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Sazetak:
Lignocelulozne sirovine su jeftine i obnovljive sirovine za proizvodnju biogoriva no, zbog

svoje kompleksne strukture moraju biti podvrgnute predobradi, te daljnjoj hidrolizi
polisaharida u fermentabilne ugljikohidrate. Kukuruzni oklasci, koriSteni u ovom radu,
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koncentracije sumporne kiseline (w = 0,5 % 1 1,0 %) kao katalizatora. Postupak predobrade
proveden je pri 210°C 1 tlaku pare od 20 bara pri razli¢itim vremenima zadrZzavanja od 1 do
10 minuta. Nakon postupka predobrade kukuruznih oklasaka, dobiveni hidrolizat se sastoji od
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1. UVOD

Cijena proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznog materijala je relativno visoka s

obzirom na trenuta¢nu tehnologiju, stoga je glavni izazov reducirati troSkove proizvodnje i
povecati prinos etanola. Konverzija ukljucuje dva procesa: hidrolizu celuloze u fermentabilne
Secere 1 fermentaciju jednostavnih ugljikohidrata u etanol (Duff i Murray, 1996). Celuloza je
nedostupna celulolitickim enzimima, zbog prisutnosti lignina i hemiceluloze, stoga je
potrebno prethodno provesti delignifikaciju 1 uklanjanje hemiceluloze da bi se poboljsala
ucinkovitost procesa hidrolize, a posljedica toga je redukcija kristalicnosti celuloze 1
povecanje poroznosti materijala (McMillan, 1994).
Kriteriji koje predobrada mora ispuniti su: povecanje koncentracije fermentabilnih Secera,
smanjeno nastajanje toksi¢nih nusproizvoda koji mogu djelovati inhibitorno na proces
hidrolize 1 fermentacije, smanjena degradacija ili gubitak ugljikohidrata i ekonomicnost
metode (Dale 1 sur., 1984; Wright, 1998). Veliki napori su uloZeni u unapredenje procesa
predobrade lignoceluloznih sirovina jer se posljedicno moZe unaprijediti daljnja
biotehnoloSka proizvodnja biogoriva poput bioetanola, ali i brojnih biokemikalija s ciljem
redukcije proizvodnje istih u petrokemijskoj industriji (Azzam, 1989; Cadoche 1 Lopez, 1989;
Reshamwala 1 sur., 1995; Bjerre i sur., 1996)

Cilj ovog rada bio je provesti predobradu kukuruznog oklaska u visokotlaénom
reaktoru uz sumpornu kiselinu kao katalizator i1 optimirati proces predobrade ove
lignocelulozne sirovine. Nakon predobrade kukuruznih oklasaka odreden je sastav dviju
dobivenih faza, tekuce 1 ¢vrste faze. Osim koncentracije strukturnih ugljikohidrata, lignina
topivog i netopivog u kiselini, odredene su i koncentracije toksi¢nih spojeva (furfural,
hidroksimetilfurfural, octena kiselina, levulinska kiselina i mravlja kiselina) koji mogu

nastati tijekom postupka predobrade.
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2. TEORIJSKI DIO
2.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozna biomasa je najobilnija biomasa, koja zauzima skoro 70% ukupne
biomase iz biljaka sa godi$njom proizvodnjom od oko 200 x 10° tona (Percival-Zhang, 2008).
Velike koli¢ine lignocelulozne biomase dobiju se kao nusproizvod nakon Zetve razliitih
poljoprivrednih kultura (npr. kukuruza, slame, Se€erne repe, trava; Anwar i sur., 2014). Osim
toga, izvori lignoceluloznih sirovina su ostaci iz drvne industrije (npr. piljevina, lis¢e, ostaci
drva; Palonen, 2004) i industrije proizvodnje 1 prerade papira (npr. sulfitna luzina; Saini 1 sur.,
2015).

Stoga bi se velike koli¢ine lignoceluloznih sirovina mogle koristiti kao jeftin izvor
ugljikohidrata za proizvodnju biogoriva, biokemikalija i enzima razli¢itim biotehnoloskim
postupcima (Anwar i sur., 2014).

Lignocelulozna sirovina ima slozenu strukturu koju ¢ine tri polisaharida: hemiceluloza (25-
30%), celuloza (40-50%) 1 lignin (15-20%; Gray i sur., 2006) Udio tih spojeva ovisi o

podrijetlu biomase.

lignin

—
—_—

— _:*:H:H

hemiceluloza

snop
celuloze ‘“‘n___h

Slika 1. Shematski prikaz strukture lignoceluloze (prilagodeno iz Anonimus 1.).
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2.1.1 Sastav lignoceluloze

Celuloza, lignin i hemiceluloza ugradeni su u kompleksni matriks koji je jako otporan
na enzimsku degradaciju (Mosier i sur., 2005).

Celuloza se sastoji od D-glukoznih podjedinica koje su povezane sa 1,4-glikozidnom
vezom (Fengel 1 Wegener, 1984). Duljina lanca celuloze znacajno varira ovisno o stupnju
polimerizacije koji dostize. U odredenim molekulama moze iznositi 9000—10 000, a u nekim
sirovinama 1 do 15 000 glukoznih jedinica (Rowell 1 sur., 2005). To je najzastupljeniji
ravnolancani polisaharid koji ¢ini glavnu komponentu biljnih stani¢nih stijenki tako $to su
molekule celuloze povezane nekovalentnim vezama (vodikovim vezama) tvoreci celulozne
fibrile upakirane u celulozne snopove koje strukturi posljedi¢no daju dodatnu cvrstocu i
stabilnost (Laureano-Perez i sur., 2005).

Iako se najveci dio celuloze u lignocelulozi nalazi u kristalicnom obliku, mali udio celuloze je

amorfne strukture koja je dostupna djelovanju celulaza (Sjostrom, 1993).

2l CH-OH
_;\.J"': = oH
el LB oy - =
Q- " - _,.. HO I T Y. 0 - 3
HO - / - / oy
L, / 2 N 4: 0 = _‘__,_' == _,-"" 0
/ /
F lr.'
HO HOCH

Slika 2. Strukturna jedinica celuloze (O'Sullivan, 1997)

Hemiceluloza je razgranati heteropolimer (polisaharid) koji je graden od pentoza
(arabinoze 1 ksiloze), heksoza (manoze, glukoze i1 galaktoze) i1 kiselina (glukuronska i
galakturonska kiselina; Timell, 1967). Dominantna komponenta hemiceluloze u
poljoprivrednim biljkama i drvecu je ksilan (Saha, 2003). Hemiceluloza sluZi kao poveznica
izmedu lignina i celuloznih vlakana 1 daje cijeloj toj mreZi krutost (Laureano-Perez 1 sur.,
2005).

S obzirom da sadrzi veliki udio amorfne strukture gradene od razli¢itih ugljikohidrata,
hemiceluloza ima bolju topivost u vodi i lakSe se razgraduje od celuloze, jer je najosjetljivija
na termicki ili kemijski predtretman, u odnosu na celulozu i lignin (Levan i sur., 1990;

Winandy, 1995). Takoder, hemiceluloza ima manju molekulsku masu od celuloze i grane sa
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kra¢im boc¢nim lancima koje se sastoje od razli¢itih ugljikohidrata koji se jednostavnije

hidroliziraju (Fengel i Wegener, 1984).

