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1. UvVOD



Oneciséenje vodenih ekosustava predstavlja veliki ekoloSki problem, posebno u razvijenim
zemljama, uslijedsnazne industrijske aktivnosti. Brojne industrije, poput tekstilne, papirne,
koZarske, farmaceutske, kozmeticke i dr., tijekom svojih proizvodnih procesa koriste sintetska
bojila. Kao rezultat nastaju znacajne koli¢ine obojenih otpadnih voda, koje ¢esto nedovoljno
obradene zavrSavaju u prirodnim recipijentima tenarusavaju kvalitetu recipijenata. Vec i vrlo
male koncentracije pojedinih sintetskih bojila mogu negativno utjecati na floru i faunu
vodenog ekosustava, a putem hranidbenog lanca i na zdravlje ¢ovjeka. Kako bi se smanjio
Stetan utjecaj sintetskih bojila na vodene ekosustave, razvijenesu razlicite metode za njihovo
uklanjanje iz obojenih otpadnih voda. Ove metode ukljucuju fizikalno-kemijske metode, poput
adsorpcije, membranske separacije, ionske izmjene, koagulacije i flokulacije te bioloSke
metode, primjenom razli¢itih vrsta mikroorganizama. Ipak, adsorpcija je metoda koja se
najcesce koristi, pri ¢emu se koriste konvencionalni adsorbensi poput aktivnog ugljena. lako
se aktivni ugljen pokazao ucinkovitim za uklanjanje bojila, problem predstavlja njegova cijena
te regeneracija. Zbog toga se intenzivno istrazuje moguénost primjene jeftinijih alternativnih
adsorbensa, kao $to su otpadni lignocelulozni materijali. Pivski trop, otpadni lignocelulozni
materijal iz proizvodnje piva, pokazao se kao dobar adsorbens za uklanjanje sintetskih bojila
iz vodenih otopina. Ipak, nakon procesa uklanjanja bojila zaostaje obojeni pivski trop koji se
ne moze samo odloziti u okolis, ve¢ ga je potrebno zbrinuti na odgovaraju¢ nacin. Prije
zbrinjavanja moze se provesti ekstrakcija (desorpcija) bojila s obojenog pivskog tropa, ali je u
tu svrhu potrebno odabrati odgovarajuée otapalo. Takoder, jedan od mogudih nacina je
bioloSka obrada gljivama koje imaju sposobnost razgradnje lignoceluloznih polimera, ali i
adsorbiranog bojila. Kako bi se kvantificiralo u kojoj mjeri je doSlo do bioloske razgradnje
bojila, ponovo je potrebno provesti desorpciju bojila s pivskog tropa.

Cilj ovog rada bio je provesti ekstrakcijukongo crvenila s uzoraka obojenog pivskog tropa
pomocu razli¢itih organskih otapala: polarnih proti¢nih, polarnih aproti¢nih i nepolarnih
otapala te medu njima odabrati ona koja su pokazala najveci ekstrakcijski u¢inak. Nadalje, cilj
je bio ispitati i desorpciju bojila pomocéu dvokomponentnih i trokomponentnih sustava otapala

te pomocu eutekti¢kih otapala na bazi kolin klorida.
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3. Eksperimentalni dio

2.1. BOIJILA

Bojila su tvari koje apsorbiraju svjetlost u vidljivom dijelu spektra, aimaju sposobnost obojenja
tekstilnih vlakana ili drugih materijala vezuéi se na njih fizikalnim silama ili uspostavljajuci s
materijalom kemijsku vezu (Gudelj i sur., 2010). Molekula bojila sadrzi dvije vaine kemijske
skupine: kromofore i auksokrome. Kromofori su nezasi¢eni spojevi zbog prisutnosti dvostrukih
i trostrukih veza kao $to su —C=C, =C=0, —C-S, =C-NH, —CH=N—, —N=N- i —N=0, ¢iji broj
odreduje intenzitet bojila, a najceséi predstavnik je aromatski prsten koji je povezan sa
svojstvom obojenja supstrata. Auksokromi samo pomazu molekuli bojila da se sjedini sa
supstratom, pri ¢emu dodatno daju boju (Siva, 2007). Prema podrijetlu bojila dijelimo na
prirodna i sintetska. Prirodna bojila (slika 1) i pigmenti koji se joS od antickog doba koriste za
bojanje tijela, hrane, zidova 3$pilja, tekstila, koZe i predmeta za svakodnevnu upotrebu, mogle
su se ekstrahirati iz biljaka, Zivotinja, insekata i mineralnih izvora. Brojna arheoloska
istrazivanja diljem svijeta u kojima su pronadeni obojeni materijali, dokaz su da je umjetnost
bojanja stara kao i ljudska civilizacija. 2 600 godina prije Krista u Kini je po prvi put zabiljeZzeno
koristenje bojila, 55 godina prije Krista Rimljani su pronasli oslikane ljude ,Pikti“, u ¢etvrtom
stoljedu prije Krista kao bojila za tekstil koriste se alizarin i purpurin. Po¢etkom 16.stoljeé¢a u
Njemackoj, Francuskoj i Nizozemskoj zapocinje uzgoj biljaka iz kojih se mogla ekstrahirati boja
(KFizova, 2015).Sve do 19.stoljec¢a do otkri¢a prvog sintetskog bojila, za bojanje tekstila su se
koristila prirodna bojila. Siroku primjenu bojila su pronasla u tekstilnoj, farmaceutskoj,
kozmetickoj, prehrambenoj,papirnoj industriji i mnogim drugim. Prema statistickim analizama
procjenjuje se kako se u razli¢itim industrijskim procesima koristi viSe od 10 000 razlicitih bojila
i pigmenata te kako se proizvodi vise od 700 000 tona sintetskih bojila godisnje (Girses i sur.,
2016).

