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1.UvOD

U zadnjih nekoliko desetlje¢a proveden je velik broj istrazivanja na obnovljivim
sirovinama za biotehnoloSku proizvodnju i izvorima energije s ciliem zamjene fosilnih goriva.
Izgaranjem fosilnih goriva nastaje ugljikov dioksid koji je jedan od glavnih uzrocnika
globalnog zatopljenja. Lignocelulozne sirovine su jedan od obnovljivih izvora energije te
njihovo izgaranje ne doprinosi povecanju CO; u atmosferi (Kumar i sur., 2009). Postoji mnogo
mogucnosti njihovog koristenja, pa se danas najvise istrazivanja provodi u svrhu optimizacije
procesa iskoristenja lignoceluloznih sirovina za proizvodnju biogoriva, bioplina, bioetanola,
organskih kiselina, enzima i mikrobne biomase kao i za mnoge druge biotehnoloSke procese
(Alriksson, 2006).

Lignoceluloza je vrlo dostupna, jeftina i ne konkurira na trziStu hrane poput kukuruza i
SecCerne trske koji se mogu koristiti u svrhu dobivanja bioetanola i drugih kemikalija. Postoji
viSe vrsta lignoceluloznih sirovina i to su: poljoprivredni ostaci (pSenicni i kukuruzni oklasci),
Sumski otpad (meko i tvrdo drvo) te trave (Kumar i sur,, 2009). U prirodi, lignoceluloza daje
Cvrstocu stanicnoj stijenci i stiti biljke od mehanickih osteéenja i bioloskih napada (Karimi,
2015).

Lignoceluloza se sastoji od celuloze, hemiceluloze i lignina. Hidrolizom celuloze se
oslobada glukoza, a hidrolizom hemiceluloze oslobadaju se pentoze i heksoze. Navedene
Secere radni mikroorganizmi mogu koristiti kao supstrat prilikom fermentacije. Hemiceluloza
se zbog svoje strukture razgraduje pri blazim uvjetima predobrade nego celuloza. Lignin cini
zastitni sloj oko hemiceluloze i celuloze i tesko ga je razgraditi (Bajpai, 2016), a moze se

koristiti u proizvodnji goriva, ljepila i smola.

Metode predobrade lignoceluloznih sirovina dijele se na fizikalne, fizikalno-kemijske,
kemijske i bioloske (Brodeur i sur, 2011). Kiselinska hidroliza spada u kemijske metode
predobrade lignocelulozne sirovine. Kiselina uzrokuje promjenu strukture lignina, hidrolizu
hemiceluloze i amorfnog dijela celuloze. Predobrada je potrebna kako bi se povecala
izloZenost ugljikohidratnih polimera hidrolitickim enzimima. Cilj predobrade lignoceluloze je
uklanjanje lignina i smanjivanje kristalini¢nosti celuloze (Alriksson, 2006; Taherzadeh i Karimi,
2008).

Svrha ovog zavrsnog rada je istrazivanje utjecaja vremena i temperature zadrzavanja

na uspjesnost predobrade jelove piljevine razrijedenom sumpornom kiselinom (0.5%w/v) u
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visokotlatnom reaktoru. Odabrane su temperature zadrzavanja bile 180°C, 200°C i 210°C te
vremena zadrzavanja od 5, 10 i 15 minuta. Sastav hidrolizata nastalih predobradom je

analiziran te su doneseni zakljucci o optimizaciji predtretmana kiselinom.
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2.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozna biomasa podrazumijeva biljni materijal dobiven nakon prerade drva
(npr. piljevina), poljoprivredne ostatke (npr. kukuruzni oklasci, slama) i industrijski otpad
bilinog porijekla (npr. papirna pulpa). Organske tvari nadene u biljikama dijele se na
polisaharide (celuloza, hemiceluloza i pektini), lignin i ekstraktivne tvari (Slika 1). Anorganske
tvari ¢ine pepeo (Da Silva Perez, 2010). Lignoceluloza je sastavni dio stanicne stijenke biljnih
stanica. Stani¢na stijenka daje cvrstocu biljkama te ih stiti od kemijskih, mikrobnih i
mehanickih osteéenja (Karimi, 2015), a sastoji se od celuloze, hemiceluloze i lignina. Udio
pojedinih komponenata varira ovisno o vrsti biljke (trave, meko drvo, tvrdo drvo) te o dijelu
biljke (korijen, deblo, granje). Vise biljke imaju vece udjele lignina, a trave i nize biljke sadrze
manje lignina (Azadi i sur, 2013). Celuloza i hemiceluloza se mogu hidrolizirati do
fermentabilnih Secera dok se lignin ne moZe. Oslobodeni Seceri mogu se koristiti kao supstrat

za rast mikroorganizama ili u proizvodnji biokemikalija i biogoriva.

"‘f;:’/\° \‘;.l Afo *y;.i_ ng/ -M -
"Wm\\;-ix '0.7—-\47\“&\//-: "°Z:7\ '\A o celuloza
"0’7\*’7\0 t: o7~ ,\ /T\/o 7-; 7 " \/o g,

oM

hemiceluloza

lignin

kompleks lignina i
ualiikohidrata
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Slika 1. Sastav lignoceluloze (Volynets i sur., 2016).
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2.1.1. Grada lignoceluloznih sirovina

Lignocelulozu cine tri polimera: celuloza (35-50%), hemiceluloza (15-35%) i lignin
(10-35%) (Karimi, 2015). Celuloza i hemiceluloza su blisko povezane te zajedno s ligninom
tvore trodimenzionalnu strukturu. Zbog strukture otporne na ostecenja potrebno je napraviti

predtretman sirovine prije provodenja submerznog uzgoja.

2.1.1.1. Celuloza

Celuloza je polisaharid sastavljen od ravnih lanaca D-glukoze. Glukoza je Secer od 6
ugljikovih atoma (heksoza). Jedan lanac ¢ini 10000 ili viSe jedinica glukoze i stoga je celuloza
homopolimer, u kojem su jedinice glukoze medusobno povezane g -1,4-glikozidnom vezom
(Da Silva Perez, 2010). Prisutnost tri hidroksilne grupe na svakoj jedinici glukoze (Slika 2)
omogucuju formiranje velikog broja vodikovih veza s drugim molekulama. Pomocu
hidroksilnih grupa povezuju se slojevi celuloze. Slojeve celuloze pridrzavaju Van der Waalsove
sile te tvore kristalini¢nu strukturu. Lanci celuloze su povezani u mikrovlakna, a mikroviakna
su povezana hemicelulozom i obavijena ligninom (Taherzadeh i Karimi, 2008). Kristalini¢na
celuloza daje tvrdocu i ¢vrstocu materijalu, ali i fleksibilnost. Isto tako, kompaktna struktura
onemogucuje dostupnost glukoze celulolitickim enzimima i kemikalijama. Stoga se tijekom
kiselinskog predtretmana vecinom hidrolizira amorfna celuloza i povrsSina kristalini¢ne celuloze

(Da Silva Perez, 2010). Derivati celuloze mogu se koristiti u proizvodnji membrana, filmova i

adsorbensa.
THQOH CH,OH CH,OH
H ¢—0O H (’3—— 0 . | —O0
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Slika 2. Kemijska struktura celuloze (Acharya i sur., 2012).



2. Teorijski dio

2.1.1.2. Hemiceluloza

Uz celulozu, hemiceluloza cini ugljikohidratnu osnovu strukture drva. Visoko je
razgranati heteropolimer (Slika 3.). Hidrolizom hemiceluloze dobiva se smjesa heksoza
(glukoza, galaktoza, manoza) i pentoza (ramnoza, ksiloza, arabinoza). Hemiceluloza
povezuje celulozu i lignin. Njezina amorfna, razgranata struktura cini hemicelulozu
vodotopljivijom od celuloze i lako se razgraduje kiselinskom hidrolizom do monomera
(Taherzadeh i Karimi, 2008). Iz lignocelulozne sirovine moze se ukloniti pomocu
hemicelulaza, ali ako se koristi kiselinska predobrada onda nema potrebe za upotrebom
enzima. Glavhe komponente hemiceluloze mekog drva su galaktomanani i

arabinoglukuronoksilan.

O OH

(o)

Slika 3. Struktura hemiceluloze (Gandini, 2013).
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2.1.1.3. Lignin

Lignin je trodimenzionalni polimer koji se sastoji od fenilpropanskih jedinica sa
hidroksi- i metoksi- skupinama (Slika 4). Lignin nastaje sintezom iz 3 alkohola: p-kumaril
alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol. Lignin u mekih drva se sastoji pretezito od koniferil
alkohola (Adler, 1997).

CH2|OH CH,OH CH,OH
|
CH CH CH .
|  pkumaril alkohol il koniferil alkohol J| sinapil alkohol
CH CH CH
OCH, CH,0 OCH,
OH OH OH

Slika 4. Monomeri koji Cine lignin (Pettersen i sur., 1984).

Lignin doprinosi mehanickoj ¢vrstoci i otpornosti biljaka na nacin da povezuje sve
komponente lignocelulozne biomase te ju Cini netopljivom u vodi (Bajpai, 2016). Njegova
trodimenzionalna struktura je teSko razgradiva te je blisko vezan na celulozne mikrofibrile
(Avgerinos i Wang, 1983). Sto je ve¢a koncentracija lignina, lignoceluloznu sirovinu je teze
enzimski i mehanicki razgraditi. Meko drvo, u prosjeku, ima viSe lignina (Taherzadeh i Karimi,
2008). Smatra se da je prisutnost lignina glavni razlog za provodenje predtretmana. Lignin je
bitna komponenta stanica ksilema jer omogucuje prijenos vode u zilama biljke, a

hidrofobnost lignina stiti biljku od gubitka vlage i isuSivanja (Karimi, 2015).
Prema Bajpai (2016) negativni utjecaji lignina na predtretman su:

e Nespecifitna adsorpcija hidrolitickih enzima
e Ometanje vezanja celulolitickih enzima na kompleks lignina i ugljikohidrata
e Toksi¢no djelovanje derivata lignina na rast mikroorganizama

e Predstavlja fizicku prepreku
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2.1.1.4. Ekstraktivne tvari i pepeo

Ekstraktivne tvari drva su tvari koje ne pripadaju lignocelulozi. To su: smole, voskovi,
alkaloidi, pektini, terpeni, Skrob, glikozidi, esencijalna ulja i drugi spojevi. Ne sudjeluju u
odrzavanju Cvrstoce staniCne stijenke, ali imaju ulogu u obrani od mikroorganizama ili su
meduprodukti metabolizma drva. U prosjeku, ekstraktivne tvari Cine 4-10% suhe tvari
(Pettersen i sur., 1984).

