koncentracije y = 80 g L™
Smjesa se mijesa kroz t = 20 min pri brzini mijeSanja od rpm = 2000 min™! u termostatiranoj
mijesalici na temperaturi od T = 25 °C. Uzorci se nakon toga centrifugiraju na rpm = 3000
min? kroz t = 5 min. Nakon ekstrakcije biljezi se volumen gornje i donje faze te se odreduje
koncentracija polifenola u obje faze. Uzorak se uzima iglom iz gornje i donje faze kako bi se
sprijecilo mijeSanje faza. Na temelju dobivenih vrijednosti koncentracija odreduje se omjer
volumena faza (R), koeficijent razdiobe (K) i u¢inkovitost ekstrakcije (E) prema slijede¢im

formulama.

Omjer volumena faza (R) odreduje se kao omjer volumena gornje i donje faze prema izrazu
(jednadzba 9):

__V(gornja faza)

R [9]

V(donja faza)

Koeficijent razdiobe (K) odreduje se omjer koncentracija polifenola u gornjoj i donjoj fazi

prema izrazu (jednadzba 10):

olifenoli,gornja faza
K:V(p f .g J faza) [10]
y(polifenoli,donja faza)

Ucinkovitost ekstrakcije (E) se odreduje uzimaju¢i u obzir koncentracije polifenola u

gornjoj i donjoj fazi prema izrazu (jednadzba 11):

. y(polifenoli,gornja f.)V(gornja f.) [11]
- y(polifenoli,gornja f.) V(gornja f.)+y(polifenoli,donja f.) V(donja f.)

DES za nastavak istrazivanja odabire se na temelju postignute uc¢inkovitosti ekstrakcije.

3.2.4. Optimiranje uvjeta ekstrakcije u makroekstraktoru metodom odzivnih povrsina

U Falcon epruvetu volumena V = 15 mL doda se odredena masa DES-a (prema dizajnu
eksperimenta, tablica 6) te V = 2 mL vodene otopine K2HPO4 odredene koncentracije (prema
dizajnu eksperimenta, tablica 6) i1 galne kiseline odredene koncentracije (prema dizajnu
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eksperimenta, tablica 6). Smjesa se mijesa kroz vrijeme prema dizajnu eksperimenta na brzini

mijesanja od rpm = 2000 min? u termostatiranoj mijesalici na temperaturi prema dizajnu

eksperimenta. Uzorci se nakon toga centrifugiraju na rpm = 3000 min* kroz t = 5 min.

Nakon ekstrakcije biljezi se volumen gornje i donje faze te se odreduje koncentracija

polifenola u obje faze. Uzorak se uzima iglom iz gornje 1 donje faze kako bi se sprijecilo

mijeSanje faza. Na temelju dobivenih vrijednosti koncentracija odreduje se omjer volumena

faza (R), koeficijent razdiobe (K) i ucinkovitost ekstrakcije (E) prema ve¢ naedenim

formulama.

Ispitan je utjecaj 5 ulaznih veli¢ina na tri razine na ucinkovitost ekstrakcije polifenola u

vodenom dvofaznom sustavu s DES-om (tablica 6):

o ~ W N e

masa DES-aodm=1gdom=15¢g

koncentracija K2HPOs od y = 0,85 g mL*do y = 1,05 g mL™*
vrijeme ekstrakcije od t =5 min do t = 25 min
temperatura ekstrakcijeod T=30°Cdo T=70°C

koncentracija polifenola od y =20 mg L*do y = 100 mg L*

Tablica 6. Dizajn eksperimenata prema metodi Box-Benhken.

Eksperiment | m(DES) /g | y (KeHPO4) /| t/ min T/°C y (galna) /
gmL*? gmL?

1 1,00 (-1) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
2 1,50 (1) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
3 1,00 (-1) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
4 1,50 (1) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
5 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 30 (-1) 60 (0)
6 1,25 (0) 0,95 (0) 25 (1) 30 (-1) 60 (0)
7 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 70 (1) 60 (0)
8 1,25 (0) 0,95 (0) 25 (1) 70 (1) 60 (0)
9 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 20 (-1)
10 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 20 (-1)
11 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 100 (1)
12 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 100 (1)
13 1,00 (-1) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 60(0)
14 1,50 (1) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 60 (0)
15 1,00 (-1) 0,95 (0) 25 (1) 50 (0) 60 (0)
16 1,50 (1) 0,95 (0) 25 (1) 50 (0) 60 (0)
17 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 30 (0) 20 (-1)
18 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 70 (1) 20 (-1)
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19 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 30 (-1) 100 (1)
20 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 70 (1) 100 (1)
21 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
22 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
23 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
24 1,25 (0) 0,85 (-1) 5 (-1) 50 (0) 60 (0)
25 1,25 (0) 1,50 (1) 5 (-1) 50 (0) 60 (0)
26 1,25 (0) 0,85 (-1) 25 (1) 50 (0) 60 (0)
27 1,25 (0) 1,50 (1) 25 (1) 50 (0) 60 (0)
28 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 30 (-1) 60 (0)
29 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 30 (-1) 60 (0)
30 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 70 (1) 60 (0)
31 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 70 (1) 60 (0)
32 1,25 (0) 0,95 (0) 5 (-1) 50 (0) 20 (-1)
33 1,25 (0) 0,95 (0) 25 (1) 50 (0) 20 (-1)
34 1,25 (0) 0,95 (0) 5 (-1) 50 (0) 100 (1)
35 1,25 (0) 0,95 (0) 25 (1) 50 (0) 100 (1)
36 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 20 (-1)
37 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 20 (-1)
38 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 100 (1)
39 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 100 (1)
40 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 30 (-1) 60 (0)
41 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 30 (-1) 60 (0)
42 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 70 (1) 60 (0)
43 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 70 (1) 60 (0)
44 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
45 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)
46 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0)

3.2.5. Priprema vodenih ekstrakata mente i melise

Ekstrakcija bioloski aktivnih komponenta bazira se na denaturaciji stanicne membrane i

otpustanju molekula s bioloskom aktivnoséu (Kaushik i sur., 2010). U staklenu casu

volumena V = 200 mL odvaze se m = 1 g usitnjenog osusSenog lista mente (melise) te se

prelije s V = 50 mL destilirane vode zagrijane na T = 80 °C. Pripremljena ekstrakcijska smjesa

termostatira se na temperaturi od T = 80 °C u uljnoj kupelji pri brzini mijesanja od rpm = 500

min’t u vremenu od t = 90 min. Nakon isteka vremena ekstrakcije, uzorak se profiltrira kako

bi se odvojio vodeni ekstrakt od krute faze.
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3.2.6. Analiza profila strujanja dvofaznog vodenog sustava s eutekti¢nim otpalom u
mikroekstraktorskom sustavu

Provedena je analiza strujanja u mikroekstraktorskom sustavu izvedenom s dva serijski
spojena mikroreaktora; prvi mikroreaktor je izveden s mikromjesacima, dok je drugi
mikroreaktor cijevni izvedenom s dva ulaza i jednim izlazom. Odredene su Reynolds-ove
znacajke za obje faze. Dimenzije koriStenih mikroreaktora su prikazane u tablici 7, a struktura

na slici 6.