Prvo sintetsko bojilo, mauvein, prilikom trazenja lijeka za malariju, otkrio je 1856.godine
britanski kemicar William H.Perkin (web 2). Velikuprimjenu sintetska bojila dozivjela su zbog
lakoce i niske cijene njihove sinteze, postojanosti, izraziteotpornosti nautjecaj svjetlosti,
temperature i mikrobnih vrsta te zbog vece raznolikostinijansi u odnosu na prirodna bojila
(Couto, 2009).Bojila se mogu podijeliti po razli¢itim osnovama: prema kemijskoj strukturi,

izvoru, boji, topljivosti i metodi primjene.
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Slika 1 Primjeri izvora prirodnih bojila za bojanje tekstila(web 1)

Prema kemijskoj strukturi razlikujemo azo, antrakinonska, indigoidna, ftalocijaninska,
sumporna, nitro- i nitrozo bojila. Vise od 60% ukupne koli¢ine bojila koja se upotrebljavaju u
razli¢itim industrijama, predstavljaju azo bojila zbog svoje relativno jednostavne sinteze i
gotovo neograni¢enog broja supstituenata. SadrZe najmanje jednu dvostruku dusik-dusik
vezu, pri cemu je azo skupinavezana s dvije skupine od kojih je najmanje jedna aromatska.
Sljedeca najvaznija skupina bojila nakon azo bojila su antrakinonska. Indigo predstavlja jedno
od najstarijih poznatih organskih bojila. Karakteristi¢ne je plave boje. Prvenstveno se dobivao
iz prirodnih izvora, a ujedno je i jedna od prvih prirodnih molekula koja je sintetizirana. Zbog
svoje kvalitete koja je nadmasila kvalitetu prirodnog indiga, sintetski proizvedeni indigotin
(slika 2) postao je favorit u industrijama koje upotrebljavaju bojila, a gotovo iskljucivo se koristi

za bojanje jeans traperica i jakni (Gurses i sur., 2016).

H O
N
N
o) H
Indigo

Slika 2 Kemijska struktura bojila Indigo (web 3)
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2.1.1. Kongo crvenilo

Kongo crvenilo pripada skupini anionskih diazo direktnih bojila koje sadrzi -NH, i -SO5 skupine.
Proizvodi se u obliku smede-crvenih kristali¢a, stabilnih na zraku s velikom topljivo$éu u vodi
od 1 g /30 mL, molekulske formule C3,H,,N¢Na,04S,(slika 3). Buduéi da mu se boja mijenja
od plave do crvene pri vrijednostima pH od 3 do 5 moze se koristi kao indikatorsko bojilo.
Derivat je benzidina i naftojeve kiseline Cijim raspadom nastaju produkti koji imaju
kancerogeno djelovanje. Osim $to ima kancerogeno ima i mutageno djelovanje, utjecudi na
rad reproduktivnih organa Zivih bi¢a. Uzrokuje iritacije koZe, ociju i gastrointestalnog sustava
te probleme sa zgruSavanjem krvi, spavanjem i disanjem (Sabnis, 2010;Alam i sur.,
2015;Rehman i sur., 2012;Khaniabadi i sur., 2017).Kongo crvenilo se primjenjuje u bioloSkim
ispitivanjima, prilikom detekcije bakterija, poremedaja uvijanja proteina, neurodegenerativnih
bolesti te Alzheimerove bolesti. Osim Sto se koristi u bioloskim ispitivanjima , koristi se i u
odredenim industrijama prilikom proizvodnje zaslona uredaja, optickih filmova, optickih

senzora, optickih valovoda te tekstila (Sabnis, 2010).

NH, NH,
N. ~N
SOk Nee
O:S|:O O:S|:O
ONa ONa

Slika 3 Strukturna formula kongo crvenila

2.1.2. Utjecaj bojila na zdravlje i okolis

Prema Hassaan i Nemr (2017) nije dokazano kako sintetska bojila negativno utjec¢u na zdravlje
radnika, u industrijskom okruZzenju u kojem se ona koriste, kada su izloZeni koncentracijama
bojila potrebnim za proizvodnju. Medutim, dugorocna ili slu¢ajna prevelika izloZenost moze
biti opasna po zdravlje stoga se mora pazljivo rukovati sa svim bojilima i kemikalijama. Bojila
mogu uzrokovati probleme s respiratornim sustavom ako dode do udisanja njihovih Cestica.
No, najceséi zdravstveni problemi koji se javljaju prilikom procesa bojanja i dorade posljedica

su zdruZzenog koriStenja bojila i drugih kemijskih spojeva, koji onda uzrokuju iritacije razli¢itih
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dijelova tijela kao Sto su iritacija koze, svrbez, kihanje, zacepljenje nosa i upalu oka. Primjer
kemijskih spojeva koji uzrokuju navedene simptome su smole na bazi formaldehida, amonijak,
octena kiselina, neki opticki izbjeljivaci, bjelilo, natrijev hidroksid i prah sode (Hassaan i Nemr,
2017). Obojene industrijske otpadne vode predstavljaju smjesu bojila koja se gube prilikom
procesa bojenja i drugih oneciséujucih tvari, Sto za posljedicu ima veliko organsko opterecenje
otpadne vode, odnosno velike vrijednosti biokemijske i kemijske potrosnje kisika (BPK, KPK).
Nadalje, topljivost kisika je u takvim jako optere¢enim vodama mala, a zbog sloZenih kemijskih
struktura bojila takva vode je Cesto i slabo biorazgradljiva (Chequer, 2013).0sim $to bojila u
vodenim ekosustavima uzrokuju vidljivo oneciséenje (estetski neprihvatljivo), onatakoder
negativno utjeCu na topljivost kisika tesmanjuju prodor svjetlosti u dublje slojeve Sto
negativno utjece na proces fotosinteze. Kako bi se minimizirali problemi vezani uz prisutnost
bojila u ekosustavima, potrebno je poveéati svijest kako proizvodaca tako i potrosaca
sintetskih bojila, raditi na razvoju novih tehnika bojanja kojima bi se postiglo bolje prianjanje
bojila na vlakna te razvijati nove ucinkovitije metode za uklanjanje bojila iz obojenih

industrijskih otpadnih voda (Girses i sur., 2016).
2.2. METODE UKLANJANJA BOIJILA IZ OTPADNIH VODA