Pepeo drva sadrzi anorganske spojeve (minerale) te ¢ini manje od 1% suhe tvari

drva. Dobiva se izgaranjem, a odreduje prije i poslije odredivanja ekstraktivnih tvari.

2.1.1.5. Grada i sastav mekog drva

Kemijskim analizama utvrdena je razlika izmedu tvrdog drva (kritosjemenjace) i
mekog drva (golosjemenjace) (Tablica 1) (Pettersen i sur., 1984). Na slici (Slika 5) moze se

vidjeti razlika u strukturi mekog i tvrdog drva.

Aksijalno y
Aksijalno

Radijalno

Slika 5. Usporedba strukture tvrdog drva (lijevo) i mekog (desno) drva (Thunman i
Leckner, 2002).
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Uz glukozu, dominantni Secer mekog drva je manoza te se na nju nadovezuju jedinice

galaktoze i glukoze. Kao Sto je prikazano u tablici (Tablica 2). Veliki udio tvrdog drva cini

ksilan na kojeg su vezani arabinoza i glukuronska kiselina (LeSi¢, 2014).

Tablica 1. Usporedba kemijskog sastava polisaharida u razli¢itim vrstama mekog i tvrdog
drva (Da Silva Perez, 2010).

Vusha v Udio Udio ekstraktivnih ~ Udio polisaharida Udio heksoza ~ Udio pentoza
lignina (%) tvari (%) (%) (%) (%)

Tvrdo drvo

Bukva 23.00 3.07 73.93 55.70 18.23
Breza 22.00 3.39 74.61 54.80 19.81
Kesten 23.70 16.14 60.16 46.79 13.37
Eucalyptus globulus 15.94 3.65 80.41 62.80 17.61
Eucalyptus urograndis 27.43 2.46 70.11 59.37 10.74
Hrast 23.50 13.26 63.24 49.48 13.76
Topola 26.00 3.96 70.04 56.79 13.25
Meko drvo

Bijeli bor 25.90 3.75 70.35 61.98 8.37
Crni bor 26.10 5.28 68.62 63.40 5.22
Jela 26.10 3.31 70.59 64.00 6.59
Primorski bor 27.20 4.63 68.17 60.57 7.60
Visoka smreka 27.30 3.75 68.95 62.55 6.40
Obicni bor 26.90 4.82 68.28 62.32 5.96

Tablica 2. Usporedba udjela Secera u polisaharidima razliCitih vrsta mekog i tvrdog drva (Da

Silva Perez, 2010).

Udio glukoze Udio manoze Udio galaktoze  Udio arabinoze Udio ksiloze
Vrsta drva (%) %) (%) (%) (%)
Tvrdo drvo
Bukva 71.91 2.61 0.82 0.54 24.11
Breza 70.07 2.49 0.90 0.40 26.14
Kesten 71.03 4.40 2.34 0.70 21.53
Eucalyptus globulus 74.50 2.28 1.32 0.60 21.31
Eucalyptus urograndis 82.08 1.50 1.10 0.23 15.09
Hrast 74.73 1.53 1.98 0.90 20.86
Topola 76.68 3.64 0.76 0.37 18.55
Meko drvo
Bijeli bor 69.94 15.29 2.87 1.81 10.09
Crni bor 69.57 20.64 2.19 1.47 6.14
Jela 73.79 13.62 3.27 1.53 7.79
Primorski bor 69.44 15.33 4.09 1.95 9.18
Visoka smreka 71.28 16.82 2.61 1.38 7.90
Obi¢ni bor 69.48 18.79 3.00 1.58 Tdd
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2.1.2. Predobrada

Celuloza

Haomirallnlaca

Hemiceluloza

Slika 6. Pojednostavljeni prikaz utjecaja predobrade na lignoceluloznu biomasu (Mosier i
sur., 2005).

Predobrada je postupak izmjene strukture lignoceluloznih sirovina Ciji je cilj uklanjanje
hemiceluloze i lignina te smanjenje kristaliniCnosti celuloze (Slika 6). Uklanjanjem
hemiceluloze i lignina povecava se povrsina celuloze koja je dostupna za razgradnju (Karimi,
2015). Dobivena celuloza se zatim moze hidrolizirati kiselinama ili enzimski kako bi dobili
glukozu. Puno vecu efikasnost predobrade daje enzimska hidroliza jer ne nastaju nusprodukti
te je cijepanje kemijskih veza specificno, ali su enzimi joS uvijek preskupi. Zahtjevi za
provodenje odredene predobrade su: dobivanje Secera hidrolizom, izbjegavanje razgradnje i
gubitaka ugljikohidrata, niska cijena te izbjegavanje nastanka inhibiraju¢ih nusprodukata
(Kumar i sur., 2017).

Cimbenici koji utjecu na brzinu i efikasnost hidrolize lignoceluloznih sirovina su (Taherzadeh i
Karimi, 2008):

e Dostupna povrsina celuloze i zasti¢enost ligninom
e Stupanj polimerizacije celuloze
e Stupanj acetiliranja hemiceluloze

o Kristalinicnost celuloze
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Slika 7. Ucinci predtretmana na pristup enzima (Taherzadeh i Karimi, 2008).

Metode predobrade dijele se na:

e Fizikalne (piroliza, ekspanzija, ekstruzija, mljevenje )

¢ Kemijske (predobrada kiselinom, luzinom, organskim otapalima, ionskim tekucinama)

e Fizikalno-kemijske (mokra oksidacija, tretman parom, hidrotermoliza)

e Bioloske (razgradnja gljivama i enzimima)
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2.1.2.1. Fizikalna predobrada

Fizikalna predobrada temelji se na smanjenju dimenzija Cestica s ciliem povecanja
kontaktne povrsine izmedu lignoceluloze i enzima. Prilikom procesa smanjuje se
kristalinicnost celuloze (Bajpai, 2016). Nedostaci ovih metoda predobrade su varijacije u
uspjesnosti predobrade ovisno o sirovini te slabije uklanjanje lignina u usporedbi s ostalim
metodama (Ivanci¢, 2016). Mljevenje je Cesto koriStena metoda, ali je njezina mana Sto

zahtjeva veliku koli¢inu energije.

2.1.2.2, Kemijska predobrada

Kemijska predobrada bazira se na uporabi kemijskih sredstva s ciljem hidrolize
lignoceluloznih sirovina. Koristene metode su: kiselinska hidroliza, alkalna hidroliza, ozonoliza
i oksidativna delignifikacija.

Predtretman kiselinom dijelimo prema koristenoj kiselini (H.SOs4, HCI, HNOs) i
koncentraciji kiseline. Koncentrirane kiseline (70% w/v) daju velike prinose (90%), ali su vrlo
korozivne i Stetne za okoliS. To zahtjeva koristenje skupe opreme koja je napravljena od
materijala otpornog na koroziju te da bi proces bio isplativ kiselina bi se morala reciklirati
(Kumar i sur, 2017). Razrijedene kiseline su nasle ve¢u primjenu u industriji. Zbog nize
koncentracije kiseline (<4% w/v) koriste se pri veéim temperaturama i tlaku (10 atm) nego
koncentrirane kiseline. Vece temperature (160-220°C) povecavaju vjerojatnost degradacije
SeCera i nastajanja inhibitora (Shahbazi, 2010). Prilikom hidrolize razrijedenom kiselinom
zbivaju se 2 kemijske reakcije. Prva reakcija je cijepanje celuloze u Secere, a druga prevodi
Secere do inhibitora. Uvjeti koji pogoduju prvoj reakciji, uzorkuju degradaciju glukoze, a obje
se reakcije dogadaju istovremeno (Shahbazi, 2010). Tijekom predobrade remeti se struktura
lignina i dio lignina se otapa. Stoga celuloza postaje izloZenija i moze se hidrolizirati enzimima
(Yang i Wyman, 2004). Hemiceluloza se kiselinskom predobradom gotovo u potpunosti
hidrolizira do jednostavnih ugljikohidrata. Acetilne jedinice oslobodene razgradnjom
hemiceluloze daju octenu kiselinu koja je inhibitor rasta mikroorganizama. Lignin je
komponenta lignoceluloze koja se najteze uklanja te se odvaja od celuloze pri
temperaturama ve¢im od 200°C (Palonen, 2004). Nedostatak kiselinske predobrade je
potreba za neutralizacijom pomocu NaOH ili ispiranjem vodom prije fermentacije zbog vrlo
niske pH-vrijednosti. Takoder, primjenom drugih metoda predobrade lignocelulozne sirovine
ne dolazi do nastajanja inhibitora fermentacije. Detoksikacija tekuce faze od inhibitora
provodi se adsorpcijom na aktivni ugljen, obradom Kkalcijevim hidroksidom, ionskom

izmjenom ili rotacijskim vakum-uparivacem (Chandel i sur., 2011).

11
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Alkalna hidroliza uzrokuje degradaciju esterskih i glikozidnih pobocnih ogranaka.
Rezultat njihove razgradnje je promjena strukture lignina, bubrenje i djelomicna
dekristalizacija celuloze te otapanje hemiceluloze (Brodeur i sur, 2011). Odvija se pri
temperaturama (25-100°C) i tlakovima koji su nizi nego kod drugih metoda predobrade.
Posljedica blazih uvjeta je produljeno vrijeme trajanja hidrolize te sam proces Cesto traje 24
sata. Kemikalije koje se koriste su natrijev, kalijev ili kalcijev hidroksid. Kalcijev hidroksid je
jeftiniji od ostalih navedenih luZina i moZe se reciklirati (Kumar i sur, 2017). Tretman
luzinom efikasnije odvaja lignin i hemicelulozu od celuloze u usporedbi s ostalim tretmanima.
KoriStenje luzine pokazalo se boljim za hidrolizu poljoprivrednih ostatka nego za drvo
(Taherzadeh i Karimi, 2008). Kao i kod kiselinske hidrolize, prije enzimske hidrolize potrebna
je neutralizacija pomocu CO; te detoksikacija (uklanjanje lignina i inhibitora) (Brodeur i sur.,
2011).