Tablica 7. Dimenzije koriStenih mikroreaktora.

oznaka | V/ mm?® broj i brojioblik |  $irina - visina - duljina h.p./ pm
oblik izlaza mikrokanala/ pm - um -
ulaza mm
2 2Y 1 200 - 150 - 55,3 1
B 4 2Y 1 250 - 50330 0
A fmme | | B

Slika 6. Mikroreaktori upotrijebljeni u pokusima; (A) mikroreaktor volumena V = 2 mm?3, (B)

mikroreaktor volumena V = 4 mm? (dva ulaza i jedan izlaz)
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3.2.7. Ekstrakcija polifenola u mikroekstraktor

Mikroreaktorski sustav se sastojao od dva elementa mikroreaktora nacdinjenih od
borosilikatnog stakla spojenih u seriju (slika 7). Prvi mikroreaktor je izveden s
mikromjeSac¢ima, a drugi cijevni s jednim ulazom u dva izlaza u obliku slova ,,Y* za izlaz
razliitih procesnih struja. Mikroreaktorski element je postavljen u nosa¢ od nehrdajuceg
Celika (Micronit Mcrofluidics BV, Nizozemska) koji omogucuje stabilnost sustava i
jednostavnije spajanje sa pumpama. Za dovodenje procesnih struja bile su potrebne dvije
pumpe (NE-1000 Syringe Pump, New Era Pump Systems, SAD)) sa klipovima od
nehrdajuceg &elika (8 cm®, Harvard Apparatus, SAD). Jedna klipna pumpa je sluzila za
uvodenje eutekticnog otapala, a druga za uvodenje vodene faze. Spajanje pumpi sa
mikroreaktorskim ¢ipom je izvedeno pomocu silikatnih cjevéica (375 pm O.D., 150 um L.D.,
Micronit Microfluidics BV, Nizozemska), a protok fluida u mikrokanalima je pra¢en pomocu
mikroskopa (B1 Series, Motic electric Group Co., Kina) na uvecanju od 40x. Cijeli
mikrorekaotrski sustav je termostatiran u uljno-vodenoj kupelji (IKA-Werk GmbH & Co. KG,
Njemacak). Provedeni su eksperimenti ekstrakcije s modelnom otopinom galne kiseline te s

ekstraktima mente i melise pri uvjetima procijenjenim kao optimalnim u Sarznom pokusu.

Slika 7. Vlastita fotografija aparature KkoriStene za provedbu procesa ekstrakcije u

mikroekstraktoru
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3.2.8. Odredivanje koncentracije polifenola

Ukupni polifenoli odredeni su spektrofotometrijski prema metodi koja se temelji na
kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je
smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka,
prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteu reagens reducira do plavo obojenog
volframovog i molibdenovog oksida. Intenzitet nastalog plavog obojenja odreduje se
spektrofotometrijski pri A = 765 nm i proporcionalan je udjelu polifenolnih spojeva u uzorku
(Pinelo i sur., 2005).

U epruvetu se otpipetira V =7,9 mL destilirane vode, V =100 pL uzorka, V =500 pL Folin-
Ciocalteu reagensa i V =1,5 mL 20 %-tne otopine Na2COs. Nakon dodatka 20 %-tne otopine
Na2COs pokrece se reakcija te uzorci stoje 2 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri
apsorbancija razvijenog plavog obojenja pomoc¢u spektrofotometra na 4 = 765 nm. Osim
uzoraka priprema se i slijepa proba, na isti nacin kao i reakcijska smjesa za uzorke samo $to
umjesto uzorka sadrzi V =100 uL destilirane vode. Za svaki uzorak pripremaju se dvije
paralelne probe, a kao rezultat se uzima srednja vrijednost. Sadrzaj ukupnih polifenola u

pojedinim uzorcima odreden je na osnovu jednadZzbe bazdarnog pravca galne kiseline (ycae =

0 - 100 mg L%) (slika 8).

0,22
°
0.2 y =0,0018 x
R2=0,9388
0,18 -
0,16 -
0,14 -
(]
0,12 -
2
0,1
0,08 +
[ ]
006 1
[ ]
0,04 +
0,02 + o ®
0 hd } } } }
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Yoae !/ Mg Lt

Slika 8. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ukupnih polifenola
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3.2.9. Statisticka analiza i matematicko modeliranje

3.2.9.1.Metoda odzivnih povrsina za planiranje eksperimenata

Metoda odzivnih povrina (eng. Response surfaces methodology; RSM) analizira odnose
izmedu nekoliko ulaznih varijabli te jedne ili viSe varijabli odziva. Osnovni motiv za
koriStenje RSM metode je pronalaZenje optimalnih uvjeta za dobivanje optimalnog odziva.
Plan eksperimenata za optimiranje uvjeta ekstrakcije polifenola u vodenom dvofaznom
sustavu s DES-om izraden je koriste¢i Box Behnken eksperimentalni dizajn u programskom
paketu Statistica 13.0 (StatSoft, SAD). lIspitan je utjecaj mase ecutektiénog otapala,
koncentracije kalijevog hidrogen fosfata, vremena ekstrakcije, temperature ekstrakcije i
koncentracije galne kiselina na ucinkovitost ekstrakcije. Eksperimentalni podaci opisani su

polinomom drugog stupnja prema izrazu (jednadzba 12 i 13):

y=Bo+ B X+ Py X+t fo X +E [12]
y:ﬁo+zk:ﬂi'Xi+iﬂii'xf+22ﬁij'xi'xj+<9 [13]

gdje Y predstavlja zavisnu varijablu, fo, £, Gi 1 fij regresijski koeficijenti linearnih ¢lanova,
kvadratnih ¢lanova i interakcijskih ¢lanova, a Xi i Xj su nezavisne varijable. Parametri modela

procijeni su u programskom paketu Statistica 13.0 (StatSoft, SAD).