HO HO
0 O o)
OH OH ¢
0 0 0
OH  Ho 4 oH
OH—0

OH

COH

Slika 3. Struktura hemiceluloze (preuzeto iz Anonimus 2).

Lignin je, uz celulozu, najzastupljeniji slozeni amorfni polimer u prirodi 1 prisutan je u
stani¢noj stjenci biljaka. Graden je od tri razli¢ite fenilpropanske jedinice: p-kumaril, koniferil
1 sinapil alkohol koje su medusobno povezane razli¢itim vezama i o njihovom udjelu 1
uredenosti unutar strukture lignin ovisi njegova topivost u kiselini, neutralnom mediju ili

luzini (Grabber,2005). Strukturne jedinice od kojih je graden prikazane su na slici 4.

CH.OH CH.OH CH.OH
| |
CH [I_I'FI {I_']'I
CH H CH
T l:'::l“"*-; _r:-’;h'\l
TR TOCH, CHO™ S5 0CH, o
OH OH OH
koniferil alkohol sinapil alkohol p-kumaril alkohol

Slika 4. Gradevne jedinice lignina (Freudenburg i sur., 1968).

Najvaznije uloge lignina su da daje strukturalnu ¢vrsto¢u biljkama, omoguéava nepropusnost
stanine stijenke 1 rezistenciju prema napadima patogenih mikroorganizama i oksidativnom
stresu. Nije topiv u vodi i opticki je inaktivan $to ¢ini njegovu degradaciju vrlo
kompliciranom (Fengel i Wegener, 1984). Njegova razgradnja zapoCinje slicno kao kod

hemiceluloze pri temperaturi od 180 °C (Bobleter, 1994).
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Komponente lignocelulozne biomase koje su manje zastupljene su proteini, pepeo,
organske kiseline, pektin, spojevi s dusSikom i drugi spojevi koji ne izgraduju osnovnu
strukturu biomase. Pod pojmom pepeo smatrao se bilo koja anorganska materija, u pravilu je
to silicij (Sluiter 1 sur., 2013). Obi¢no se odreduje prije i nakon odredivanja ekstraktivnih tvari
budu¢i da se dio anorganskih soli moze otopiti tijekom ekstrakcije (Hames, 2009).
Ekstraktivne tvari su kompleksne smjese koje se u biljnoj stanici nalaze u malim
koncentracijama (smole, steroli, tanini, terpeni, kinoni, flavonidi itd.). Proteini su kompleksne
polimerne strukture koje se sastoje od lanaca aminokiselina i u biomasama razli¢itog

podrijetla se javljaju u razli¢itim oblicima (Hames, 2009; Sluiter i sur., 2013).

2.1.2. Kukuruzni oklasci

Kukuruzni oklasak je poljoprivredni nusproizvod koji se dobije nakon berbe
kukuruza (Pointner 1 sur., 2014). Osim oklaska, kao nusproizvod berbe kukuruza, dobije se
stabljika, list 1 komusSina. Udio u masi oklaska u odnosu na dozrjelu biljku kukuruza u vrijeme
berbe iznosi oko 8 %. Ako se masa zrnja kukuruza ne uzme u izracun, udio mase oklaska u

kukuruzovini iznosi oko 15 % (Pordesimo i sur., 2005).

Danas se kukuruzni oklasci uglavnom spaljuju u energetskim postrojenjima (Pointner 1 sur.,
2014). Kao obnovljivi materijal, oklasci su jedna od glavnih potencijalnih sirovina koja se
koristi u proizvodnji bioplina, biodizela 1 bioetanola (loannidou i sur., 2009) i drugih
biokemikalija (Rezi¢, 2012). Kukuruzni oklasci u prosjeku sadrze 45% celuloze, 35%
hemiceluloze i 15% lignina (Reshamwala i sur., 1995). Medutim, prije nego S$to se moze
iskoristiti kao sirovina za fermentacijske procese, potrebno je predobraditi sirovinu da bi

povecali pristup enzimskoj razgradnji (Zimbardi i sur., 2002).
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2.2. Predobrada lignocelulozne sirovine

2.2.1. Metode predobrade

Lignocelulozni materijali, zbog svoje kompleksne strukture moraju biti podvrgnuti
postupku predobrade prije enzimske hidrolize i mikrobne fermentacije. Predobrada sirovina je
potrebna kako bi se promijenio sastav 1 struktura sirovina s ciljem izdvajanja lignina, efikasne
enzimske hidrolize u sljedeCem koraku (osigurava se dostupnost lignoceluloze
hemicelulazama i celuloze celulazama), brze fermentacije (bez inhibicije), smanjenja troskova
zbrinjavanja otpada i smanjenja energetskih troskova za mijeSanje i izdvajanje proizvoda
(Rezi¢, 2012). Metode predobrade se dijele na fizikalne, kemijske, fizikalno-kemijske i
bioloske (Kumar 1 sur., 2009).

Fizikalne metode osiguravaju povecanje pora i povrSine lignocelulozne sirovine,
smanjenje kristali¢nosti celuloze i djelomicnu ili potpunu hidrolizu hemiceluloze. Ukljuc¢uju
mehanicko usitnjavanje (mljevenje, drobljenje), tretman parom ili SO,, ekstruziju, pirolizu,
ekspanziju 1 zraCenje y-zrakama. Nedostaci fizikalne predobrade su slabo izdvajanje lignina i

veliki utroSak energije (Alviera 1 sur., 2009).

Kemijske metode obuhvacaju tretiranje sirovine kiselinama i/ ili luZinama, organskim
otapalima, ionskim teku¢inama ili procesom ozonolize. Na taj nain se osigurava povecanje
povrSine 1 pora lignocelulozne sirovine, smanjenje stupnja polimerizacije, djelomic¢nu ili
potpunu hidrolizu hemiceluloze 1 djelomi¢no izdvajanje lignina (delignifikaciju). Prednost
kemijske metode je efikasnost predobrade, a nedostaci su koriStenje agresivnih kemikalija,
potreba za procesnom opremom otpornom na njihovo djelovanje te potreba za zbrinjavanjem
takvih kemikalija. Najcesc¢e se koriste klorovodicna, duSicna, fosfatna i sumporna kiselina, a

od luzina se upotrebljavaju amonijak i natrijev hidroksid (Rezi¢, 2012).

Fizikalno-kemijska predobrada ima jednake ucinke kao 1 kemijske metode predobrade.
Obuhvacaju predtretman sirovine toplom vodom i eksploziju vodenom parom, amonijakom
ili ugljikovim dioksidom. Osiguravaju delignifikaciju, smanjenje stupnja polimerizacije i
djelomi¢nu hidrolizu celuloze. Najvazniji nedostaci ove metode su mali prinos glukoze i
relativno nizak stupanj hidrolize hemiceluloze, a prednosti su mali energetski troskovi i velika
efikasnost hidrolize te odsustvo agresivnih kemikalija i smanjena sinteza inhibitornih

molekula (Y. Sun iJ. Cheng, 2002).
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Bioloske metode predobrade obuhvacaju koriStenje mikroorganizama 1 njihovih
enzima za razgradnju lignina 1 hidrolizu hemiceluloze. Najées¢e se koriste saprofitne gljive,
plijesan, ali i bakterije (Fan i sur., 1987). Osiguravaju djelomi¢nu hidrolizu celuloze,
smanjenje stupnja polimerizacije 1 delignifikaciju. Prednosti ove metode su jednostavnost
postupka, efikasnost hidrolize celuloze celulolitickim enzimima koja je ireverzibilna, mali
utroSak energije i1 odsustvo koriStenja agresivnih kemikalija. Glavni nedostaci bioloske
predobrade su visoka cijena, mali prinos 1 duze trajanje procesa u odnosu na ostale metode
zbog toga $to se radi sa Zivim stanicama koje mogu biti osjetljive na derivate lignina (Sun 1

Cheng, 2002).