Ozonoliza je efikasan tretman za degradaciju lignina i hemiceluloze. Odvija se pri
sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku te ne dolazi do nastajanja inhibitora (Taherzadeh i
Karimi, 2008). Isto tako, nakon procesa nije potrebna neutralizacija niti detoksikacija. Proces
je vrlo skup jer su potrebne velike koli¢ine ozona.

Oksidativna delignifikacija se bazira na uklanjanju lignina pomocu vodikovog
peroksida uz dodatak luzine. Uklanjanjem lignina povecava efikasnost enzima je se enzimi ne
vezu nespecificno na lignin. Takoder, odstranjivanjem lignina bolja je dostupnost celuloze
hidrolitickim enzimima (Kumar i sur., 2017). JoS jedna prednost ovog tretmana je Sto tijekom
oksidativne delignifikacije nije zamijeCeno nastajanje hidroksimetilfurfurala i furfurala
(Taherzadeh i Karimi, 2008).

2.1.2.3. Fizikalno-kemijska predobrada

Od fizikalno-kemijskih predtretmana najcéeSée se koristi eksplozija parom. U ovom
procesu sirovina se prvo melje i obraduje vodenom parom pod visokim tlakom na nekoliko
minuta pri minimalno 160°C (Agbor i sur, 2011). Prilikom otpustanja tlaka dolazi do
eksplozivhe dekompresije te transformacije hemiceluloze i lignina. Efikasnost eksplozije
parom moze se povecati dodatkom katalizatora poput CO; ili sulfatne kiseline. Primjena
eksplozije parom nije u potpunosti primjenjiva na meka drva zbog povecanog udjela lignina
pa je nuzno koristiti kiselinu kao katalizator (Bajpai, 2016). Druge, slicne, metode fizikalno-

kemijskih predtretmana su tretman vru¢om vodom i eksplozija vlakana amonijakom.

12
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2.1.2.4. Bioloska predobrada

Bioloska predobrada lignocelulozne sirovine ukljucuje koristenje mikroorganizama koji
degradiraju lignin i hemicelulozu, a celulozu ostavljaju intaktnom (Sanchez, 2008).
Predobrada se bazira na hidrolizi lignoceluloze enzimima mikroorganizama. Najc¢es¢i radni
mikroorganizmi su gljive bijelog, smedeg i mekog truljenja. Gljive bijelog truljenja mogu
razgraditi lignin do CO, (Sanchez, 2008). Ovakva se predobrada odvija pri blagim uvjetima i
nije skupa, ali dugo traje jer je brzina hidrolize sporija (Sun i Cheng, 2002).

2.1.3. Inhibitori koji nastaju tijekom predobrade

Osim Secera, kiselinskom hidrolizom nastaje i veci broj nusproizvoda razgradnje
hemiceluloze i lignina (Slika 8). Mnogi od njih su toksicni za rast mikroorganizama i negativno
utjeCu na fermentaciju (Mussatto i Roberto, 2003). Tri su skupine inhibitora: derivati furana,
fenoli i organske kiseline. Ovi inhibitori smanjuju enzimsku aktivnost, oste¢uju DNA te
inhibiraju sintezu proteina i RNA (Hsu i sur, 2010). Njihov stupanj inhibicije ovisi o broju
metilnih grupa koje posjeduju. Furfural je kemijski spoj koji nastaje degradacijom pentoza
(ksiloza, arabinoza) iz hemiceluloze tijekom kiselinske predobrade. Na sobnoj temperaturi
uljasta je tekucina koja pri doticaju sa zrakom postane svijetlo Zute boje. Nastaje reakcijama
dehidracije uz sumpornu kiselinu kao katalizator (Karimi, 2015). Iako sam mehanizam
inhibicije metabolizma kvasca nije poznat, smatra se da furfural inhibira enzime glikolize

(heksokinaza, fosfofruktokinaza) (Kumar i sur., 2017).
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Slika 8. Shema nastajanja inhibitora (Jénsson i sur., 2013).

Levulinska kiselina posredno nastaje dehidracijom heksoza (Trajano, 2013). Tom
reakcijom stvara se hidroksimetilfurfural koji se raspada na levulinsku i mravlju kiselinu.
Mravlja kiselina takoder nastaje razgradnjom furfurala. Toksi¢ni ucinak kiselina na S.
cerevisiae moze se pripisati njihovom nedisociranom obliku i tako da je octena kiselina
najmanje Stetna, zatim levulinska, a najstetnija za rast mikroorganizama je mravlja kiselina
(J6nsson i sur., 2013). Mravlja kiselina je jaci inhibitor od levulinske i octene zbog manje
veliCine molekule. To omogucuje bolju difuziju kroz stanicnu membranu te dolazi do
zakiseljavanja citoplazme i smrti stanice. Male nedisocirane kiseline mogu pasivno difundirati
kroz stani¢nu stijenku i membranu u citosol dok disocirane kiseline ne mogu pasivno uéi u
stanicu u ve¢im koli¢inama. Sa padom pH-vrijednosti izvan stanice, kemijska ravnoteza se
pomite prema nastajanju nedisocirane kiseline i dolazi do povecanja difuzije. Difuzijom
nedisociranog oblika kiseline spusta se pH-vrijednost unutar stanice. Aktivnim transportom
stanica moZe ukloniti disocirane kiseline, a ATPaza moZe odstraniti vodikove ione koji su
odgovorni za spustanje intracelularnog pH. Za taj transport molekula stanica trosi energiju
molekula ATP-a. Nedostatak molekula ATP-a ograniCava druge energetski zahtjevne procese

(rast i odrzavanje metabolizma) u stanici i stanica konacno umire (van der Pol, 2014).

Nakon kiselinske predobrade, octena kiselina je najzastupljenija organska kiselina te
nastaje hidrolizom acetilksilana iz hemiceluloze (Shahbazi, 2010). Hidroksimetilfurfural

tijekom predtretmana nastaje degradacijom heksoza. Ovaj spoj ima vrlo visok potencijal za
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daljnju pretvorbu u goriva, smole, veziva, otapala i farmaceutike (Peng i sur, 2011).
Nastajanje hidroksimetilfurfurala odvija se u dva koraka uz pomo¢ katalizatora. Konverzija
zapoCinje izomerizacijom glukoze u fruktozu, a zatim se fruktoza izomerizira u
hidroksimetilfurfural ~ (Karimi, 2015). Koncentracije furfurala iznad 5 g/L i
hidroksimetilfurfurala iznad 8 g/L pokazuju jako inhibicijsko djelovanje te koncentracije

mravlje kiseline iznad 10 g/L i octene kiseline iznad 15 g/L (van der Pol, 2014).

15
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali
3.1.1. Sirovina

Lignocelulozna sirovina koriStena u ovom radu je jelova piljevina (Slika 9).

PomijeSana je piljevina dobivena s dvije razliite lokacije (prva poSilika od 4,7 kg s
podrucja sjeverozapadne Hrvatske i druga poSilika od 1,5 kg s podruéja Gorskog Kotara).
Nakon primitka, sirovina je u tankom sloju rasirena radi suSenja i ostavljena dva tjedna pri

sobnoj temperaturi uz povremeno mijeSanje i prevrtanje.

Slika 9. Izgled koriStene jelove piljevine (vlastita fotografija).
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3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koriStene u ovom radu navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Kemikalije koriStene u istraZivanju.

Naziv Proizvodac
Sumporna kiselina Carlo Erba Reagents, Francuska
Fosfatna kiselina Fluka, Njemacka
Furfural Sigma-Aldrich, Njemacka
Cinkov sulfat heptahidrat Merck, Njemacka
Kalcijev hidroksid Kemika, Hrvatska
Demineralizirana voda Vlastito postrojen\];g dz: demineralizaciju

Za uklanjanje ekstraktivnih tvari topljivih u vodi, koristena je demineralizirana voda iz
vlastitog postrojenja. Preostale ekstraktivne tvari izdvojene su pomocu etanola volumnog
udjela 96% (Medika, Hrvatska).

17
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3.2. Oprema

Vage

- digitalna vaga Acculab ALC-210.4 (Max. 210 g, d=0.1mgq), Sartorius, Njemacka
- tehnic¢ka vaga Tehnica ET-1111, Slovenija.

Mufolna pec

- mufolna pec Iskraterm IP-08.

Centrifuga

- HC-240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija.

Termostat

- termostat ,Sutjeska" i ST-05, Instrumentaria, Hrvatska.

Za ekstrakciju vodom i etanolom

- aparatura po Soxhlet-u s odgovarajuc¢im grijacem (Inako, Zagreb, Hrvatska),
TIP: SKoxks, Br: 8734, V: 220, W: 800) i celulozni tuljci za ekstrakciju MN 645
30/33 x 90 mm (Macherey-Nagel GmbH Co KG, Njemacka).

Rotacijski-vakuum uparivac:

- Rotavapor Biichi R-215 (BUCHI Labortechnik AG, Svicarska) s vakuum
kontrolerom V- 850, vakuum pumpom V-700 i vodenom kupelji (Heathing
Bath B-49).

UV/Vis spektrofotometar

- koristen je uredaj Cary Series UV-Vis Spectophotometer (Agilent
Technologies, SAD), a mjerenja su provedena u kvarcnim kivetama promjera
10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka).

Za usitnjavanje cvrstih uzorka

- mlinac za kavu SCG 3050SS Sencor, Japan
- kriomlin CryoMill (Retsch, Njemacka).