3.2.9.2. Matematicki model ekstrakcije polifenola u mikroekstraktoru

Za opis procesa ekstrakcije primijenjen je 2D matemati¢ki model koji ukljucuje konvekciju u
smjeru osi (x) 1 difuziju u dva smjera (X 1 y) u stacionarnim uvjetima. Matematicki model Cine
parcijalne diferencijalne jednadzbe s pripadaju¢im rubim i1 pocetnim uvjetima za opis
promjene koncentracije polifenola u vodenoj fazi (faza s kalijevim hidrogen fosfatom) i u fazi

eutekticnog otapala prema jednadzbama:
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e koncentracija polifenola u fazi s kalijevim hidrogen fosfatom (jednadzba 14):

+

2 2
. OV polifenoli,KHF __ Dpotifenoli,kHF . (6 YpolifenoliKHF , 0 Ypolifenoli,KHF)

¢ w g2 e
ypolifenoli,KHF(Or l/)) = Vpolifenoli, KHF,u 0<y<=<1
L
a]/poufenozi,KHF(WﬂP) —0 0<y<i
0¢
L
ypolifenoli,KHF(f' 0) = KP 'ypolifenoli,DES(E» 0) 0< ’f < W

9polifenolikHF(§1) _ 0
oY

e koncentracija polifenola u fazi s eutektickim otpalom (jednadzba 15):

. anolifenoli,DES __ Dypolifenoli,DES . (azypolifenoli,DES

+ az)’polifenoli,DES)
I3 w

9s2 EE

ypolifenoli,DES(Or Y)=0 -1<¢yY<0

L
aypolifenoli,DES (W ’ I,b)
9

=0 —1<yY <0

Dpolifenoli,KHF . aVpoliﬂ:noli,KHF (E' 0)

Ypolifenoli,DES f Dpolifenoli,DES all’ f W
aypolifenoli DES(‘S: _1) L
’ =0 0<é<—
Bl $<w

[14]

[15]

gdje v predstavlja srednju providnu linearnu brzinu strujanja, ¢ Su w nezavisne

bezdimenzijske varijable &= x/W, w = y/W, x iy su koordinate u smjeru duljine (L) i Sirine
mikrokanala (2W). Dpotifenolixrp = 3,440 - 107 m? s i Dpoitenoti,pes = 9,211 - 107" m? st su

koeficijenti difuznosti polifenola u vodenoj fazi (fazi s kalijevim hidrogen fosfatom) i u fazi s

eutekti¢nim otapalom. Koeficijenti molekularne difuzivnosti odredeni su primjenom Hyduk-

Laudie empirijske korelacije (jednadzba 16):
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13,26:107°

Dpoli fenoli,KHF (DES) — /0,589 [16]
TIKHF(DES) Vpolifenoli

gdje Vpoalitenoli  predstavlja moralni volumen galne kiseline kao standard za polifenolne
molekule, a 7 dinamicka viskoznost komponenata dvofaznog sustava. Sustav parcijalnih
diferencijalnih jednadzbi rijeSen je uvodenjem pojednostavljenja (jednadzba 17 i 18). Svaka
od dvije faze koje se uvode u mikroreaktor opisane su kao zaseban idealni cijevni reaktor u

stacionarnom stanju (Slika 9) (Jurinjak Tusek i sur., 2013).

V1'%=—%'(02_C1) [17]
VU, '%=%' (cz —c1) [18]

Prijenos tvari izmedu faza se odvija difuzijom koja se definira kao kvocijent razlike

koncentracija i udaljenosti izmedu dviju odabranih pozicija (1. Fickov zakon).

A
7
-
P
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’
7
P, L
V)
- .
by /” 4
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L/ B cy(x +Ax) c3(x +Ax)
z ¢ W
ra fl
' L —— —
47 Loy H H 1 P |2 H
< .
/)' :”/ /ﬂ Ax Z Ax
yd W oy W o) W
pelifenoli u DES

otopini K;HPO,

Slika 9. Shematski prikaz dva paralelna idealna cijevna reaktora u koje se uvode voda i

eutekti¢ko otapalo (Jurinjak Tusek i sur., 2013)
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Rezultati i rasprava

4.1. ODABIR EUTEKTICKOG OTAPALA ZA PROVEDBU
EKSTRAKCIJE

Prva faza eksperimenata bila je odabir eutektickog otapala za provedbu ekstrakcije. Ispitana je
moguca primjena Cetiri bezvodna eutekticka otapala (kolin-Klorid : citratna kiselina, kolin-
klorid : etilen-glikol, kolin-klorid :glicerol, kolin-klorid : glukoza). Eksperimenti su
provedeni tako se smjesa pojedinog DES-a, K:HPOs i galne kiseline mijeSala na
termostatiranoj mijesalici pri temperaturi od T = 25 °C kroz t = 20 min, nakon ¢ega je slijedilo
centrifugiranje na rpm = 3000 min™. Na slici 10 je prikazana fotografija koja je dobivena
nakon centrifugiranja za sve Cetiri smjese te se vizualnim pregledom moze uociti da je do
najboljeg razdvajanja faza doslo kod smjese kolin-korid : etilen-glikola (na slici oznac¢en kao
EG2). Nakon odjeljivanja i uzorkovanja faza odredeni su koeficijent razdiobe, omjer
volumena faza i uéinkovitost ekstrakcije (tablica 8). 1z tablice je vidljivo da se koeficijent
razdiobe kre¢e u rangu od K = 1,488 £ 0,878 do K = 9,646 + 0,414, pri ¢emi je najvisi u
iznosu od K = 9,646 £+ 0,414 dobiven kod kolin-korid : etilen-glikola. Najniza vrijednost
koeficijenta razdiobe dobivena je za sustav s kolin-kolord : glicerol (K = 1,488 + 0,878),
nakon ¢ega slijede sustavi kolin-klorid : citratna kiselina (K = 3,934 £ 0,229) te sustav kolin-
klorid : glukoza (K = 4,301 + 0,433).

Za slijedecu fazu istraZivanja odabran je DES na temelju uéinkovitosti ekstrakcije koja se

pokazala najvisa kod kolin-klorid : etilen-glikola te je iznosila E = 97,263 + 0,843 %.

Slika 10. Fotografija vodenih dvofaznih sustava s eutekticnim otapalom nakon
centrifugiranja.
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Prema Zhang i sur. (2016) kada je DES dodan u vodenu otopinu K2HPOas, doslo je do
natjecanja prema vodi izmedu DES i soli, gdje je natjecanje dobila sol zbog veceg afiniteta za
vodu. Kao rezultat, jedna faza je obogacena DES-om, a druga se uglavnom sastojala od
otopine soli. Obzirom da su u otopinama razli¢iti samo DES-ovi, moze se procijeniti njihov

utjecaj na razdvajanje faza, a samim time i u¢inkovitost ekstrakcije.