2.2.2. Kemijska predobrada- kiselinska hidroliza

Tretman kiselinom ukljucuje koriStenje sulfatne, nitratne ili neke druge mineralne
kiseline za uklanjanje komponenata hemiceluloze i izlaganje celuloze enzimskoj hidrolizi
(Silverstein, 2008).

Kemijski postupak kiselinske hidrolize obuhvaca podvrgavanje lignocelulozne sirovine
niskom tlaku 1 temperaturi prilikom koje dolazi do hidrolize hemiceluloze 1 celuloze na
jednostavne ugljikohidrate 1 potrebno je postici velike prinose ugljikohidrata da bi se smatrala
ucinkovitom metodom (Sivers 1 Zacchi, 1994). Postoje dva osnovna tipa procesa kiselinske
hidrolize: hidroliza razrijedenom kiselinom 1 hidroliza koncentriranom kiselinom.

Predtretman se moze izvoditi ili pri visokim temperaturama i niskoj koncentraciji kiseline
(hidroliza razrijedenom kiselinom) ili pri niskim temperaturama i visokoj koncentraciji
kiseline (hidroliza koncentriranom kiselinom; Taherzadeh, 2008). Hidroliza razrijedenom
kiselinom je uspjeSno razvijena za predobradu lignoceluloznih sirovina. Koriste se 0,5-1,5 %
kiseline u temperaturnom intervalu od 121 °C do 160 °C.

Usporedujué¢i s predtretmanom koncentriranim kiselinama, ovaj postupak daje manje
inhibitora koji nastaju razgradnjom ugljikohidrata, ali i uzrokuje manje probleme s korozijom.
Tretmani koncentriranom kiselinom se provode sumpornom kiselinom (H,SO4) koja je
najcesce koriStena uz ostale mineralne kiseline (HCl, HNO3) u rasponu koncentracije od 10-
30 %. Ovakav postupak osigurava potpunu i djelotvornu konverziju celuloze u glukozu 1
hemiceluloze u pentozne Secere (Demirbas, 2008). Prepreke u postizanju ekonomicnosti
procesa su korozija, visoka cijena kiseline 1 reciklacija pa ih to ¢ini ekonomski neisplativima

u odnosu na fizikalno-kemijske metode zbog potrebe za skupljom opremom koja je otporna
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na korozivno djelovanje kiseline, neutralizacijom pH-vrijednosti nakon postupka hidrolize

(Rezi¢, 2012).

2.2.3. Predobrada parom uz brzu dekompresiju

Najcesce koristena metoda za predobradu lignoceluloznih sirovina (McMillan, 1994).
U ovoj metodi se usitnjena biomasa tretira sa vodenom parom pod izrazito visokim tlakom
nakon cega se tlak naglo smanji Sto uzrokuje eksplozivnu dekompresiju lignoceluloznog
materijala (eng. steam explosion). Takva predobrada se najcesc¢e inicira pri temperaturama od
160-260 °C §to odgovara tlaku od 0,69-4,83 MPa i traje od nekoliko sekundi do par minuta
prije nego Sto se materijal izloZi atmosferskom tlaku. Proces uzrokuje degradaciju
hemiceluloze i1 transformaciju lignina (delignifikaciju) Sto povecava potencijal hidrolize
celuloze. Optimalna uc¢inkovitost hidrolize hemiceluloze se postiZze visokom temperaturom u
kratkom vremenu ili nizom temperaturom s duzim vremenom zadrzavanja (Duff i Murray,
1996). Faktori koji utjecu na predobradu vodenom parom uz brzu dekompresiju su vrijeme
zadrzavanja, temperatura (takoder 1 tlak), veli¢ina ustinjene sirovine i udio vode u sirovini.
Dodatkom H,SO4 se moze: efektivno poboljSati daljnja enzimska hidroliza, smanjiti
produkcija inhibitornih spojeva i potpuno ukloniti hemiceluloza (Morjanoff i Gray, 1987).
Negativna strana ove metode je $to ukljucuje destrukciju dijela frakcije ksilana, nepotpuna
razgradnja lignina — karbohidratnog matriksa 1 sinteza spojeva koji mogu djelovati inhibitorno

na mikroorganizme koji se koriste u daljnjim bioprocesima (Mackie i sur., 1985).

2.2.4. Predobrada vruéom vodom

Termicka predobrada lignocelulozne sirovine u kojoj se koristi vru¢a voda umjesto
vodene pare (eng.liquid hot water). Cilj metode je da vruca voda otopi glavninu hemiceluloze
te na taj nacin poveca pristupacnost enzimima koji razgraduju celulozu i smanji, odnosno
onemogucéi nastajanje inhibitornih molekula (Weil i sur., 1997). Da bi se to postiglo, potrebno
je odrzavati pH vrijednost izmedu 4,0-7,0 tijekom predobrade. Na taj naCin se postize
smanjeno nastajanje monosaharida i produkata razgradnje koji dalje kataliziraju hidrolizu
lignocelulozne biomase (Kohlmann i sur., 1995; Mosier i sur., 2005). Razlika izmedu

predobrade vru¢om vodom i vodenom parom je koncentracija otopljenih produkata razgradnje
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koja je veca pri predobradi vru¢om vodom u usporedbi s predobradom vodenom parom i ne
provodi se uz dodatak katalizatora (Bobleter, 1994). Velika prednost ove metode je da su
otopljeni lignin i hemiceluloza prisutni u manjoj koncentraciji zbog veceg unosa vode u
sustav za takvu vrstu predobrade i zbog toga je koncentracija produkata poput furfurala

manja, a aglomeracija i talozenje lignina reducirano (Hendricks i Zeeman, 2009).

2.2.5. Predobrada vodenom parom

Najbolja predobrada je ostvarena kombinacijom fizikalnih i kemijskih metoda, pa je
tako 1 predobrada parom bez brze dekompresije (eksplozije) jedna od najuspje$nijih metoda
za predobradu lignocelulozne sirovine (Ramos, 2003). Cilj te metode je otvoriti strukturu
hemiceluloze i time omoguciti bolju pristupacnost hidrolitickim enzimima i izbje¢i formiranje
inhibitornih spojeva. Tijekom predobrade, biomasa se stavlja u veliki reaktor 1 podvrgava se
visokoj temperaturi i tlaku na nekoliko minuta te se vodena para polako otpusta (nema brze
dekompresije materijala) i biomasa se lagano hladi. Tijekom predobrade vodenom parom,
dijelovi hemiceluloze se hidroliziraju i tvore kiseline koje mogu katalizirati daljnju hidrolizu
hemiceluloze no, sam proces se najcesS¢e provodi uz dodatak sulfatne kiseline kao katalizatora
hidrolize te se provodi pri razli¢itim parametrima procesa poput vremena zadrzavanja, tlaka
pare, temperature pare 1 koncentracije kiseline. Jedan od najvaznijih faktora koji utjeu na
potrebno vrijeme zadrZavanja, a samim time i na u¢inkovitost procesa je udio vode u samoj
sirovini jer Sto je on veci potrebno je duZze vrijeme zadrzavanja za zadovoljavajucu

predobradu sirovine (Brownell i sur., 1986).
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Tablica 1. Razliciti tipovi procesa predobrade lignoceluloznih sirovina i parametri procesa