Za cuvanje uzoraka

- hladnjak i zamrzivac tvrtke Bosch (Njemacka).
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3.2.1. Visokotlacni reaktor za termicku obradu lignoceluloznih sirovina

Na Slici 10a je prikazana shema visokotlatnog reaktora koji je koriSten za obradu
lignocelulozne sirovine razrijedenom sumpornom kiselinom. U reaktoru ukupnog volumena 20
litara nalazi se perforirana kosara u koju se stavlja lignocelulozna sirovina. Reaktor se grije
preko plasta kroz koji struji termicko ulje koje se grije u odvojenoj posudi uz pomoc tri
elektricna grijaca. Strujanje zagrijanog ulja kroz cijeli sustav uz jednoli¢no zagrijavanje smjese
preko plasta reaktora omogucava integrirana pumpa. Reaktor sadrzi temperaturne sonde za
odredivanje temperature ulja za grijanje te temperaturne sonde za odredivanje temperature
u gornjem i donjem dijelu reaktora te tlaka u gornjem dijelu reaktora (tlak para). Otvaranjem
ventila za paru po zavrSetku procesa, postepeno se ispusta para iz reaktora. Kada se tlak u
reaktoru izjednaci s atmosferskim tlakom, otvara se ventil za ispustanje tekuceg dijela
hidrolizata na dnu reaktora. Cvrsti dio zaostaje u perforiranoj kosari koja se moze izvaditi nakon

otvaranja poklopca reaktora.

Kontrolna jedinica Reciklacija termickog ulja
[ ] ' >
______ | Pi
o I
: |
| M
1 Ogdzraéna posyda .
1 .
1 ztjp plin Izlaz pare
]
| D
l W e
: [ Elektritni ¥
| grijadi
| . ||
Reaktor stermickim = Reaktor za
| ,E;
| uljem termicku
: obradu lignoc.
| sirovine
|

I1zlaz tekuce faze

Slika 10a. Shema visokotlacnog reaktora za obradu lignoceluloznih sirovina (Ti-temp.

pare/ulja; Pi-tlak pare u reaktoru; Tic-temperatura unutar reaktora).
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\
" 4

Slika 10b. Fotografija visokotlatnog reaktora za obradu lignoceluloznih sirovina.
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3.2.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (HPLC)

KoriSten je uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (eng. High
performance liquid chromatography,HPLC) (Slika 11) Shimadzu CLASS- VP LC-10A (Shimadzu,
Japan). Ovaj uredaj sastoji se od crpke (LC-10 ADVP), otplinja¢a (DGU-14A), injektora (SIL-
10ADVP), uredaja za grijanje kolone (CTO-10AVP), analiticke kolone (ionsko-izmjenjivacka
kolona Supelcogel H Guard Column, Sigma), detektora indeksa loma (RID-10A), modula za

kontrolu sustava (SCL-10AVP) i raCunalnog programa za kromatografiju.

S \ 1‘ ‘ #
el 8]

Slika 11. HPLC-uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (GrubisSic,
2017).

Za filtraciju uzoraka (tekuca faza nakon predobrade sirovine, hidrolizati sirovine i ¢vrste
faze dobivene predobradom) koriSteni su najlonski filtri (Filteri za Spricu najlon 0,22um 25mm
Spheros PK/50, LLG Labware).
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3.3. Metode

3.3.1. Predobrada lignocelulozne sirovine

Kiselinska predobrada sirovine razrijedenom sumpornom kiselinom provedena je u
visokotlacnom reaktoru (Slika 10a,b).

Eksperiment je postavljen tako da je pocetni omjer Cvrste i tekuce faze (eng. solid-to-
liquid ratio, SLR) iznosio 1:20 (1 g suhe tvari jelove piljevine na 20 mL razrijedene kiseline).
Izrazeno na drugi nacin, kao omjer tekuce i ¢vrste faze (eng. liquid-to-solid ratio, LSR) to je
20:1 (20 mL razrijedene kiseline na 1 g suhe tvari jelove piljevine). Odvagano je 500 g suhe
tvari, Sto odgovara masi od 555,3 g jelove piljevine (koja sadrzi 90,03 % suhe tvari) i stavljeno
u koSaru reaktora.

Sirovini je dodano 10 L prethodno pripravljene razrijedene sumporne kiseline (0,5 %
w/Vv), koja je sadrzavala ukupno 9971 mL vodovodne vode i 28,3 mL koncentrirane sumporne
kiseline. Radi lakSeg rukovanja velikim volumenom tekucine, prije ulijevanja u reaktor je
razrijedena kiselina pripravljena u dva obroka od 5L (u 4986 mL vodovodne vode dodano je
po 14,15 mL koncentrirane sumporne kiseline).

Predobrade (Tablica 4) su provedene pri temperaturama 180°C i 200°C uz vrijeme
zadrzavanja od 5, 10 i 15 minuta, a pri temperaturi od 210°C su ispitivana vremena zadrzavanja

od 5i 10 minuta.

Tablica 4. Plan eksperimenta predobrade jelove piljevine u visokotlanom reaktoru

razrijedenom sumpornom kiselinom (0,5 % w/v).

Temperatura zagrijavanja [°C]
180 200 210
Vrijeme 5 + + +
zadrzavanja 10 + + +
[min] 15 + + -

Kada je postignuta Zeljena temperatura predobrade i isteklo ispitivano vrijeme
zadrzavanija, para je postupno ispustena sve dok tlak u reaktoru nije izjednacen s atmosferskim
tlakom. Tada je tekuca faza ispustena u prihvatnu posudu, a poklopac reaktora je otvoren.
Osim tekuce faze, u prihvatnu posudu je ispusten i dio cvrste faze koja je proSla kroz
perforaciju koSare. Taj dio Cvrste faze smatra se gubitkom.
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Staklenom menzurom od 2 L izmjeren je volumen tekuce faze, pri cemu je tekuéa faza
odvojena od Cvrste faze. U tri polipropilenske Falcon kivete od 50 mL uzet je uzorak bistre
tekuce faze. Kratko nakon provodenja procesa odredena je koncentracija topljivog lignina (TL)
i ukupnih furana u tekucoj fazi, a ostatak uzorka je zamrznut za kasniju analizu Secera i
inhibitora kako je opisano u Poglavlju 3.3.2.9. Oko 2,75 L tekuce faze pohranjeno je u plasticne
boce i ostavljeno bez neutralizacije na sobnoj temperaturi za kasnije eksperimente
fermentacije. Preostali dio tekuce faze je odbacen.

Cvrsta faza dobivena obradom sirovine izvadena je iz kosare i ohladena u tankom sloju
na aluminijskoj foliji, a zatim je odvagana. Otprilike 20 do 30 g uzorka Cvrste faze odvojeno za
analizu i odvagano na analitickoj vagi, isprano vru¢om vodom na Biichnerovom lijevku do
neutralne reakcije, a potom je prebaceno u papirnate ladice i osuseno u susioniku. Ostatak
Cvrste faze nakon hladenja i vaganja prebacen je u vreCice bez prethodne neutralizacije i
zamrznut u manjim obrocima radi kasnijih istrazivanja.

Osuseni uzorci usitnjeni su u mlincu za kavu ili pomoc¢u kriomlina i potom koristeni za
dvostupanjsku hidrolizu koja prethodi odredivanju Secera te topljivog i netopljivog lignina.

IzraCunata je suha tvar u uzetom uzorku, te ukupna suha tvar Cvrste faze preostale u kosari.
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3.3.2. Analiticke metode

Usporedeni su udjeli polisaharida te topljivog i netopljivog lignina u sirovini prije
predobrade, a u ¢vrstom ostatku poslije predobrade razrijedenom sulfatnom kiselinom.

3.3.2.1. Usitnjavanje uzoraka

Uzorci pocetne sirovine usitnjeni su pomocu mlinca za kavu. Ovako samljeveni uzorci su

rucno prosijani kroz sito veli¢ine 1 mm. Nakon toga se pristupilo kemijskim analizama.

3.3.2.2. Odredivanje udjela suhe tvari i pepela u cvrstim uzorcima

Analiza suhe tvari i pepela provedena je za svaki uzorak u tri paralele (Mousdale, 1997;
Sluiter i sur., 2012).

Udio pepela u ¢vrstim uzorcima odreden je tako da su porculanski lonciéi najprije Zareni
u mufolnoj peci (550 °C/ 5 h), ohladeni u eksikatoru i odvagani na 4 decimale. Zatim je u njih
odvagano oko 1 g uzorka, koji je potom osusen pri 105 °C do konstantne mase, ohladen u

eksikatoru i odvagan. Iz razlike masa izraCunat je udio suhe tvari po formuli [1].

[1]

m (poslyje susenja)

W (5.0v) = =100 [%]

m (prije susenja)

Odvagani uzorci u lonci¢ima su zatim karbonizirani na plameniku, a potom Zareni u
mufolnoj peci (550 °C/ 5 h) do bijelog pepela te ohladeni u eksikatoru i izvagani. Postotak

pepela u uzorku izraZzen je na suhu tvar.
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3.3.2.3. Ekstrakcija lignocelulozne sirovine po Soxhletu

Prije analize lignina i Secera uzorci sirovine (jelova piljevina) podvrgnuti su najprije
vodenoj, pa potom i etanolnoj ekstrakciji u aparaturi po Soxhletu, u skladu sa standardnim
metodama za odredivanje sastava biomase koje preporuc¢a NREL (Sluiter i sur., 2005b; NREL,
2015). Pritom su primijenjeni ekstrakcijski uvjeti koje je za kukuruzne oklaske optimirala
Korunek (2015), Sto znadi 8 sati vodene ekstrakcije i 24 sata etanolne ekstrakcije.

Uzorci za ekstrakciju, koji su sadrzavali manje od 10% vlage, usitnjeni su do
odgovarajuéih dimenzija Cestica i odvagani su u brojevima oznacene celulozne tuljce za
ekstrakciju, a na vrh je stavljena vata. Da bi kasnije Sto to¢nije preracunali rezultate, vaganje
je provedeno istodobno kad i analiza suhe tvari. U tuljac za ekstrakciju odvagan je uzorak
sirovine na 4 decimale (4,7241 g uzorka izvorne sirovine usitnjene u kriomlinu). Pritom se
pazilo da tuljci budu napunjeni do polovice ili manje i uzeto je u obzir bubrenje (tako da visina

uzorka u tuljcima bude ispod razine prelijevne cijevi.