S obzirom na navedene probleme vezane uz obojene otpadne vode, primjenjuju se razli¢ite
metode za njihovu obradu, odnosno uklanjanje bojila iz takvih voda. Posljednjih godina
poostrena je i zakonska regulativa vezana uz obojene industrijske efluente, kako bi
potaknuliindustrije u kojima nastaju takvi efluenti da posvete vecu paZinju njihovom
procis¢avanju, u skladu sa zakonskim propisima. Ovo je potaknulo istrazivanja novih jeftinijih
i ekoloski prihvatljivih metoda uklanjanja bojila (Gudelj i sur., 2011.). Metode obrade obojenih
otpadnih voda mogu se podijeliti na fizikalne, kemijske i bioloSke metode. Svaka metoda ima
svoje prednosti i nedostatke, koji se mogu nadié¢i kombinacijom navedenih metoda, ali njihova
primjena nije dostatna zbog velikih troskova i problema odlaganja obojene otpadne vode

(Kyzas i sur., 2013).

2.2.1. Fizikalno-kemijske metode uklanjanja bojila iz otpadnih voda

Fizikalno-kemijske metode ukljuCuju procese poput adsorpcije, membranske filtracije

(nanofiltracija, reverzna osmoza, elektrodijaliza), koagulacije ili flokulacije, kombinirane s
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flotacijom i filtracijom, konvencionalne metode oksidacije, napredni oksidacijski procesi i
druge. Unato¢ tome $to su ove metode ucinkovite,esto su vrlo skupe te mogu nastajati
razli¢iti koncentrirani muljevi koje onda opet treba na odgovarajuci nacin zbrinuti. Takoder,
zbog prekomjerne upotrebe kemikalija postoji moguénost stvaranja sekundarnih
oneciséujucih tvari. Stoga su unato¢ uspjeSnom uklanjanju bojila iz vode mnoge od ovih
metoda komercijalno neprivlacne (Kyzas i sur., 2013), pa se naj¢es¢e za uklanjanje koristi
adsorpcija.

Adsorpcija je postupak kojim neka cvrsta tvar (adsorbens) na svoju povrsSinu adsorbira
molekule plina ili otopljene tvari iz otopina (adsorbate) (Gupta i sur., 2009). Zbog velike
dodirne povrsine i velikog kapaciteta prihvacanja, kao adsorbens se najéesée upotrebljava
aktivni ugljen. Ipak, zbog visoke cijene i problema prilikom regeneracije sve se viSe paznje
pridaje jeftinijim adsorbensima, kao $to su otpadni lignocelulozni materijali, koji u velikim
koli¢inama nastaju u poljoprivrednoj, prehrambenoj i Sumarskoj industriji te su dostupni
tijekom cijele godine (Khaniabadi i sur., 2017). Celuloza, hemiceluloza i lignin osnovne su

komponente ovih materijala odgovorne za adsorpciju.

2.2.2. BioloSke metode uklanjanja bojila iz otpadnih voda

U usporedbi s fizikalno-kemijskim metodama obrade, bioloske metode obrade otpadnih voda
ekonomski su prihvatljivije. Mikroorganizmi koji su istrazivani s ciliem obrade obojenih
otpadnih voda su neke aerobne i anaerobne bakterije, alge te velik broj razlicitih gljiva. Gljive
su se pokazale i najucinkovitijima, posebno gljive truleznice koje rastu na drvnoj biomasi te
imaju sposobnost razgradnje polimernih sastavnica drveta: lignina, celuloze i hemiceluloze.
Unutar skupine gljiva truleZznica, podskupina koja se naziva gljive bijelog truljenja pokazale su
se posebno ucinkovitima za razgradnju sintetskih bojila. Naime, enzimi (koje ove gljive
sintetiziraju) koji sudjeluju u razgradnji lignina ujedno su odgovorni i za razgradnju sintetskih
bojila, vierojatno zbog slicnosti u kemijskoj strukturi (Vasdev, 2011.). Gljive bijelog truljenja iz
rodova Phanerochaete, Trametes, Bjerkandera i Pleurotus, pokazale su se kao dobri kandidati
za primjenu u bioremedijaciji obojenih otpadnih voda. Ove gljive proizvode tri klase enzima
koje imaju vaznu ulogu u razgradnji lignina, a to su: lignin peroksidaza, mangan peroksidaza i

lakaza. Kako je ve¢ navedeno, gljive bijelog truljenja koje imaju sposobnost razgradnje lignina
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Cesto imaju i sposobnost razgradnje i mineralizacije Sirokog spektra strukturno razlicitih
toksi¢nih oneciSc¢ujucih tvari u okolisu, uklju€ujuci i sintetska bojila (Jayasinghe i sur., 2008).
Nedostatci bioloske obrade obojenih otpadnih voda pomocu gljiva je dugotrajnost procesa
razgradnje bojila, osjetljivost gljiva na uvjete okoline (druge oneciS¢ujuce tvari prisutne u
otpadnoj vodi koje mogu biti toksi¢ne za gljive) te slabija kontrola vodenja procesa (Kyzas i
sur., 2013).