Metoda Lignocelulozni | Temperatura | Vrijeme | Reagens za Referenca
materijal (°O) (min) impregnaciju
Kukuruzni 205 2 H,O Dottori i sur.,
oklasci 2013
. 0 Dottori 1 sur.,
Kukuruzni 150 120 0,8 % (w/w)
oklasci H,S0, 2013
Predobrada
55 H,O -
patom, wz Kukuruzni | 1. stupanj 150 ? DO“;(r)llgsur-a
dekompresiju oklasci 2. stupanj 205 6,7 H,O
. 0,8 % (W/w)
1. st 150 55 -
Kukuruzni stupan) H,S0, Dottori 1 sur.,
. . 2013
kl 2. st 205 6,7
oklasci stupanj , H,0
Predobrada Eisenhuber i
vodenom Slama 160-200 | 10-20 H,0 o 2013
parom 7
Hendricks 1
Slama 200 10 H,O Zeeman,
Predobrada 2009
vracom Hendricks 1
vodom
Slama 280 15 H,O Zeeman,
2009

2.2.6. Nusproizvodi koji nastaju tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina

Lignocelulozni hidrolizati sadrZe alifatske kiseline poput octene kiseline, mravlje

kiseline i1 levulinske kiseline (Jonsson i sur., 2013). Octena kiselina se formira primarno

hidrolizom acetilnih skupina hemiceluloze dok mravlja i levulinska kiselina nastaju nakon

kiselinom katalizirane termicke predobrade sirovine iz polisaharida. Mravlja kiselina je

degradacijski produkt furfurala 1 5-hidroksimetilfurfurala (HMF), a levulinska kiselina

proizlazi iz razgradnje HMF. Furan aldehidi — furfural i HMF nastaju dehidratacijom pentoza

i heksoza. Djeluju inhibitorno na rast mikroorganizama i na prinos kona¢nog proizvoda (npr.

bioetanola) u daljnim biotehnoloskim procesima. Navedeni nepozeljni spojevi se mogu

10
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ukloniti prije fermentacije procesom detoksifikacije. Mogu se koristiti kemijske (precipitacija
toksina i inhibitora nakon hidrolize, adsorpcija na aktivni ugljen) fizikalne (vakuum
uparavanje jer uklanja hlapive komponente poput octene kiseline i furfurala) i bioloSke
metode (tretmani enzimima 1 mikroorganizmima) za uklanjanje toksi¢nih spojeva (Rezié,

2012).
LEVULINSKA KISELINA

CELULOZA —— > GLUKOZA

— HMF\

/ MANOZA
HEMICELULOZA \i GALAKTOZA MRAVLJA KISELINA

T

KSILOZA FURFURAL
ARABINOZA

OCTENA KISELINA

LIGNIN FENOLI

EKSTRAKTI DRVA

Slika 5. Formiranje nusprodukata tijekom razgradnje lignoceluloznih sirovina (Jonsson i sur.,

2013).

11



3. EKSPERIMENTALNI DIO



FEksperimentalni dio

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovine

Lignocelulozna sirovina koriStena za ovaj rad bili su kukuruzni oklasci. Potjece od
soja kukuruza uzgojenom u okolici Ludbrega. Sirovina je usitnjena na mlinu c¢ekicaru
(poglavlje 3.1.3.1.). Tako usitnjena sirovina (Slika 6) je koriStena u procesu predobrade u

visokotla¢nom reaktoru.

Slika 6. Kukuruzni oklasci usitnjeni na mlinu ¢ekicaru.
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3.1.2. Kemikalije

Tablica 2. Cistoéa i podrijetlo kemikalija za pripravu otopina.

kemikalija distocéa proizvodac

celobioza p.a. Molekula, UK

glukoza p.a. Kemika, Hrvatska

ksiloza >99 %, za biokemiju | Roth, Njemacka

arabinoza za mikrobiologiju Kemika, Hrvatska

levulinska kiselina p.a. Sigma-Aldrich, Njemacka

octena kiselina p.a. Kemika, Hrvatska

mravlja kiselina p.a. Kemika, Hrvatska

furfural p.a. Sigma- Aldrich, Njemacka

cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka

demineralizirana voda p.a. Hrvatski zavod za transfuzijsku
medicinu, Hrvatska

fosfatna kiselina p.a., za HPLC Fluka, Njemacka

kalcijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska

sumporna kiselina min. 96 %, p.a. Kemika, Hrvatska

kalcijev hidroksid 50 %, tehnicki Proizvodnja gasenog vapna,
Hrvatska

3.1.3. Aparatura i pribor

3.1.3.1. Mlin ¢ekicar

Za usitnjavanje lignocelulozne sirovine koristen je mlin ¢ekicar—tip NA45. Kapacitet
mljevenja u zrnu iznosu 300 kg/h, a kapacitet mljevenja u klipu iznosi 250 kg/h. Ovaj mlin
ima dvije vrste sita, veli¢ine 12 mm i 5 mm. Za usitnjavanje kukuruznih oklasaka koristeno je

sito veli¢ine 5 mm

13
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Slika 7. Mlin ¢ekicar—tip NA45 (Megametal d.o.o., Nedelis¢e, Hrvatska)

3.1.3.2. Visokotla¢ni reaktor za predobradu lignocelulozne sirovine

Sirovina se stavlja u metalnu poroznu koSaru koja se nalazi u reaktoru zapremnine 20
litara, zatim se ulijeva 10 litara (L) razrijedene kiseline (w = 0,5 % ili 1,0 % H,SO,) i sadrzaj
se promijeSa. Tada se reaktor zatvara i1 sustav se ukljucuje na kontrolnoj jedinici [1] ¢ime
zapocinje grijanje spremnika koji sadrzi termicko ulje [2]. Reaktor za predobradu sirovine [3]
se grije vru¢im termickim uljem preko plasta, a uklju¢ivanjem sustava ukljucuje se i pumpa
koja omogucuje cirkulaciju termickog ulja kroz cijeli sustav [4]. Nadzor procesa se vrsi
mjerenjem temperature ulja, temperature 1 tlaka u reaktoru sa sirovinom te temperature pare
nastale tijekom zagrijavanja. Proces se vodi sve dok se ne postignu zadani uvjeti. Nakon
zavrSetka procesa se pomocu ventila sa gornje strane uredaja, koji sluzi za otpustanje pare,
spusta tlak na atmosferski, teku¢i dio se ispuSta otvaranjem ventila na dnu reaktora (ispust), a

kruti dio koji se nalazi u metalnoj kosari se izvlaci iz kosare.
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2E0
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Slika 8. Visokotla¢ni reaktor za termic¢ku predobradu lignoceluloznih sirovina

3.1.3.3. Sustav za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti
(eng. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC)

Koncentracije celobioze, glukoze, arabinoze, ksiloze, octene, levulinske i mravlje
kiseline te furana u izuzetim uzorcima odredene su pomoc¢u kromatografa Shimadzu CLASS-
VP LC-10Avrpr (Shimadzu, Kyoto, Japan) Sustav se sastoji od crpke (LC-10ADv»), otplinjaca
(DGU-14A), injektora (SIL-10 ADvp), uredaja za grijanje kolone (CTO-10Avr), ionsko-
izmjenjivacke analititke kolone (Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9 pm) s
predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 pm), detektora indeksa loma (RID-10A),
modula za kontrolu sustava (SCL-19Avp) i raCunalnog programa za kromatografiju (CLASS-