3.3.2.3.1. Ekstrakcija vodom

U prihvatnu tikvicu za ekstrakciju dodano je 190 mL destilirane vode, ukljucen je grijac i
pustena je voda kroz hladilo. Vrijeme ekstrakcije (8 h) je mjereno od pocetka vrenja. Nakon 8
h ekstrakcija je prekinuta te su nakon hladenja na sobnu temperaturu privremeno izvadeni
tuljci da bi se u potpunosti iz aparature uklonio vodeni ekstrakt. Cjelokupni vodeni ekstrakt je
prebacen u odmijernu tikvicu od 200 mL, pri Cemu se pazilo da se aparatura ispere destiliranom

vodom koja je takoder prebacena u odmijernu tikvicu.

Odmijerna tikvica je dopunjena do oznake, a od dobivenih 200 mL razrijedenog ekstrakta
uzeto je 3 puta po 10 mL za odredivanje masenog udjela i masene koncentracije suhe tvari u
vodenom ekstraktu. Tri Petrijeve zdjelice su osusene (105 °C/2h), ohladene u eksikatoru i
odvagane, a potom je u svaku od njih dodano po 10 mL vodenog ekstrakta koji je takoder
odvagan. Otvorene Petrijeve zdjelice su stavljene na nekoliko sati u termostat da bi pri
temperaturi oko 80 ©C isparila sva voda. Potom su uzorci do kraja osuseni (105 °C/2h),
ohladeni u eksikatoru i izvagani. Iz mase ekstrakta izraCunati su maseni udio i masena
koncentracija ekstrakta u otopini. Iz masene koncentracije ekstrakta i ukupnog volumena
ekstrakta (200 mL) izracunata je masa ukupnog ekstrakta izdvojenog iz odvaganog uzorka.
Ona je dalje preracunata u maseni udio vodenog ekstrakta sirovini, koji je izrazen na suhu tvar

i ha polaznu masu sirovine.
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Nakon izdvajanja vodenog ekstrakta, tuljci su vraceni na isto mjesto u aparaturu kako bi

se mogla nastaviti ekstrakcija etanolom.

3.3.2.3.2. Ekstrakcija etanolom

U aparaturu u koju su vraceni tuljci s uzorcima dodano je 190 mL etanola (96 % v/v) i
provedena je esktrakcija u trajanju 24 h. Nakon toga aparatura je ostavljena da se hladi do
sobne temperature te je iz ohladenog ekstraktora izvaden uzorak, a cijeli ekstrahirani materijal
je prebacen na celulozni filter papir u Blichnerov-om lijevku. Nakon odvajanja tekuée faze
¢vrsti materijal je ispran sa 100 mL svjezeg etanola (96 % v/v) i ostavljen da da se osusi na
Blichnerov-om lijevku i da vakuum povuce sto je viSe moguce ekstrakta iz ¢vrstog uzorka.

Filtrat dobiven ispiranjem spojen je s ekstraktom iz prihvatne tikvice.

Sav alkoholni ekstrakt iz ekstraktora i filtrata s Buchnerovog lijevka prebaceni su zajedno
u posebnu tikvicu (50 mL) namijenjenu za koristenje na rotacijskom vakuum-uparivacu koji je
primijenjen za uklanjanje etanola iz alkoholnih ekstrakata. Temperatura vodene kupelji
rotacijskog vakuum-uparivaca bila je pritom podesena na 40 + 5 °C. Tijekom upravanja bilo
je potrebno iznimno paziti na uvjete rada (temperatura i vakuum) jer je dolazilo do jakog
pjenjenja. Kad se volumen u tikvici dovoljno smanjio, sadrzaj je prebacen u manju tariranu
tikvicu (50 — 100 mL) u kojoj je uparavanje provedeno do kraja. Nakon uparavanja tikvica je
stavljena na suSenje pri 40 + 2 °C tijekom 24 sata. Nakon toga je ohladena na sobnu
temperaturu u eksikatoru i izvagana na 4 decimale. IzraCunat je udio etanolnog ekstrakta
izdvojenog nakon razliCitih vremena ekstrakcije i izrazen na suhu tvar i na polazni uzorak.

Nakon ekstrakcije etanolom, ¢vrsti uzorak se moze susiti na zraku (ili eventualno pri 45
0C). Osusena ekstrahirana sirovina spremljena je u odgovarajuce bocice i kasnije koristena za

analize.
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3.3.2.4. Kiselinska hidroliza lignocelulozne sirovine

Udjel strukturnih ugljikohidrata (glukan, manan s primjesama ksilana i galaktana,
arabinan) te lignina topljivog i netopljivog u kiselini odredeni su u izvornoj, ekstrahiranoj i
predobradenoj lignoceluloznoj sirovini, a prva faza tijekom tih analiza je dvostupanjska
kiselinska hidroliza prema propisu Nacionalnog laboratorija za obnovljive izvore energije (eng.
National Renewable Energy Laboratory, NREL; Sluiter i sur., 2010). Uzorak koji je prethodno
osusen i usitnjen u fini prah pomoéu mlinca za kavu ili kriomlina odvagan je u tikvicu s okruglim

dnom na analiti¢koj vagi (oko 0,4 g suhe tvari uzorka).

Zatim je dodano 4 mL sumporne kiseline (72 % w/w) i ostavljeno u termostatu (30 °C/
1sat) uz povremeno mijesanje staklenim Stapi¢em. Potom je dodano 112 mL demineralizirane
vode, ¢ime je koncentracija sumporne kiseline u smjesi smanjena na 4 % (w/w). Tikvica je
pricvrS¢ena na povratno hladilo te je njezin sadrzaj zagrijan do vrenja i potom kuhan i 4 sata
uz povremeno mijeSanje. Nakon hidrolize uzorci su ohladeni pod mlazom vode i filtrirani preko
Blichnerovog lijevka kroz prethodno osuseni i izvagani filter papir, a volumen filtrata je
izmjeren menzurom i koriSten za analizu topljivog lignina i monosaharida. Zaostali talog ispiran

je s vruéom vodom do neutralne pH-vrijednosti i potom koriSten za analizu netopljivog lignina.

Udio lignina topljivog u kiselini u filtratu odreden je spektrofotometrijski neposredno
nakon hidrolize. Ostatak filtrata je zamrznut (u jednoj Falcon kiveti od 50 mL i 3 Falcon kivete
od 15 mL), a nakon odmrzavanja je koristen za analizu glukoze, manoze s primjesama ksiloze
i galaktoze, arabinoze i inhibitora (mravlje, octene i levulinske kiseline) HPLC metodom uz
prethodnu odgovaraju¢u pripremu uzoraka. Iz dobivenih koncentracija glukoze, manoze s
primjesama ksiloze i galaktoze i arabinoze izrac¢unat je udio strukturnih ugljikohidrata glukana,

manana s primjesama ksilana i galaktana i arabinana.

3.3.2.5. Odredivanje udjela lignina netopljivog u kiselini

Cvrsti dio uzorka zaostao nakon dvostupanjske hidrolize odvojen je od filtrata vakuum-
filtracijom te je zajedno s filtrom prebacen u prethodno osusenu i odvaganu Petrijevu zdjelicu.
Nakon susenja do konstantne mase pri 105 °C u odskrinutoj Petrijevoj zdjelici,i hladenja u

eksikatoru i vaganja izraCunat je udjel lignina netopljivog u kiselini prema jednadzbi [2].
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_ m(osuseni filter s talogom) — m (filter) . [2]
w(LNTK) = m(uzorka uzetog u analizu) * 1000%]

3.3.2.6. Udjel lignina topljivog u kiselini (LTK)

U filtratu kiselinskog hidrolizata odreden je udjel lignina topljivog u kiselini (eng. acid
soluble lignin, ASL) spektrofotometrijski pri valnoj duljini 205 nm, koristeéi kvarcne kivete. Kao
slijepa proba bio je koriSten zrak. Pritom su razrjedenja filtrata pripravljena tako da ocitana
apsorbancija iznosi 0,7-1. Udjel lignina topljivog u kiselini izracunat je prema jednadzbi [3]:

A-D-V [3]
WO = b m

gdje je:

A - apsorbancija uzorka izmjerena pri 205 nm;
D - faktor razrijedenja;

V - volumen filtrata [L]

a - koeficijent ekstrinkcije lignina [g/L'cm] (prema metodi TAPPI UM250 iznosi 110
g/L-cm)

b - Sirina kivete (iznosi 1 cm);

m - masa uzorka uzetog u analizu

3.3.2.7. Odredivanje furana spektrofotometrijski

U tekucoj fazi dobivenoj kiselinskom predobradom u visokotlathom reaktoru
spektrofotometrijski je odredena koncentracija furana, mjerenjem apsorbancija pri 284 i 320
nm (prema metodi iz rada Martinez, 2000). Prethodno je izraden bazdarni pravac mjerenjem

apsorbancije otopina furana poznate koncentracije (Prilog 7.1.).
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Uzorak koji sadrzi nepoznatu koncentraciju furana razrijeden je demineraliziranom
vodom u omjeru 1:1000 te su izmjerene apsorbancije pri 284 i 320 nm i izraCunata je njihova
razlika. Koncentracija se odredi iz sljede¢e jednadzbe bazdarnog pravca [4]:

_ AA-0.0173 [4]
191.02

4

gdje je
y(furani) — masena koncentracija furana [g/L]

AA = Ags - Az

3.3.2.8. Priprema uzoraka za analizu HPLC metodom

U uzrocima uzetim nakon kiselinske predobrade lignocelulozne sirovine i u kiselinskim
hidrolizatima dobivenim dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom ¢vrstih uzoraka sirovine i
Cvrste faze zaostale nakon predobrade provedeno je taloZenje proteina dodatkom 10% otopine
cinkovog sulfata heptahidrata (10%w/v) u omjeru 1:1 (vol/vol). Uzorci su snazno izmijesani
tijekom 20-tak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i ostavljeni da odstoje
10 minuta pri sobnoj temperaturi. Istalozeni proteini izdvojeni su centrifugiranjem (10000 g, 5
min; HC-240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), a supernatant je profiltriran pomocu $price kroz
najlonski filter s porama velic¢ine 0,2 um (Filteri za Spricu najlon 0,22um 25mm Spheros PK/50,
LLG Labware). Pripremljeni uzorci su analizirani pomoéu Shimadzu CLASS-VP LC-10AlP
sustava (Poglavlje 3.3.2.9.)
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3.3.2.9. Analiza uzoraka tekuc¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti
(HPLC)

HPLC metodom analizirani su uzorci tekuée faza dobivene nakon kiselinske predobrade
lignocelulozne sirovine i filtrati dobiveni dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom cvrstih

uzoraka (uzorci sirovine i ¢vrste faze dobivene kiselinskom predobradom).