U okviru rada ispitan je takoder utjecaj koncentracije soli (K2HPOa4) u vodenom dvofaznom
sustavu na uéinkovitost ekstrakcije za sva etiri sustava u rasponu od y kzrpos = 0,15 g mL?
do ykenpos = 0,90 g mL™. Kao $to je vidljivo u tablici 9 kod koncentracija soli ispod y k2HpPo4
= 0,30 g mL*? dvofazni sustav se ne formira te ucinkovitost ekstrakcije koja se postize nije
zadovoljavaju¢a da bi se takav sustav mogao primjenjivati. Zanimljivo je da u slucaju
vodenog dvofaznog sustava kolin-klorid : citratna kiselina uoceno da se ucinkovitost
ekstrakcije ne mijenja znacajno promjenom koncentracije soli, tj pri koncentraciji soli od y
kenpos = 0,30 g mL™ postignuta je ucinkovitost ekstrakcije od E = 82,191 + 2,765 % dok je
pri koncentraciji soli od y k2rpos = 0,90 g mL postignuta ué¢inkovitost od E = 83,111 + 0,563
%. Najvisa ucinkovitost je dobivena za sustav kolin-korid : etilen-glikola pri koncentraciji soli
od yk2Hros4 = 0,90 g mL™. lako ne postoje radovi koji su se bavili ekstrakcijom polifenola, Li i
sur. (2016) su na sli¢an nacin provodili ekstrakciju proteina. Prema njihovim navodima visa
koncentracija soli smanjila je topljivost proteina u donjoj fazi, tako da su proteini preneseni u
gornju fazu, medutim u njihovom istrazivanju, ucinkovitost ekstrakcije se povecavala
povecanjem koncentracije soli samo do odredene granice, nakon Cega ucinkovitost naglo
opada. Pretpostavljeno je zbog koli¢ine vode koja se smanjuje. U nasem slucaju, u granicama
koncentracije soli koje smo ispitali, u€inkovitost ve¢inom raste povecanjem koncentracije

soli.
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Tablica 8. Koeficijenti razdiobe i ucinkovitost ekstrakcije vodenih dvofaznih sustava s

razli¢itim eutektickim otapalima

Eutekticko

PGAEDES / MY | PGAE, k2HPo4 / MY K/ - R/ - E/%

otapalo Lt Lt
kolin-klorid:

rat 18,161 +6,491 | 61,838+4,915 |3,934+0,229 | 1,167 £0,148 | 92,571 + 2,379
citra
kolin-korid:

_ _ 10,309 £1,518 | 69,690 +5,191 | 9,646 + 0,414 | 3,071 £ 0,257 | 97,263 + 0,843
etilenglikol
kolin-klorid:

_ 34,549 £2,256 | 45,450+5,564 | 1,488+0,878 | 3,500 + 0,866 | 28,682 + 8,971
glicerol
kolin-klorid:

K 64,841 +£1,183 | 15,153+1,857 | 4,301 0,433 |2,930+0,236 | 92,571 + 0,985
glukoza
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Tablica 9. Utjecaj koncentracije soli na u¢inkovitost ekstrakcije u vodenim dvofaznim sustavima s eutekti¢kim otapalom

Eutekticko ¥ k2HPo4a/ g ML R/- yeaepes / My LY | yeag korpos / Mg K/- E/%
otapalo ! L?!
0,15 ne formira se dvofazni sustav
kolin-klorid: 0,30 4,000 38,055 + 0,393 36,667 +0,786 | 1,038 £ 0,033 | 82,191 + 2,765
citrat 0,50 3,642 36,111 + 5,499 34,444 +0,786 | 1,054 + 0,184 | 78,838 + 5,209
0,70 3,089 44,445 + 7,071 31,389 +6,678 | 1,424 +0,776 | 81,353 + 1,535
0,90 2,000 66,994 +1,178 27,224 +1,574 | 2,462 £0,098 | 83,111 + 0,563
kolin-korid: 0,15 ne formira se dvofazni sustav
etilenglikol 0,30 ne formira se dvofazni sustav
0,50 1,400 40,611 + 5,225 27,222 +3,143 | 1,502 £0,018 | 68,511 + 1,318
0,70 1,450 62,222 + 7,856 17,500 £ 2,749 | 3,635+ 1,020 | 84,585 + 4,529
0,90 1,167 71,389 + 0,393 7,222 + 1,458 9,884 + 0,054 | 92,020 + 0,404
kolin-klorid: 0,15 ne formira se dvofazni sustav
glicerol 0,30 ne formira se dvofazni sustav
0,50 2,000 46,667 + 1,571 32,778 +3,928 | 1,431+0,123 | 76,067 + 1,186
0,70 1,358 52,222 + 1,348 35,556 +2,357 | 1,471 +0,053 | 67,703 £ 0,767
0,90 1,118 72,778 + 3,928 18,889 £ 0,785 | 3,861 + 0,368 | 81,625 + 2,199
kolin-klorid: 0,15 ne formira se dvofazni sustav
glukoza 0,30 ne formira se dvofazni sustav
0,50 3,428 44,722 +1,178 36,111 +4,714 | 1,249+0,174 | 80,118 + 0,488
0,70 1,144 49,722 + 1,855 28,944 + 3,535 | 2,993 +0,554 | 77,248 + 3,268
0,90 1,058 65,277 + 3,535 21,389 +1,178 | 3,057 £0,031 | 79,359 + 0,169

Rezultati i rasprava
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4.2. Optimiranje uvjeta ekstrakcije galne kiseline u vodenom dvofaznom
sustavu s DES-om u makroekstraktoru

Nakon $to je odabran kolin-klorid : etilen-glikol kao optimalni DES za ekstrakciju slijedilo je
optimiranje uvjeta ekstrakcije pomo¢u metode odzivnih povrSina u makroekstraktoru na
temelju Sarznih pokusa. U tablici 10 je prikazano 46 pokusa kojima je ispitan utjecaj mase
DES-a u rasponu od mpes = 1,00 do 1,50 g, koncentracije soli u rasponu od ykzxpros = 0,85 do
1,50 g mL%, vremena u rasponu od t = 5 do 25 min, koncentracije galne kiselina u rasponu od
yeae = 20 do 100 mg Lt i temperature u rasponu od T = 30 do 70 °C na ucinkovitost
ekstrakcije. U ovom radu ispitan je utjecaj pet ulaznih veli¢ina na tri razine na u¢inkovitost
ekstrakcije polifenola u vodenom dvofaznom sustavu s DES-om, za razliku od drugih radova
(Xu i sur., 2015; Li i sur., 2016; Zeng i sur., 2014; Zhang i sur., 2016) koji su ispitivali
pojedinacne eksperimentalne faktore. Dizajn metode po Box-Benhken-u pruzio je prednosti
kao Sto su smanjenje broja eksperimenata koje je bilo potrebno provesti §to je rezultiralo
nizom potro$njom reagensa i znatno manje laboratorijskog rada (Ferreira i sur., 2007). Za
provedene eksperimente dobivene vrijednosti koeficijenta razdiobe bile su u rasponu od
najveci koeficijent razdiobe u iznosu od K = 2,306 = 0,541 do K = 20,675 + 4,172, a
vrijednosti u¢inkovitosti ekstrakcije u rasponu od E = 67,117 % do E = 96,659 %. Najvisi
koeficijent razdiobe i najvisa ucinkovitost ekstrakcije postignuti su pri eksperimentalnim
uvjetima mase DES-a mpes = 1,25 ¢, koncentracije soli yk2xpos = 0,85 g mL™?, vremena t = 15
min, temperature T = 50 °C, koncentracije galne kiseline yeae = 20 mg L. S druge pak strane
najnizi koeficijent razdiobe u iznosu od K = 2,774 + 0,470 i najniza ucinkovitost U iznosu od
E =2,774 £ 0,470 % je postignuta pri eksperimentalnim uvjetima mase DES-a mpes = 1,00 g,
koncentracije soli ykerpos = 0,95 g mL™, vremena t = 15 min, temperature T = 30 °C,

koncentracije galne kiseline ycae = 60 mg L.