Kako nakon uklanjanja bojila adsorpcijom na lignocelulozne materijale zaostaje obojeni
materijal kojeg je potrebno zbrinuti na odgovarajudi nacin, bioloSka obrada gljivama bijelog
truljenja mogla bi biti dobar nacin rjeSavanja problema zbrinjavanja obojenog lignoceluloznog
materijala. Naime, obojeni lignocelulozni materijal bi u tom slu¢aju predstavljao neinertni
nosac (nosac i supstrat za rast) za uzgoj gljiva u uvjetima rasta na ¢vrstim supstratima, pri ¢emu
bi istovremeno doslo do razgradnje lignoceluloznih polimera, ali i adsorbiranog bojila. Li i
suradnici (2014)su proveli istraZivanje u kojem su otpad dobiven proizvodnjom etanola iz
manioke koristili kao adsorbens za uklanjanje kongo crvenila iz vodene otopine. Nakon
provedenih adsorpcijskih eksperimenata, obojena manioka koristena je kao supstrat za rast
gljive bijelog truljenja Trametes sp. SYBC-L4 u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima. Pri tome
je doslodo razgradnje bojila djelovanjem enzima koje gljive bijelog truljenja proizvode
izvanstani¢no i koji sudjeluju u razgradnji bojila, kao i do gubitka na masi lignoceluloznog
materijala (uslijed razgradnje polimernih sastavnica). Kako bi se kvantificiralo u kojoj mjeri je
doslo do bioloske razgradnje bojila, potrebno je provesti ekstrakciju(desorpciju) bojila s

obojenog lignoceluloznog materijala.

2.3. EKSTRAKCIJA BOJILA UZ POMOC OTAPALA

Postupak kojim se uz pomoc¢ otapala iz otopine, suspenzije, emulzije ili krute smjese izdvaja
jedan ili veéi broja sastojaka, tj. odvija se prijenos tvari iz krute ili tekuce faze u otapalo, naziva
se ekstrakcija. Glavni ¢imbenik koji uz osnovne procesne parametre, temperaturu, tlak i
vrijeme, utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije je odabir pogodnog otapala. Prilikom odabira
otapala treba voditi ra¢una da je ono selektivno, jeftino, sigurno, da nije zapaljivo i toksi¢no te
da nema Stetan utjecaj na okolis i zdravlje ljudi (Jerkovi¢ i Radonié¢, 2009). Skupine otapala uz
pomocu kojih je u ovom diplomskom radu provedena ekstrakcija bojila, kongo crvenila s

obojenog pivskog tropa su sljedece: polarna (proticna i aproticna), nepolarna i eutekticka
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otapala. Polarna proti¢na otapala su otapala koja imaju sposobnost stvaranja vodikovih veza,
jer sadrze O-H i N-H vezu, mogu solvatirati i anione i katione, a njezini najvazniji predstavnici
su voda i alkoholi. Za razliku od njih polarna aproti¢na otapala ne sadrze O-H i N-H vezu, ne
stvaraju vodikove veze, ali posjeduju dipol-dipol interakcije. Mogu solvatirati samo katione, a
najées¢i primjeri su aceton, acetonitril, tetrahidrofuran, dimetilsulfoksid, dimetilformamid

(Smith, 2010).

2.3.1. Eutekticka otapala

Organska otapala za koja je karakteristicna toksi¢nost te visoka hlapivost koja uzrokuje
otpustanje Stetnih hlapivih organskih komponenti u atmosferu potaknula je razvoj zelene
kemije te se aktivno radi na trazenju novih ekoloski prihvatljivih otapala. Kao jedna od
alternativa u zadnjih nekoliko desetlje¢a, paznju su privukla eutekticka otapala. Eutekticka
otapala su definirana kao smjesa dvaju ili viSe komponenti koje mogu biti u teku¢em ili krutom
stanju, koje nakon sinteze tvore tekudinu pri sobnoj temperaturi s nizom to¢kom talista od
svake pojedine komponente (Paiva, 2014). lako su brojne sinteze eutektickih otapala moguce,
trenutni primjeri se mogu podijeliti u tri skupine. Prvu skupinu ¢ini smjesa soli i donora

vodikove veze, Ciji je primjer kolin klorid i urea, koja je ujedno koristena prilikom izrade ovog
diplomskog rada. Zatim slijedi druga skupina koju cCini smjesa soli s metalnom soli, Ciji je
primjer smjesa kolin klorida i cinkovog klorida. Naposljetku, kombinacija ugljikohidrata, uree i
amonijeve soli u razli¢itim omjerima cini trecu skupinu eutekti¢kih otapala (Handy, 2015).
Niska cijena i nizak tlak para komponenti eutektickog otapala, jednostavna priprema,
biorazgradivost, netoksi¢nost samo su neke od pozitivnih karakteristika eutekti¢kih otapala.

Njihov nedostatak predstavljaju velika gustoca i viskoznost (Alonso i sur., 2016; Maugeri,

2014).
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4. Rezultati i rasprava

3.1. ZADATAK RADA

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraZiti mogucnost i ucinkovitost ekstrakcije sintetskog bojila,
kongo crvenila s uzoraka obojenog lignoceluloznog materijala, pivskog tropa. Ekstrakcija bojila
provedena je uz pomo¢ individualnih otapala (polarnih proti¢nih, polarnih aproticnih i
nepolarnih), sustava viSekomponentnih otapala (dvokomponentnih i trokomponentnih) te uz

pomoc eutektickih otapala Cija je primjena u ekstrakciji sintetskih bojila neistrazena.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Bojilo

U ovom istraZivanju kao adsorbat koriSteno je bojilo, kongo crvenilo (Kemika d.d., Zagreb,
Hrvatska).Kao adsorbens koristen je pivski trop koji je dobiven iz Osjecke pivovare d.o.o. Pivski
trop je prije koristenja ispiranvru¢om destiliranom vodom do neutralnog pH, susen u susioniku
tijekom 24 sata pri 60°C te samljeven na laboratorijskom mlinu (MF 10 basic, IKA Labortechnik,

Njemacka) s otvorom ocica 1 mm.