Uzorci su pripremljeni na nacin opisan u poglavlju 3.3.2.8., a za analizu je koriSten
kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10A VP (Shimadzu, Kyoto, Japan). U uzorcima
su odredivane koncentracije ugljikohidrata (glukoze, ksiloze, arabinoze) i inhibitora (levulinska,
octena i mravlja kiselina). Za pripravu svih otopina koristena je redestilirana voda cija je
vodljivost iznosila manje od 1uS. Kao pokretna faza koriStena je otopina HsPO4 (0,1 % v/v) u
vodi. Po 20 pL prethodno pripremljenog uzorka injektirano je i propusteno kroz kolonu pri
temperaturi od 55 °C i brzini protoka pokretne faze od 0,5 mL min. Podaci su analizirani
pomocu racunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10. Iz jednadzbi bazdarnih pravca izraCunate

su koncentracije monosaharida i inhibitora u analiziranim uzorcima.

3.3.2.10. Izracunavanje udjela strukturnih ugljikohidrata

Masa polisaharida (glukan, manan s primjesama ksilana i galaktana, arabinan) u
lignoceluloznoj sirovini i ¢vrstoj fazi nakon predobrada izraCunata je iz mase odgovarajucih
monosaharida (glukoze, ksiloze, arabinoze). U filtratu nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize
izraCunata je masa uz pomoc¢ korekcijskog faktora (Kr) prema jednadzbi [5]. Masa polisaharida

sirovine koji su hidrolizirani tijekom predobrade izraCunata je na isti nacin.

Mps = Cmonosaharida Vhidrolizata * K¢ (9) [5]

gdje je:
Mps — masa polisaharida (glukana, manana, arabinana)
Cmonosaharida — kONncentracija monosaharida u hidrolizatu (tekucoj fazi) nakon obrade [g/L]

Vhidrolizata — Volumen [L] lignoceluloznog hidrolizata (tekuée faze nakon predobrade)
odnosno filtrata nakon dvostupanjske hidrolize
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Kr — korekcijski faktor, tj. omjer molekulske mase monomerne gradevne jedinice
ugljikohidrata i monosaharida koji iznosi:
Ks = 0,88 za pentoze (ksiloza i arabinoza) (tj. 132 g mol/150 g mol?),
Ks = 0,9 za heksoze (glukoza, galaktoza i manoza) (tj. 162 g mol/180 g mol?)

Udjel polimera u lignoceluloznoj sirovini i ¢vrstoj fazi nakon predobrade izraCunava se

prema jednadzbi [6]:

_ mp [6]
Wp = ——— [g/d]
Ws tv. Mg ty.

gdje je:
wp — maseni udjel ugljikohidrata (g polimera / g suhe tvari) [%]
m, — masa polimera u uzorku [g];

Ws.tv. — Maseni udio suhe tvari u uzorku;

Ms.v. — Masa suhe tvari u uzorku [g] obradene sirovine odnosno uzorka podvrgnutog

kiselinskoj hidrolizi (oko 0,4 g)

3.3.2.11. Izracunavanje iskoriStenja glukana i manana s primjesama ksilana

i galaktana

Nakon predobrade sirovine izracunato je iskoriStenje polimera (glukana, manana s

primjesama ksilana i galaktana) za razli¢ite uvjete predobrade prema jednadzbi [7]:

m Mpp * W W 7
n = P/FK 100 = FK " Ws.tv./FK " Wp/s.tv./FK 100 [%] [7]
Mp/sir MgiR " Ws.tv./SIR " WP /s.tv./SIR
gdje je:

7N — iskoriStenje (%);
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Mk — Masa pojedinog polimera (glukan, odnosno manan) u krutoj fazi nakon

obrade (g);
Me/sir — Masa istog polimera (glukan, odnosno manan) u sirovini (g);
mr« — masa krute faze (vlaznog filtarskog kolaca) nakon obrade sirovine (g);

Wsvrk — Maseni udio suhe tvari u krutoj fazi tj. filtarskom kola¢u nakon obrade

sirovine (FK);

Weys.tvyrk — Maseni udio polimera (glukan, manan s primjesama ksilana i galaktana)

u suhoj tvari krute faze predobradene sirovine tj. filtarskog kolaca;
msir— Masa lignocelulozne sirovine (g);
Ws.tv/sir — Maseni udio suhe tvari u lignoceluloznoj sirovini

Wp/s.tv/sir — Maseni udio polimera (glukan, manan s primjesama ksilana i galaktana)

u suhoj tvari sirovine

Iskoristenje arabinana nije izracunato zbog njegovog malog udjela u koristenoj sirovini.

Na sli¢an nacin izracunato je iskoriStenje na ukupne polimere [8] i na ukupnu suhu tvar [9].

Mp/rx Mpg * Wstv./FK * WP/s.tv./FK [8]

n=——-100 =
Myp/sir MgiR " Ws.tv./SIR " Wup/s.tv./SIR

-100 [%)]

gdje je:

Muessik — Masa ukupnih polimera u sirovini (g);

Wupss.tvysir — maseni udio ukupnih polimera u suhoj tvari sirovine

[9]

_ Mgk " Wstv./Fk " Wp/s.tv./FK

-100 [%)]

Mg tp. MgiR " Ws.tv./SIR
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4. Rezultati i rasprava

Sirovina koristena u ovom eksperimentu bila je jelova piljevina (maseni udio suhe tvari
90.03%) Ciji je sastav prikazan u Tablici 3. Provedena su preliminarna istrazivanja za
odredivanje optimalnih uvjeta predobrade razrijedenom sulfatnom kiselinom (0,5% w/v) u
visokotlacnom reaktoru. Za ispitivanje utjecaja kiselinske predobrade na lignoceluloznu sirovinu
odabrana su vremena zadrzavanja od 5, 10 i 15 minuta pri 180°C i 200°C te 5 i 10 minuta pri
210°C (Tablica 4). Nakon predobrade u visokotlacnom reaktoru analizirane su dobivene tekuée
i Cvrste faze.

4.1. Kemijski sastav sirovine

Sastav sirovine je odreden s ciljem usporedbe vrijednosti sirovine prije i poslije
predobrade razrijedenom kiselinom. Kemijski sastav jele ovisi o viSe faktora poput geografskog
polozaja i starosti drva. Stoga se vrijednosti dobivene u razli¢itim istrazivanjima mogu
medusobno razlikovati. Jelova piljevina koristena u ovom radu sadrzavala je 4.22% ukupnog
ekstrakta u suhoj tvari (Slika 12). Prema Dashti i sur. (2012), drvo jele sadrzi 65.33%
holoceluloze, 6.58% ekstraktivnih tvari topljivih u acetonu, 5.23% vodenog ekstrakta i 32.88%
lignina u suhoj tvari.
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Slika 12. Prikaz sastava sirovine (jela sa 90.03+0.128% w/w suhe tvari).
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Holocelulozu ¢ine celuloza i hemiceluloza ciji zbroj u ovom slucaju (Slika 12) odgovara
rezultatima navedenih autora. Udio lignina takoder odgovara literaturnim vrijednostima, a
razlika udjela vodenog ekstrakta moze se protumaciti kao varijabilnost u sastavu sirovine
(Hanzek, 2015). Takoder, Dashti i sur. (2012) primjenili su drugu metodu ekstrakcije tj. bio je
koriSten aceton, a u ovom radu koristen je etanol. Vidljivo je iz literature (Da Silva Perez i sur,,
2010) da u mekom drvu (Tablica 1) glukani ¢ine oko 70% ukupnih polisaharida, manani 15-
20%, ksilani 6-10%, galaktani 2-4% i arabinani manje od 2%. Arabinan u nasim uzorcima
jelove piljevine tvori 3.51% od ukupno odredenih polisaharida Sto je dvostruko viSe nego u
navedenoj literaturi. Manoza, ksiloza i galaktoza eluiraju se istovremeno iz kolone koristene pri
HPLC analizi uzoraka jele. Stoga se u koriStenom analitickom sustavu ne mogu odrediti
pojedinacne koncentracije ovih triju SeCera. S obzirom da jela sadrzi znacajno viSe manana
nego ksilana i galaktana, udio ovih polisaharida (oko 15% suhe tvari sirovine) izrazili smo kao
koncentraciju manana s primjesama ksilana i galaktana (Da Silva Perez i sur., 2010). U nastavku
istrazivanja trebalo bi odabrati specifiénu kromatografsku kolonu za razdvajanje ugljikohidrata
kako bi se odredio tocniji sastav polisaharida. Udio glukana u ukupnim polisaharidima iznosi
73.38% (Slika 12) Sto u potpunosti odgovara vrijednostima koje je iznio Da Silva Perez i sur.
(2010) (Tablica 1). Maseni udio ukupnog lignina u mekom drvetu opcenito iznosi od 25 do
32.88% (Da Silva Perez i sur., 2010; Dashti i sur., 2012; Shafieri i sur.,, 2015), a rezultati analiza
sirovine u ovom radu u potpunosti odgovaraju navedenim vrijednostima. Vecinu ukupnog
lignina (99%) u jelovoj piljevini Cinio je netopljivi lignin. Udio pepela bio je manji od 1% Sto je
u skaldu s literaturnim podacima (Philippoussis, 2009).