VP v6.10).
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3.1.3.4. Ostala oprema

- analiticka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan);

- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- suSionik Instrumetarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);

- oprema za filtraciju otopina [najlonski filter (0,22 um, 47 mm; Sartorius Stedim Biotech
GMBH, Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD) ]

- ultrazvucna kupelj USC300T (VWR International, Leuven, Belgija)

- UV/Vis spektrofotometar Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija)

- kvarcna kiveta promjera (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka)

- centrifuga Harrier 18/10 (Sanyo, Watford, Velika Britanija)

- hladnjak 1 zamrzivac (Gorenje, Slovenija)

- mlin za kavu

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema sirovine

Kako bi se povecala ucinkovitost kiselinske hidrolize i predobrade vodenom parom,
lignocelulozna sirovina je prethodno mehanicki ustinjena. Kukuruzni oklasak je samljeven u
mlinu ¢ekic¢aru—tip NA4S (poglavlje 3.1.3.1.). Za usitnjavanje kukuruznog oklaska koristeno

je sito veli¢ine 5 mm.

3.2.2. Predobrada vodenom parom u visokotlacnom reaktoru

Prethodno usitnjena sirovina sadzavala je 92,16 % suhe tvari pa je izvagano 542,53 g
sirovine odnosno, 500 g suhe tvari sirovine koja je prenesena u poroznu metalnu koSaru pa u
visokotlacni reaktor. U reaktor je dodano 9942,5 mL vodovodne vode i 57,25 mL 96%
sumporne kiseline tako da je ukupni volumen u reaktoru 10 L. Nakon toga se reaktor
hermeticki zatvara i zapocinje zagrijavanje termic¢kog ulja koje sluzi za zagrijavanje reaktora.
Nakon $to se postigne temperatura od 210 °C 1 tlak od 20 bara zadrZavaju se na navedenim

procesnim parametrima odredeno vrijeme. Napravljena su Cetiri takva eksperimenta kojima se
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mijenjalo vrijeme zadrzavanja (Tablica 3). Nakon svakog eksperimenta dobivene su dvije faze

(tekuca i ¢vrsta) koje su zasebno analizirane.

Usitnjeni kukuruzni
oklasci
500 g suhe tvari

0,5 % H2S04
1 % H2SO4
V=10L

v

y

Predtretman u visokotla¢nom reaktoru
pri 210 °C i 20 bara

N

{ Tekuca faza }

{ Cvrsta faza }

Slika 9. Shematski prikaz predobrade kukuruznih oklasaka u visokotlaénom reaktoru

Tablica 3. Uvjeti pri kojima je provedena predobrada lignoceluloznih sirovina u

visokotla¢nom reaktoru.

MoKklasci tpare Ppare t; VO wH2504
. Oznaka
(8 (°C) | (bar) | (min) | (L) | (%)
500 210 20 1 10 1,0 oklasci/210 °C/1 % HSO4/1 min
500 210 20 5 10 1,0 oklasci/210 °C/1 % H,SO4/5 min
500 210 20 10 10 1,0 oklasci/210 °C/1 % H,SO4/10 min
500 210 20 5 10 0,5 |oklasci/210 °C/0,5 % H,SO4/5 min
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3.2.3. Analiticke metode
Shema postupaka analize uzoraka nakon predobrade kukuruznih oklasaka prikazana je na slici 10.

KUKURUZNI OKLASCI |

| PREDOBRADA |

TEKUCA FAZA

CVRSTA FAZA

SPEKTROFOTOMETRIJSKA
ANALIZA

ODREDIVANJE
KONCENTRACIJE
NUSPROIZVODA (LIGNIN I
FURFURAL)

ODREDIVANJE UDJELA SUHE

VISOKODJELOTVORNA
TEKUCINSKA
KROMATOGRAFIJA (HPLC
ANALIZA)

ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE
JEDNOSTAVNIH
UGLJIKOHIDRATA I
NUSPROIZVODA

TVARITLIGNINA
NETOPLJIVOG U KISELINI

KISELINSKA HIDROLIZA

DVOSTUPAN]JSKA

SPEKTROFOTOMETRIJSKA

ANALIZA

VISOKODJELOTVORNA TEKUCINSKA
KROMATOGRAFIJA (HPLC ANALIZA)

ODREPIVANJE KONCENTRACIJE
JEDNOSTAVNIH UGLJIKOHIDRATA 1
NUSPROIZVODA

ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE NUSPROIZVODA
(FURFURAL I LIGNIN TOPLJIV U KISELINI)

Slika 10. Shema postupaka za analizu uzoraka nakon predobrade lignocelulozne sirovine
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3.2.3.1. Odredivanje udjela suhe tvari

Staklene petrijeve zdjelice (petrijevke) suSile su se u suSioniku 1 sat do konstantne
mase, zatim su se hladile u eksikatoru najmanje desetak minuta i na kraju vagale na
analiti¢koj vagi. U njih je odvagano 25 g ¢vrste faze dobivene nakon predobrade kukuruznih
oklasaka u visokotlaénom reaktoru i stavljene su u susSionik na suSenje minimalno 24h. Nakon
suSenja, izvagana je masa petrijevke sa osusenom cvrstom fazom te udio suhe tvari (s.tv.)

izraCunat prema formuli:

m(petrijevke nakon susenja) — m(prazne petrijevke)
*

w(s.tv.) = 100

m(odvaganog uzorka)

3.2.3.2. Odredivanje udjela lignina topivog u Kkiselini u ¢vrstoj fazi hidrolizata
kukuruznih oklasaka

Odredivanje topivog lignina provedeno je u filtratu nakon dvostupanjske hidrolize
¢vrste faze mjerenjem apsorbancije spektrofotometrom pri valnoj duljini od 205 nm. Udio

lignina topivog u kiselini (w(LTK)) je izraCunat pomocu formule:

AxDxV

A - apsorbancija uzorka na 205nm
D - faktor razrjedenja

V - volumen filtrata

a — konstanta, 110 g/Lcm

m — masa uzorka uzetog u analizu (g)

3.2.3.3. Dvostupanjska kiselinska hidroliza lignoceluloznih sirovina

Ovom metodom analiziran je sastav samljevene sirovine i uzorci ¢vrste faze nakon
predobrade oklasaka u visokotlacnom reaktoru zbog odredivanja koncentracije ugljikohidrata

1 lignina topivog i netopivog u kiselini. U tikvicu s okruglim dnom dodano je po 0,4 g uzorka
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14 mL 72 %-tne H,SO4. Nakon jednog sata inkubacije na temperaturi od 30 °C, sirovini je
dodano 112 mL demineralizirane vode tako da je koncentracija sulfatne kiseline iznosila 4 %.
Uzorci su kuhani 4 sata uz povratno hladilo. Sadrzaj u tikvici povremeno je mijesan
okretanjem tikvice kako bi se ostvario $to bolji kontakt lignocelulozne sirovine 1 kiseline.
Nakon kuhanja, uzorak je ohladen pod mlazom vode, profiltriran kroz celulozni filter
postavljenog na Buchnerov lijevak. U zaostalom ¢vrstom dijelu sirovine na filter papiru
odreden je lignin netopiv u kiselini, a u filtratu koncentracija glukoze, ksiloze, arabinoze,
celobioze, levulinske kiseline, octene kiseline, mravlje kiseline, furana i lignina topivog u

kiselini.