Analiziran je utjecaj u¢inka pet neovisnih varijabli, masa DES-a (X1), koncentracija soli (X2),
vrijeme (X3), temperatura (Xs) i koncentracija galne kiseline (Xs) i njihov interaktivni odnos sa
ovisnom varijablom Y (ucinkovitost ekstrakcije polifenola). Polinom drugog stupnja s
interakcijskim ¢lanovima je upotrijebljen za opis eksperimentalnih podataka. Za predlozeni
model dobiveno je slaganje izmedu eksperimentalnih vrijednosti i modelom previdenih
vrijednosti u iznosu od R? = 0,871. Prema Le Man i sur. (2010) model se moze smatrati
primjenjivim ako koeficijent determinacije koji opisuje razliku izmedu eksperimentalnih

vrijednosti i modelom previdenih vrijednosti prelazi 0,75. Na temelju te pretpostavke moze se
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zakljuciti da je razvijeni model odzive povrSine primjenjiv za opis navedenog procesa.
Analizom vrijednosti parametra modela odzivne povrSine (tablica 11) moze se uociti da masa
DES-a, koncentracija soli, vrijeme ekstrakcije i temperatura imaju pozitivan utjecaj na
ucinkovitost ekstrakcije, tj. njihovim porastom raste ucinkovitost ekstrakcije (koeficijenti
RSM modela koji dolaze uz navedene varijable imaju pozitivan predznak). S druge pak strane
koncentracija galne kiseline ima negativa utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije (koeficijent RSM
modela uz koncentraciju galne kiseline ima negativan predznak). Moze se takoder uociti da je
vrijednost parametra RSM model koja dolazi uz temperaturu signifikantna §to znaci da ima
najvazniji utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije. Rezultati su takoder pokazali da je signifikantna
vrijednost parametra koji dolazi uz kvadrat koncentracije galne kiseline. Za vecéinu
interakcijskih koeficijenta dobivene su p-vrijednosti vece od 0,05 tj. njihove vrijednosti nisu
signifikantne za model pa bi se prema tome model mogao i pojednostaviti redukcijom ne
signifikantnih parametra. Takoder analiza varijance modela (ANOVA) je pokazala da je
razvijeni model signifikantan (za p < 0,05). Prema Teng i sur. (2011) za svaki parametar
modela, visoka vrijednost koeficijenta determinacije i mala p-vrijednost bi znalile
signifikantan utjecaj analizirane varijable. Statisticka analiza je takoder pokazala da je
odstupanje modela (eng. lack of fit) nije signifikantno (p > 0,05) te da je F-vrijednost za
model visoka (F = 44,842). Dobiveni rezultati indiciraju pouzdanost razvijenog modela
odzivne povrSine za analizirani raspon ulaznih varijabli. Shafie i sur. (2019) su radili na
optimizaciji ekstrakcija pektina iz Averrhoa bilimbi s dubokim eutekti¢nim otapalima (DES),
te su koriste¢i RSM metodu dosli do sli¢nih rezultata, gdje im je takoder kljucna varijabla bila
temperatura. Utjecaj temperature su povezali sa tockom topljenja pektina te 1 sa ¢injenicom da
visoka temperatura ekstrakcije moze znaCajno smanjiti viskoznost otapala za ekstrakciju,

povecati difuziju otapala za ekstrakciju 1 ubrzati prijenos mase ciljanih spojeva.

38



Rezultati i rasprava

Tablica 10. Koeficijenti razdiobe i u¢inkovitosti ekstrakcije prema planu eksperimenata

Br. Moes/g | ykenpoa/ g | t/min T/°C yGak / R /- K/- E /%
eks. mL*? mg L?
1 1,00 (-1) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,041 6,815 £ 0,587 | 87,597
2 1,50 (1) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,400 7,215+ 1,624 | 90,786
3 1,00 (-1) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 7,272 £1,799 | 87,557
4 1,50 (1) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,400 3,260 +£1,168 | 82,029
5 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 30 (-1) 60 (0) 1,000 2,634 £0,263 | 72,463
6 1,25 (0) 0,95 (0) 25(1) 30 (-1) 60 (0) 1,000 2,306 £ 0,542 | 69,230
7 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 70 (D) 60 (0) 1,400 | 13,964 +0,656 | 95,124
8 1,25 (0) 0,95 (0) 25(1) 70 (D) 60 (0) 1,143 | 16,518 £2,121 | 94,930
9 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 20 (-1) 1,400 | 20,675+4,172 | 96,659
10 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 20 (-1) 1,400 7,916 £ 0,648 | 92,307
11 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 50 (0) 100 (1) 1,500 6,773 0,674 | 91,005
12 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 50 (0) 100 (1) 1,400 8,309 £ 0,303 | 92,084
13 1,00 (-1) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 60(0) 1,000 5834 +£0,396 | 81,938
14 1,50 (1) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 60 (0) 1,143 6,925 £ 0,649 | 88,735
15 1,00 (-1) 0,95 (0) 25(1) 50 (0) 60 (0) 1,000 8,083 + 3,653 | 87,837
16 1,50 (1) 0,95 (0) 25(1) 50 (0) 60 (0) 1,143 8,055 + 3,377 | 89,243
17 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 30(0) 20 (-1 1,000 8,187 £5,391 | 86,585
18 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 70 (1) 20 (-1) 1,143 | 17,252 +1,391 | 95,172
19 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 30(-1) 100 (1) 1,148 7,522 +1,117 | 89,581
20 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 70 (D) 100 (1) 1,400 | 17,122 +0,816 | 95,989
21 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 7,195+1524 | 87,444
22 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 7,669 2,267 | 88,128
23 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 7,692 0,108 | 88,495
24 1,25 (0) 0,85 (-1) 5(-1) 50 (0) 60 (0) 1,069 6,032 £ 3,247 | 86,574
25 1,25 (0) 1,50 (1) 5(-1) 50 (0) 60 (0) 1,068 6,319 £ 0,357 | 87,089
26 1,25 (0) 0,85 (-1) 25(1) 50 (0) 60 (0) 1,400 6,258 £ 0,337 | 89,755
27 1,25 (0) 1,50 (1) 25 (1) 50 (0) 60 (0) 1,400 7,457 £1,795 | 91,001
28 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 30(-1) 60 (0) 1,000 2,774 +0,470 | 67,117
29 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 30(-1) 60 (0) 1,069 2,739+0,421 | 74,526
30 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 70 (D) 60 (0) 0,875 6,242 £ 0,789 | 84,385
31 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 70 (D) 60 (0) 1,400 7,032 £1,695 | 90,543
32 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 20 (-1 1,000 | 13,757 £6,717 | 92,753
33 1,25 (0) 0,95 (0) 25(1) 50 (0) 20 (-1 1,000 | 12,514 +6,369 | 91,667
34 1,25 (0) 0,95 (0) 5(-1) 50 (0) 100 (1) 1,400 8,214 £ 0,336 | 92,024
35 1,25 (0) 0,95 (0) 25(1) 50 (0) 100 (1) 1,000 | 14,347 +0,731 | 93,005
36 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 20 (-1 1,143 | 12,758 + 0,601 | 92,833
37 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 20 (-1 1,400 9,285 +2,081 | 92,032
38 1,00 (-1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 100 (1) 1,143 9,648 £1,184 | 91,685
39 1,50 (1) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 100 (1) 1,500 7,814+0,131 | 92,146
40 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 30(-1) 60 (0) 1,400 6,371+£1,798 | 89,589
41 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 30(-1) 60 (0) 1,500 | 16,044 +5,876 | 95,706
42 1,25 (0) 0,85 (-1) 15 (0) 70 (D) 60 (0) 1,770 | 16,772 +6,646 | 88,398
43 1,25 (0) 1,50 (1) 15 (0) 70 (D) 60 (0) 1,458 6,628 £ 1,831 | 87,823
44 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 7,825+1,873 | 88,016
45 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,143 | 12,177 £2,817 | 93,295
46 1,25 (0) 0,95 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 1,000 | 16,107 +1,969 | 94,117
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Tablica 11. Parametri modela odzivnih povrsina za optimiranje procesa ekstrakcije