4.2, Sastav tekucih hidrolizata dobivenih predobradom

Visokotlacni reaktor primijenjen u ovim eksperimentima koriSten je vec ranije za predobradu
lignoceluloznih sirovine kao Sto su psenicna slama (Ivanci¢, 2016; Musak, 2016; Vidovi¢, 2017,
Gali¢, 2017; Grubisi¢, 2017; Mardetko i sur., 2018), kuruzovina (Lauder, 2016; Musak, 2016) i
kukuruzni oklasci (Musak, 2016). Uvjeti predobrade jelove piljevine za eksperimente
optimiranja kiselinske predobrade razrijedenom sumpornom kiselinom odabrani su u skladu s
navedenim radovima. Sumporna kiselina katalizira degradaciju hemiceluloze iz preostale ¢vste
faze Sto neposredno omogucava pristup enzimima koji hidroliziraju celulozu (J6nsson i Martin,
2015). Sastav tekuce faze dobivene predobradom piljevine i pokazatelji uspjesnosti ovog
procesa prikazano su na Slici 12 i u Tablici 5.
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Slika 13. Sastav tekuce faze dobivene predobradom jelove piljevine razrijedenom sumpornom kiselinom (0.5 w/v) u visokotlacnom reaktoru.
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Tablica 5. Pokazatelji uspjesnosti procesa predobrade polisaharida koji su predobradom razgradeni u monosaharide i presli u tekucu fazu.

Temperatura
predobrade [°C] 180 200 210
Vrijeme 5 10 15 5 10 15 5 10
predobrade [min]
Iskoristenje 5.28 5.35 5.71 4.00 5.24 4.61 4.35 2.72
glukana [%]
Iskoristenje

55.73 55.2 54.9 14.9 21.64 12.93 12.05 6.94

manana [%]

Iskoristenje
glukana na ukupne 3.84 3.89 4.15 2.91 3.81 3.35 3.16 1.97
polisaharide [%]

Iskoristenje
manana na ukupne 13.26 13.13 13.06 3.54 5.15 3.08 2.87 1.65
polisaharide [%]

Iskoristenje

glukana na suhu 2.48 2.51 2.68 1.88 2.46 2.16 2.04 1.28
tvar [%]

Iskoristenje

manana na suhu 8.57 8.48 8.44 2.29 3.33 1.99 1.85 1.07
tvar [%]
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Ukupne koncentracije monosaharida u tekucoj fazi nakon predobrade kre¢u se u
rasponu od 2.21 (uvjeti predobrade 210°C/10 minuta) do 10.16 g/L (180°C/15 minuta) (Slika
13). Ako usporedimo temperature obrade 180 i 200°C za vrijeme zadrzavanja od 5 minuta,
uocljivo je da pri 200°C znacajno padaju koncentracije ukupnih Secera za skoro 60%. Taj pad
je nakon 5 minuta najmanje uocljiv na glukozi (84 % od vrijednosti odredene pri 180°C). Pri
veéim temperaturama dolazi i do degradacije celuloze. UoCeno je da se pri povecanoj
temperaturi odredeni udio monosaharida degradirao pri ¢emu su nastali inhibitori (mravlja,

octena i levulinska kiselina).

Koncentracije glukoze pri 180°C su priblizno jednake nakon 5 i 10 minuta zadrZavanja,
dok produzenjem vremena tretmana na 15 minuta dolazi do povecanja koncentracije za
otprilike 10%. Povecanje koncentracije glukoze izazvano je razgradnjom celuloze. U svim
provedenim uvjetima koncentracije glukoze u tekucoj fazi kretale su se od 1.16 do 2.29 g/L.
Istovremeno dolazi do oslobadanja glukoze razgradnjom celuloze i do daljnje degradacije
oslobodene glukoze. Pri ekstremnijim uvjetima temperature i tlaka prilikom predobrade dolazi
do jace razgradnje celuloze. Obzirom da je doslo do razgradnje celuloze u svim istrazivanim
uvjetima eksperimenta potrebno je provesti dalju optimizaciju uvjeta hidrolize pri nizoj
temperaturi (160°C 5, 10 i 15 min).

Manoza (s primjesama ksiloze i galaktoze) je pri temperaturi od 180°C cinila oko 70%
ukupnih Secera. To je u sukladno ocekivanjima jer se kiselinskom predobradom vedinom
razgraduje hemiceluloza. Ona je manje otporna na hidrolizu, u usporedbi s celulozom, zbog
razgranate amorfne strukture (Harmsen i sur., 2013). Prilikom obrade pri 180°C uz razliCita
vremena zadrzavanja (5, 10 i 15 minuta) nije doSlo do znacajnih promjena koncentracije
manoze u tekucoj fazi (oko 7 g/L) (Slika 13). Dio manoze se nakon oslobadanja raspada u
hidroksimetilfurfural koji potom pri intenzivnim uvjetima predobrade moze prijeci u levulinsku
i mravlje kiselinu. Pri 200°C koncentracija manoze pala je na otprilike 25-44% od vrijednosti
postignutih pri 180°C, a istodobno je vidljiv porast koncentracije furana (5.6-7.7 puta) te

levulinske kiseline (8.2-11.6 puta) u odnosu na isto vrijeme zadrzavanja.

Pokazatelji uspjesnosti procesa (Tablica 5) izraCunati su po jednadZbama opisanim u
Poglavlju 3.3.2.11. Pri 180°C iskoriStenje manana za sva tri vremena zadrzavanja iznosi preko
50% izrazeno na pocetni manan, preko 13% na ukupne polisaharide te ispod 10% izrazeno
na suhu tvar pocetne sirovine. IskoriStenja izraCunata za glukan iznose 5-6% na pocetni

glukan, oko 4% na ukupne polisaharide, odnosno ispod 3% na ukupnu suhu tvar.
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Za arabinozu nisu izracunata ova iskoriStena buduéi da su se koncentracije arabinoze u
hidrolizatima kretale izmedu 0.08 i 0.68 g/L, Sto iznosi iznosile su od 3.62 do 8.11% od
koncentracija ukupnih Secera u tekuéim hidrolizatima. Stoga prisutnost arabinoze mozemo
smatrati zanemarivom u usporedbi s drugim Secerima. Pri razmatranju optimalnih uvjeta
hidrolize, Sto se ti¢e koncentracije Secera, fokusirali smo se na glukozu i manozu koji su

najzastupljeniji monosaharidi u polisaharidima jele (Da Silva Perez i sur., 2010).

Alifatske kiseline nastaju razgradnjom polisaharida i njihovih razgradnih produkata
tijekom kiselinske hidrolize lignoceluloznih materijala. Octena kiselina nastaje deaciliranjem
hemiceluloze (Shahbazi i Zhang, 2010). Levulinska kiselina je produkt razgradnje
hidroksimetilfurfurala, a mravlja kiselina nastaje razgradnjom i furfurala i hidroksimetilfurfurala.
Najvecée inhibicijsko djelovanje ima mravlja kiselina, a slijede ju levulinska te potom octena
kiselina (Mussatto i Roberto, 2003).

Mravlja kiselina nije detektirana u tekucim kiselinskim hidrolizatima pri 180°C niti 200°C
nakon 5 minuta obrade. Pri temperaturi 200°C doslo je do nastajanja mravlje kiseline s
povecanjem vremena zadrZavanja na 10 i 15 minuta. Koncentracije mravlje kiseline u tekuc¢im
hidrolizatima pri 200 i 210 iznosile su 5.9-8.2 g/L. Najveca koncentracija mravlje kiseline
uocena u hidrolizatima iznosi oko 80% od inhibicijske koncentracije koju navodi van der Pol
(2014). Nakon obrade pri 210°C tijekom 10 minuta bilo je prisutno manje mravlje kiseline nego
nakon 5 minuta obrade pri istoj temperaturi. Obzirom da vreliSte mravlje kiseline iznosi 100.7°C
pri tlaku 1,01 bar (Zeitsch, 2000), moZe se pretpostaviti da je mogucée njezino isparavanje iz
visokotlatnog reaktora. Obzirom na ostre uvjete obrade, navedenom padu koncentracije
takoder je mogla doprinijeti razgradnja mravlje kiseline na plinove CO,, CO i vodik (Nelson i
Engelder, 1926).

Levulinska kiselina, koja nastaje razgradnjom furfurala i hidroksimetilfurfurala
(Mussatto i Roberto, 2003), bila je prisutna u svim analiziranim uzorcima tekuée faze nakon
predobrade jelove piljevine. Koncentracije levulinske kiseline rasle su proporcionalno
temperaturi i vremenu zadrZavanja, a isti trend su pokazale i koncentracije furana. Moze se
zakljuCiti da je istovremeno doSlo do nastajanja furana (uglavnom furfurala i
hidroksimetilfurfurala) koji su se dalje razgradivali na levulinsku kiselinu (Palmgvist i sur., 2000).
Prisutne koncentracije octene kiseline (od 5.34 do 7.17 g/L) takoder su znac¢ajno manje od
inhibicijskih vrijednosti zabiljezenih za octenu kiselinu kao pojedinacni inhibitor (van der Pol,
2014). Do pada koncentracije octene kiseling, vjerojatno je doslo zbog njezinog jaceg
isparavanja buduci da temperatura kljucanja iznosi 118.1°C (Campbell i Gieskes, 2011).
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Takoder, do gubitka kiseline iz reaktora moze doéi zbog otvaranja sigurnosnog ventila.
Koncentracije furana u dobivenim tekuc¢im kiselinskim hidrolizatima iznosile su od 0.24 do 2.29
g/L i rasle su proporcionalno temperaturi i vremenu obrade. Navedene koncentracije znacajno
su manje od koncentracija furfurala i hidroksimetilfurfurala koje van der Pol (2014) navodi kao

inhibirajuce za rast radnih mikroorganizama.

Vazno je napomenuti da navedene vrijednosti iz rada van der Pol (2014) uzimaju u
obzir samo inhibicijsko djelovanje pojedinacnih inhibitora. MjeSavina inhibitora pri manjoj
koncentraciji moze imati jaci inhibicijski ucinak od vecih koncentracija pojedinacnih inhibitora.