3.2.3.4. Odredivanje furfurala u tekucoj fazi hidrolizata kukuruznih oklasaka

Koncentracija furfurala je odredivana u tekucoj fazi te u filtratu nakon dvostupanjske
kiselinske hidrolize. Za odredivanje furfurala pomocu spektrofotometra je potreban bazdarni
pravac koji se prethodno napravi mjerenjem apsorbancija otopina furfurala poznatih
koncentracija. Uzorak s nepoznatom koncentracijom furfurala se razrjeduje
demineraliziranom vodom u omjeru 1:1000 te se mjeri apsorbancija na 284 nm i 320 nm.
Koncentracija se odreduje iz jednadzbe bazdarnog pravea (#urfural = 2,496 © AA + 0,0158; R’ =
0,998).

3.2.4. Analiza uzoraka tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
3.2.4.1. Priprema uzoraka ¢vrste faze hidrolizata za HPLC analizu

Dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom je dobiven filtrat koji je potom neutraliziran
dodatkom Ca(OH), do pH vrijedosti od oko 5-6 jedinica. Uzorak je zatim centrifugiran (5000
g, Smin; HC-240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), a dobiveni supernatant je profiltriran
pomocu Sprice kroz najlonski filter s porama veli¢ine 0,2 um (33 mm; Carl Roth, GmbH &

Co, Karlsruhe, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci analizirani su pomoc¢u Shimadzu

CLASS-VP LC-10Avrp sustava.
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3.2.4.2. Priprema uzorka tekuce faze hidrolizata za HPLC analizu

Volumenu od 700 pL neutraliziranog uzorka tekuce faze hidrolizata dodano je 700 puL
10 %-tne otopine cinkova sulfata heptahidrata. Uzorci su zatim snazno izmijeSani tijekom 20-
tak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i ostavljeni da odstoje 20 minuta
pri sobnoj temperaturi. Dobiveni talog izdvojen je centrifugiranjem (10000 g, 5 min; HC-240,
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), a supernatant je profiltriran pomocu $price kroz najlonski
filter s porama veli¢ine 0,2 pum (Cromafil®Xtra PA(NY)-20um/25mm; Machery-Nagel
CoKG, Diiren, Njemacka). Pripremljeni uzorci su analizirani pomo¢u Shimadzu CLASS-VP

LC-10Avr sustava (poglavlje 3.2.3.3.).

3.2.4.3. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10Aypr (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koriSten je za odredivanje jednostavnih ugljikohidrata glukoze, ksiloze, arabinoze i celobioze
te mravlje, octene i levulinske kiseline u uzorcima cvrste 1 tekuce faze nakon predobrade
kukuruznih oklasaka. Za analizu priredenih uzoraka koriStena je modificirana kromatografska
metoda opisana u radovima Trontel 1 sur. (2010, 2011). Kao mobilna faza koristena je 0,1 %
otopina fosforne kiseline. Injektirano je 20 pL uzorka u sustav. Protok mobilne faze je 0,5 mL
min™, a temperatura ionsko-izmjenjivacke analiticke kolone (Supelcogel™ C-610H; 30 cm x
7,8 mm ID, 9 pm) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 pum) pri 55 °C. Za
detekciju je koriSten detektor indeksa loma. Procjena rezultata kromatografske analize
napravljena je pomocu racunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10 1 pripadajuce

vrijednosti su o€itane iz bazdarnih pravaca.
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Tablica 4. Retencijska vremena i bazdarni pravci.

retencijsko
naziv spoja jednadzba bazdarnog pravca R*(-)
vrijeme (min)

arabinoza 19,825 + 0,026 A =225152 Yarabinoza + 562,39 0,9999
celobioza 11,885 + 0,035 A =221943" %eelobioza T 838,98 0,9999
glukoza 14,045 + 0,040 A =226208,50 pylukoza -1433,13 1,0000
ksiloza 14,834 £ 0,037 A =223510 Ksiloza + 1070,5 1,0000
levulinska

.. 21,388 + 0,051 A =207915 Yevulinska kiselina T 3222,5 | 0,9998
kiselina
mravlja kiselina | 18,520+ 0,018 A = 82201 pnravija kiselina - 8125,4 0,9983
octena kiselina 19,825 £ 0,026 A = 112445" Yoctena kiselina T 1276,1 0,9989

*retencijsko vrijeme izraZzeno kao srednja vrijednost + standardna devijacija

3.2.4.4. Izrada baZzdarnog pravca za odredivanje koncentracije ugljikohidratnih jedinica

Otopine standarda pripravljene su kao otopine Secera (glukoze, ksiloze, arabinoze,

celobioze), odnosno otopine kiselina (octena, mravlja 1 levulinska) u deioniziranoj vodi u

koncentracijama: 0,1 mg mL™", 0,5 mgmL™", 1 mgmL™", 2 mgmL™", 5mgmL™", 10 mgmL™" i

35 mg mL". Uzorci su analizirani pomoéu kromatografskog sustava Shimadzu CLASS-VP

LC-10Ayp (Shimadzu, Kyoto, Japan) uz tri ponavljanja. Za svaki uzorak odredena je povrSina

pika s obzirom na koncentraciju arabinoze u otopini (8. Prilozi, Prilog 1-8).
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4. REZULTATI

U ovom je radu analiziran je sastav lignocelulozne sirovine — kukuruznog oklaska.
Nakon toga je provedena predobrada kukuruznih oklasaka u visokotlatnom reaktoru pri
odredenim uvjetima. Za zakiseljavanje suspenzije kukuruznih oklasaka tijekom predobrade u
visokotlacnom reaktoru koriStena je sumporna kiselina. Predobrada je provedena u rasponu
vremena zadrzavanja od 1 do 10 minuta pri konstantnom tlaku pare (20 bara) i temperaturi
(210 °C). Sveukupno su provedena cCetiri eksperimenta. Tri predobrade provedene su pri 210
°C 1 20 bara vodene pare uz dodatak 1,0 % sumporne kiseline tijekom 1, 5 1 10 minuta. Uvjeti
procesa pri kojima je postignuta najveca koncentracija ukupnih ugljikohidrata (glukoze,
ksiloze i1 arabinoze) koriSteni su za provodenje procesa pri nizoj koncentraciji kiseline od 0,5
%.

Rezultati eksperimenata podijeljeni su u 3 poglavlja:

a) Analiza sastava lignocelulozne sirovine — kukuruznog oklaska (poglavlje 4.1)
b) Odredivanje sastava tekuce faze hidrolizata kukuruznih oklasaka (poglavlje 4.2.)

¢) Odredivanje sastava ¢vrste faze hidrolizata kukuruznih oklasaka (poglavlje 4.3)
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4.1. Analiza sastava lignocelulozne sirovine — kukuruznog oklaska

Nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize kukuruznih oklasaka dobiveni hidrolizat je
profiltriran (poglavlje 3.2.3.3.). U dobivenom filtratu odredena je koncentracija ugljikohidrata
(celobioze, ksiloze, glukoze i arabinoze) 1 octene kiseline tekuéinskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (poglavlje 3.2.4.3.). Dok je udio lignina topivog u kiselini odreden
spektrofotometrijski (poglavlje 3.2.3.2.) U talogu zaostalom nakon filtracije odreden je udio
lignina netopivog u kiselini 1 pepela (poglavlje 3.2.3.1.). Sastav sirovine prikazan je na slici

12.