Parametar modela | Vrijednost | Standardna p- Interval pouzdanosti
parametra | pogreska | vrijednost
Linearni ¢lanovi
X1 (MpEs) 6,646 4,531 0,202 -5,003 < X1 < 18,296
X2 (Ck2HPO4) 1,137 4,531 0,811 -10,512 < X2 < 12,787
X3 (1) 3,398 4,531 0,487 -8,251 < X3 < 15,048
X4 (T) 16,693 4,531 0,014 5,043 < X4 < 28,342
X5 (cGAE) -4,014 4,531 0,416 -15,664 < X5 < 7,635
Kvadratni ¢lanovi
X1? 1,341 3,806 0,738 -8,443 < X1? < 11,125
X2? -6,981 3,806 0,126 -16,765 < X2 < 2,803
X3? -2,202 2,808 0,468 -9,421 < X3? < 5,016
X4 1,637 2,808 0,585 -5,582 < X4? < 8,856
Xs? -5,667 1,420 0,010 -9,318 < X5 < 2,017
Interakcijski ¢lanovi
X1X2 -4,359 2,966 0,201 -11,985 < X1X2< 3,267
X1X2? 0,499 2,097 0,821 -4,893 < X1X2% < 5,893
X12X2 1,381 2,097 0,539 -4,011 < X1°X2 <6,774
X12X2? 1,527 1,816 0,438 -3,143 < X1°X2? < 6,198
X1X3 -2,696 2,966 0,405 -10,326 < X1X3< 4,931
X1X3? -2,135 2,097 0,355 -7,528 < X1X3?< 3,257
X12X3 -1,622 2,097 0,474 -7,015 < X1?X3< 3,771
X12X3? 1,829 1,483 0,272 -1,984 < X1°X3°< 5,643
X1Xa -0,625 2,966 0,841 -8,252 < X1X4< 7,001
X1X4? -3,476 2,097 0,158 -8,869 < X1X4?< 1,916
X12Xa4 -4,572 2,097 0,081 -9,965 < X1°X4< 0,820
X1°X4? -1,806 1,483 0,277 -5,619 < X12X4?< 2,007
X1Xs 0,631 2,966 0,839 -6,995 < X1X5< 8,257
X1%Xs 1,211 2,097 0,588 -4,182 < X1?X5< 6,604
X2X3 0,364 2,967 0,906 -7,262 < X2X3< 7,991
XoX3? -1,258 2,097 0,574 -6,651 < XoX3%< 4,134
X2%X3 -1,793 2,097 0,431 -7,186 < X2?X3< 3,599
X22X3? 2,242 1,483 0,190 -1,571 < X2°X3? < 6,056
XaX4 -3,345 2,967 0,311 -10,972 < XoXa< 4,281
X2X4? -2,203 2,097 0,341 -7,596 < X2X4? < 3,189
X22X4 6,017 2,097 0,035 0,625 < X2*X4< 11,410
X2?X4? 3,392 1,483 0,071 -0,421 < X2°X4? < 7,205
X2Xs 2,715 2,967 0,402 -4,911 < XoX5< 10,341
X22Xs 2,422 2,097 0,300 -2,970 < X2°X5< 7,815
X3X4 1,519 2,967 0,630 -6,107 < X3X4< 9,146
X3X4? 0,836 2,097 0,706 -4,557 < X3X4%< 6,229
X32Xa4 -8,341 2,097 0,011 -13,734 < X32X4 < -2,948
X3Xs 1,046 2,967 0,738 -6,580 < X3X5< 8,673
X32Xs 0,806 2,097 0,716 -4,586 < X3°X5< 6,199
XaXs -1,089 2,967 0,728 -8,716 < X4X5< 6,537
SS MS F p
model 987,635 119,641 44,482 0,018
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Odnos izmedu zavisne varijable (u¢inkovitost ekstrakcije) i nezavisnih varijabli modela (masa
DES-a, koncentracija soli, vrijeme ekstrakcije, temperatura ekstrakcije i koncentracija galne
kiseline) je prikazan 3D odzivnim povr§inama na slikama 11-15. Grafovi su konstruirani
prikazujuéi dvije varijable modela u analiziranom rasponu te drzeci preostale tri varijable
konstantnima. Na slici 11 su prikazane odzivne povrSine utjecaja mase DES-a i koncentracije
soli i mase DES-a i vremena ekstrakcije na uéinkovitost ekstrakcije pri ¢emu su vrijednosti
proteklih triju varijabli drZzane konstantnim na gornjim granicama intervala analiziranih
vrijednosti. Iz prikaza je vidljivo da se smanjenjem koncentracije soli i pove¢avanjem mase
DES-a ucinkovitost povecava, dok je ucinkovitost veéa pri srednjim omjerima mase i
vremena ekstrakcije. Na slici 12 je prikazan utjecaj mase DES-a i temperature ekstrakcije i
mase DES-a i koncentracije galne kiseline na ucinkovitost reakcije, gdje je ucinkovitost
reakcije visa pri viS§im temperaturama i ve¢om masom DES-a, te je ucinkovitost visa kod nize
koncentracije galne kiseline. Slika 13 prikazuje odzivne povrsine utjecaja koncentracije soli i
vremena ekstrakcije i koncentracije soli i temperature ekstrakcije na ucinkovitost ekstrakcije,
gdje je vidljivo da je u¢inkovitost visa kroz dulje vrijeme sa nizom koncentracijom soli, dok
je ucinkovitost visa pri visokim temperaturama i srednjom vrijednosti koncentracije soli. Na
slici 14 su prikazane odzivne povrSine utjecaja koncentracije soli i koncentracije galne
kiseline i vremena ekstrakcije i temperature ekstrakcije na ucinkovitost ekstrakcije, gdje je
vidljivo da porastom koncentracije galne kiseline pri srednjoj vrijednosti soli u¢inkovitost
raste, te ucinkovitost rate 1 pri viSim temperaturama kroz krace vrijeme. Slika 15 prikazuje
odzivne povrsine utjecaja vremena ekstrakcije i koncentracije galne kiseline i temperature
ekstrakcije i koncentracije galne kiseline na ucinkovitost ekstrakcije koja se snizava
snizavanjem koncentracije galne kiseline i vremena ekstrakcije, dok se povecava povisenjem