3.2.2. Kemikalije

= Kongo crvenilo (Kemika d.d., Hrvatska)

= Polarna proti¢na otapala: voda, etanol, metanol, amilni alkohol (Sigma
Aldrich, Amerika)

= Polarna aproti¢na otapala: etil — acetat (EtOAc), aceton, tetrahidrofuran (THF),
dimetilformamid (DMF), acetonitril (ACN), dimetilsulfoksid (DMSQ)(Sigma
Aldrich, Amerika)

= Nepolarna otapala: diklormetan (DCM), benzen, kloroform, ksilen, toluen
(Sigma Aldrich, Amerika)

= Kolin klorid (ChCl) (Sigma Aldrich, Amerika)

= Glicerol (Sigma Aldrich, Amerika)

= Pepton (Biolife, Italija)
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= Mesni ekstrakt (Biolife, Italija)

= Urea (Biolife, Italija)

= K;HPO4(Kemika d.d., Hrvatska)

= NaCl (Kemika d.d., Hrvatska)

= (CaCl; x 2H,0(Kemika d.d., Hrvatska)

=  MgSOs x 7H,0(Kemika d.d., Hrvatska)

3.2.3. Aparatura i pribor

Tehnicka vaga (RADWAG, Tehnicaunitronik, tip: WPS 1200, Njemacka)
Analiticka vaga (AW 220 M, Shimadzu, Japan)

Laboratorijski mlin (MF 10 basic, IKA Labortechnik, Njemacka)
Termostatska tresilica (SW22, Julabo, Njemacka)

Spektrofotometar (Specor 200, Analytic Jena, Njemacka)

Magnetska termostatska mijesalica (IKA, Njemacka)

Ultrazvucna kupelj (BANDELIN, Sonorex digitec, Njemacka)
Centrifuga (TEHTNICA, Centric 150, Njemacka)

SusSionik

3.3. METODE

3.3.1. Priprema obojenog pivskog tropa

Kako bi se simulirao uzorak obojenog pivskog tropa zaostao nakon adosrpcije bojila iz obojene

otpadne vode, pripremljena je sintetska otpadna voda sljedeceg sastava (prema OECD 303

protokolu): pepton 0,32 g/L, mesni ekstrakt 0,22 g/L, urea 0,06 g/L, K;HPO4 0,056 g/L, NaCl

0,014 g/L, CaCl; x 2H,0 0,008 g/L i MgS0O4 x 7H,0 0,004 g/L. U laboratorijske staklenke

odvagano je 50 g pivskog tropa te je dodano 150 mL prethodno pripremljene sintetske

otpadne vode te bojilo u koli¢ini potrebnoj da se osigura 5 odnosno 10 mg bojila po 1 g pivskog

tropa. Ovako pripremljen obojeni pivski trop nakon susenja tijekom 24 sata pri 50°C koristen

je u ekstrakcijskim eksperimentima.
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3.3.2. Ekstrakcija bojila s obojenog pivskog tropa uz pomo¢ monokomponentih

otapala

Postupak ekstrakcije bojila s obojenog pivskog tropa pomocu individualnog otapala proveden
je prema Robinson i sur. (2002), uz djelomi¢nu modifikaciju, na sljede¢i nacin: u
Erlenmayerove tikvice volumena 50 mL, dodano je 1 g obojenog pivskog tropa i 20 mL otapala
te izmijeSano u termostatiranoj tresilici tijekom odredenog vremena (15, 30, 45, 60, 1440
min). SadrZaj tikvice je potom profiltriran te obojeno otapalo preneseno u kivete. Postotak
ekstrahiranogbojila (kongo crvenila) odreden je spektrofotometrijski pri valnoj duljini, A = 497
nm. Za ekstrakciju su koristena sljedeéa otapala: polarna proti¢na (voda, etanol, metanol,
amilni alkohol), polarna aproti¢na (etil - acetat, aceton, THF, DMF, ACN, DMSO) i nepolarna

otapala (DCM, benzen, kloroform, ksilen, toluen).

3.3.3. Ekstrakcija bojila s obojenog pivskog tropa uz pomo¢ viSekomponentnih

otapala

Ovaj postupak je takoder uz odredene modifikacije proveden prema Robinson i sur. (2002).U
Erlenmayerove tikvice od 25 mL dodano je 0,5 g osuSenog, obojenog pivskog tropa i 5 mL
viSekomponentnog otapala (dvokomponentno i trokomponentno) te mijeSano u
termostatiranoj tresilici tijekom 12h. Nakon toga, provedena je filtracija otapala s
ekstrahiranimbojilom.Otapalo je potom upareno na rotacijskom uparivacu (rotavaporu).
Tikvica je potom nadopunjena vodom do 5 mL te je postotak uklonjenog bojila odreden
spektrofotometrijski pri valnoj duljini, A = 497 nm. Koristeni su sljedeéi viSekomponentni
sustavi otapala: dvokomponentni, metanol : voda =1 : 1, te trokomponentni sustavi: metanol

:ACN:voda=1:1:1, metanol: DMF:voda=1:1:1imetanol : kloroform:voda=1:1:1.
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3.3.4. Ekstrakcija boje obojenog pivskog tropa uz pomoc eutektickih otapala

Kako bi se izvela ekstrakcija kongo crvenila bilo je potrebno pripraviti navedena eutekticka
otapala: kolin klorid : urea =1 : 2, kolin klorid : glicerol = 1 : 2, kolin klorid : glicerol =1 : 3, kolin

klorid : glicerol =1: 4.

Priprava eutektickih otapala

Eutekti¢na su otapala pripravljena prema prethodno opisanoj proceduri (Abdullah & Kadhom,
2016). Eutekticka otapala koja su koriStena u ovom istraZzivanju su smjese sljedecih otapala:
kolin klorid : urea =1: 2, kolin klorid : glicerol = 1 : 2, kolin klorid : glicerol = 1 : 3, kolin klorid :
glicerol=1:4.

Smijesa kolin klorida i glicerola u molarnim omjerima1:2,1:3i1:4,pripremljena je tako sto
je glicerol grijan pri 80 °C, zatim je dodan kolin klorid. Nadalje, smjesa kolin klorida i uree je
zagrijana na temperaturu od 80 °C i mijeSana na magnetskoj mijesalici sve dok nije nastala
homogena, stabilna bezbojna tekucina. Otapalo je potom susSeno pri 80 °C kako bi se uklonio

mogudi visak vlage.