To je stoga Sto razliciti inhibitori koji su prisutni mogu djelovati sinergisticki (Alriksson, 2006).

4.3. Sastav cvrste faze dobivene kiselinskom predobradom

Hidrolizom ¢vrstog ostatka kiselinske predobrade osim glukoze nisu detektirani drugi
monosaharidi. Moze se zakljuciti da u ¢vrstoj fazi obradene sirovine osim glukana nije bilo
drugih polisaharida ili su bili prisutni u vrlo malim koli¢éinama (Tablica 6). Moguce je i da je
tijekom dvostupanjske hidrolize (Poglavlje 3.3.2.4.) doSlo do degradacije oslobodenih
monosaharida iz uzorka. Udjeli glukana u suhoj tvari Cvrstih ostataka predobrade iznosili su
izmedu 45.44 i 58.78% i bili su najmaniji pri 210°C. Preracunavanjem glukoze u glukan dobiveni
su udjeli od 48.83 do 51.36% pri 180°C, pri 200°C od 45.95 do 58.78% i pri 210°C od 45.44
do 48.84%. Ne moze se uociti pravilnost u sastavu Cvrste faze nakon kiselinske obrade Sto se

djelomi¢no moze pripisati nehomogenosti sastava sirovine.

Inhibitori su prisutni u svim uzorcima Cvrste faze nakon predobrade, ali se ne moze
uoCiti jasna ovisnost izmedu njihovih masenih udjela i uvjeta predobrade. Pri 210°C i s
vremenom zadrzavanja od 10 minuta primije¢eni su najmaniji udjeli octene, mravlje i levulinske

kiseline.
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Tablica 6. Sastav ¢vrste faze dobivene predobradom jele razrijedenom sumpornom kiselinom (0.5 w/v) u visokotlacnom reaktoru.

Temperatura

predobrade [°C] 180 200 210
Vrijeme 5 10 15 5 10 15 5 10
predobrade [min]

w (glukana) 48.83 46.09 51.36 45.95 54.42 58.78 48.84 45.44
[Yow/w s.tv.] ' ' ' ' ' ' ' '
w (mravlje

kiseline) 3.08 3.68 7.04 4.37 3.37 4.59 3.71 0.68
[Yow/w s.tv.]

w (octene kiseline) | ¢ ¢ 8.32 7.31 6.41 7.09 8.35 6.96 4.20

[Yow/w s.tv.]

w (levulinske
kiseline) 0.38 0.46 0.35 1.28 0.47 0.42 0.27 0.0
[Yow/w s.tv.]

w (topljivog
lignina) 0.39 0.34 0.31 0.36 0.31 0.42 0.43 0.42
[Yow/w s.tv.]

w (netopljivog
lignina) 36.8 42.9 38.3 49.7 42.3 40.8 40.6 43.7
[Yow/w s.tv.]
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U odnosu na sirovinu koja je sadrzZavala oko 33% ukupnog lignina (Slika 12), u ¢vrstim
ostacima predobrade doslo je do povecanja masenog udjela lignina od 12 do 50% (Tablica 6).
Do toga je doSlo zbog razgradnje polisaharida iz sirovine. Tijekom provedenih eksperimenata
obrade nije uocen pravilan obrazac promjene udjela lignina, a za to moZe postojati vise
objasnjenja. Zbog specificne strukture lignina pretpostavlijamo da se lignin nejednako
razgraduje s razliCitih strana molekule (Kuhad i sur,, 1997). Takoder, pri ekstremnim uvjetima
kiselinske obrade moguce je nastajanje pseudolignina. Pseudolignin je polifenolni materijal,
nalik na lignin, koji sadrzi alifatske, aromatske i karbonilne strukture nastale iz fragmenata
celuloze ili hemiceluloze oslobodenih tijekom kiselinske hidrolize. Nastajanje pseudolignina
dovodi do povecanja udjela netopljivog lignina u suhoj tvari (Xianzhi i sur,, 2017; Aarum i sur.,
2018).

Buducdi da je primarni cilj predobrade bilo dobivanije kiselinskog hidrolizata za submerzni
uzgoj mikroroganizama, trebalo bi istraZiti tretmane u blazim uvjetima, pri manjoj temperaturi
(160°C) uz ista vremena zadrzavanja (5, 10 i 15 min). Pretpostavlja se ¢e pri manjim
temperaturama predobrade odnos oslobodenih monosaharida i inhibirajucih spojeva biti
pogodniji za uzgoj mikroorganizama, odnosno, da se u tekucoj fazi moze dobiti veca
koncentracija monosaharida i manja koncentracija inhibitora. Takoder, dobiva se ¢vrsta faza
kao sekundarni proizvod koji se u naknadnim istrazivanjima moze koristiti za enzimsku hidrolizu
pomocu celulaza. Na temelju vizualne procjene izgleda tekuéih hidrolizata uoceno je da su bili
puno svijetiliji nego u slucaju ranije istrazivanih lignoceluloznih sirovine obradenih u istim
uvjetima (Ivanci¢, 2016; Lauder, 2016; Musak, 2016; Vidovi¢, 2017; Gali¢, 2017; Grubisi¢,
2017; Mardetko i sur., 2018). Na temelju toga moze se zakljuciti da vizualna procjena izgleda
hidrolizata tekuce faze i Cvrste faze nakon obrade nije prikladan kriterij za brzu procjenu

uspjesnosti predobrade.
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5. Zakljucci

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu doneseni su slijededi zakljucci:

1. Kao sirovina u ovom radu koristena je jelova piljevina s 90.03% suhe tvari koja se
sastojala od 46.98% glukana, 15.37% manana, 2.27% arabinana, 32.73%
netopljivog lignina, 0.56% topljivog lignina, 4.22% ukupnog ekstrakta te 0.61%
pepela u suhoj tvari.

2. Predobrada lignocelulozne sirovine razrijedenom sumpornom kiselinom (0.5% w/v)
u visokotlatnom reaktoru provedena je pri temperaturama od 180°C, 200°C i 210°C
uz vremena zadrzavanja od 5, 10 i 15 minuta, a nakon predobrade odvojene su
tekuca i ¢vrsta faza. Najbolji rezultati su dobiveni provodenjem kiselinske hidrolize
jelove piljevine pri 180°C uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta. Kiselinski hidrolizat
dobiven u tim uvjetima sadrzavao je 9.94 g/L ukupnih Secera, koje su sacinjavale
glukoza (2.08g/L), manoza s primjesama ksiloze i galaktoze (7.17g/L), arabinoza
(0.68g/L) i topljivi lignin (0.20g/L). Prisutni inhibitori bili su octena kiselina
(6.86g/L), levulinska kiselina (0.03g/L) i furani (0.24g/L) dok mravlja kiselina nije
detektirana.

3. Na temelju ujednacenih koncentracija glukoze (2.06-2.29g/L) u tekudim
hidrolizatima dobivenim pri 180°C za razliita vremena zadrzavanja (5, 10 i 15
minuta) vidljivo je da u tim uvjetima dolazi do oslobadanja glukoze iz celuloze. Kako
bi se smanjila razgradnja celuloze i postigla uglavhom razgradnja hemiceluloze
potrebno je provesti ovakve eksperimente u blazim uvjetima, tj. pri nizoj
temperaturi uz kraca vremena zadrzavanja (160°C, 5, 10 i 15 minuta).

4. Nakon provedbe procesa u razli¢itim uvjetima, u suhoj tvari ¢vrste faze prevladavali
su glukani (45.44 - 58.78%w/w) dok drugi polisaharidi nisu bili detektirani. Ostatak
uzorka cinio je uglavnom netopljivi lignin (36.8 - 49.7%w/w). Od inhibitora bili su
prisutni octena (4.20 - 8.35%w/w), mravlja (0.68 - 7.03%w/w) i levulinska kiselina
(maksimalno 1.28%w/w).

5. S obzirom da se iz koriStene kromatografske kolone manoza, ksiloza i galaktoza
eluiraju pri istom retencijskom vremenu, nije bilo moguée odrediti pojedinacne
koncentracije navedenih monosaharida, stoga su one u ovom radu izrazene kao
koncentracije manoze s primjesama ksiloze i galaktoze. U nastavku istrazivanja
trebalo bi primjeniti odgovarajucu kromatografsku kolonu koja moze razdvojiti
navedene monosaharide, s ciliem odredivanja pojedinacnih koncentracija.
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7.Prilozi

Prilog 1. Bazdarni dijagram i jednadzba za izracun koncentracije furana

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

A284 - A320

0.2

AA

0.1 @

0 0.0005

0.001

y =191.02x+ 0.0173

0.0015

R?=0.994

0.002

0.0025

Masena koncentracija furana [g/L]
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Prilog 2. Volumen tekuce faze te masa i udio suhe tvari u vlaznom cvrstom ostatku
dobivenom predobradom jele razrijedenom sumpornom kiselinom (0.5 w/v) u visokotla¢nom

reaktoru.

Temperatura predobrade [°C] 180 200 210

Vrijeme predobrade [min] 5 10 15 5 10 15 5 10
Volumen tekuce faze [L] 5.97 6.10 5.86 5.40 5.47 5.52 5.06 5.50
m (vlaznog &urstog ostatka) [g] 2156.90 | 2119.60 & 2189.43 | 210470 = 2183.30 | 2152.50 | 2113.10 | 1891.60
w (suhe tvari viaZneg vrsteg. ostatka) 12.50 14.80 13.67 13.72 13.54 12.02 11.75 14.24
[Yow/w]

[';](-5"”’5 tvari u ukupnom mekrom kelatu) | 5¢q 7 313.60 299.20 288.68 | 295.66 258.77 24834 | 269.44
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7. Prilozi

Prilog 3. Cvrsta faza nakon predobrade pri manjim temperaturama.

Prilog 4. Tekuca faza nakon predobrade pri manjim temperaturama.
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7. Prilozi

Prilog 5. Cvrsta faza nakon predobrade pri vedim temperaturama.
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7. Prilozi

Prilog 7. Izgled taloga nakon predobrade pri manjim temperaturama.




Izjava o izvornost

Izjavijujem da je ovaj zaviSni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ime | prezime studenta