temperature ekstrakcije i koncentracije galne kiseline.
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Slika 11. Odzivne povrsine utjecaja (a) mase DES-a i koncentracije soli i (b) mase DES-a i
vremena ekstrakcije na u¢inkovitost ekstrakcije.

42



Rezultati i rasprava

()

g |

Il > 20
I <9
Bl <85
<80
[ <75
I <70

(b)

N > 95
Hl <95
[ <90
[ <85

Slika 12. Odzivne povrSine utjecaja (a) mase DES-a i temperature ekstrakcije i (b) mase
DES-a i koncetracije galne kiseline na u¢inkovitost ekstrakcije.
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Slika 13. Odzivne povrsine utjecaja (a) koncentracije soli i vremena ekstrakcije i (b)
koncentracije soli i temperature ekstrakcije na ucinkovitost ekstrakcije.
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Slika 14. Odzivne povrsine utjecaja (a) koncentracije soli i koncentracije galne kiseline i (b)
vremena ekstrakcije i temperature ekstrakcije na uéinkovitost ekstrakcije.
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Slika 15. Odzivne povrsine utjecaja () vremena ekstrakcije i koncentracije galne kiseline i
(b) temperature ekstrakcije i koncentracije galne kiseline na ucinkovitost ekstrakcije
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Prema polinomnom modelu drugog stupnja za opis utjecaja mase DES-a, koncentracije soli,

vremena ekstrakcije, temperature ekstrakcije i koncentracije galne Kiseline, odredeni su

optimalni procesni uvjeti za provodenje procesa ekstrakcije. Kao Sto je prikazano u tablici 12,

optimalni procesni uvjeti su: masa DES-a od mpes = 1,25 g, koncentracija soli od ykzHpos =

0,95 g mL?, vrijeme ekstrakcije od t = 15 min, temperatura ekstrakcija od T = 50 °C te

koncentracija galne Kiseline od yeae = 60 mg L. Pri optimalnim procesnim uvjetima model

je testiran nezavisnim eksperimentom te je dobivena ucinkovitost ekstrakcije od E = 89,916

%, dok model pri istim eksperimentalnim uvjetima predvida ucinkovitost ekstrakcije od E =

88,881 %.

Tablica 12. Optimalni uvjeti za provedbu ekstrakcije, eksperimentom postignuta u¢inkovitost

ekstrakcije pri optimalnim uvjetima te u¢inkovitost ekstrakcije predvidena modelom

Optimalni procesni uvjeti

E (eksperiment) / %

E (model) / %

Mpes / g 1,25
ykonpos / g mL? 0,95
t/ min 15
T/°C 50
yeae / mg L* 60

89,916 + 2,967

88,881 + 4,572
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4.3. Ekstrakcija polifenola u vodenom dvofaznom sustavu s DES-om u
mikroekstraktoru

Provedena je analiza profila strujanja vodenog dvofaznog sustava s DES-om u
mikrorekatorskom sustavu s dva serijski spojena mikroreaktora; (i) mikroreaktor s
mikromijesalima volumena V = 2 uL s dva ulaza, jednim izlazom i hrapavoséu povrsine od 1
um, (ii) mikroreaktor glatkih stjenki volumena V = 4 mm?® s dva ulaza i jednim izlazom.
Dvije vodene faze uvodene su u opisane mikroreaktore pomocu klipnih pumpi. Kako bi se
definirali omjeri protoka faza koji bi osigurali konstantu medufaznu povrSinu po duzini
mikroreaktora glatkih stjenki volumena V = 4 mm?® s dva ulaza i jednim izlazom odredene su
gustoce i viskoznosti odabranog DES-a (kolin-korid : elilen-glikol) i pripremljene otopine soli
(ykrpos = 0,95 g mL™) pri temperaturi od T = 50 °C (tablica 13). Rezultati pokazuju da
pripremljena otopina soli ima nesto visu vrijednost gustoée (p = 1,428 g mL™) u usporedbi s
gustoéom koristenog DES- a (p = 1,014 g mL™?). S druge pak strane koristeni DES (7 =
9,715 - 102 Pa s) ima visu viskoznost od pripremljene otopine soli (77 = 2,260 - 10 Pa s).
Uvodenjem navedenih komponenti dvofaznog sustava u mikroekstraktorski sustav, uc¢eno je
intenzivno mijeSanje faza u mikroreaktoru s mikromijesalima te separacija faza neposredno
nakon ulaska u mikroreaktor glatkih stjenki. Takoder je vazno napomenuti da je
promatranjem strujanja pod mikroskopom uoceno kako je medufazna povrSina u
mikroreaktoru glatkih stjenki ofuvana po C¢itavoj duljini reaktora za analizirani raspon

ukupnih protoka (g = 1 — 200 puL mint) te je sustav kao takav primjenjiv za ekstrakciju.