Postupak ekstrakcije bojilas obojenog pivskog tropa uz pomo¢ eutektickih otapala proveden
je prema Zhu i sur. (2017),uz odredene modifikacije na sljedeci nacin: 0,01 g obojenog pivskog
tropa pomijesano je s 3 mL razlicitih eutektickin otapala (kolin klorid:urea=1:2, kolin
klorid:glicerol=1:2, kolin klorid:glicerol=1:3, kolin klorid:glicerol=1:4) te ostavljeno u
ultrazvuénoj kupelji pri 50 W, na 80°C 12 sati, (slika 4.) s ciliem poboljSanja ucinkovitosti
ekstrakcije. Dobivene su otopine centrifugirane pri 12 000 rpm u trajanju od 5 minuta, a

supernatant jeanaliziran spektrofotometrijski.
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Slika 4 Ekstrakcija eutekti¢kim otapalima u ultrazvucnoj kupelji
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4.1. ISTRAZIVANJE MOGUCNOSTI EKSTRAKCIJE KONGO CRVENILA
MONOKOMPONENTNIM OTAPALIMA

4.1.1. Ekstrakcijapolarnim proti¢nim otapalima

U ovom radu je ispitana sposobnost ekstrakcije sintetskog bojila kongo crvenila s obojenog
pivskog tropa pomocu razli¢itih otapala. Kako bi se mogla izvesti ekstrakcija kongo crvenila
pripremljeni su uzorci obojenog pivskog tropa, koji su simulirali obojeni trop zaostao nakon
procesa uklanjanja kongo crvenila iz sintetske otpadne vode adsorpcijom, pri cemu je koli¢ina

adsorbiranog bojila iznosila 10 mg bojila / & tropa(Uzorak 1) i 5 Mg bojila / & tropa (UzoOrak 2)

Tablica 1.prikazuje postotak ekstrahiranog bojila, kongo crvenila s obojenog pivskog tropa
ekstrakcijom s razli¢itim polarnim proti¢nim otapalima. Iz podataka je vidljivo kako metanol
pokazuje najveci postotak ekstrahiranog bojila u iznosu od 96,7 % za uzorak 1i 97 % za uzorak
2. Nadalje, dobru ucinkovitost ekstrakcije kongo crvenila pokazao je i etanol za uzorak 1 (88,86
%), kao i uzorak 2(73,20 %). Za razliku od primarnih alkohola nize molekularne mase (metanola
i etanola), amilni alkohol pokazuje vrlo malu ucinkovitost ekstrakcije kongo crvenila s
obojenog pivskog tropa, svega 1,4 % Sto se povezuje s posjedovanjem duZeg razgranatog
hidrofobnog lanca u molekuli. Iz podataka je takoder vidljivo kako je uspjesnija ekstrakcija

bojila bila ve¢inom pri niZzoj koncentracijiapsorbiranog bojila (voda, metanol).
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Tablica 1 Postotak ekstrahiranog bojila kongo crvenila s obojenog pivskog tropa ekstrakcijom

razli¢itim polarnim proti¢nim otapalima

% ekstrahiranog Kongo crvenila

Polarna proti¢na otapala Uzorak 1 Uzorak 2
10 mgojila / 8tropa 5 Mghojila / Stropa
Voda 5,3 18,5
Etanol 88,7 73,2
Metanol 96,7 97,0
Amilni alkohol - 1,4

Iz rezultata prikazanih na slici 5.je vidljivo kako se ucinak ekstrakcije kod alkohola (metanol,
etanol) linearno povedava s vremenom. Ucinkovitost ekstrakcije bojila s uzorka obojenog
pivskog tropa pomocu vode i amilnog alkoholaje maksimalna oko 45 minute, a nakon toga

seucinak ekstrakcije smanjuje.

2,5 4
2 4
S
‘S 1,5 -
c
.'é’ Voda
§ 1 Metanol
<
Etanol
0,5 - Amilni alkohol
0 y
15 30 45 60
t/ min

Slika 5 Promjena apsorbancije u vremenu pri A = 497 nm ekstrakcijom polarnim proti¢nim

otapalima
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Utvrdeno je kako porast koli¢ineadsorbiranog bojila smanjuje ucinkovitost njegovog
uklanjanja s obojenog pivskog tropa Sto je objasSnjeno zasi¢enjem adsorpcijske povrSine

(Jaikumar i sur., 2009).

Pandit i Basu (2004) su istrazili uklanjanje razli¢itih ionskih bojila (eozin Zutila, metilenskog
modrila, malahitnog zelenila, metil oranza, oranza G) iz vodene faze u prisutnosti kationskih i
anionskih tenzida (natrijevog dodecilbenzensulfonata, natrijevog bis(2-
etilheksil)sulfosukcinata, heksadeciltrimetilamonijevoga bromidai cetilpiridinijevogaklorida) u
razli¢itim otapalima (amilni alkohol, benzilni alkohol, metil — benzoat i izooktan). Istrazivanje
je pokazalo vedi u¢inak amilnog alkohola u ekstrakciji sintetskih bojila od benzilnog alkohola i
metil — benzoata. Karakterizaciju i modeliranje biosorpcije kiselih sintetskih bojila istrazivali su
Jaikumar i sur. (2009). Oni su utvrdili kako je pH vazan parametarza biosorpcije kiselih
sintetskih bojila te je utvrdeno kako je maksimalna adsorpcija postignuta pri pH 2. Rezultat
objasnjavaju prisustvom elektrostatskih interakcija izmedu pozitivno nabijene povrsine
lignoceluloznog materijala (pivskog tropa)i anionskog bojila. Autori navode kako SOs™ skupine
u bojilu ima vaznu ulogu u adsorpcijskom procesu. Kisela bojila su ¢esto nazvana i anionska
bojila zbog negativnog naboja na kromofornoj skupini. Kako se pH vrijednost povecava,
povedava se broj negativno nabijenih skupina na povrsini biosorbenta, dok se broj pozitivno
nabijenih skupina smanjuje.Negativno nabijene skupine na povrsini sorbenta nisu povoljne za
adsorpciju bojila zbog prisutnosti negatvno nabijenih skupina anionskog bojila. Zbog toga je
proces uklanjanja bojila ucinkovitiji u kiselom mediju, a ne u neutralnom ili luznatom
mediju.Gharehbaghi i Shemirani su istrazili utjecaj pH vrijednosti na ucinkovitost ekstrakcije
bududi da pH vrijednost utjeCe na stupanj ionizacije molekule bojila. U vodenoj otopini
sulfonska skupina kongo crvenila mozZe disocirati do njenog anionskog oblika. Protoniranje
kongo crvenila moZe nastupiti na dva mogucéa mjesta: na amino dusiku (struktura Il, slika 6) i
diazo dusiku (struktura Ill, slika 6).Strukture IIl i IV predstavljaju rezonantne strukture (Slika