LTK ostalo

glukan
35%

proteini
3%,
(Hanzek,2015)

4%

26%

Slika 11. Sastav kukuruznih oklasaka dobiven nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize
(HAc, octena kiselina; LTK, lignin topiv u kiselini, LNTK, lignin netopiv u

kiselini).
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4.2. Odredivanje sastava tekuce faze hidrolizata kukuruznih oklasaka

Nakon predobrade pri razli¢itim procesnim parametrima u visokotlathom reaktoru
(Tablica 3, poglavlje 3.2.2.) odredena je koncentracija arabinoze, ksiloze, glukoze i lignina
topivog u kiselini (LTK) u tekuéoj fazi - hidrolizat (poglavlje 3.2.4.2.). Osim koncentracija
ugljikohidrata odredena je 1 koncentracija octene kiseline i nusproizvoda predobrade kao §to
su levulinska kiselina, mravlja kiselina (poglavlje 3.2.4.2) i furani (furfural i HMF) (poglavlje
3.2.34).

7 - B glukan
®ksilan
6 .
" arabinan
5 -
[ TK
g 4]
= 3
2 -
1 -
0
10min, 1% Smin, 1% Imin, 1% Smin, 0,5%
sumporna kis sumporna kis sumporna kis sumporna kis

Slika 12. Udio ugljikohidrata u hidrolizatu (teku¢a faza) dobivenom nakon predobrade

kukuruznih oklasaka u visokotlaénom reaktoru.
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12
¥ mravlja kiselina
10 oo
octena kiselina
8 .
- © levulinska kiselina
N
< 6 -
= ® furani (furfural i
4 HMF)
2 m
O T T T T
10min, 1% Smin, 1% Imin, 1% Smin, 0,5%
sumporna kis sumporna kis sumporna kis sumporna kis

Slika 13. Koli¢ina nusprodukata (toksi¢nih spojeva) u hidrolizatu (tekuca faza) dobivenom

nakon predobrade kukuruznih oklasaka u visokotlacnom reaktoru.
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4.3. Odredivanje sastava ¢vrste faze hidrolizata kukuruznih oklasaka

Nakon predobrade kukuruznih oklasaka u visokotlatnom reaktoru, Cvrsta faza,
odnosno kruti dio se suSi te se provodi dvostupanjska kiselinska hidroliza. Koriste¢i
visokoucinkovitu tekuéinsku kromatografiju odredena je koncentracija arabinoze, ksiloze,
glukoze, celobioze i octene kiseline (poglavlje 3.2.4.1.) u filtratu dobivenom nakon
dvostupanjske kiselinske hidrolize ¢vrste faze (poglavlje 3.2.3.3). Lignin netopiv u kiselini
(LNTK) 1 pepeo odredeni su u zaostalom ¢vrstom dijelu sirovine nakon prethodnog vaganja
krutog dijela predobradenih kukuruznih oklasaka u visokotlatnom reaktoru te ispiranjem na
filter papiru s naljevima vru¢e vode malih volumena (poglavlje 3.2.3.1.). Dobiveni su rezultati

prikazani na slici 15.

25 5
B glukan
20 -
® ksilan
~ 15 7 marabinan
S
z
10 1™ LNTK+
pepel
5 .
O T T T 1
10min, 1% Smin, 1% Imin, 1% Smin, 0,5%
sumporna kis sumporna kis sumporna kis sumporna kis

Slika 14. Koli¢ina ugljikohidrata u ¢vrstoj fazi hidrolizata dobivenoj nakon predobrade

kukuruznih oklasaka u visokotla¢nom reaktoru.
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5. RASPRAVA

5.1.Analiza sastava lignocelulozne sirovine — kukuruznog oklaska

Lignocelulozni materijali predstavljaju obnovljive 1 jeftine sirovine u brojnim
biotehnoloskim procesima (Nigam i Pandey, 2009, Philippoussis, 2009; Buljubasi¢, 2012,
Lackovi¢, 2012; Lesi¢, 2014). Vazno je poznavati to¢an sastav lignoceluloznih sirovina za
razvoj biotehnoloskih procesa 1 procjenu njihove ekonomske odrzivosti, kao 1 za
zadovoljavanje kriterija odrzivog razvoja (Balat, 2011). Lignin moZe uzrokovati niz problema
prilikom koriStenja lignoceluloznih sirovina (Jergensen i1 sur., 2007; Janusi¢ i sur., 2008,
Skoro, 2014). S obzirom na ta saznanja, u ovom radu su kukuruzni oklasci predobradeni
termi¢kom predobradom u visokotlatnom reaktoru s kiselinom H,SOj4 kao katalizatorom pri
koncentracijama kiseline 0, 5 % 1 1,0 %.

Sastav lignoceluloznih sirovina odreden je primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti nakon dvostupanjske hidrolize. Sirovina je prema dobivenim rezultatima
sadrzavala 35 % glukana, 26 % ksilana i 4 % arabinana $to sveukupno znaci da je udio
ugljikohidrata u kukuruznim oklascima oko 65 % (poglavlje 4.1.). Druga najve¢a komponenta
kukuruznih oklasaka je lignin netopiv u kiselini 1 pepeo (23 %), dok udio lignina koji je topiv
u kiselini iznosi 0,22 %. Udio proteina iznosi 3 % (Hanzek, 2015) i octene kiseline 4,35 %.
Wang 1 sur. (2011) odredili su prosje¢an sastav kukuruznog oklaska i on iznosi: 40-44 %
celuloze; 31-33 % hemiceluloze 1 16-18 % lignina. Rezultati analize sastava kukuruznog
oklaska dvostupanjskom hidrolizom odgovaraju rezultatima od Wang 1 sur. (2011). Male
razlike u navedenim vrijednostima mogu biti zbog razli¢itih sorti kukuruza i koriStenih

analiti¢kih metoda.

5.2. Odredivanje sastava tekuce faze hidrolizata kukuruznih oklasaka

Nakon predobrade kukuruznih oklasaka u visokotlacnom reaktoru dobile su se dvije
faze hidrolizata (poglavlje 3.2.2.). Tekuca faza je analizirana spektrofotometrijski (masa
ukupnih furana) i pomo¢u HPLC metode. HPLC metodom je utvrdena masa monomernih
ugljikohidratnih jedinica (glukana, arabinana i ksilana) i lignina topivog u kiselini i rezultati
su prikazani u ovom radu (poglavlje 4.2. slika 13). Prema dobivenim rezultatima masa lignina
topivog u kiselini nakon provedenih postupaka predobrade pri vremenima zadrzavanja od 1

do 10 min priblizno je jednaka i iznosi od 1,01 do 1,12 %. Slicno tome i vrijednosti za
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arabinan su priblizno jednake i iznose oko 1,0 %. Masa glukana i ksilana vidljivo varira.
Tijekom predobrade pri uvjetima 210 °C/1 % H»SO4/10 min dobivena je najmanja koli¢ina
glukana 1 ksilana koje iznose 0,99 % za glukan 1 2,98 % za ksilan. Nakon predobrade
kukuruznih oklasaka (210 °C/1 % H;SO4/5 min) dobiva se najve¢i udio fermentabilnih
ugljikohidrata, izrazenih kao glukan i ksilan, koja iznosi 5,06 % za glukan i 6,76 % za ksilan.
S obzirom da su pri uvjetima 210 °C/1 % H,SO4/5 min dobivene najviSe vrijednosti za masu
glukana 1 ksilana u odnosu na ostale eksperimente, provedena je predobrada kukuruznih
oklasaka pri istoj temperaturi, tlaku i1 vremenu zadrZavanja, ali sa manjom koncentracijom
sumporne kiseline od 0,5 % (oklasci/210 °C/0,5 % H,SO4/5 min). Ovim postupkom je
dobiveno samo 3,52 % glukana 1 4,2 % ksilana. Iz toga je vidljivo da takvi uvjeti nisu
doprinijeli povecanju udjela fermentabilnih ugljikohidrata.