Tablica 13. Gustoca i viskoznost koristenih otopine soli i DES-a pri T = 50 °C.

plgmL? n | Pas
ykonposa = 0,95 ¢ mL*? 1,428 2,260 - 103
DES 1,014 9,715-10°

Za ispitivani mikroekstraktorski sustav i za sve analizirane protoke izraCunate su vrijednosti
Reynolds-ove znacajke (slika 16) za obje faze vodenog dvofaznog sustava. Reynolds-ova
znacajka stavlja u omjer inercijske i viskozne sile. Zbog malih srednjih prividnih linearnih
brzina strujanja u mikrokanalima vrijednosti karakteristi¢cnih Reyonolds-ovih znacajki su
male. Za najveéi ispitivani protok pojedine faze od g = 100 pL min? najveéa izradunata

vrijednost Reynolds-ove znacajke bila je Re = 12 za fazu otopine soli. Plazl i Lakner (2010)
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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

cega se moze zakljuciti da su svi pokusi provedeni u laminarnom reZimu strujanja.
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Slika 16. Ovisnost Re znacajke o protoku pojedine faze (¢) DES-a i () otopine soli u

mikroreaktoru

Pri eksperimentalnim uvjetima procijenjenim kao optimalnim u Sarznom makroekstraktoru
(masa DES-a od mpes = 1,25 g, koncentracija soli od ykzqros = 0,95 g mL™, temperatura
ekstrakcija od T= 50 °C te koncentracija galne Kiseline od ycae = 60 mg L) proveden je
proces ekstrakcije u kontinuiranom mikroekstraktoru za modelnu otopinu galne kiseline te za
vodeni ekstrakt melise i vodeni ekstrakt mente. Faze otopine soli koncentracije ykznpos = 0,95
g mL? u koju je dodana definirana koncentracija galne kiseline (ekstrakt melise i ekstrakt
mente) i faza odabranog cutektickog otapala (kolin-klorid : etilen-glikol) uvodene su u
mikroekstraktorski sustav zasebno, te su na izlazu iz mikroekstraktora zasebno skupljani
uzorci pojedine faze nakon odredenog vremena zadrzavanja. Eksperimenti su provedeni pri
vremenima zadrzavanja u rasponu od 7 = 2,43 s do 7z = 97,2 s. Napravljena je usporedba
eksperimentalnih podataka i simulacije modela ekstrakcije prikazanog sustavom parcijalnih

diferencijalnih jednadzbi (jednadzbe 14-15) za obje faze. 2D matematicki model koji se
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koristi za opis kontinuiranog proces ekstrakcija u mikro-ekstraktorskom sustavu ukljucuje
konvekciju u smjeru protoka i difuziju u dva smjera (po duzini i po Siri reaktora). Sustav
parcijalnih diferencijalnih jednadzbi rijesen je uvodenjem pojednostavljenja. Svaka od dvije
faze koje se uvode u mikroreaktor opisane su kao zaseban idealni cijevni reaktor u
stacionarnom stanju (Jurinjak Tusek i sur., 2013). Na slici 17 moze se uoditi jako dobro
slaganje izmedu eksperimentalnih vrijednosti i modelom predvidenih vrijednosti i za
ekstraktnu i za rafinantnu fazu za sva tri analizirana sustava. Na slici 18 prikazana je ovisnost
ucinkovitosti ekstrakcije o vremenu zadrzavanja. Analizom tih rezultata moze se uociti da je
ucinkovitost ekstrakcije najveca pri kratkim vremenima zadrzavanja. Za vrijeme zadrZzavanja
od 7=2,43 s postignuta je uc¢inkovitost ekstrakcije visa od 94 % za sva tri analizirana sustava
(modelna otopina galne kiseline, ekstrakt melise i ekstrakt mete). U usporedbi sa Sarznim
procesom gdje je za vrijeme zadrzavanja od t = 15 min postignuta ucinkovitost ekstrakcije od
88 %, dobiveni rezultati predstavljaju znacajan napredak i indiciraju da bi mikroekstraktorski
sustavi u kombinaciji s vodenim dvofaznim sustavom s DES-om mogli biti slijede¢i korak za
brzu 1 uinkovitu ekstrakciju polifenola. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima koje su
prezentirali Jurinjak Tusek i sur. (2017) u okviru istrazivanja koje je obuhvatilo primjenu
vodenog dvofaznog sustava s polietilen glikolom i amonijevim sulfatom u
mikroekstraktorskom sustavu za kontinuiranu ekstrakciju polifenola iz soka narance, iz
bijelog te iz crnog vina. Uoceno je da za postizanje priblizno iste uc¢inkovitosti ekstrakcije u

Sarznom procesu potrebno 600 s dok je u mikroekstraktorskom sustavu potrebno svega 2,43 s.
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Slika 17. Usporedba eksperimentalnih vrijednosti za koncentracije polifenola pri razli¢itim
vremenima zadrzavanja u obje faze dvofaznog sustava nakon ekstrakcije U
mikroekstraktorskom sustavu (a) modelna otopina galne kiseline, (b) ekstrakt melise, (c)

ekstrakt mente.
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Slika 18. Ovisnost ucinkovitosti ekstrakcije o vremenu zadrzavanja (m) modelna otopina
galne kiseline, (m) ekstrakt melise, (m) ekstrakt mente
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5. ZAKLJUCAK



Zakljucak

Na temelju provedenih istrazivanja postavljeni su slijedeci zakljucci:

1. Odabir pogodnog eutektiCkog otapala za proces ekstrakcije s vodenim dvofaznim
sastavom u Sarznim uvjetima proveden je na temelju postignute ucinkovitosti
ekstrakcije. Odabran je vodeni dvofazni sustav s kolin-klorid : etilen-glikol koji
postize uinkovitost ekstrakcije od priblizno 90 %.

2. Primjenom metode odzivnih povrSina procijenjeni su optimalni uvjeti za provedbu
procesa ekstrakcije u Sarznim uvjetima primjenom vodenog dvofaznog sustava S
kolin-klorid : etilen-glikolom od: masa DES-a mpes = 1,25 g, koncentracija soli od
ykeHpos = 0,95 g mL™2, vrijeme ekstrakcije od t = 15 min, temperatura ekstrakcije T =
50 °C, koncentracija galne Kiseline od ycae = 60 mg L.

3. Primjenom metode odzivnih povrSina dosli smo do zakljucka da je klju¢na varijabla
koja najvise utjece na ucinkovitost ekstrakcije temperatura.

4. Primjenom kontinuiranog mikroekstraktora postignuta je ucinkovitost ekstrakcije od
priblizno 94 % za vrijeme zadrzavanja od 7 = 2,43 s §to predstavlja znacajan napredak
u usporedbi sa Sarznim procesom gdje je za vrijeme ekstrakcije od t = 15 min
postignuta ucinkovitost ekstrakcije od 88 %.

5. Mikroreaktorski sustavi u kombinaciji s vodenim dvofaznim sustavom s DES-om

predstavljaju uc¢inkovitu tehnologiju za brzu i ponovljivu ekstrakciju polifenola.
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