6)(Yaneva i Georgieva, 2012).
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Slika 6Mehanizam protoniranja kongo crvenila u vodenom mediju (Yaneva i Georgieva,

4.1.2. Ekstrakcija polarnim aproticnim otapalima

2012)

Polarna aproti¢na otapala koristena u ovom istrazivanju pokazuju da se ne mogu primijeniti

ucinkovito za ekstrakciju bojila, kongo crvenila sto je vidljivo iz priloZzene tablice 2.
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Tablica 2 Postotak ekstrahiranog bojila kongo crvenila s obojenog pivskog tropa ekstrakcijom

s razli¢itim polarnim aproti¢nim otapalima

Uzorak 2 (5 MEhbojila / gtropa)
Polarna aproti¢na otapala
% ekstrahiranog kongo crvenila

EtOAc 1,2
Aceton 3,2
THF 0,3
DMF 8,6
ACN 12
DMSO 11,2

Tablica 2 pokazuje postotak ekstrahiranog bojila, kongo crvenila s razli¢itim polarnim
aproti¢nim otapalima. Od navedenih polarnih aproti¢nih otapala najbolju ucinkovitost
ekstrakcije bojilaje pokazao acetonitril (12 %). NeSto manju ucinkovitost imaju DMSO u iznosu
od 11,2 % te DMF u iznosu od 8,6 %. Ostala polarna aproti¢na otapala, EtOAc(1,2 %), aceton
(3.2 %) i THF (0.3 %) imaju gotovo zanemarivu sposobnost ekstrakcije kongo crvenila s

obojenog pivskog tropa.

4.1.3. Ekstrakcijanepolarnim otapalima

Ekstrakcija bojila kongo crvenila pomoéu razli¢itih nepolarnih otapala s obojenog pivskog
tropa nije bila u¢inkovita. Najvecéu ucinkovitost ekstrakcije bojila pokazao je DCM i to svega 3
%.Mozemo pretpostaviti kako je razlog tomu sama struktura molekule, jerdolazi u obliku
dinatrijeve soli benzidindiazo-bis-1-naftilamin-4-sulfonske kiseline, Sto uzrokuje vecu

topljivost u polarnijim otapalima.
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Tablica 3 Postotak ekstrahiranog bojila kongo crvenila s obojenog pivskog tropa dobivenog

ekstrakcijom s razli¢itim nepolarnim otapalima.

Uzorak 2 (5 MEhbojila / gtropa)

Nepolarna otapala

% ekstrahiranog kongo crvenila

DCM
Benzen
Kloroform
Ksilen

Toluen

3,0
0,6
1,5
0,6
0,3

U drugim istrazivanjima su koriStena nepolarna organska otapala za ekstrakciju sintetskih

bojila, ali uz prisutnost kationskih tenzida poput heksadeciltrimetiloamonijevoga bromida.

Tako su Lee i sur. za ekstrakciju koristili kerozin, dok su Pandit i Basu koristili izooktan.

Diklormetan je koristen kao ekstraktant za ekstrakciju azo bojila pomocu B-ciklodekstrina

(Yilmaz i sur., 2007).

0,45

0,4 -

0,35

0,3 -

0,25 -

0,2

Apsorbancija

0,15 -

0,05 - — ' =X

15 30 45 60

t /min

1440

——DCM
Benzen
Kloroform
Toluen

== Ksilen

Slika 7 Promjena apsorbancije pri A =497 nm u vremenu, t za razli¢ita nepolarna otapala
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Na slici 7 je vidljivo kako pri ekstrakciji kongo crvenila nepolarnim otapalima postoji
karakteristi¢an porast apsorbancije u vremenu. 1z grafa je vidljivo kako DCM i kloroform imaju
najvisu sposobnost uklanjanjanja kongo crvenila s obojenog pivskog tropa za razliku od ostalih
nepolarnih otapala koja su tek nakon duZeg vremena ekstrakcije pokazali vrlo nisku

sposobnost desorpcije bojila.

4.2. EKSTRAKCIJA KONGO CRVENILA MULTIKOMPONENTNIM OTAPALIMA

Na osnovu istrazivanja provedenih s polarnim proti¢nim, polarnim aproti¢nim i nepolarnim
otapalima, dizajnirani susustavi otapala koja su pokazala najveéi stupanj ucinkovitosti
ekstrakcije bojila. Od istrazenih multikomponentnih otapala istrazen je jedan
dvokomponentni sustav,metanol : voda = 1 : 1, a preostala tri su sustavi trokomponetnih
otapala (metanol : ACN :voda=1:1:1, metanol : DMF :voda=1:1:1, metanol : kloroform

:voda=1:1:1).