Osim koncentracije ugljikohidrata u hidrolizatu, tijekom ovih postupaka odredena je i
koncentracija octene, levulinske i mravlje kiseline, ali i furana.

Pri temperaturi od 210 °C, koncentraciji H,SO4 od 1,0 % 1 uvjetima zadrzavanja od 1 min, 5
min 1 10 min dobivena je priblizno isti udio octene kiseline (2,80-3,01 %). Dok je pri
koncentraciji H,SO4 0d 0,5 % udio octene kiseline bio smanjen za oko 35% 1 iznosila je 1,91
% pri vremenu zadrzavanja od 5 min.

Pri temperaturi od 210 °C, koncentraciji H,SO4 od 1,0 % 1 uvjetima zadrzavanja od 1 min, 5
min 1 10 min dobiveno je redom 11,59 %, 7,95 % 1 9,10 % levulinske kiseline. Levulinska
kiselina nastaje razgradnjom HMF pri visokoj temperaturi i u prisutnosti kiseline (Jonsson i
sur., 2013) Nakon predobrade pri smanjenoj koncentraciji sumporne kiseline (oklasci/210
°C/0,5 % H,SO04/5 min) proizvedeno je samo 1,65 % levulinske kiseline. Na taj nacin je udio
ovog toksi¢nog spoja umanjen za oko 80 %.

Osim levulinske kiseline, tijekom ovog procesa iz HMF 1 furfurala nastaje 1 mravlja kiselina
(Jonsson 1 sur., 2013). Udio mravlje kiseline koja je nastala tijekom predobrade pri
temperaturi od 210 °C, koncentraciji H,SO40d 1,0 % 1 uvjetima zadrzavanja od 1 min, 5 min 1
10 min je priblizno jednak i iznosi od 4,27 % do 4,77 %. Dok je nakon predobrade u
visokotlacnom reaktoru pri koncentraciji H,SO4 od 0,5 % udio mravlje kiseline bio smanjen

za oko 50 % i iznosila je samo 2,16 % pri vremenu zadrzavanja od 5 min.
Udio ukupnih furana (furfural i HMF) nastalih tijekom predobrade s 1,0 % sumpornom

kiselinom bio je u rasponu od 0,61 % do 1,31 %, dok je pri koncentraciji H;SO4 od 0,5 %

iznosio 0,60 %.
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S obzirom na visoke vrijednosti dobivene za toksi¢ne spojeve tijekom predobrade pri
uvjetima 210 °C/1 % HSO4/1 min, 210 °C/1 % H,SO4/5 min i 210 °C/1 % H,SO4/10 min

moze se zakljuciti da odabrani uvjeti nisu bili odgovarajuci za hidrolizu kukuruznih oklasaka.

5.3. Odredivanje sastava ¢vrste faze hidrolizata kukuruznih oklasaka

Udio ugljikohidrata u ¢vrstoj fazi hidrolizata kukuruznih oklasaka odreden je nakon
dvostupanjske kiselinske hidrolize koriste¢i visokodjelotvornu tekucinsku kromatografiju, a
dobiveni rezultati su prikazani u poglavlju 4.3., slika 15. U sastavu ¢vrste faze hidrolizata
nalazi se vrlo malo glukana $to u prosjeku nakon provedenih eksperimenta pri uvjetima 210
°C/0,5 % H,SOy s razlic¢itim vremenima zadrzavanja (1, 5, 10 min) iznosi od 0,08 do 0,3 %.
No, pri uvjetima (oklasci/210 °C/0,5 % H,;SO4/5 min) odreden je udio glukana u iznosu od
1,54 %. U ¢vrstoj fazi hidrolizata nisu odredeni monosaharidi kao $to su ksilan 1 arabinan $to
ukazuje na potpunu hidrolizu hemiceluloze tijekom provedenih proces predobrade. Lignin
netopiv u kiselini 1 pepeo odredeni su i u ¢vrstoj fazi te je odredena njihova zajedni¢ka masa.
Najvece vrijednosti (22,36 %) odredene su pri vremenu zadrzavanja od 10 min. U ovom
slucaju gotovo svi ugljikohidrati iz sirovine su hidrolizirani.

Nusproizvodi, u c¢vrstoj fazi hidrolizata nakon predobrade kukuruznih oklasaka u
visokotlacnom reaktoru, su potpuno izostali iz c¢vrste faze. U posljednjem postupku
predobrade kukuruznih oklasaka (210 °C/0,5 % H,SO4/5 min) dobivena je veca koli¢ina
mravlje kiseline koja iznosi 1,25 % vjerovatno jer ¢vrsta faza, nakon predobrade 1 provodenja

dvostupanjske kiselinske hidrolize nije isprana dovoljnom koli¢inom vruée vode.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata opisanih u ovom radu moze se zakljuciti slijedece:

1.

Kukuruzni oklasci sastoje se od 35 % glukana, 26 % ksilana, 4 % arabinana, 23 % lignina
netopivog u kiselini 1 pepela. Odreden je i udio octene kiseline (4,35 %) i lignina topivog u

kiselini (4,45 %).

. Najveca efikasnost procesa predobrade kukuruznih oklasaka u visokotlaénom reaktoru (210

°C/20 bara) ostvarena je kod vremena zadrzavanja od 5 minuta uz 1 % H,SO, pri ¢emu je
u tekucoj fazi hidrolizata odredeno 5,06 % glukana, 6,76 % ksilana, 1,14 % arabinana 1
1,02 % lignina topivog u kiselini. U ¢vrstoj fazi hidrolizata u tim uvjetima odreden je udio

glukana od 0,18 %, odnosno lignina netopivog u kiselini i pepela od 21,59 %.

. Smanjenje koncentracije H,SO4 u postupku predobrade na 0,5 % (210 °C/20 bara/5 min)

rezultiralo je znacajnim smanjenjem koncentracije nusproizvoda procesa predobrade kao
Sto su levulinska kiselina za 80 %, odnosno mravlja kiselina za 50 % u odnosu na

eksperiment proveden kod 210 °C/20 bara/5 min uz 1 % H,SOs.

. Na osnovi rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da je neophodan dio procesa

daljnje optimizacije predobrade kukuruznih oklasaka za primjenu njihovog hidrolizata u

procesu proizvodnje bioetanola.
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8. PRILOZI

8.1. BaZdarni dijagrami za odredivanje koncentracija ugljikohidrata

Prilog 1. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije arabinoze
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Prilog 2. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije celobioze
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Prilog 3. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze
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Prilog 4. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ksiloze
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8.2. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracija nusproizvoda

Prilog 5. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ukupnih furana
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Prilog 6. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije octene kiseline
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Prilog 7. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije mravlje kiseline
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Prilog 8. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije levulinske kiseline
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