Tablica 4 Postotak ekstrahiranog bojila kongo crvenila s obojenog pivskog tropa ekstrakcijom

sa sustavom viSekomponentnih otapala

Visekomponentna otapala Uzorak 2 (5 mghojila / Stropa)

% ekstrahiranog kongo crvenila

Metanol : Voda=1:1 85
Metanol : ACN:Voda=1:1:1 92,4
Metanol : DMF:Voda=1:1:1 66

Metanol : Kloroform : Voda=1:1:1 55

Tablica 4. pokazuje postotak uklonjenog bojila, kongo crvenila ekstrakcijom sa sustavom
visSekomponentnih otapala. Rezultati dobiveni ekstrakcijom pomoéu multikomponentnih
otapala pokazali su izvrsnu ucinkovitost ekstrakcije.Najveéu ucinkovitost ekstrakcije kongo
crvenila s obojenog pivskog tropa pokazao je trokomponentni sustav otapala metanol:
acetonitril : voda=1:1:1(92,4 %).

Robinson i sur. (2002) su ispitali mogucnost primjene multikomponentnih otapala za

ekstrakciju sintetskih organskih bojila (Remazol crvenila i crnila, Cibacron modrila, crvenila i
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zutila). Najucinkovitiji za ekstrakciju se pokazao sustav metanol : kloroform:voda=1:1:1u

kojemu je postotak uklonjenog bojila iznosio 93 %.

4.3. EKSTRAKCIJA KONGO CRVENILA EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Rezultati dobiveni ekstrakcijom sintetskog bojila kongo crvenila uz pomo¢ eutektickih otapala
su pokazali kako na ucinkovitost ekstrakcije utje¢e odabir metode ekstrakcije te odabir tipa

eutektickog otapala.

Tablica 5 Postotak ekstrahiranog bojila kongo crvenila s obojenog pivskog tropa dobivenog

ekstrakcijom s eutektickim otapalima

Uzorak 2 (5 MEhojila / gtropa)
Eutekticka otapala
% ekstrahiranog kongo crvenila

Kolin klorid : urea=1:2 19
Kolin klorid : glicerol =1:2 53
Kolin klorid : glicerol =1:3 3,3
Kolin klorid : glicerol=1:4 0,8

U ovom je istrazivanju za ekstrakciju kongo crvenila s obojenog pivskog tropa, takoder koristen
i niz eutektic¢kih otapala, dobivenih mijeSanjem kolin klorida i donora vodikove veze, uree i
glicerola u razli¢éitim omjerima. Na osnovu podataka prikazanih u tablici 5, najbolju
ucinkovitost ekstrakcije u iznosu od 53 % je pokazalo eutekti¢ko otapalo, kolin klorid : glicerol
=1:2, anajmanju uiznosu od 0,8 % eutekti¢no otapalo kolin klorid : glicerol = 1 : 4.Ispitan je
utjecaj primjene eutekti¢kog otapala, kolin klorid / donor vodikove veze u razli¢itim molarnim
omjerima na ucinkovitost ekstrakcije boje s obojenog pivskog tropa. Taj utjecaj je procijenjen
na eutekticCkom otapalu, kolin klorid i glicerol u omjerima 1:2,1:3i1: 4.1z podataka je
vidljivo da se povecanjem omjera, smanjuje postotak uklonjenog bojila ekstrakcijom s
obojenog pivskog tropa.

Ekstrakcija sintetskih bojila eutekti¢énim otapalima je gotovo neistrazeno podrucje. Tek
nekoliko radova je ispitalo moguénost primjene eutektickih otapala u ekstrakciji bojila. Zhu i

sur. (2017) su primijenili eutekti¢ka otapala za ekstrakciju ilegalnih sintetskih bojila iz zainske
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Cili paprike pri ¢emu su nakon ekstrakcije identificirani krizoidin G, astrazon orange G i
astrazon orange R (Zhuisur., 2017). Ravandi i Fath'i su takoder rabili mikroekstrakciju pomocu
eutekti¢kih otapala u izolaciji sintetskih bojila Sunset Yellow (SY) i Brilliant Blue FCF (BB) u
prehrambenom proizvodima (sladoledu, vo¢nim Zele bonbonima, vo¢nim pastama i nekim
slatkiSima). Kao eutekti¢na otapala koristeni su metiltrioktil amonijev klorid kao akceptor
vodikove veze te oleinska kiselina, dekanska kiselina i ibuprofen kao donori vodikove veze

(Ravandi i Fath'i, 2018).
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7. Prilozi

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

= od svih ispitanih skupina organskih otapala, polarna proti¢na otapala su pokazala
najveci u€inak ekstrakcije kongo crvenila s uzoraka obojenog pivskog tropa

= iz skupine polarnih proti¢nih otapala najvedi u¢inak ekstrakcije je pokazao metanol

= utvrdeno je kako polarna aproti¢na i nepolarna otapala nisu djelotvorna u uklanjanju
kongo crvenila s obojenog pivskog tropa

= pri ekstrakciji multikomponentnim otapalima najveci ucinak ekstrakcije pokazala je
smjesa otapala metanol : ACN:voda=1:1:1

= rezultati ekstrakcije kongo crvenila s obojenog pivskog tropa koristenjem eutektickih
otapala pokazali sukakose neka od ispitivanih eutektickih otapala mogu koristiti kao
"zelena" alternativa organskim otapalima. Medutim, ona su bila daleko manje
ucinkovita od polarnih proti¢nih otapala.
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7. Prilozi

Bazdarna krivulja CR u vodi

y =0,0557x - 0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Konc mg /L

Prilog 1. BaZdarna krivulja kongo crvenila u vodi

Bazdarna krivulja CR u MeOH
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Apsorbancija
o
w

Bazdarna krivulja CR u DMF

y =0,0566x - 0,0254

3 4 5 6 7 8 9 10

Koncentracija mg /L

Prilog 3. Bazdarna krivulja kongo crvenila u DMF-u

36



